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OZET

STABIL SIVI ANTIiKOR FORMULASYONU

Mevcut bulus genellikle antikorlar i¢ceren farmasotik formillasyonlarin
alani ile ilgilidir. Spesifik olarak mevcut bulus, stabil sivi bir antikor
formiilasyonu ve bunun farmasodtik preparasyonu ve kullanmimu ile
ilgilidir. Bu bulus, insancillagtirilmis bir anti-NGF antikoru igeren bir

sivi formillasyon ile drneklendirilir.
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ISTEMLER

1. Asagdakileri igeren bir sivi anti-NGF antikoru kompozisyonu;

bir antikor,

bir tonisite ajamni

bir tampon,

bir kiskaglama ajani,

bir surfektan;

burada adi gegen kompozisyonun pH’si, 5.8 ila 6.8
arasmdadir,

buradaki surfektan, polisorbat 20°dir,

buradaki tampon, histidindir,

buradaki tonisite ajam, trehalozdur ve

buradaki antikor, SEK.KIM.NO.:1’e ait bir degisken agir
zincir sekans: ve SEK.KIM.NO.:2’ye ait bir degisken hafif

zincir sekansi igerir.

2. Istem I’¢ gore sivi kompozisyon; buradaki tonisite ajam, trehaloz

dihidrattir.

3. lIstem 2’ye gore sivi kompozisyon; buradaki trehaloz dihidrat

konsantrasyonu, | mg/ml ila 100 mg/ml arasindadir.

4. 1 ila 3 istemlerinden birine gore sivi kompozisyon; buradaki

polisorbat 20 konsantrasyonu, 0.01 ila 0.15 mg/ml arasindadir.

5. 1 ila 4 istemlerinden birine gore sivi kompozisyon; buradaki



10

15

20

25

10.

11.

12,

150

histidin tamponu konsantrasyonu, 1.0 1la 15 mM arasmdadir.

1 ila 5 istemlerinden birine gore sivi kompozisyon; buradaki

kiskaglama ajani, EDTA dur.

[stem 6’ya gbre sivi kompozisyon; buradaki EDTA

konsantrasyonu, 0.01 ila 0.1 mg/ml arasindadir.

1 ila 7 istemlerinden birine gore sivi kompozisyon; buradaki

antikor konsantrasyonu, 50 mg/ml’den az veya buna esittir.

1 1la 8 istemlerinden birine gore olup ayrica bir antioksidan ajan

ve/veya bir prezervatif ajan da iceren s1vi kompozisyon.

1 ila 9 istemlerinden birine gore olup, sunlar1 igeren sivi anti-
NGF kompozisyonu:

0.5 mg/ml 1la 50 mg/ml antikor,

1.0 mM 1la 15 mM histidin tamponu,

1 mg/ml 1la 100 mg/ml trechaloz dihidrat,

0.01 ila 0.15 mg/ml polisorbat 20,

0.01 1la 0.1 mg/ml EDTA,

burada adi gegen kompozisyonun pH’si, 5.8 ila 6.8 arasindadir.

1 1la 10 istemlerinden birine gore sivi kompozisyon; buradaki

antikor, bir insan veya insancillastirilmig antikordur.

1 ila 11 istemlerinden birine gore sivi kompozisyon; buradaki

antikor, bir 1gG2 antikorudur.
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1 1la 12 istemlerinden birine gore sivi kompozisyon; buradak:
antikor, insan NGF’sine 2 nM’den az veya buna esit bir Ky, ile

baglanir.

1 1la 13 istemlerinden birine gore sivi kompozisyon; buradaki
antikor, SEK.KIM.NO.:16’ya ait bir agr zincir amino asit
sekans1 ve SEK.KIM.NO.:17’ye ait bir hafif zincir amino asit

sekansi 1gerir.

1 ila 14 istemlerinden birine gdre sivi kompozisyon; buradaki
kompozisyon liyofilize edilmesi ve liyofilizasyona tabi

tutulmamstir.

1 1la 15 istemlerinden birine gore sivi kompozisyon; buradaki
kompozisyon, bir¢cok dondurma eritme dongihsinden sonra

antikor agregasyonuna direnglidir.

1 1la 15 istemlerinden birine gore sivi kompozisyon; buradaki
kompozisyon, 40°C’lik bir sicaklikta en az 26 haftalik bir sire
boyunca depolanabilir ve burada:
(a) kompozisyonun antikorunda %10’dan az agregasyon artig1,
(b) kompozisyonun antikorunda %10°dan az oksidasyon artis
veya
(c) kompozisyonun antikorunda %10°dan az aktivite dusisi

olur,

1 ila 17 istemlerinden birine gore sivi kompozisyon; buradaki

kompozisyon, 40°C’lik bir sicaklikta en az 26 haftalik bir sure
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boyunca depolanabilir ve buradaki kompozisyonun antikorunda

% 10°dan az aktivite azalmasi olur.

Bir memelide agrn tedavisinde kullanom i¢in 1 1la 18

istemlerinden birine gore sivi kompozisyon.

Istem 19°a gore kullamm i¢in sivi kompozisyon; buradaki
kompozisyonun uygulanma paterni, bir doz kompozisyonun

sckiz haftada bir uygulanmasum kapsar.

Istem 20°ye gore kullanim i¢in s1vi kompozisyon; buradaki doz

hacmi, 2.5 ml’den az veya buna esittir.

Istem 20 yada istem 21’¢ gore kullanim igin s1vi kompozisyon;

buradaki doz, 50 mg’den az veya buna esit antikor igerir.

20 1la 22 istemlerinden birine gore kullamm i¢cin  s1vi
kompozisyon; buradaki doz uygulamasi, intravendz veya

subkutandir.
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TARIFNAME

STABIL SIVI ANTIKOR FORMULASYONU

Mevcut bulus, antikorlardan olusan farmasotik formulasyon alam ile
ilgilidir. Spesifik olarak mevut bulug, bir stabil sivi antikor
formillasyonu ve bunun farmasotik preparasyonu ve kullanimi ile

ilgilidir.

BULUSUN GECMiSi

Terapotik  veya profilaktik  kullanim i¢cin  amaglanan  antikor
preparasyonlari, kullanilmadan once depolama ve nakliye sirasindaki
zaman zarfinda denatiirasyon, oksidasyon veya agregasyon
etkilerinden dolay1 proteinin aktivite veya yapisal butimluk kaybim
engellemek i¢in stabilizerler gerektirir. Bu problemler, terapotik
uygulama  1¢in sikhikla  arzu  edilen  yuksek  antikor

konsantrasyonlarinda ¢ogalir.

Antikor formilasyonlar1 gelistirmede baglica amag, antikoru,
¢Oziinuirligl, stabiliteyr ve bunun antijen baglama potansin
korumaktir. Cozelti i¢inde agregatlardan ve partikulatlardan
kaginilmas1 ©ozellikle arzu edilen bir durumdur ¢iinkit bunlar,
intravendz veya subkiitan enjeksiyon icin kullanilmadan once steril
filtreleme gerektirir ve uygulama yolunu sinirlar. Antikor agregatlan,
bunlar1 igeren formillasyonun intravendz yoldan enjekte edildigi

durumda agriya ve anafilaktoid yan etkilere neden olabilir.
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Liyofilizasyon ve dondurarak kurutma, s1vi1 antikor formiuilasyonlarma
alternatiftir. Her iki proses de, tekrar bicimlendirme iizerine antikorda
denatiirasyon indiikleme ve bunun antijen baglama aktivitesini

azaltma egilini gosterir.

Tuzlar, surfektanlar, pH ve tonisite ajanlan, orn., sekerler, agregasyon
problemlerinin asilmasmma  katkida  bulunabilir, Antikor
preparasyonlarinin formulasyonu, proteinin denatiire olmasim ve
antijen baglama aktivitesindeki kaybi engellemek i¢in digerleri
arasinda bu faktorlerin dikkatli segilmesini gerektirir. Bir antikor
preparasyonunun pH araligina iliskin olarak, pH degeri dusuk bir
antikor formulasyonunun intravendz yoldan enjekte edilmesi
durumunda siklikla enjeksiyon agrisi meydana gelir. Bir antikor
formillasyonunun bir enjeksiyon olarak kullanilmasi1 durumunda pH
degerinin yaklasik olarak bir notr pH araliinda olmasi arzu edilebilir,
ayrica formillasyon iginde siijelere enjeksiyon igin zararli baloncuklar
olmasinm1 engellemek i¢in surfektan seviyelerini minimuma indirmek

de avantajli olur,

Monoklonal anti-CTLA4 antikoru igeren bir sivi formillasyon,
W0O2006/096491°den (Pharmacia and Upjohn Company) bilinir ve bu,
20 mg/ml antikor, 20 mM histidin tamponu, 84 mg/ml treheloz, 0.2
mg/ml PS80 surfektan, 0.05 mg/ml EDTA pH 5.5 igerir.

Cozelti i¢inde biyoaktif antikorun yiksek konsantrasyonlarmi stabil
sekilde destekleyen ve intravendz, intramuskuler, intraperitonel,
intradermal veya subkiitan enjeksivon dahil olmak {izere parenteral

uygulamaya uygun olan stabil siv1 bir antikor formiillasyonuna ihtiyag
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vardir. Ayrica formilasyonda baloncuk olusma ve anafilaktoid yan

etki riskinin minimuma inmis olmasi da arzu edilebilir.

Ayrica bir anti-NGF antikoru i¢cin de bu tur bir stabil sivi formiilasyon
saglanmasi1 gerckmektedir. NGF nin hem periferal hem de merkezi
noronlarin gelisiminde ve korunmasinda merkez bir rol oynadigl
bilinir. Sinir sistenmndeki etkilerme ek olarak NGF seviyelerinin
artnus olmasi, sistemik lupus eritematoz, multipl sklerozis, psoryazi,
artrit, interstisyel sistit ve astum dahil olmak tizere ¢esitli enflamatuar
durumlar 1ile de iligkilendirilmistir,  NGF ayrica ¢esitli  agri
durumlarinda da aktivite gostermistir. Anti-NGF antikoru E3’{,
kanser agrisi, romatoid artrit agrisi, osteoartrit agrisi ve ameliyat
sonrast agri dahil olmak uzere akut ve kronik agri durumlarinm
tedavisinde faydali oldugu gosterilmistir (bakimiz
orneginW02004/058184). NGF nin aracilik ettigi enflamatuar ve agri
durumlarindan muzdarip hastalarin tibbi ihtiyacini karsilamak igin bir
anti-NGF antikoru i¢eren stabil bir siv1 antikor preparasyonunu ihtiyac

vardir.

WO02006/096488, anti-CTLA4 antikorlarmin, EDTA, histidin,
trehaloz, polisorbat 80 iceren kompozisyonlarini  agiklar.
WO02006096490, insancillastirilmus IgGl antikoru, histidin, sukroz,
polisorbat ve benzil alkol ig¢eren yeniden bigimlendirilmis bir
kompozisyonu bildirir. WO0O2006096461, monoklonal anti-M-CSF
antikoru, EDTA, histidin tamponu, polisorbat 80 ve bir manitol
tonisite ajam igeren formillasyonlan tarif eder. WO2006096489, anti-

insan M-CSF antikoru ig¢eren sivi kompozisyonlar1 agiklar.
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BULUSUN KISA OZETI

Mevcut bulusa gore sunlar saglanir:
Bir antikor, bir tonisite ajanmi, bir tampon, bir kiskaglama ajani,
bir surfektan igeren sivi bir anti-NGF antikoru kompozisyonu;
burada adi gegcen kompozisyonun pH’si, 5.8 ila 6.8 arasindadir;
buradaki surfektan, polisorbat 20°dir; buradaki tampon,
histidindir;
buradaki tonisite ajam, trehalozdur ve
buradaki antikor, SEK.KIM.NO.:1’¢ ait bir degisken agir zincir
sekans1 ve SEK.KIM.NO.:2’ye ait bir degisken hafif zincir

sekansi 1gerir.

Mevcut aciklama, en az bir antikor, en az bir tonisite ajani, en az bir
tampon, en az bir kiskaglama ajani, en az bir surfektan iceren bir s1v1
kompozisyonu sunar; burada adi gegen kompozisyonun pH’si, 5.8 ila

6.8 arasindadar.

Mevcut aciklama, en az bir antikor, en az bir tonisite ajani, en az bir
tampon, en az bir kiskaglama ajani, en az bir surfektandan olusan veya
esasen bunlardan olusan bir sivi kompozisyonu sunar; burada adi

gecen kompozisyonun pH’si, 5.8 1la 6.8 arasindadir.

Mevcut agiklamaya gore sivi kompozisyon, ¢ozelti icinde biyoaktif
antikorun yiksek konsantrasyonlarim stabil sekilde destekleme ve
intravendz, intramuskiller, intraperitonel, intradermal veya subkiitan
enjeksivon dahil olmak Uzere parenteral uygulamaya uygun olma
avantaji sunar. Ayrica baloncuk olusma ve anafilaktoid van etki riski

de minimuma nmistir.
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Mevcut bulusun tercih edilen bir diizenegine gore sivi kompozisyon,
en az bir antikor icerebilir. Baz1 aciklamalarda birden fazla antikor
mevcut olabilir, En az bir, en az iki, en az ii¢, en az dort, en az bes
veya daha fazla farkli antikor mevcut olabilir. Genellikle iki veya daha
fazla farkli antikor, birbirini ters yonde etkilemeyen tamamlayici
aktivitelere sahiptir. Bu veya her bir antikor, antikorlarin etkinligini

arttirmaya ve/veya tamamlamaya hizmet eden baska ajanlarla birlikte

de kullanilabilir.

Mevceut agiklamaya gore pH, 5.0 ila 7.5 araliginda, daha fazla tercihen
yaklasik pH 7.5 i1le pH 5.1, 5.2, 5.3, 5.4 veya 5.5’ten biri arasinda
olabilir. Ayrica tercihen pH, pH 5.6, 5.7 veya 5.8’den bir1 ile yaklasik
pH7.5,74,73,72,71,7.0,69,68,6.7,66,6.5,64,63,62,6.1,

6.0, 5.9, 5.8 veya 5.7’den biri arasindan se¢ilen araliktadir,

Tercih edilen bir diizenekte pH, pH 5.5 ile pH 6.0, 6.2, 6.5 veya
6.8’den bir1 arasindaki aralikta olabilir, alternatif olarak bulusa gore
pH, vaklasik pH 5.8 ile pH 6.0, 6.2, 6.5 veya 6.8°den biri arasindaki

aralikta da olabailir.

Burada agiklandigi gibi pH, 5.5, 5.6, 5.7, 5.8, 5.9, 6.0, 6.1, 6.2, 6.3,
6.4, 6.5, 6.6, 6.7, 6.8, 69, 7.0, 7.1, 7.2, 7.3, 7.4 veya 7.5’'lik pH
degerlerinden secilebilir, en fazla tercihen de pH, pH 6.0+/-0.2°dir. Bu
araliklardaki  pH  degerleri, antikor agregasyonundan  ve
parcalanmasindan yuksek duzeyde korunan ve enjekte edilmesi
Uzerine agr1 veya anafilaktoid yan etki riskinin dismesi i¢in fizyolojik

pH’ve (yaklasik pH 7.2 ila 7.4) yakin olan sivi kompozisyon saglar.
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Mevcut agiklamaya gore tonisite ajani, bir poliol, bir sakarid, bir
karbohidrat, bir tuz, 6rn., sodyum klorid veya bunlarm karisimlarim
kapsar. Tercihen poliolin molekiler agirlhigi, yaklasik 600 kD’nin
altindadir (6rn., 120 ila 400 kD araliginda), tercihen manitol, trehaloz,
sorbitol, eritritol, izomalt, laktitol, maltitol, ksilitol, gliserol, laktitol,
propilen glikol, polietilen glikol, inositol veya bunlarin karnisimlar
arasindan se¢ilir. Tercihen sakarid veya karbohidrat, monosakaridler,
disakaridler ve polisakaridler veya bunlarin karisimlarinin olusturdugu
gruptan segilir. Tercihen sakarid veya karbohidrat, fruktoz, glukoz,
manoz, sukroz, sorboz, ksiloz, laktoz, maltoz, sukroz, dekstran,
pullulan, dekstrin, siklodekstrinler, ¢ozilebilir nisasta, hidroksietil
nisasta, suyla c¢ozilebilir glukanlar ve bunlarm kangimlarinin
olusturdugu gruptan secilir. Tercihen tonisite ajani, indirgeyici seker
veya indirgeyici olmayan seker veya bunlarm kansimlarinim
olusturdugu gruptan secilen bir sakaridi kapsar. Yine tercihen tonisite
ajani, tercihen sukroz, trehaloz ve bunlarin karisimlarinin olusturdugu
gruptan secilen indirgeyici olmayan bir seker gibi bir sakaridi kapsar.
En fazla tercihen bulusa gore tonisite ajani, trehalozu, tercihen de
trchaloz dihidrati kapsar. Meveut bulusa gore tonisite ajani, 6zellikle
trehaloz, tercihen trehaloz dihidrat, sivi kompozisyonun antikor
stabilitesinin artmasini ve buzdolabinda saklama sirasinda, 6., ¢ 1la
10°C, ozellikle 5 ila 8°C, daha 0zel olarak da 5°C’de veya dondurarak
saklama sirasinda ve dondurma ve eritme dongulerinde agregasyona,
oksidasyona ve parcalanmaya diren¢ saglar. Trehaloz, elde edilen
antikor formiilasyonu glikasyondan muzdarip olmadigindan ozellikle

avantajlidir.

Tonisite ajaninin s1vi kompozisyon igindeki konsantrasyonu, 1 mg/ml
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ila 300 mg/ml, 1 mg/ml 1la 200 mg/ml veya 1 mg/ml 1la 100 mg/ml
arahigmdadir. Tercihen tonisite ajamimin s1vi kompozisyon igindeki
konsantrasyonu, 60 mg/ml, 65 mg/ml, 70 mg/ml, 75 mg/ml, 80 mg/ml,
81 mg/ml, 82 mg/ml, 83 mg/ml, 84 mg/ml, 85 mg/ml, 86 mg/ml, 87
mg/ml, 88 mg/ml, 8% mg/ml, 90 mg/ml, 91 mg/ml, 92 mg/ml, 93
mg/ml, 94 mg/ml, 95 mg/ml, 96 mg/ml, 97 mg/ml, 98 mg/ml, 99
mg/ml, 100 mg/ml, 105 mg/ml, 110 mg/ml, 120 mg/ml veya 130
mg/ml’dir. En fazla tercihen tonisite ajaninin sivi kompozisyon

igindeki konsantrasyonu, 84 mg/ml’dir.

Tonisite ajanmmn  bir tuzu kapsamasi durumunda tuzun sivi
kompozisyon i¢indeki konsantrasyonu, 1 mg/ml 1la 20 mg/ml
aralhigmdadir. Farmasotik agidan kabul goren ve bu agiklama i¢in
uygun olan tuzlar arasinda sodyum klorid, sodyum sukinat, sodyum
silfat, potasyum klorid, magnezyum klorid, magnezyum sulfat ve
kalsiyum klorid yer alir. Bu agiklama i¢in tercih edilen tuzlar, sodyum
klorid ve magnezyum kloriddir; magnezyum klorid ayrica proteini
deamidasyondan koruyarak da antikor stabilitesini  gelistirebilir,
Tercihen tuzun s1vi kompozisyon igindeki konsantrasyonu, 1 mg/ml, 2
mg/ml, 3 mg/ml, 4 mg/ml, 5 mg/ml, 6 mg/ml, 7 mg/ml, 8, mg/ml, 9
mg/ml, 10 mg/ml, 11 mg/ml, 12 mg/ml, 13 mg/ml, 14 mg/ml, 15
mg/ml, 16 mg/ml, 17 mg/ml, 18 mg/ml, 19 mg/ml ve 20 mg/ml

arasidan segilir.

Mevcut  agiklamaya gore surfektan tercihen  polisorbatlar,
poloksamerler, tritonlar, sodyum dodesil sulfat, sodyum laurel stlfat,
sodyum oktil glikosid, lauril-stilfobetain, miristil-siilfobetain, linoleil-

siilfobetain, stearil-siilfobetain, lauril-sarkosin, miristil-sarkosin,
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linoleil-sarkosin, stearil-sarkosin, linoleil-betain, nuristil-betain, setil-
betain, lauroamidopropil-betain, kokamidopropil-betain,
linoleamidopropil-betain, miristamidopropil-betain, palmidopropil-
betain, 1zostearamidopropil-betain, miristamidopropil-dimetilamin,
palmidopropil-dimetilamin, izostearamidopropil-dimetilamin, sodyum
metil kokoil-taurat, disodyum metil oleil-taurat, dihidroksipropil PEG
5 lnoleamonyum klorid, polietilen glikol, polipropilen glikol ve
bunlarin karistmlarimin olusturdugu gruptan secilir. Ayrica tercihen
surfektan, polisorbat 20, polisorbat 21, polisorbat 40, polisorbat 60,
polisorbat 61, polisorbat 65, polisorbat 80, polisorbat 81, polisorbat 85
ve bunlarin karigimlarmin olusturdugu gruptan da segilir. Daha fazla
tercthen surfektan, polisorbat 20, polisorbat 80, PEG3350 veya
bunlarin karisimlar arasindan secilir. En fazla tercihen mevcut bulusa
gore surfektan, polisorbat 20°dir, Mevcut bulusa gore surfektan,
ozellikle polisorbat 20, s1vi kompozisyona, artnms antikor stabilitesi ve

agregasyon ve pargalanmaya direng saglar.

Surfektan konsantrasyonu genellikle 0.01 mg/ml ila 10 mg/ml, 0.01
mg/ml ila 5.0 mg/ml, 0.01 mg/ml ila 2.0 mg/ml, 0.01 mg/ml ila 1.5
mg/ml, 0.01 mg/ml ila 01.0 mg/ml, 0.01 mg/ml ila 0.5 mg/ml, 0.01
mg/ml ila 0.4 mg/ml, 0.01 mg/ml ila 0.3 mg/ml, 0.01 mg/ml ila 0.2
mg/ml, 0.01 mg/ml ila .15 mg/ml, 0.01 mg/ml ila 0.1 mg/ml veya
0.01 mg/ml ila 0.05 mg/ml araligindadir. Yine tercithen surfektan
konsantrasyonu, 0.5 mg/ml, 0.05 mg/ml, 0.06 mg/ml, 0.07 mg/ml,
0.08 mg/ml, 0.09 mg/ml, 0.1 mg/ml, 0.11 mg/ml, 0.12 mg/ml, 0.13
mg/ml, 0.14 mg/ml, 0.15 mg/ml, 0.16 mg/ml, 0.17 mg/ml, 0.18
mg/ml, 0.19 mg/ml, 0.2 mg/ml’dir. En fazla tercihen surfektan

konsantrasyonu, 0.1 mg/ml’dir. Surfektan konsantrasyonunun 0.1
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mg/ml oldugu dizenekler yuksek diuzeyde tercih edilir ¢iinkii bu
konsantrasyon, ¢ozelti icinde formillasyon antikorunun stabilitesinin
muhafaza edilmesine izin verirken formillasyonun preparasyonu,
formulasyonun islenmesi ve parenteral uygulama i¢in preparasyon
sirasinda baloncuk olusma cgilimini ve dzellikle de preparasyonu ve

ayrica nakliye sirasinda ¢alkanti ve sallanmayla ilgili stresi azaltir,

Mevcut agiklamanin tercih edilen bir diizenegine gore tampon, asetat,
sukinat, glukonat, sitrat, histidin, asetik asit, fosfat, fosforik asit,
askorbat, tartarik asit, maleik asit, glisin, laktat, laktik asit, askorbik
asit, 1midazol, bikarbonat ve karbonik asit, sukinik asit, sodyum
benzoat, benzoik asit, glukonat, edetat, asetat, malat, imidazol, tris,
fosfat ve bunlarin kansimlarimin olusturdugu gruptan secilebilir.
Tercihen mevcut bulusa gore tampon, histidin —ki buradaki histidin,
L-histidini veya D-histidini kapsayabilir-, histidinin solvath bir formu,
histidinin hidrath bir formu (6rn., monohidrat) veya histidinin susuz
bir formu veya bunlarin bir karisimidir. Mevceut bulusa gore tampon,
ozellikle tercthen histidin tamponu, sivi kompozisyona, enjeksiyon
uizerine agr1 veya anafilaktoid yan etki riskinin azalmasi i¢in fizyolojik
pH've yakin bir pH saglar ve ayrica artnus antikor stabilitesi ve

agregasyon, oksidasyon ve pargalanmaya direng de saglar.

Tampon konsantrasyonu, .1 milimolar (mM) ila 100 mM araliginda
olabilir. Tercihen tampon konsantrasyonu, 0.5 mM ila 50 mM, yine
tercithen 1 mM ila 30 mM, daha fazla tercihen 1 mM ila 18 mM, artan
sekilde tercthen 1 mM ila 15 mM arasindadir. Tercihen tampon
konsantrasyonu, 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM, 6 mM, 7 mM, 8
mM, 9 mM, 10 mM, |l mM, 12 mM, 13 mM, 14 mM, 15 mM, 16
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mM, 17 mM, 18 mM, 19 mM, 20 mM, 21 mM, 22 mM, 23 mM, 24
mM, 25 mM, 30 mM, 35 mM, 40 mM, 45 mM veya 50 mM’dir. En

fazla tercihen tampon konsantrasyonu, 10 mM’dir.

Mevcut agiklamanin tercih edilen bir duzenegine gore kiskaclama
ajani, aminopolikarboksilik asitler, hidroksiaminokarboksilik asitler,
N-ikame edilmis glisinler, 2-(2-amino-2-oksositil)aminoetan sulfonik
asit (BES), deferoksamin (DEF), sitrik asit, niasinamid ve
desoksikolatlar ve bunlarin karigimlarinin  olusturdugu  gruptan
segilebilir. Yine tercihen kiskaglama ajan, etilendiamintetraasetik asit
(EDTA), dietilentriamin pentaasetik asit 5 (DTPA), nitrilotriasetik asit
(NTA), N-2-asetamido-2-iminodiasetik asit (ADA),
bis(aminoetil)glikoleter, N,N,N’ N’-tetraasetik asit (EGTA), trans-
diaminosikloheksan tetraasetik asit (DCTA), glutamik asit ve aspartik
asit,  N-hidroksietiliminodiasetik  asit  (HIMDA),  N,N-bis-
hidroksietilglisin (bisin) ve N-(trishidroksimetilmetil) 10 glisin
(trisin), glisilglisin, sodyum desoksikolat, etilendiamin;
propilendiamin; dietilentriamin; trietilentetraamin (trien),
ctilendiamintetraaseto EDTA; disodyum EDTA, kalsiyum EDTA,
oksalik asit, malat, sitrik asit, sitrik asit monohidrat ve trisodyum
sitrat-dihidrat, 8-hidroksikinolat, amino asitler, histidin, sistein,
metiyonin, peptitler, polipeptitler ve proteinler ve bunlarin
karisimlarinin olusturdugu gruptan segilir. Yine tercihen kiskaclama
ajani, EDTA tuzlarinim, émegin dipotasyum edetat, disodyum edetat,
edetat kalsiyum disodyum, sodyum edetat, trisodyum edetat ve
potasyum edetatin olusturdugu gruptan se¢ilir ve uygun bir
deferoksamin (DEF) tuzu, deferoksamin mesilat (DFM) veya bunlarin

karisimlaridir. Bulugta kullamilan kiskaglama ajanlari, miimkiin olan
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yerde bilesigin serbest asit veya serbest baz formu veya tuz formu
halinde ve ayrica bilesigin veya ilgili tuzu susuz, solvath veya hidrath

formu halinde mevcut olabilir,

En fazla tercihen kiskaglama ajanmi, disodyum EDTA, kalsiyum
EDTA, en fazla tercihen de disodyum EDTA dur.

Sivi kompozisyona artmig antikor stabilitesi ve/veya agregasyon

direnci sagladigindan disodyum EDTA ozellikle tercih edilebilir,

Kiskaglama ajanminin konsantrasyonu genellikle 0.01 mg/ml ila 50
mg/ml, 1 mg/ml ila 10.0 mg/ml, 15 mg/ml 1la 5.0 mg/ml, 0.01 mg/ml
ila 1.0 mg/ml veya 0.03 mg/ml ila 0.5 mg/ml arahigindadir. Yine
tercthen kiskaclama ajanimin konsantrasyonu genellikle 0.01 mM ila
2.0 mM, 0.01 mM ila 1.5 mM, 0.01 mM ila 0.5 mM, 0.01 mM ila 0.4
mM, 0.01 mM ila 0.3 mM, 0.0l mM ila 0.2 mM, 0.01 mM ila 0.15
mM, 0.01 mM ila 0.1 mM, 0.01 mM ila 0.09 mM, 0.01 mM ila 0.08
mM, 0.01 mM ila 0.07 mM, 0.01 mM ila 0.06 mM, 0.01 mM ila 0.05
mM, 0.01 mM ila 0.04 mM, 0.01 mM ila 0.03 mM, 0.01 mM 1la 0.02
mM veva 0.05 mM ila 0.01 mM araligindadir. Tercihen kiskaglama
ajanimnin konsantrasyonu, 0.01 mg/ml, 0.02 mg/ml, 0.03 mg/ml, 0.04
mg/ml, 0.05 mg/ml, 0.06 mg/ml, 0.07 mg/ml, 0.10 mg/ml, 0.20 mg/ml
olabilir. Yine tercihen kiskaglama ajaninin konsantrasyonu, (.045
mg/ml, 0.046 mg/ml, 0.047 mg/ml, 0.048 mg/ml, 0.049 mg/ml, 0.05
mg/ml, 0.051 mg/ml, 0.052 mg/ml, 0.053 mg/ml, 0.054 mg/ml, 0.055
mg/ml veya 0.056 mg/ml’dir. En fazla tercihen kiskaglama ajaninin

konsantrasyonu, 0.05 mg/ml’dir.
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Kiskaglama ajanlani, mevcut bulusa ait kompozisyonlar i¢inde
indirgenmis oksijen tirleri olusumunu azaltabilir, asidik turler (om.,
deamidasyon) olusumunu azaltabilir, antikor agregasyonunu
azaltabilir ve/veya antikor pargalanmasim azaltabilir ve/veya antikor
oksidasyonunu azaltabilir. Bu tur kiskaglama ajanlari, bir kiskaclama
ajanmin korumasi olmayan antikora kivasla formiile edilen bir

antikorda degradasyonu azaltabilir veya engelleyebilir.

Aksi belirtilmedigi siirece burada siralanan konsantrasyonlar, ortam
kosullarindaki [yani 25°C ve atmosferik  basimgtal

konsantrasyonlardir.

Mevcut bulusun tercih edilen bir dizenegine gore sivi kompozisyon
ayrica bir antioksidan ajan da igerebilir. Tercihen antioksidan,
metiyonin, sodyum tiyosiilfat, katalaz ve platinyumun olusturdugu
gruptan segilir. Antioksidan konsantrasyonu genellikle yaklasik 0.01
mg/ml ila yaklasik 50 mg/ml, yaklagik 0.01 mg/ml ila yaklagik 10.0
mg/ml, yaklasik 0.01 mg/ml ila yaklasik 5.0 mg/ml, vyaklasik 0.01
mg/ml 1la yaklasik 1.0 mg/ml veya yaklagik 0.01 mg/ml 1la yaklasik
0.02mg/ml  araligindadir. Tercihen antioksidan konsantrasyonu,
yaklagik 0.01 mg/ml, 0.02 mg/ml, 0.03 mg/ml, yaklagik 0.04 mg/ml,
yaklagik 0.05 mg/ml, yaklagik 0.06 mg/ml, yaklasik 0.07 mg/ml, 0.08
mg/ml, 0.09 mg/ml, yaklasik 0.10 mg/ml, 0.11 mg/ml, 0.12 mg/ml,
0.13 mg/ml, yaklasik 0.14 mg/ml, yaklasik 0.15 mg/ml, yaklasik 0.16
mg/ml, yaklasik 0.17 mg/ml, 0.18 mg/ml, 0.19 mg/ml, yaklasik 0.20
mg/ml, yaklasik 0.25 mg/ml, 0.3 mg/ml, 0.4 mg/ml, 0.5 mg/ml, 0.6
mg/ml, 0.7 mg/ml, 0.8 mg/ml, 0.9 mg/ml, 1.0 mg/ml olabilir. En fazla

tercihen antioksidan konsantrasyonu, yaklasik 0.01 mg/ml’dir.



10

15

20

25

13

Mevcut bulusun tercih edilen baska bir dilzenegine gore sivi
kompozisyon ayrica bir prezervatif de icerebilir. Tercihen prezervatif
ajan, Fenol, m-kresol, benzil alkol, benzalkonyum klorid,

benzaltonyum klorid, fenoksietanol ve metil paraben arasmdan segilir.

Prezervatif konsantrasyonu genellikle yaklasik 0.001 mg/ml 1la
yaklasik 50 mg/ml, yaklasik 0.005 mg/ml ila yaklasik 15.0 mg/ml,
yaklasik 0.008 mg/ml ila yaklasik 12.0 mg/ml veya yaklasik 0.01
mg/ml ila yaklagik 10.0 mg/ml araligindadir. Tercihen prezervatif
konsantrasyonu, yaklasik 0. 1 mg/ml, 0. 2 mg/ml, 0.3 mg/ml, yaklasik
0.4 mg/ml, yaklasik 0.5 mg/ml, yaklasik 0.6 mg/ml, yaklasik 0.7
mg/ml, 0.8 mg/ml, 0.9 mg/ml, yaklasik 1.0 mg/ml, 2.0 mg/ml, 3.0
mg/ml, yaklasik 4.0 mg/ml, yaklasik 5.0 mg/ml, yaklasik 6.0 mg/ml,
yaklagik 7.0 mg/ml, 8.0 mg/ml, 9.0 mg/ml, yaklasik 9.1 mg/ml,
yaklasik 9.2 mg/ml, 9.3 mg/ml, 9.4 mg/ml, 9.5 mg/ml, 9.6 mg/ml, 9.7
mg/ml, 9.8 mg/ml, 9.9 mg/ml, 10.0 mg/ml olabilir. En fazla tercihen

prezervatif konsantrasyonu, yaklasik 0.1 mg/ml veya 9.0 mg/ml’dir.

Mevcut agiklamanm bir yonune gore sivi formulasyon, bir antioksidan

icermez.

Mevcut agiklamanin bir yoniine gore sivi formulasyon, bir prezervatif

Icermez.

Mevcut  bulusun  tercih  edilen dizenegine gore antikor
konsantrasyonu, yaklasik 0.1 ila yaklasik 200 mg/ml aralifinda
olabilir. Tercihen antikor konsantrasyonu, yaklasik 0.5 mg/ml,

vaklagik | mg/ml, yaklasik 2 mg/ml, yaklasik 2.5 mg/ml, yaklasik 3
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mg/ml, yaklagik 3.5 mg/ml, yaklasik 4 mg/ml, yaklasik 4.5 mg/ml,
yaklagik 5 mg/ml, yaklagik 5.5 mg/ml, yaklagik 6 mg/ml, yaklasik 6.5
mg/ml, yaklasik 7 mg/ml, yaklasik 7.5 mg/ml, yaklasik 8 mg/ml,
vaklasik 8.5 mg/ml, yaklasik 9 mg/ml, yaklasik 9.5 mg/ml, yaklasik
10 mg/ml, yaklasik 11 mg/ml, yaklasik 12 mg/ml, vaklasik 13 mg/ml,
vaklasik 14 mg/ml, yvaklasik 15 mg/ml, yaklasik 16 mg/ml, yaklagik
17 mg/ml, yaklagik 18 mg/ml, yaklasik 19 mg/ml, yaklagik 20 mg/ml,
yvaklasik 21 mg/ml, yaklasik 22 mg/ml, yaklasik 23 mg/ml, yaklagik
24 mg/ml, yaklagik 25 mg/ml, vaklasik 26 mg/ml, vaklagik 27 mg/ml,
vaklasik 28 mg/ml, yaklagik 29 mg/ml, yaklagik 30 mg/ml, yaklasik
31 mg/ml, yaklagik 32 mg/ml, yaklasik 33 mg/ml, yaklasik 34 mg/ml,
yaklasik 35 mg/ml, yaklasik 36 mg/ml, yaklagik 37 mg/ml, yaklasik
38 mg/ml, yaklasik 39 mg/ml, yaklasik 40 mg/ml, yaklasik 41 mg/ml,
yaklasik 42 mg/ml, yaklasik 43 mg/ml, yaklasik 44 mg/ml, yaklasik
45 mg/ml, yaklasik 46 mg/ml, vaklasik 47 mg/ml, yaklasik 48 mg/ml,
vaklasik 49 mg/ml, vaklasik 50 mg/ml, yaklasik 51 mg/ml, yaklasik
52 mg/ml, yaklasik 53 mg/ml, yaklasik 54 mg/ml, yaklasik 55 mg/ml,
yaklasik 56 mg/ml, yaklasik 57 mg/ml, yaklasik 58 mg/ml, yaklasik
59 mg/ml, yaklagik 60 mg/ml, yaklasik 70 mg/ml, yaklagik 80 mg/ml,
yaklasik 90 mg/ml, yaklasik 100 mg/ml veya yaklasik 110mg/ml’dir.
En fazla tercihen antikor konsantrasyonu, yaklagik 50 mg/ml’den az
veya buna esittir ve yaklasik 2 mg/ml, vaklasik 2.5 mg/ml, yaklasik 5
mg/ml, yaklasik 10 mg/ml, yaklasik 19 mg/ml, yaklasik 20 mg/ml, 22
mg/ml ve yaklasik 50 mg/ml’nin olusturdugu gruptan secilebilir.

Antikor tercihen monoklonal antikorlar, poliklonal antikorlar, antikor
fragmanlar1 (orn., Fab, Fab', F(ab")2, Fv, Fc, ScFv, vb.), kimerik

antikorlar, bispesifik antikorlar, heterokonjugat antikorlar, bunlarin
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terk zincirli (ScFv) mutantlarn; bir antikor pargasi (orn. bir alan
antikoru) iceren fuzyon proteinleri, insancillastirilmis antikorlar insan
antikorlarnn ve immiinoglobulin molekiiliiniin, gerekli spesifiteye sahip
bir antijen tanima sahasi igeren modifiye edilmis baska herhangi bir
konfigurasyonunun, antikorlarin glikosilasyon varyantlari, antikorlarin
amino asit sekans varyantlart ve kovalent olarak modifiye edilmis
antikorlar dahil olmak uzere olusturdugu gruptan secilir. Antikor,
murin, sigan, insan veya baska herhangi bir orijinden (kimerik veya
insancillastirilmis antikorlar dahil) olabilir. Bazi diizeneklerde antikor,
msan olabilir ancak daha fazla tercihen insancillastirilmigtir. Tercihen
antikor izole edilir, yine tercihen onemli Ol¢iude saftir. Antikorun bir
antikor fragmani olmas1 durumunda bu tercthen orijinal antikorun
tonksiyonel karakteristiklerini, yani ligand baglama ve/veya

antagonist veya agonist aktivitesini muhafaza eder.

Mevcut bulusun tercih edilen bir diizenegine gore antikor agir zincir
sabit bolgesi, IgG, IgM, IgD, IgA ve IgE gibi herhangi bir tip sabit
bolgeden ve IgGl, IgG2, IgG3 ve IgG4 gibi herhangi bir 1zotipten

olabilir. Tercthen antikor, bir 1gG2 antikorudur.

Mevcut bulusa gore antikor, insan agir zincirinin 1g(G2a sabit bdlgesini
igerebilir. Bazi diizeneklerde antikor, insan hafif zincirinin kappa sabit
bolgesini igerir. Baz1 diizeneklerde antikor, modifiye edilmis sabit bir
bolge, 6m., immiinolojik agidan eylemsiz, om., komplement aracili
lizizi  tetiklemeyen veya antikora bagh hiicre aracihiginda
sitotoksisiteyl (ADCC) uyarmayan sabit bir bolge ihtiva eder. Bagka
duizencklerde sabit bodlge, Eur. J. Immunol. (1999) 29:2613-2624; PCT
Yaymi No. W099/58572; ve/veya Ingiltere Patent Bagvurusu No.
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9809951.8’de tanf edildigi gibi1 modifiye edilir. Yine bagka
duzeneklerde antikor, asagidaki mutasyonlarn iceren insan agir
zincirindeki bir IgG2a sabit bolgesini ihtiva eder: A330P331°den
S3308331°¢ (amino asit numaralandirmasi, vahsi tip IgG2a sekansi

referans alinarak yapilir), Eur. J. Immunol. (1999)29:2613-2624.

Mevcut bulusun tercih edilen bir diizenegine gore antikor, NGF’yi
(orn., insan NGF’si) viksek bir afinite ile baglayan bir anti-NGF
antikorudur. Bazi diizeneklerde yuksek afinite, (a) NGF’ye, yaklasik
2nM’nin altindaki bir Kp (orn., yaklasik 1 nM, 800 pM, 600 pM, 400
pM, 200 pM, 100 pM, 90 pM, 80 pM, 70 pM, 60 pM, 50 pM, 40 pM,
30 pM, 20 pM, 10pM, SpM’den herhangi biri veya daha az1) ve/veya
yaklasik 6x107s"’den daha yavas bir Kipam, 11€ baglanma; ve/veya (b)
fare E13.5 trigeminal ndronlarinin insan NGF’sine bagh canliliginin
yaklasik 200 pM, 150 pM, 100 pM, &0 pM, 60 pM, 40 pM, 20 pM, 10
pM’den herhangi biri veya daha az olan bir IC50 (yaklagik 15 pM
NGF varliginda) inhibe edilmesi (azaltilmas: ve/veya bloke edilmesi);
ve/veya (c¢) fare E13.5 trigeminal noronlarmin insan NGF’sine bagh
canliliginin yaklagik 50 pM, 40 pM, 30 pM, 10 pM, 20 pM, 10 pM, 5
pM, 2 pM, 1 pM’den herhangi biri veya daha az1 olan bir 1C50
(vaklagik 1.5 pM NGF varligida) ile inhibe edilmesi (azaltilmasi
ve/veya bloke edilmesi); ve/veya (d) fare EI13.5 trigeminal
noronlarinin sigcan NGF’sine bagh canliligmmin yaklasik 150 pM, 125
pM, 100 pM, 80 pM, 60 pM, 40 pM, 30 pM, 20 pM, 10 pM, 5 pM’den
herhangi biri veya daha azi1 olan bir IC50 (yaklasik 15 pM NGF
varhiginda) ile inhibe edilmesi (azaltilmasi ve/veya bloke edilmesi);
ve/veya (e) fare E13.5 trigeminal néronlarin sigan NGF’sine bagl

canliliginin, yaklasik 30 pM, 25 pM, 20 pM, 15 pM, 10pM, 5pM,
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4pM, 3pM, 2pM, 1 pM’den herhangi bir1 veya daha az1 olan bir IC50
(vaklasik 1.5 pM NGF varhiginda) ile inhibe edilmesi (azaltilmas:
ve/veya bloke edilmesi); ve/veya (f) NGF'ye, trkA reseptoriiniinkinden
daha yuksek bir afinite ile baglanmadar.

Baska bir yonde antikorlar, (a) NGF y1 (orn., insan NGF’s1), yaklasik
2 nM'nin altindaki bir Ky (orn., yaklasik 1 nM, 800 pM, 600 pM, 400
pM, 200 pM, 100pM, 90 pM, 80 pM, 70 pM, 60 pM, 50, 40pM,
30pM, 20pM, 10pM, 5pM’den herhangi bir1 veya daha azi) ve/veva
yaklagik 6x107s"’den daha vavas bir Kip.ma 1le baglar; ve/veya (b)
fare E13.5 trigeminal noronlarinin insan NGF’sine bagli canlihgin,
yaklasik 200 pM, 150 pM, 100 pM, 80 pM, 60 pM, 40 pM, 20 pM, 10
pM’den herhangi biri veya daha azi olan bir IC50 (yaklasik 15 pM
NGF varliginda) inhibe eder; ve/veya (c¢) fare E13.5 trigeminal
noronlarinm insan NGF’sine baglh canliligini, yaklasik 50 pM, 40 pM,
30 pM, 10 pM, 20 pM, 10 pM, 5 pM, 2 pM, 1 pM’den herhangi biri
veya daha azi olan bir IC50 (yaklasik 1.5 pM NGF varliginda) ile
inhibe eder; ve/veya NGF’yi, trkA reseptoriniinkinden daha yiksek
afimteyle baglar. Baz1 duzencklerde antikorlar, (a) NGF’y1, yaklasik 2
nM’’nin altindaki bir Ky, ile baglar; ve/veya (b) fare E13.5 trigeminal
noronlarinm insan NGF’sine bagli canliligimi, yaklasik 100 pM veya
altindaki bir IC50 ile inhibe eder, buradaki 1C50, yvaklasik 15 pM NGF
varhiginda olculiir; ve/veya (c¢) fare E13.5 trigeminal noronlarinin
insan NGF’sine bagli canlihgm, yaklasik 10 pM veya altindaki bir
IC50 ile inhibe eder; buradaki 1C50, yaklasik 1.5 pM NGF varlhiginda
olgilir. Baz1 duzeneklerde antikorlar, (a) NGF’yi, yaklasik 100
pM’nin altindaki bir Ky, ile baglar; ve/veya (b) fare E13.5 trigeminal

ndronlarinin insan NGF’sine bagh canhiligmni, yaklasik 20 pM veya
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altidaki bir 1C50 1le inhibe eder, buradaki 1C50, yaklasik 15 pM NGF
varh@ginda olgulir; ve/veya (c¢) fare E13.5 trigeminal noronlarimin
insan NGF’sine bagli canlhilhigim, yaklasik 2 pM veya altindaki bir
IC50 ile inhibe eder; buradaki IC50, yaklasik 1.5 pM NGF varliginda
olgiliir,

Antikor tarafindan baglanabilen epitop(lar), surekli veya sureksiz
olabilir. Bir diuzenekte antikor, Hongo ve arkadaslar1, Hybridoma, 19:
215-227 (2000)’de tarif edildigi gibi MAb 911, MAb 912 ve MAb
038’in olusturdugu gruptan segilen bir antikor, burada tanimlanan
(orn., bir E3 antikoru) ve/veya W02005019266°da (4D4, 14D10, 6G9,
7H2, 14F11 ve 4G6 antikorlan dahil) veya W02006131951°de (Hu-
aD11 antikoru dahil), W009023540 veya US20090041717°de tarif
edilen bir antikor ile esasen aynt hNGF epitoplarim baglar. Baska bir
diizenekte antikor esasen MAb 911 ile esasen ayn1 hNGF epitopunu
baglar. Yine baska bir duzenekte antikor esasen MAb 909 ile aym
epitopu baglar. Hongo ve arkadaslari, yukarida. Ornegin epitop,
asagidakilerin bir veya daha fazlasim ihtiva edebilir: hNGF’nin
degisken bolgesi 1 (amino asit 23-35) igerisinde K32, K34 ve E35
tortular;; hNGF nin degisken bdlgesi 4 (amino asit 81-88) igerisinde
F79 ve T81 tortulari; degisken bolge 4 igerisinde H84 ve K&S8
tortular;; hNGF’nin degisken bodlgesi 5 (amino asit 94-98) ile
hNGF’nin C terminali (amino asit 111-118) arasinda R103 tortusu;
hNGF’nin 6n degisken bodlgesi | (amino asit 10-23) icerisinde El1
tortusu; hNGF’nin degisken bolgesi 2 (amino asit 40-49) ile
hNGF'nin degisken bolgesi 3 (amuno asit 59-66) arasmda Y52;
hNGF’nin C terminalinde L112 ve S113 tortulari; hNGF nin degisken
bolgesi 3 igerisinde R59 ve R69 tortulari; veya hNGF nin 6n degisken
bolgesi 1 igerisinde V18, V20 ve G23 tortulari. Ilaveten bir epitop,
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hNGF’nin degigsken bolgesi 1, degisken bodlgesi 3, degisken bolgesi 4,
degisken bolgesi 5, N terminal bolgesi ve/veya C terminalinden bir
veya daha fazlasim da ihtiva edebilir. Yine baska bir dizenekte
antikor, hNGF’nin R103 tortusunun solvent erisebilirlifini anlaml
sckilde azaltir. Yukarida tarif edilen epitoplarm, insan NGF’si ile
alakali olmasma ragmen siradan uzmanlhiga sahip bir kisinin, insan
NGF’s1 yapilarini, baska tirlerin NGF’s1 1le aym hizaya getirebileceg
ve bu epitoplara karsilik gelen benzer parcalarn tamimlayabilecegi

anlagilmaktadir.

Bir yonde agiklama, SEK KIM.NO.:9’u kapsayan bir agir zincir
degisken bolgest iceren polipeptitler (orm., bir antikor) saglar;
buradaki 134, S, L, V, A veya I’dir; ve N35, NT veya S ile ikame
edilir. Burada uygunluk ag¢isindan bu metinde veya bir amino aside
atifta bulunularak “ikame edilir” veya “dir” terimi, verilen bir
pozisyon i¢in amino asit segimlerine karsilik gelir. Agikgast ikame
veya se¢im, bir SEK.KIM. veya Sekilde gosterilen amino asit olabilir.
Tortu numaralari, belirtilen SEK KIM.NOQ.'va gdnderme yapilarak

kolayca belirlenir ve bunlar, antikorun tortu numaralandirmasini izler.

Baska bir yonde agiklama, SEK.KIM.NO.:10’u kapsayan bir agir
zincir degisken bolgesi iceren polipeptitler (6rn., bir antikor) saglar;
buradaki M50, M, 1, G, Q, S veya L’dir; A62, A veya S’dir ve L63, L
veya V’dir.

Baska bir yonde acgiklama, SEK.KIM.NO.:11°i kapsayan bir agir
zincir degisken bolgesi igeren polipeptitler (orn., bir antikor) saglar;

buradaki Y100, Y, L veya R’dir; buradaki Y101, Y veya W’dir;
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buradaki G103, G, A veya S’dir; buradaki T104, T veya S’dir;
buradaki S105, S, A veya T dir; buradaki Y106, Y, R, T veya M’dir;
buradaki Y107, Y veya F’dir; buradaki F108, F veya W’dir; buradaki
D109, D, N veya G’dir; ve buradaki Y110, Y, K, S, R veya T'dir.

Baska bir yonde agiklama, SEK.KIM.NO.:11°i kapsayan bir agir
zincir degisken bolgesi igeren polipeptitler (orn., bir antikor) saglar;
buradaki Y100, Y, L veya R’dir; buradaki Y101, Y veya W’dir;
buradaki G103, G, A veya S’dir; buradaki T104, T veya S’dir;
buradaki S105, S, A veya T dir; buradaki Y106, Y, R, T veya M’dir;
buradaki Y107, Y veya F’dir; buradaki F108, F veya W’dir; buradaki
D109, S, A, C, G, D, N, T veya G’dir; ve buradaki Y110, herhangi bir

4mino asittir.

Baska bir yonde aciklama, SEK.KIM.NO.:11° kapsayan bir ag1r zincir
degisken bolgesi igeren polipeptitler (6rn., bir antikor) saglar;
buradaki G98, G, S, A, C, V, N, D veya T’dir; buradaki G99, G, S, A,
C, V, N, D veya T’dir; buradaki Y100, Y, L veya R’dir; buradaki
Y101, Y veya W’dir; buradaki G103, G, A veya S’dir; buradaki T104,
T veya S’dir; buradaki S105, S, A veya T°dir; buradaki Y106, Y, R, T
veya M’dir; buradaki Y107, Y veya F’dir; buradaki FI108, F veya
W’dir; buradaki D109, S, A, C, G, D, N, T veya G’dir; ve buradaki

Y 110, herhangi bir amino asittir.

Bagka bir yonde agiklama, SEK.KIM/NO.:12’yi kapsayan bir hafif
zincir degisken bolgesi igeren polipeptitler (6rn., bir antikor) saglar;
buradaki S26, S veya F’dir; D28, D, S, A veya Y’dir; ve H32, H, N
veya Q°dur.
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Baska bir yonde aciklama, SEK.KIM.NO.:13’@i kapsayan bir hafif
zincir degisken bolgesi iceren polipeptitler (6rn., bir antikor) saglar;

buradaki I51, I, T, V veya A’dir; ve S56, S veya T dir.

Baska bir yonde aciklama, SEK.KIM.NO.:141i kapsayan bir hafif
zincir degisken bolgesi iceren polipeptitler (6rn., bir antikor) saglar;
buradaki S91, S veya E’dir; K92, K, H, R veya S’dir ve buradaki Y96,
Y veya R’dir.

Baska bir yonde agiklama, SEK.KIM.NOQ.:14°1 kapsayan bir hafif
zincir degisken bolgesi iceren polipeptitler (orn., bir antikor) saglar;
buradaki S91, S veya E’dir; K92, herhangi bir amino asittir; T93,
herhangi bir amino asittir ve buradaki Y96, Y veya R’dir.

Bir yonde aciklama, SEK.KIM.NO.:9’da gbdsterilen bir amino asit
sckansi igeren polipeptitler (orn., bir antikor) saglar; buradaki 134, S,

L, V, A veya I’dir; ve N35, N, T veya S’dir.

Baska bir yonde agiklama, SEK.KIM.NO.:10°da gosterilen bir amino
asit sekansi igeren polipeptitler (orn., bir antikor) saglar; buradaki
M50, M, 1, G, Q, S veya L’dir; A62, A veya S’dir ve L63, L veya
V*dir.

Baska bir yonde acgiklama, SEK.KIM.NO.:11°de gbsterilen bir amino
asit sekansi igeren polipeptitler (6rn., bir antikor) saglar; buradaki
Y100, Y, L veya R’dir; buradaki Y101, Y veya W’dir; buradaki G103,
G, A veya S’dir; buradaki T104, T veya S’dir; buradaki S105, S, A
veya T dir; buradaki Y106, Y, R, T veya M’dir; buradaki Y107, Y



10

15

20

25

22

veya F’dir; buradaki F108, F veya W’dir; buradaki D109, D, N veya
G’dir; ve buradaki Y110, Y, K, S, R veya T'dir.

Baska bir yonde agiklama, SEK.KIM.NO.:11°de gdsterilen bir amino
sit sckans1 igeren polipeptitler (0m., bir antikor) saglar; buradaki
Y100, Y, L veya R’dir; buradak: Y101, Y veya W’dir; buradaki (G103,
G, A veya S’dir; buradaki T104, T veya S’dir; buradaki S105, S, A
veya T’dir; buradaki Y106, Y, R, T veya M’dir; buradaki Y107, Y
veya F’dir; buradaki F108, F veya W’dir; buradaki D109, S, A, C, G,
D, N, T veya G’dir; ve buradaki Y110, herhangi bir amino asittir.

Baska bir yonde acgiklama, SEK.KIM.NO.:11°de gosterilen bir amino
asit sekansi iceren polipeptitler (6rn., bir antikor) saglar; buradaki
G98, G, S, A, C, V, N, D veya T’dir; buradaki G99, G, S, A, C, V, N,
D veya T’dir; buradaki Y100, Y, L veya R’dir; buradaki Y101, Y
veya W’dir; buradaki G103, G, A veya S’dir; buradaki T104, T veya
S’dir; buradaki S105, S, A veya T dir; buradaki Y106, Y, R, T veya
M’dir; buradaki Y107, Y veya F’dir; buradaki F108, F veya W’dir;
buradaki D109, S, A, C, G, D, N, T veya G’dir; ve buradaki Y110,

herhangi bir amino asittir.

Baska bir yonde agiklama, SEK.KIM.NO.:12°de gdsterilen bir amino
asit sckansi i¢ceren polipeptitler (omn., bir antikor) saglar; buradaki S26,
S veya F°dir; D28, D, S, A veya Y’dir; ve H32, H, N veya Q’dur.

Baska bir yonde agiklama, SEK.KIM.NO.:13’te gosterilen bir amino
asit sekansi igeren polipeptitler (orn., bir antikor) saglar; buradaki 151,

I, T,V veya A’dir; ve S56, S veya T dir.
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Baska bir yonde agiklama, SEK.KIM.NO.:14’te gbsterilen bir amino
asit sekansi iceren polipeptitler (6rn., bir antikor) saglar; buradaki S91,

S veya E’dir; K92, K, H, R veya S’dir ve buradaki Y96, Y veya R’dir.

Baska bir yonde agiklama, SEK.KIM.NO.:14°te gosterilen bir amino
asit sekansi iceren polipeptitler (6rn., bir antikor) saglar; buradaki S91,
S veya E’dir; K92, herhangi bir amino asittir; T93, herhangi bir amino
asittir ve buradaki Y96, Y veya R’dir.

Baska bir yonde agiklama, SEK.KIM.NO.:9’un CDR1 bbdlgesini
(buradaki 134, S, L, V, A veya I’dir; ve N35, N, T veya S’dir);
SEK.KIM.NO.:10’un CDR2 bblgesini (buradaki M50, M, I, G, Q, S
veya L’dir; A62, A veya S’dir; ve L63, L veya V’dir), ve
SEK KIM.NO.:11’in CDR3 bbdlgesini (buradaki Y100, Y, L veya
R’dir; buradaki Y101, Y veya W’dir; buradaki G103, G, A veya S’dir;
buradaki T104, T veya S’dir; buradaki S105, S, A veya T ’dir;
buradaki Y106, Y, R, T veya M’dir; buradaki Y107, Y veya F’dir;
buradaki F108, F veya W’dir; buradaki D109, D, N veya G’dir;
buradaki Y110, Y, K, S, R veya T’dir) kapsayan bir agir zmncir
degisken bolgesi igceren polipeptitler (orn., antikorlar, orn.,
insancillastirilmis antikorlar) saglar. Bazi diizeneklerde agir zincir
degisken bdlgesi, SEK.KIM.NO.:11’in CDR3 bblgesini kapsar;
buradaki Y100, Y, L veya R’dir; buradaki Y101, Y veya W’dir;
buradaki G103, G, A veya S’dir; buradaki T104, T veya S’dir;
buradaki S105, S, A veya T dir; buradaki Y106, Y, R, T veya M’dir;
buradaki Y107, Y veya F’dir; buradaki F108, F veya W’dir; buradaki
D109, S, A, C, G, D, N, T veya G’dir; buradaki Y110, herhangi bir

amino asittir. Baska dilzeneklerde agir zimcir degisken bodlgesi,



10

15

20

25

24

SEK.KIM.NO.:11’in CDR3 bblgesini kapsar; buradaki G98, G, S, A,
C, V, N, D veya T’dir; buradaki G99, G, S, A, C, V, N, D veya T’dir;
buradaki Y100, Y, L veya R’dir; buradaki Y101, Y veya W’dir;
buradaki G103, G, A veya S’dir; buradaki T104, T veya S’dir;
buradak: S105, S, A veya T’dir; buradak: Y106, Y, R, T veya M’dir;
buradaki Y107, Y veya F’dir; buradaki F108, F veya W’dir; buradaki
D109, 8, A, C, G, D, N, T veya G’dir; ve buradaki Y110, herhangi bir
amino asittir. Baz1 diizeneklerde polipeptit (orn., bir antikor) ayrica bir

antikor hafif zinciri degigsken bolgesi de igerir.

Baska bir yonde agiklama, SEK.KIM.NO.:12’nin CDR1 bbdlgesini
(buradaki S26, S veya F’dir; D28, D, S, A veya Y’dir; ve H32, H, N
veya Q’dur); SEK.KIM.NO.:13’tim CDR2 bbdlgesini (buradaki 151, I,
T, V veya A’dir ve S56, S veya T’dir); ve SEK.KIM.NO.:14’in
CDR3 bolgesini (buradaki 891, S veya E’dir; K92, K, H, R veya
S’dir; ve buradaki Y96, Y veya R’dir) kapsayan bir hafif zincir
degisken bolgesi iceren polipeptitler (Orn., bir antikor) saglar. Bazi
diizencklerde hafif zincir degisken bolgesi, SEK.KIM.NO.:14%iin
CDR3 bolgesini igerir; buradaki S91, S veya E’dir; K92, herhangi bir
amino asittir; T93, herhangi bir amino asittir ve buradaki Y96, Y veya
R’dir. Bazi duzeneklerde polipeptit (orn., bir antikor) ayrica bir

antikor agir zinciri de igerir.

Baska bir yonde agiklama, (a) SEK.KIM.NO.:9’un CDR1 bbdlgesini
(buradaki 134, S, L, V, A veya DI’dir; ve N35, N, T veya S’dir);
SEK.KIM.NO.:10’un CDR2 bolgesini (buradaki M50, M, 1, G, Q, S
veya L’dir; A62, A veya S’dir; ve L63, L veya V’dir), ve
SEK.KIM.NO.:11’in CDR3 bblgesini (buradaki Y100, Y, L veya
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R’dir; buradaki Y101, Y veya W’dir; buradaki G103, G, A veya S’dir;
buradaki T104, T veya S’dir; buradaki S105, S, A veya T’dir;
buradaki Y106, Y, R, T veya M’dir; buradaki Y107, Y veya F’dir;
buradaki F108, I veya W’dir; buradaki D109, D, N veya G’dir;
buradaki Y110, Y, K, S, R veya T dir} igeren bir agir zincir degisken
bolgesi; ve (b) SEK.KIM.NO.:12’nin CDR1 bbdlgesini (buradaki S26,
S veya F’dir; D28, D, S, A veya Y’dir; ve H32, H, N veya Q’dur);
SEK.KIM.NO.:13’tin CDR2 bbdlgesini (buradaki 151, I, T, V veya
A’dir; ve 856, S veya T’dir); ve SEK.KIM.NO.:14’in CDR3
bodlgesini (buradaki S91, S veya E’dir; K92, K, H, R veya S’dir; ve
buradaki Y96, Y veya R’dir) igeren bir hafif zincir degisken bolgesi
thtiva eden polipeptitler (0., bir antikor) saglar. Baz1 diuzeneklerde
hafif zincir degisken bolgesi, SEK.KIM.NO.:14’iin CDR3 bbdlgesini
igerir; buradaki S91, S veya E’dir; K92, herhangi bir amino asittir;
T93, herhangi bir amino asittir ve buradaki Y96, Y veya R’dir. Bazi
diizeneklerde agir zincir degisken bdlgesi, SEK.KIM.NO.:11°in CDR3
bolgesini kapsar; buradaki Y100, Y, L veya R’dir; buradaki Y101, Y
veya W’dir; buradaki G103, G, A veya S’dir; buradaki T104, T veya
S’dir; buradaki S105, S, A veya T°dir; buradaki Y106, Y, R, T veya
M’dir; buradaki Y107, Y veya F’dir; buradaki F108, F veya W’dir;
buradaki D109, S, A, C, G, D, N, T veya G’dir; buradaki Y110,
herhangi bir amino asittir. Baska duzeneklerde agir zincir degisken
bolgesi, SEK.KIM.NO.:11’in CDR3 bdlgesini kapsar; buradaki G98,
G, S, A, C, V, N, D veya T’dir; buradaki G99, G, S, A, C, V, N, D
veya T dir; buradaki Y100, Y, L veya R’dir; buradaki Y101, Y veya
W’dir; buradaki G103, G, A veya S’dir; buradaki T104, T veya S’dir;
buradaki S105, S, A veya T dir; buradaki Y106, Y, R, T veya M’dir;
buradaki Y107, Y veya F’dir; buradaki F108, F veya W’dir; buradaki
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D109, S, A, C, G, D, N, T veya G’dir; ve buradaki Y 110, herhangi bir
amino asittir. Baz1 duzeneklerde polipeptit ayrica bir antikor hafif

zinciri de igerir,

Baska bir yonde agiklama, SEK.KIM.NO.:9’da gbsterilen bir amino
asit sekans: (buradaki 134, S, L, V, A veya I'dir; ve N35, N, T veya
S’dir); SEK KIM.NO.:10°da gosterilen bir amino asit sekansi
(buradaki M50, M, 1, G, Q, S veya L’dir; A62, A veya S’dir; ve L63,
L veya V’dir); ve SEK.KIM.NO.:11°de gosterilen bir amino asit
sekans1 (buradaki Y100, Y, L veya R’dir; buradaki Y101, Y veya
W?dir; buradaki G103, G, A veya S’dir; buradaki T104, T veya S’dir;
buradaki S105, S, A veya T dir; buradaki Y106, Y, R, T veya M’dir;
buradaki Y107, Y veya F’dir; buradaki F108, F veya W’dir; buradaki
D109, D, N veya G’dir; buradaki Y110, Y, K, S, R veya T dir) i¢eren
polipeptitler (orn., antikorlar, 6rnegin insancillagtirilmis antikorlar)
saglar. Baz1 diizeneklerde polipeptit, SEK.KIM.NO.:11’de gosterilen
bir amino asit sekansim igerir; buradaki Y100, Y, L veya R’dir; ve
buradaki Y101, Y veya W’dir; buradaki G103, G, A veya S’dir;
buradaki T104, T veya S’dir; buradaki SI105, S, A veya T’dir;
buradaki Y106, Y, R, T veya M’dir; buradaki Y107, Y veya F’dir;
buradaki F108, F veya W’dir; buradaki D109, S, A, C, G, D, N, T
veya G’dir; ve buradaki Y110, herhangi bir amino asittir. Baska
diizeneklerde polipeptit, SEK.KIM.NO.:11°de gosterilen bir amino
asit sekansi igerir; buradaki G98, G, S, A, C, V, N, D veya T’dir;
buradaki G99, G, S, A, C, V, N, D veya T’dir; buradaki Y100, Y, L
veya R’dir; buradaki Y101, Y veya W’dir; buradaki G103, G, A veya
S’dir; buradaki T104, T veya S’dir; buradaki S105, S, A veya T dir;
buradaki Y106, Y, R, T veya M’dir; buradaki Y107, Y veya F’dir;
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buradaki F108, F veya W’dir; buradaki D109, S, A, C, G, D, N, T
veya G’dir; ve buradaki Y110, herhangi bir amino asittir. Baz
diizenecklerde polipeptit (orn., bir antikor) ayrica bir antikor hafif

zincir1 degisken bolgesi de igerir.

Baska bir yonde aciklama, SEK.KIM.NO.:12°de gbsterilen bir amino
asit sekansi (buradaki 826, S veya F’dir; D28, D, S, A veya Y dir; ve
H32, H, N veya Q’dur); SEK.KIM.NO.:13’te gosterilen bir amino asit
sekansi (buradaki 151, I, T, V veya A’dir ve S56, S veya T’dir); ve
SEK.KIM.NO.:14’te gosterilen bir amino asit sekansi (buradaki S91,
S veya E’dir; K92, K, H, R veya S’dir; ve buradaki Y96, Y veya

R’dir) iceren polipeptitler (6rn., bir antikor) saglar.

Mevcut agiklamanin tercih edilen baska bir diizenegine gore antikor,
sunlar i¢eren bir agir zincir degisken bolgesi ihtiva eden bir anti-NGF
antikoru olabilir:

(a) SEK.KIM.NO.:3te gosterilen bir CDR1 bdlgesi;

(b) SEK.KIM . NO.:4’te gosterilen bir CDR2 bdlgesi; ve

(c) SEK.KIM.NO.:5, 11, 56, 58, 60, 62, 64’tc gosterilen bir

CDR3 bolgesi.

Mevcut agiklamanin tercih edilen baska bir diizenegine gore antikor,
sunlar1 igeren bir hafif zincir degisken bolgesi ihtiva eden bir anti-
NGF antikoru olabilir:

(a) SEK.KIM.NO.:6°da gbsterilen bir CDR 1 bolgesi;

(b) SEK.KIM.NO.:7°de gdsterilen bir CDR2 bdlgesi; ve

(c) SEK.KIM.NO.:8, 14, 55, 57, 59, 61 veya 63’te gdsterilen bir

CDR3 bolgesi.
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Mevcut bulusun tercih edilen bir dizenegine gore antikor, sunlan
iceren bir agir zincir degisken bolgesi ihtiva eden bir anti-NGF
antikoru olabilir:

(a) SEK.KIM.NO.:3’te gosterilen bir CDR1 bblgesi;

(b) SEK.KIM.NO.:4’te gosterilen bir CDR2 bdlgesi; ve

(c) SEK.KIM.NO.:5te gosterilen bir CDR3 bdlgesi.

Mevcut bulusa gore antikor, sunlari igeren bir hafif zincir degisken
bdlgesi ihtiva eden bir anti-NGF antikoru olabilir;

(a) SEK.KIM.NO.:6°da gdsterilen bir CDR1 bdlgesi;

(b) SEK.KIM.NO.:7°de gosterilen bir CDR2 bdlgesi; ve

(c) SEK.KIM.NO.:8’de gbsterilen bir CDR3 bolgesi.

Anti-NGF antikoru ayrica sunlart igeren bir agir zincir degisken
bolgesi de ihtiva edebilir:
(a) SEK.KIM.NO.:3’te gosterilen bir CDR1 bblgesi;
(b) SEK. KIM.NO.:4°te gosterilen bir CDR2 bolgesi; ve
(c)SEK.KIM.NO.:5’te gosterilen bir CDR3 bolgesi.

Mevceut agtklamaya gore anti-NGF antikoru, SEK.KIM.NO.:1’deki
amino asit sekansina en az vaklasik %80, %85, %90, %91, %92, %93,
%94, %95, %96, %97, %98 veya %99 dzdes bir amino asit sekansi
igeren bir agir zincir degisken bolgesi ve/veya SEK.KIM.NO.:2'deki
amino asit sekansina en az yaklasik %80, %85, %90, %91, %92, %93,
%94, %95, %96, %97, %98 veya %99 6zdes bir amino asit sekansi
igeren bir hafif zincir degisken bolgesi ihtiva edebilir; buradaki
antikor, NGF’ye spesifik olarak baglanir.

Insancillagtirilmis bir anti-NGF antikorunun agir zincir degisken
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bolgesi ve/veya hafif zincir degisken bolgesi, bir veya daha fazla 1lgil:
cerceve mutasyonu icerebilir. Bir yonde ¢erceve mutasyonu, bir insan
cergeve tortusunu komplementer fare ¢erceve tortusu ile degistirebilir,
Mutasyon, agir zincir degisken bolgesinde V71K ikamesim
kapsayabilir.

Meveut bulusa gore anti-NGF antikoru, SEK.KIM.NO.:1’e ait amino
asit sekansi igeren bir agir zincir degisken bolges: ihtiva edebilir
ve/veya SEK.KIM.NO.:2’ye ait amino asit sekansi igeren bir hafif

zincir degisken bolgesi ihtiva edebilir.

Mevcut bulusa gore anti-NGF antikoru, SEK.KIM.NO.:1 ve 2’de

gosterilen amino asit sekanslarim igerir.

Anti-NGF antikoru, SEK.KIM.NO.:16°daki amino asit sekansma en
az yaklasik %80, %85, %90, %91, %92, %93, %94, %95, %96, %97,
%98 veya %99 oOzdes bir amino asit sekansi igeren bir agir zincir
bolgesi ve/veya SEK.KIM.NO.:17'deki amino asit sekansina en az
yaklasik %80, %85, %90, %91, %92, %93, %94, %93, %96, %97,
%98 veya %99 0zdes bir amino asit seckansi igeren bir hafif zincir
bolgesi ihtiva edebilir; buradaki antikor, NGF’ye spesifik olarak

baglanir.

Anti-NGF antikoru, SEK.KIM.NO.:16’ya ait amino asit sekansim
iceren bir agir zincir bolgesi ihtiva edebilir ve/veya
SEK KIM.NO.:17’ye ait amino asit sekansi igeren bir hafif zincir

bolgesi ihtiva edebilir.

Anti-NGF antikoru, SEK.KIM.NO.:16 ve 17'de gosterilen amino asit
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sekanslarini igceren bir antikor olabilir.

Mevcut agiklamaya gore anti-NGF antikoru, NGF’ye baglanma
konusunda burada tanimlanan bir anti-NGF antikoru ile rekabet
edebilir.  Anti-NGF  antikoru, NGIF’ye baglanma konusunda
SEK. KIM.NO.:1’e ait amino asit sekansmi igeren bir agir zincir
degisken bolgesi ve/veya SEK. KIM.NQ.:2 ye ait amino asit sekansim
igeren bir hafif zincir degisken bolgesi ihtiva eden bir antikor ile

rekabet edebilir.

Anti-NGF antikoru, insan ve kemirgen NGF’sini spesifik olarak
baglayan msancillagstirilmis ve afinite bakimindan olgunlasmis bir E3
antikoru olabilir. E3 antikoru, WO2004/058184’te tarif edilir. E3’Un
agir zincir ve hafif zincir degisken bolgelerindeki amino asit
sekanslar1, ayr1 ayr1 SEK.KIM.NO.:1 ve 2'de (WO2004/058184 te
Sekil 1A ve 1B) gosterilmistir. E3 antikorunun CDR bolimleri
(Chothia ve Kabat CDRleri dahil), W0O2004/058184’teki Sekil 1A ve
1B’de diyagram seklinde gosterilmistir. E3 agir ve hafif zincirlerinin
ve ayrt ayn uzatilmis CDRlerin amino asit sekanslar da asagida
gosterilmistir (Bakimz asagidaki "antikor sekanslan"). E3 antikoru,
NGF'nin tecrit edilmesinde ve kendi reseptori ile etkilesmesinin
engellenmesinde yuksek diizeyde gugludur. E3 ve bunun murin
onciisit antikor 911°1n artrit, kanser agrnis1 ve ameliyat sonrasi agri
dahil olmak Gizere patolojik agrili klinik olmayan hayvan modellerinde
etkili bir analjezik oldugu gosterilmistir,

Anti-NGF antikoru ayrica E3 antikorunun (burada doniisimlu olarak
"E3" seklinde de adlandirilir) bir fragmanini veya bir bolgesini de
kapsayabilir. Bir diizenekte fragman, WO02004/058184°teki Sekil
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I1B’de ve burada SEK.KIM.NO.:17°de gbsterildigi gibi E3
antikorunun bir hafif zinciridir. Bir baska diizenekte fragman,
WO02004/058184°teki Sekil 1A°da ve burada SEK.KIM.NO.:16’da
gosterildigi gibi E3 antikorunun bir agir zinciridir. Yine baska bir
duzeneckte fragman, E3 antikorunun bir hafif zincirinden ve/veya bir
agir zincirinden bir veya daha fazla degisken bolge icerir. Yine bir
baska diizenekte fragman, W02004/058184°teki Sekil 1A ve 1B’de ve
burada sirasiyla SEK.KIM.NO.:17 ve 16°da gosterildigi gibi E3
antikorunun bir hafif zincirinden ve/veya bir agir zincirinden bir veya

daha fazla CDR igerir.

Bagka bir yonde antikor, ATCC No. PTA-4893 veya ATCC No. PTA-
4894 birakit numarasina sahip bir konakgi hiicre tarafindan tiretilen bir
poliniikleotidin sifreledigi bir hafif zincir igerir. Baska bir yonde
antikor, ATCC No. PTA-4895 birakit numarali bir konak¢: hicre
tarafindan uretilen bir poliniikleotidin sifreledigi bir agir zincir igerir.
Bagka bir yonde antikor (a) ATCC No. PTA-4894 veya ATCC No.
PTA-4893 birakit numarali bir konakg¢1 hiicre tarafindan iretilen bir
poliniikleotidin sifreledigi bir hafif zincir; ve (b) ATCC No. PTA-
4895 birakit numarali bir konak¢i hucre tarafindan uretilen bir
poliniikleotidin sifreledigi bir agir zincir igerir (burada uygunluk
acisindan  birakilmis  bir konakgr hiicre tarafindan  uretilen
polintikleotit(ler), ATCC NO PTA-4894, PTA-4893 ve PTA-4895
birakit numarasina sahip olarak anilir). Baska bir yonde antikor,
ATCC No. PTA-4894 veya ATCC No. PTA-4893 birakit numarah bir
konak¢t huicre tarafindan uretilen bir poliniikleotidin sifreledigi bir
hafif zincirin bir hafif zincir degisken bolgesini igerir. Bagka bir yonde

antikor, ATCC No. PTA-4895 birakit numarali bir konak¢ir hiicre
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tarafindan Uretilen bir poliniikleotidin sifreledigi bir agir zincirin agir
zincir degisken bolgesini icerir. Baska bir yonde antikor, (a) ATCC
No. PTA-4894 veya ATCC No. PTA-4893 brrakit numarali bir
konakg¢r huicre tarafindan tiretilen bir polintikleotidin sifreledigi bir
hafif zincirin bir hafif zincir degisken bolgesini ve (b) ATCC No.
PTA-4895 birakit numaral1 bir konake¢1 hiicre tarafindan uretilen bir
poliniikleotidin sifreledigi bir agir zincirin bir agir zincir degisken
bolgesini igerir. Yine bagka bir yonde antikor, (a) ATCC No. PTA-
4894 birakit numarali bir konak¢r hiicre tarafindan tretilen bir
poliniikleotidin ve/veva (b) ATCC No. PTA-4895 birakit numarali bir
konakg¢1 hiicre tarafimdan tretilen bir polinuikleotidin sifreledigi bir

agir zincirin sifreledigi bir veya daha fazla CDR 1gerir.

Baska bir yonde antikor, asagidakilerden birini veya daha fazlasini
igerirr  a) SEK.KIM.NO.. 1-8 veya SEK.KIM.NO.:3-8de
(WO2004/058184°teki Sekil 1A ve 1B) gosterilen E3 antikorunun bir
veya daha fazla CDR’si; b) SEKKIMNO.. 1 ve 5te
WO02004/058184°teki  Sekil 1A) gosterilen E3  antikorunun agir
zincirmden CDR  H3; ¢) SEK.KIM.NO2 ve 8de
(WO2004/058184°teki Sekil 1B) gosterilen E3 antikorunun hafif
zincirinden CDR L3; d) SEK.KIM.NO.2, 6-8’de
(W0O2004/058184°teki Sekil 1B) gosterilen E3 antikorunun hafif
zincirinden ii¢ CDR; ¢) SEK.KIM.NO. 1,3-5’te (W02004/058184’teki
Sekil 1A) E3 antikorunun agir zincirinden ug¢ CDR; ve f)
SEK. KIM.NO. 1-8'de (WO02004/058184°teki Sekil 1A ve IB)
gosterilen E3 antikorunun hafif zincirinden i CDR ve agir
zincirinden i¢ CDR. Bagka bir yonde antikor, asagidakilerden birini

veya daha fazlasim igerebilir: a) SEK.KIM.NO. 1-8’de
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(WO2004/058184°tek1 Sekil 1A ve 1B) gosterilen E3 antikorundan
tiuretilmis bir veya daha fazla (bir, iki, ui¢, dort, bes veya alt1) CDR; b)
SEK KIM.NO. 1 ve 5’te (WO2004/058184’teki Sekil 1A) gosterilen
E3 antikorunun agir zincirinden CDR H3’ten turetilmis bir CDR;
ve/veya SEK.KIM.NO. 2 ve 8’de (W02004/058184°tcki Sckil 1B)
gosterilen E3 antikorunun hafif zincirinden CDR L3’ten turetilmis bir
CDR. Bazi duzeneklerde CDRIer, Kabat CDRIeri, Chothia CDRIeri
veya Kabat ve Chothia CDRlerinden olusan bir kombinasyon (burada
"uzatilmig" veya "birlestirilmis” CDRler olarak adlandirilir) olabilir.
Baz1 diizeneklerde polipeptitler, burada tarif edilen CDR
konfigiirasyonlarindan  (kombinasyonlar, varyantlar, vb. dahil)

herhangi birini kapsar.

Bir baska ac¢iklamada antikor, sunlar1 i¢erebilir:
(a) asagidakileri i¢eren bir agir zincir degisken bolgesi:
(i) SEK.KIM.NO.:30’a ait bir CDR1 bdlgesi;
(il) SEK.KIM.NO.:31 e ait sekansi i¢eren bir CDR2 bdlgesi;
(iii) SEK.KIM.NO.:11, 56, 58, 60, 62 ve 64’(n olusturdugu
gruptan segilen bir CDR3 bolgesi;
(b) asagidakileri igeren bir hafif zincir degisken bolgesi:
(i) SEK.KIM.NO.:18’¢ ait bir CDR1 bdlgesi;
(ii) SEK.KIM.NO.:19’a ait bir CDR2 bolgesi;
(iii) SEK.KIM.NO.:14, 55, 57, 59, 61 ve 63’tin olusturdugu
gruptan secgilen bir CDR3 bolgesi.

Mevcut bulusun baska diizeneklerinde burada tarif edilen anti-NGF
antikorlarindan herhangi birinin agir zincirinin C terminalindeki lisin

delete edilir. Cesitli durumlarda burada tarif edilen anti-NGF
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antikorlarinin agir ve/veya hafif zinciri istege gore bir sinyal sekansi

icerebilir.

Bir bagka aciklamada antikor, bu konuda bilinen bir anti-NGF
antikoru, 6rn., W02005019266°da (4D4, 14D10, 6G9, 7TH2, 14F11 ve
4(G6 antikorlar: dahil), W0O2006131951°de (Hu-aD11 antikoru dahail),
WO009023540 veya US20090041417°de tarif edilen antikorlar
arasindan segilebilir. Burada agiklandigi gibi antikor, bu konuda
bilinen bir anti-NGF antikoru, 6rm., Hongo ve arkadaslari, Hybridoma,
19: 215-227 (2000)’de tarif edildigi gibi Mab911, MAb 912 ve MADb
038 ve W02005019266’da (4D4, 14D10, 6G9, 7TH2, 14F11 ve 4G6
antikorlann  dahil), WO2006131951°de (Hu-aD11 antikoru dahil),
W009023540 veya US20090041417°de tarif edilen antikorlar ile aym
epitopa baglanabilir ve/veya bu tir bir antikor ile NGF'ye baglanma

konusunda rekabet edebilir.

Mevcut bulusun bir bagka yonuine gore sivi kompozisyon, sunlar
igerir veya sunlardan olusur:

yaklagik 0.5 mg/ml ila yaklasik 50 mg/ml en az bir antikor,

yaklasik 1.0 mM ila yaklasik 15 mM histidin tamponu,

yaklagik 1 mg/ml ila yaklagik 100 mg/ml trehaloz dihidrat,

yaklasik 0.01 1la yaklasik 0.15 mg/ml PS20,

yaklasik 0.01 1la yaklasik 0.1 mg/ml disodyum EDTA,

burada adi gecen kompozisyonun pH’si, pH 5.8 ila 6.8 arasindadir.

Mevcut bulusun bir baska yonine gore sivi kompozisyon, en az bir
antikordan vaklasik 2.5 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml, 22
mg/ml veya yaklasik 50 mg/ml, yaklasik 1.0 mM ila yaklagik 15 mM
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histidin tamponu, yaklasik 1 mg/ml 1la yaklasik 100 mg/ml trehaloz
dihidrat, yaklagik 0.01 ila yaklasik 0.15 mg/ml PS20, yaklagik 0.01 ila
yaklasik 0.1 mg/ml, disodyum EDTA’dan olusur, burada adi gecen
kompozisyonun pH’si, pH 5.8 ila 6.8 arasindadir.

Tercih edilen bir diizenege gore sivi kompozisyon, sunlar igerir veya
sunlardan olusur:

en az bir antikordan yaklasik 2.5 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 20
mg/ml, 22 mg/ml vevya yaklasik 50 mg/ml,

vaklagik 10 mM histidin tamponu,

yaklasik 84 mg/ml trehaloz dihidrat,

yaklasik 0.1 mg/ml PS20,

yaklasik 0.05 mg/ml disodyum EDTA,

Burada adi gecen kompozisyonun pH’si, pH 5.8 ila 6.8 arasinda,
tercthen pH 5.8 ila 6.5 arasindadir ve burada adi gegen antikor,
SEK.KIM.NO.!1’¢ ait bir degisken agir zincir ve SEK.KIM.NO.2’ye

ait bir degisken hafif zincir icerir.

Tercih edilen bir dizenege gore s1vi kompozisyon, sunlari igerir veya
sunlardan olusur:

en az bir antikordan yaklasik 2.5 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 20
mg/ml, 22 mg/ml veya yaklasik 50 mg/ml,

yaklasik 10 mM histidin tamponu,

yaklasik 84 mg/ml trehaloz dihidrat,

yaklasik 0.1 mg/ml PS20,

yaklasik 0.05 mg/ml disodyum EDTA,

burada adi gegen kompozisyonun pH’si, 6.0+/- 0.2°dir ve burada ad1

gegen antikor, SEK.KIM.NO.1’¢ ait bir degisken agir zincir ve
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SEK.KIM.NO.2ye ait bir degisken hafif zincir igerir. Tercih edilen

bir diizenekte kullamilan doz hacmi, 1 ml’dir.

Bir yonde liyofilize edilmeyen ve liyofilizasyona tabi tutulmamis olan

bir s1iv1 kompozisyon sunulur.

Mevcut bulusun bir baska yonune gore bulusa ait bir sw
kompozisyon sunulur; buradaki kompozisyon, birgok dondurma

eritme dongiisiinden sonra antikor agregasyonuna direnglidir,

Tercihen antikor, kompozisyonun en az bir dondurma ve eritme
dongiisit sirasinda agregasyona direnglidir, ayrica tercihen burada
antikor, bircok dondurma eritme dongusil sirasinda, tercihen 2, 3, 4, 5,
6, 7,8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 veya 15 dondurma eritme dongisi
sirasinda agregasyona direnglidir. En fazla tercihen antikor, sivi
kompozisyonun en az on bes dondurma ve eritme dongusi, daha fazla

tercihen dort 1la on beg dongh sirasinda agregasyona direnclidir.

Daha fazla tercihen antikor, sivi kompozisyonun bir¢ok dondurma
eritme dongusinden sonra dondurma eritme Oncesindeki ayni
kompozisyona veya 0zdes veva neredeyse 0zdes kompozisyondan
muadil bir ornege kiyasla yaklasik %10°dan az agregasyon artigi
gosterir, daha fazla tercihen sivi kompozisyonun bir¢ok dondurma
eritme dongiisunden sonra dondurma eritme Oncesindeki ayni
kompozisyona veya 0zdes veya neredeyse 0zdes kompozisyondan
muadil bir 6rnege kiyasla %9, 8, 7,6, 5,4, 3, 2, 1, 0.5 veya %0’°dan az

veya vaklasik o kadar agregasyon artis1 gosterir.
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Mevcut bulusun bir baska yoniine gore bulusa ait bir svi
kompozisyon saglamir ki bu kompozisyon, yaklasik 5, 25 veya
40°C’lik bir sicaklikta en az yaklasik 26 veya 52 haftalik bir sure
boyunca saklanabilir ve buradaki kompozisyonun antikorunda
yaklagik %35°ten az, daha fazla tercihen yaklasik %10°dan az
agregasyon artist olur. Tercihen antikor konsantrasyonu, yaklasik

10mg/ml yada yaklasik 50 mg/ml’dir.

Tercihen yaklasik 5, 25 veya 40°C’lik bir sicaklikta yaklasik 2, 4, 8, 9,
13, 26 veya 52 haftahk bir stre boyunca saklandiginda siwva
formillasyonun antikorunda, depolama periyodu Oncesi aym
kompozisyona veya 6zdes veya neredeyse 0Ozdes kompozisyondan
muadil bir ornege kiyasla yaklasik %35°ten az, daha fazla tercihen
yaklasik %10°dan az agregasyon artisi olur. Tercihen antikor

konsantrasyonu, yaklasik 10mg/ml yada yaklasik 50 mg/ml’dir.

Yine tercihen sivi kompozisyondaki antikor, yaklasik 5, 25 veya
40°C°lik bir sicakhikta, 2, 4, 8, 9, 13, 26 veya 52 haftalik depolanma
perivodunun ardinda depolanma oOncesi ayni kompozisyona veya
ozdes veya neredeyse Ozdes kompozisyondan muadil bir ornege
kiyasla yaklasik %35’ten az, daha fazla tercihen yaklasik %10°dan az
agregasyon artisi, daha fazla tercihen yaklasik %34, %33, %32, %31,
%30, %29, %28, %27%, %26, %25, %24, %23, %22, %21, %20,
%19, %18, %17, %16, %15, %14, %13, %12, %11, %10, %9°dan az,
daha fazla tercihen yaklasik %8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 veya %0.5°ten az
veya yaklasik %0’a esit; en fazla tercihen de 40°C’de 52 hafta suireyle
yaklasik %20'den az veya 40°C’de 26 hafta sureyle yaklasik %10°dan
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az agregasyon artis1 gosterir. Tercihen antikor konsantrasyonu,

yaklagik 10mg/ml yada yaklagik 50 mg/ml’dir.

Mevcut bulusun bir baska yoniine gore bulusa ait bir sivi
kompozisyon saglanir ki bu kompozisyon, vaklasik 5, 25 veya
40°C’lik bir sicaklikta en az yaklasik 26 veya 52 haftalik bir siire
boyunca saklanabilir ve buradaki kompozisyonun antikorunda,
depolanma oncesi aym kompozisyona veya 0zdes veya neredeyse
0zdes kompozisyondan muadil bir drnege kiyasla yaklasik %35'ten az,
daha fazla tercihen yaklasik %10'dan az bir oksidasyon artis1 olur.
Tercihen antikor konsantrasyonu, yaklagik 10mg/ml yada yaklasik 50

mg/ml’dir.

Tercihen s1vi kompozisyondaki antikor, yaklasik 5, 25 veya 40°C’lik
bir sicaklikta, yaklasik 2, 4, 8, 9, 13, 26 veya 52 haftalik depolanma
perivodunun ardinda depolanma Oncesi ayni kompozisyona veya
ozdes veya neredeyse Ozdes kompozisyondan muadil bir ornege
kiyasla yaklasik %35°ten az, daha fazla tercihen yaklasik %10°dan az
oksidasyon artisi, daha fazla tercihen yaklasik %34, %33, %32, %31,
%30, %29, %28, %27%, %26, %25, %24, %23, %22, %21, %20,
%19, %18, %17, %16, %15, %14, %13, %12, %11, %10, %9°dan az,
daha fazla tercihen yaklasik %8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 veya %0.5’ten az
veya yaklagik %0’a esit; en fazla tercihen de 40°C’de 52 hafta stireyle
yaklagik %31 veya %30'dan az veya 26 hafta stireyle yaklasik %11
veya %10’dan az oksidasyon artisi gosterir. Tercihen antikor

konsantrasyonu, yaklasik 10mg/ml yada yaklasik 50 mg/ml’dir.
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Mevcut bulusun bir baska yoniine gore bulusa ait bir svi
kompozisyon saglamir ki bu kompozisyon, yaklasik 5, 25 veya
40°C’lik bir sicaklikta en az yaklasik 26 veya 52 haftalik bir sure
boyunca saklanabilir ve buradaki kompozisyonun antikorunda

yaklasik %30°dan az aktivite duistisii olur.

Tercthen s1vi formillasyonun antikorunda, yaklasik 5, 25 veya
40°C’lik bir sicaklikta en az yaklasik 2, 4, 8, 13 veya 26 haftalik bir
sire boyunca depolandiginda, depolanma onces1 aym1 kompozisyona
veya Ozdes veya neredeyse 0zdes kompozisyondan muadil bir drmege
kiyasla yaklagik 9%30°dan az aktivite diisiish, daha fazla tercihen
formilasyonun antikorunda yaklagik %25’ten az, daha fazla tercihen
%20, daha fazla tercihen yaklasik %19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11,
10,9,8,7,6,5,4, 3,2, 1, 0.5ten az veya %0 aktivite dususu olur.
Tercihen antikor konsantrasyonu, yaklagik 10mg/ml yada yaklagsik 50

mg/ml’dir.

Mevcut bulusun bir bagska yoniine gore bulusa ait bir sivi
kompozisyon saglanir ki bu kompozisyon, yaklasik 5, 25 veya
40°C’lik bir sicaklikta en az yaklasik 26 haftalik bir siire boyunca
saklanabilir ve buradaki kompozisyonun antikorunda, depolanma
oncesi aym kompozisyona veya Ozdes veya neredeyse o0Ozdes
kompozisyondan muadil bir drnege kiyasla yaklasik %l15'ten az
pargalanma artis1 olur, tercihen buradaki antikorun konsantrasyonu,
vaklasik 10mg/ml veya vyaklastk 50mg/ml’dir. Tercithen sivi
kompozisyonun antikoru, vaklasik 5, 25 veya 40°C’lik bir sicaklikta
yaklasik 2, 4, 8, 9, 13 veya 26 haftalik depolanma periyodundan sonra
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depolanma ©Oncesi aym1 kompozisyona veya 0zdes veya neredeyse
0zdes kompozisyondan muadil bir 6rnege kiyasla yaklasik %15'ten az,
daha fazla tercihen yaklasik %14, %13, %12, %11, %10, %9, %8, %7,
%06, %35, %4, %3, %2, %1 veya %0.5ten az veya yaklasik %0’a esit,
en fazla tercihen de yaklagik 40°C’de yaklagik 26 haftada yaklasik
%I14’ten az pargalanma artist  gosterir.  Tercthen  antikor

konsantrasyonu, yaklagik 10mg/ml yada yaklasik 50 mg/ml’dir.

Mevcut bulusun bir bagka yonime gore bulusa ait bir sivi
kompozisyon saglanir ki bu kompozisyon, vaklagik 2 ila 8°C
atasindaki bir sicaklikta, tercihen 5°C’de en az yaklasik 52 haftalik bir
siire boyunca saklanabilir ve buradaki kompozisyonun antikorunda

%20’den az aktivite dususu olur. Tercihen antikor konsantrasyonu,

vaklasik 2.5, 5, 10, 20 veya 50mg/ml’dir.

Tercihen yaklagsik 2 ila 8°C arasindaki bir sicaklikta, tercihen 5°C’de
yaklasik 2, 4, 8, 13, 26 veya 52 hafta, daha fazla tercihen ¢n az
vaklasik 2, 3, 6, 9, 12, 18 veya 24 aylik bir slire boyunca
depolandiginda sivi formillasyonun antikorunda, depolama periyodu
oncesi aym kompozisyona veya Ozdes veya neredeyse oOzdes
kompozisyondan muadil bir dmege kiyasla yaklagik %15°ten az, daha
tazla tercihen yaklasik %10°’dan az agregasyon artisi olur. Tercihen

antikor konsantrasyonu, yaklasik 2.5, 5, 10, 20 veya 50mg/ml’dir,

Yine tercithen sivi kompozisyonun antikoru, depolanma periyodunun
ardindan, depolanma periyodu dncesindeki ayni kompozisyona veya

ozdes veya neredeyse 0Ozdes kompozisyondan muadil bir Ornege



10

15

20

25

41

kiyasla yaklasik %15°ten az agregasyon artisi, yine tercthen yaklasik
%10°dan az, daha fazla tercihen yaklasik %9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1,

0.5’ten az veya %0 agregasyon artig1 gosterir.

Mevcut bulusun tercih edilen baska bir yonine gore, bir memelide
agnn tedavisinde kullanim i¢in yukaridaki herhangi bir yone veya
duzenege gore bir s1vi kompozisyon saglanir.

Tercthen agri, akut agri, kronik agri, noropatik, enflamatuar,
nosiseptif, karisik etyoloji agrisi, hiperaljezi, allodini, visseral agri,

somatik agr1 ve sirt agrisindan biri veyva daha fazlasi arasindan segilir.

Aciklamanin yone bir baska duzenegine gore, agr1 ve/veya interstisyel
sistit ve/veya agrili mesane sendromu ve/veya mesane agrisi sendromu
ile baglantili alt Giriner sistem semptomlarinin (LUTler) tedavisine
yonelik bir ilag TUretimi i¢in vukaridaki herhangi bir ydne veya
diizenege gore bir sivi kompozisyon saglanir. Ag¢iklamanin yine bir
baska diuzenegine gore agr1 ve/veya kronik prostatit ve/veya kronik
pelvik agri sendromunun tedavisine yonelik bir ilag Uretimi ig¢in
yukaridaki herhangi bir yone veya duzenege gore bir sivi
kompozisyon saglanir. Bir bagska agiklamaya gore, agr1 ve/veya
endometriyoz ve/veya rahim fibroidler1 1ile baglantili  diger
semptomlarm tedavisine yonelik bir ilag Uretimini i¢in yukaridaki
herhangi bir yone veya dilzenege gore bir s1ivi kompozisyon saglanir.

Tercihen memeli, kemirgenler (6m., fareler, sicanlar ve tavsanlar),
petler (0., kediler, kopekler ve atlar), ¢iftlik hayvanlar (6rn., inekler,
koyunlar, domuzlar ve kegiler), spor hayvanlar1 ve/veya petler (orn.,
kediler, kopekler ve atlar), primatlar, daha fazla tercihen insanlar

arasindan segilir.
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Tercih edilen bir diizenege gore sivi kompozisyon, kan akisina, kas
icerisine, doku icerisine, yag icerisine veya bir i¢ oran igerisine
uygulanabilir, Parenteral yoldan uygulama i¢in uygun vasitalar
arasinda  intravenodz, infraarteryel, intraperitonel, intratekal,
intraventrikiller, intratiretral, intrasternal, intrakranyal, intramiiskiiler,
Intraossiyal, intradermal ve subkiltan yer alir. Parenteral yoldan
uygulama i¢in  uygun aygitlar arasmda 1gneli (mukro-igne,
mikroprojeksiyonlar, ¢ozilebilir igneler ve diger mikro-gdozenek
olusturma teknikleri) enjektorler, ignesiz enjektorler ve infizyon

tekmkleri yer alir.

Baz1 duzeneklerde ilacim uygulama paterni, bir 1lag dozunun haftada
bir kez, iki haftada bir kez, Gi¢ haftada bir kez, dort haftada bir kez, bes
haftada bir kez, alt1 haftada bir kez, yedi haftada bir kez, sekiz haftada
bir kez, dokuz haftada bir kez, on haftada bir kez, on bes haftada bir
kez, virmi haftada bir kez, yirmi bes haftada bir kez veya yirmi alt
haftada bir kez uygulanmasim kapsar. Baz1 diizeneklerde anti NGF
antagonist antikoru, ayda bir kez, iki ayda bir kez, ¢ ayda bir kez,
dort ayda bir kez, bes ayda bir kez veya alt1 ayda bir kez uygulanir. En
fazla tercihen ilaci uygulama paterni, bir ilag dozunun sekiz haftada

bir kez uygulanmasim kapsar.

Baz1 diizencklerde bir dozun hacmi, yaklasik 20 ml, yaklasik 15 ml,
yaklasik 10 ml, yaklasik 5 ml, yaklasik 2.5 ml, yaklasik 1.5 ml,
yaklagik 1.0 ml, yaklasik 0.75 ml, yaklasik 0.5 ml, yaklasik 0.25 ml
veya yaklasik 0.01 ml’den az veya buna esittir.

Bazi dliizencklerde bir dozun hacmi, yaklasik 20 ml, yaklasik 19 ml,
yaklagik 18 ml, yaklasik 17 ml, yaklagik 16 ml, yaklagik [5 ml,
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yaklasik 14 ml, yaklasgtk 13 ml, yaklagitk 12 ml, yaklasik 11 ml,
yaklagik 10 ml, yaklasik 9 ml, yaklasik 8 ml, yaklasik 7 ml, yaklasik 6
ml, yaklasik 5 ml, yaklasik 4 ml, yaklasik 3 ml, yaklasik 2 ml veya
vaklasik 1 ml’dir. Alternatif olarak yaklasik 20.5 ml, yaklasik 19.5 ml,
vaklasik 18.5 ml, yaklasik 17.5 ml, yaklasik 16.5 ml, yaklasik 15.5 ml,
vaklasik 14.5 ml, yaklagik 13.5 ml, yaklasik 12.5 ml, yaklasik 11.5 ml,
yaklagik 10.5 ml, yaklasik 9.5 ml, yaklasgik 8.5 ml, yaklasik 7.5 ml,
yvaklasik 6.5 ml, vaklasik 5.5 ml, yaklasik 4.5 ml, yaklasik 3.5 ml,
yvaklagik 2.5 ml, yaklasik 1.5 ml veya yaklasik 0.5°tir. Alternatif
olarak yaklasik 900 mikrolitre, yaklasik 800 mikrolitre, yaklasik 700
mikrolitre, yaklasik 600 mikrolitre, yaklasik 500 mikrolitre, yaklasik
400 mikrolitre, yaklasik 300 mikrolitre, yaklasik 200 mikrolitre veya
yaklagsik 100 mikrolitre, alternatif olarak yaklasik 950 mikrolitre,
yaklagik 850 mikrolitre, yaklasik 750 mikrolitre, yaklagik 650
mikrolitre, vaklasik 550 mikrolitre, vaklasik 450 mikrolitre, yaklasik
350 mikrolitre, yaklasik 250 mikrolitre, yaklasik 150 mikrolitre veya
yaklasik 50 mikrolitredir. En fazla tercihen dozun hacmi, yaklasik 2.5

ml’den az veya buna esittir,

Tercih edilen duzenege gore antikor konsantrasyonu, yaklasik 0.1 ila
vaklasitk 200 mg/ml aralifinda olabilir. Tercihen antikor
konsantrasyonu, yaklasik 0.5 mg/ml, yaklasik 1 mg/ml, yaklasik 2
mg/ml, yaklasik 2.5 mg/ml, yaklasik 3 mg/ml, yaklasik 3.5 mg/ml,
yaklasik 4 mg/ml, yaklasik 4.5 mg/ml, yaklasik 5 mg/ml, yvaklasik 5.5
mg/ml, yaklasik 6 mg/ml, yaklasik 6.5 mg/ml, yaklasik 7 mg/ml,
yaklasik 7.5 mg/ml, yaklasik 8 mg/ml, yaklasik 8.5 mg/ml, yaklasik 9
mg/ml, yaklasik 9.5 mg/ml, yaklagik 10 mg/ml, vaklagik 11 mg/ml,
vaklasik 12 mg/ml, yaklasik 13 mg/ml, vaklasik 14 mg/ml, yaklasik
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15 mg/ml, yaklagik 16 mg/ml, yaklasik 17 mg/ml, yaklasik 18 mg/ml,
yaklagik 19 mg/ml, yaklasik 20 mg/ml, yaklasik 21 mg/ml, yaklasik
22 mg/ml, yaklasik 23 mg/ml, yaklasik 24 mg/ml, yaklasik 25 mg/ml,
vaklasik 26 mg/ml, vaklasik 27 mg/ml, yaklasik 28 mg/ml, yaklasik
29 mg/ml, yaklasik 30 mg/ml, yaklasik 31 mg/ml, vaklasik 32 mg/ml,
vaklasik 33 mg/ml, vaklasik 34 mg/ml, yaklasik 35 mg/ml, yaklasik
36 mg/ml, yaklasik 37 mg/ml, yaklasik 38 mg/ml, yaklagik 39 mg/ml,
vaklasik 40 mg/ml, yvaklasik 41 mg/ml, yaklasik 42 mg/ml, yaklagik
43 mg/ml, yaklagik 44 mg/ml, vaklasik 45 mg/ml, vaklagik 46 mg/ml,
vaklasik 47 mg/ml, yvaklagik 48 mg/ml, yaklasik 49 mg/ml, yaklasik
50 mg/ml, yaklagik 51 mg/ml, yaklasik 52 mg/ml, yaklasik 53 mg/ml,
yaklasik 54 mg/ml, yaklasik 55 mg/ml, yaklagik 56 mg/ml, yaklasik
57 mg/ml, yaklasik 58 mg/ml, yaklasik 59 mg/ml, yaklagik 60 mg/ml,
yaklagik 70 mg/ml, yaklasik 80 mg/ml, yaklasik 90 mg/ml, yaklasik
100 mg/ml veya yaklasik 110mg/ml’dir. En fazla tercihen antikor
konsantrasyonu, vaklasik 50 mg/ml’den az veya buna esittir ve
yaklasik 2 mg/ml, yaklasik 2.5 mg/ml, yaklasik 5 mg/ml, yaklasik 10
mg/ml, yaklagik 19 mg/ml, yaklasik 20 mg/ml, 22 mg/ml ve yaklasik

50 mg/ml’nin olusturdugu gruptan segilebilir,

Tercih edilen bir diizenege gore doz, yaklasik 0.5 mg, yaklasik 1 mg,
yaklasik 2 mg, yaklasik 3 mg, yaklasik 4 mg, yaklasik 5 mg, yaklasik
6 mg, yaklasik 7 mg, yvaklasik 8 mg, yaklasik 9 mg, yaklasik 10 mg,
yaklasik 11 mg, yaklasik 12 mg, yaklasik 13 mg, yaklasik 14 mg,
yaklagik 15 mg, yaklasik 16 mg, yaklasik 17 mg, yaklagik 18 mg,
yaklasik 19 mg, vaklasik 20 mg, yaklasik 21 mg, yaklasik 22 mg,
vaklasik 23 mg, yaklasik 24 mg, yaklasik 25 mg, yaklasik 26 mg,
vaklagik 27 mg, yaklasik 28 mg, yaklasik 29 mg, yaklagik 30 mg,
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yaklasik 31 mg, yaklagik 32 mg, yaklasik 33 mg, yaklasik 34 mg,
yaklagik 35 mg, vaklasik 36 mg, yaklasik 37 mg, yaklagik 38 mg,
yaklasik 39 mg, yaklagik 40 mg, yaklagik 41 mg, yaklasik 42 mg,
vaklasik 43 mg, yaklasik 44 mg, yaklasik 45 mg, yaklasik 46 mg,
vaklasik 47 mg, yaklasik 48 mg, yaklasik 49 mg, yaklasik 50 mg,
vaklasik 51 mg, yaklasik 52 mg, yaklagik 53 mg, yaklasik 54 mg,
yaklasik 55 mg, yaklasik 56 mg, yaklasik 57 mg, yaklasik 58 mg,
yvaklasik 59 mg, vaklasik 60 mg, yaklasik 70 mg, yvaklasik 80 mg,
vaklagik 90 mg, yaklasik 100 mg veya yaklasik 110mg’den az veya
buna esit antikor igerir. En fazla tercihen doz, yaklagik 50 mg’den az

veya buna esit antikor igerir.

Tercih edilen bir dizenege gore doz, (dozun uygulanacagi memeli
kiitlesindeki) kg basina vaklasik 1 pg, kg basina yaklagik 10 pg, kg
basina yaklagik 20 pg, kg bagma yaklasik 25 pg, kg basma vaklagik 50
Mg, kg basina yaklasik 100 Hg, kg basma yaklasik 200 Hg, kg basma
vaklasik 250 pg, kg basma yaklasik 500 pg, kg basma yaklagik 1
mg/kg, kg basina yaklasik 2 mg, kg basma yaklasik 3 mg, kg basina
vaklasik 4 mg, kg bagma yaklagik 5 mg, kg basma yaklasik 6 mg, kg
basma yaklasik 7 mg, kg basmna yaklasik 8 mg, kg basma yaklagik 9
mg, kg basma yaklasik 10 mg veya kg basma yaklasik 11 mg’lik bir
miktarda antikor igerir. En fazla tercihen doz, yaklasik 20 ug/kg,
yaklasik 25 pg/kg, yaklasik 50 pg/kg, yaklasik 100 pg/kg, yaklasik
200 pg/kg, yaklasik 250 pg/kg, 1 mg/kg veya yaklasik 2 mg/kg igerir,

Dozaj rejimleri, pratisyenin ulagmak istedigi farmakokinetik bozulma

paternine bagh olabilir. Omegin baz1 diizeneklerde haftada bir-dort
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kez dozlama tasarlanir. Daha az siklikta dozlama bile kullamlabilir.
Baz1 duzeneklerde doz, 2 haftada, 3 haftada, 4 haftada, 5 haftada, 6
haftada, 7 haftada, 8 haftada, 9 haftada, 10 haftada, 15 haftada, 20
haftada, 25 haftada veya daha uzun surede bir kez uygulanir. Bazi
duzencklerde doz, 1 ayda, 2 ayda, 3 ayda, 4 ayda, 5 ayda, 6 ayda veya
daha vzun stirede bir kez uygulanir. En fazla tercihen doz, sekiz
haftada bir kez uygulanir. Bu terapinin gidisati, bilindik teknik ve
deneylerle kolayca izlenir. Dozlama rejimi, zaman igerisinde

degisebilir.

Mevcut bulusun amacglan ¢ergevesinde ilacin uygun dozaj, kullamlan
antikora, tedavi edilecek agrimm tipine ve siddetine, ajanin engelleyici
mi yoksa veya terapOtik amaglar icin mi uygulandigina, onceki
terapiye, hastanin klinik ge¢misine ve ajana tepkisine ve gorevli
fizisyenin takdirine bagl olacaktir. Tipik olarak klinisyen, arzu edilen
sonuca ulasan bir dozaja ulasilana kadar ilac1 uygulayacaktir.
Dozajlar, deney yoluyla belirlenebilir, 6rnegin kisilere artan dozajlar
verilerek  ilacin  etkinligi  degerlendirilebilir, agrn  sayisal
derecelendirme skalasinda (NRS) bir degisiklik gibi bir agr1 gostergesi
takip edilebilir.

Doz ve/veya siklik, tedavi suresince degiskenlik gosterebilir.
Antikorun yar1 0mri1 gibi ampirik konular genellikle dozaj belirlemeye
katkida bulunacaktir. Uygulamanm sikligi, terapi sireci boyunca
belirlenebilir ve ayarlanabilir ve genellikle fakat sart olmamakla
birlikte bu, agrmm tedavisine ve/veya baskilanmasina ve/veya
hafifletilmesine ve/veya geciktirilmesine dayanir. Bazi kisilerde

birden fazla doz gerekli olabilir. Uygulamanm siklig1 belirlenebilir ve
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terapi sresince ayarlanabilir. Birkag giin boyunca veya daha uzun bir
stire tekrarlanan uygulamalarda, agriya ve bunun siddetine bagh
olarak tedavi, semptomlarda arzu edilen bir baskilanma olusana veya
agriyr azaltmak ig¢in veterli terapotik seviyelere ulasilana kadar

strdurialir.

Svi kompozisyonu igeren ilacin uygulanmasi, omegin, alicinin
fizyolojik durumuna, uygulamanin amacinin terapotik mi yoksa
profilaktik mi olduguna ve uzman pratisyenlerce bilinen diger
faktorlere bagh olarak stirekli veya aralikli  olabilir.  Sivi
kompozisyonu igeren ilacin uygulamasi, esasen Onceden secilmis bir
zaman periyodu boyunca surekli olabilir veya bir dizi aralikh doz
halinde, orn., ya agn gelismeden once ya bu sirada yada gelistikten

sonra yapilabilir,

Tercihen doz uygulamasi, tercihen intravendz, intraarteryel,
Intraperitonel, intratekal, ntraventrikiller, intratretral, intrasternal,
intrakranyal, intramiiskiiler, intraossiyal, intradermal ve subkitan
arasindan scgilen bir parenteral yoldan uygulamadir. Tercihen ilag,

parenteral uygulama i¢in birim dozajda steril sivi formdadir.

Tedavinin etkinligi, agri dinmesinin izlenmesiyle degerlendirilebilir.
Agn dinmesi, dinmenin zaman stireci ile karakterize edilebilir. Buna
gore bazi duzeneklerde dinme, uygulamadan sonraki yaklasik 24 saat
igerisinde gozlenir, Bagska duzeneklerde dinme, uygulamadan sonraki
yaklasik 36, 48, 60, 72 saat veya 4 gun igerisinde gozlenir. Bazi
diuzencklerde agrimn sikligt ve/veya yogunlugu azalir ve/veya

hastaliktan yakinanlarin yasam kalitesi artar. Bazi1 diizencklerde agri
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dinmesi, tek bir doz ilagtan sonra en az yaklagik 7 giin, en az yaklagsik
14 gun, en az yaklasik 21 giin, en az vaklasik 28 giin, en az yaklagsik
35 gin, en az yaklasik 42 giin, en az yaklasik 49 giin, en az yaklasik
56 gun, en az yaklasik 63 glin, en az yaklasik 70 giin, en az yaklasik
77 gun, en az yaklasik 84 giin, en az yaklasik 180 glin veya daha uzun

bir surede saglanir.

KOMBINASYONLAR
Herhangi bir yone veya diizenege gore sivi kompozisyon, dzellikle bir
memelide agr1 tedavisinde farmakolojik agidan aktif bir baska bilesik
ile veya farmakolojik agidan aktif iki veya daha fazla bagka bilesik ile
faydali sekilde birlestirilebilir ve sunlardan seg¢ilen bir veya daha fazla
ajan ile kombinasyon halinde ayni1 anda, sirayla veya ayn ayn
uygulanabilir:
(1) bir opioid analjezigi, orn., morfin, eroin, hidromorfon,
oksimorfon, levorfanol, levallorfan, metadon, meperidin,
fentanl, kokan, kodein, dihidrokodem, oksikodon, hidrokodon,
propoksifen, nalmefen, nalorfin, nalokson, mnaltrekson,
buprenorfin, butorfanol, nalbufin veya pentazosin;
(1) steroidal olmayan antienflamatvar bir ilag (NSAID), orn.
aspirin, diklofenak, diflusinal, etodolak, fenbufen, fenoprofen,
flufenisal, flurbiprofen, ibuprofen, indometasin, ketoprofen,
ketorolak, meklofenamik asit, mecfenamik asit, nabumeton,
naproksen, oksaprozin, fenilbutazon, piroksikam, sulindak,
tolmetin veya zomepirak veya bunlarin farmasotik agidan kabul
goren bir tuzu;
(ii1) bir barbiturat sedatif, Orn., amobarbital, aprobarbital,

butabarbital, butabital, mefobarbital, metarbital, metoheksital,
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pentobarbital, fenobartital, sekobarbital, talbutal, teamilal veya
tiyopental veya bunlarin farmasotik agidan kabul goren bir tuzu;
(iv) sedatif bir aktiviteye sahip bir benzodiazepin, oOrn.,
klordiazepoksid, klorazepat, diazepam, flurazepam, lorazepam,
oksazepam, temazepam veya triazolam veya bunlarin farmasotik
acidan kabul goren bir tuzu;

(v) bir sedatif aktiviteye sahip bir H; antagonisti, om.,
difenhidramin, pirilamin, prometazin, Kklorfeniramin veya
klorsiklizin veya bunlarin farmasotik agidan kabul goren bir tuzu;
(vi} bir sedatif, 6rn., glutetimid, meprobamat, metakalon veya
dikloralfenazon veya bunlarin farmasotik agidan kabul goren bir
tuzu;

(vi) bir iskelet kas gevsetici, 0., baklofen, karizoprodol,
klorzoksazon, siklobenzaprin, metokarbamol veya orfrenadin
veya bunlarin farmasotik acidan kabul goren bir tuzu;

(viil) bir NMDA reseptodr antagonisti, orn., dekstrometorfan ((+)-
3-hidroksi-N-metilmorfinan) veya bunun metaboliti dekstrorfan
((+)-3-hidroksi-N-metilmorfinan), ketamin, memantin,
pirolokinolin kinon veya cis-4-(fosfonometil)-2-
piperidinkarboksilik asit veya bunlarin farmasotik agidan kabul
goren bir tuzu;

(1x) bir alfa-adrenerjik, orn. doksazosin, tamsulosin, klonidin
veya 4-amino-6,7-dimetoksi-2-(5-metan-stilfonamido-1,2,3,4-
tetrahidroizokinol-2-il)-5-(2-piridil)kinazolin;

(x) bir trisiklik antidepresan, ©om., desipramin, imipramin,
amitriptilin veva nortriptilin;

(x1) bir antikonvilsan, orn., karbamazepin veya valproat;

(x11) bir tacikinin (NK) antagonisti, dzellikle bir NK-3, NK-2
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veya NK-1 antagonisti, o, (aR,9R)-7-[3,5-
bis(triflorometil)benzil]-8,9,10,11-tetrahidro-9-metil-5-(4-
metilfenil)-7H-[ 1,4 ]diazosino[2,1-g][1,7]-naftiridin6-13-dion
(TAK-637), 5-[[(2R.35)-2-[(1R)-1-[3,5-
bis(triflorometil))fenil Jetoksi-3-(4-florofenil)-4-morfolinil |-
metil]-1,2-dihidro-3H-1,2 4-triazol-3-on (MK-869), lanepitant,
dapitant veya 3-[[2-metoksi-5-(triflorometoksi)fenil]-
metilamino]-2-fenilpiperidin (2S,3S);

(xi11) bir muskarinik antagonist, orn., oksibutinin, tolterodin,
propiverin, tropsiyum klorid veya darifenasin;

(x1v) bir COX-2 inhibitori, orn., selekoksib, rofekoksib veya
valdekoksib;

(xv) secici olmayan bir COX inhibitorul (tercihen G1 korumali),
orn, nitroflurbiprofen (HCT-1026);

(xvi) bir komur katrami anal jezigi, ozellikle parasetamol;

(xvi1) bir noéroleptik, 6rn., droperidol;

(xvi) bir vaniloid reseptor agonisti (orn. resinferatoksin) veya
antagonisti (Orn, kapsazepin);

(x1x) bir beta-adrenerjik, 6rn., propranolol;

(xx) bir lokal anestetik, o6rn., meksiletin;

(xx1) bar kortikosteroid, orn., deksametazon;

(xx11) bir serotonin reseptor agonisti veya antagonisti;

(xx111) bir koliner jik (nikotinik) analjezik;

(xx1v) Tramadol (ticar1 marka);

(xxv) bir PDEV inhibitori, dm., sildenafil, vardenafil veya
taladafil;

(xxvi) bir alfa-2-delta ligandi, orn., gabapentin veya pregabalin;

Ve
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(xxv11) bir kanabinoid.

Sekillerin Tarifi

Sekil 1 40°C’de 50 mg/mL anti-NGF antikoru: Tonisite Ajan Tarama
Calismasindan gelen %Agregasyon (SEC yoluyla) Verilerinin Ozeti
Sekil 2 40°C’de 50 mg/mL anti-NGF antikoru:Tonisite Ajan1 Tarama
Calismasindan gelen %Pargalanma (indirgenmis CGE yoluyla)
Verilerinin Ozeti

Sekil 3 15 Dondurma-Eritme Dongusime tabi tutulmus 22 mg/mL
anti-NGF antikorundan gelen %Agregasyon (SEC yoluyla) Verilerinin
Ozeti

Sekil 4 pH 6.0°da histidin tamponu i¢inde 2.5, 5, 10, 20 ve 50 mg/mL
olmak uizere trehaloz, EDTA, polisorbat 20 iceren anti-NGF antikoru
E3 formulasyonunun 5°C’de Uzun Sureli Stabilite Calismasi igin
%Agregasyon Verileri (her bir SEC basina)

Sekil 5 pH 6.0°da histidin tamponu iginde 2.5, 5, 10, 20 ve 50 mg/mL
olmak lizere trechaloz, EDTA, polisorbat 20 igeren anti-NGF antikoru
E3 formulasyonunun 5°C’de Uzun Sireli Stabilite Calismas: igin
%Parcalanma Verileri (her bir indirgenmis CGE basina)

Sekil 6 pH 6.0°da histidin tamponu i¢inde 2.5, 5, 10, 20 ve 50 mg/mL
olmak tizere trehaloz, EDTA, polisorbat 20 iceren anti-NGF antikoru
E3 formillasyonunun 5°C’de Uzun Sureli Stabilite Caligmasi igin

%0ksidasyon Verileri

TANIMLAR

Burada kullanildigi gibi "formillasyon" veya "kompozisyon" terimleri,
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bir antikor 1le iliskilendirildiginde, en az bir tonisite ajani, en az bir
tampon, en az bir kiskaclama ajani, en az bir surfektan dahil olmak
Uzere farmasotik agidan kabul goren bir eksipiyan ile kombinasyon
halindeki antikoru anlatacak anlamdadir; buradaki pH, tanmimlandig:

gibidir.

"Farmasotik kompozisyon" terimi, aktif muhteviyatlarm biyolojik
aktivitesinin etkili olmasina izin verecek formda preparasyonlara

karsilik gelir.

"Farmasotik  agidan  kabul goren eksipiyanlar” (araclar, katk:
maddeler1), kullanilan aktif muhteviyatin etkin bir dozunu saglamak
icin bir sijjeye guvenli sekilde uygulanabilenlerdir. Burada kullanildig
gibi "eksipiyan" veya "tagiyict" terimi, genellikle ilaglar i¢in bir
seyreltici, arag, prezervatif, baglayici veya stabilize edici ajan olarak
kullanilan eylemsiz bir maddeye karsilik gelir. Burada kullanildig:
gibi "seyreltict" terimi, farmasotik acidan kabul goren (bir insana
uygulanmak i¢in giivenli ve toksik olmayan) bir solvente karsilik gelir
ve buradaki sivi formillasyonlarin preparasyonunda faydalhidir. Ornek
seyrelticiler arasinda, bunlarla sinirli olmamak uzere, steril su ve

bakteriyostatik enjeksiyon suyu (BWFI) yer alir.

Burada kullanildig1 gibi "antikor" terimi, bozulmamis bir antikora
veya bunun, spesifik baglanma konusunda bozulmams antikor ile
rekabet eden antijen baglayici bir bolimime karsilik gelir, Genel
olarak bakiniz Fundamental Immunology, Bolum 7 (Paul, W., ed., 2.
baski, Raven Press, N.Y. (1989)). Antijen baglayic1 bdlimler,

rekombinant DNA teknikleri ile veya bozulmamis antikorlarin
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enzimatitk veya kimyasal klivap yoluyla uretilebilir. Baz
duzeneklerde antijen baglayici bolimler arasmda, Fab, Fab', F(ab'),,
Fd, Fv, dAb ve komplementerlik belirleyici bolge (CDR) fragmanlari,
tek zincirli antikorlar (scFv), kimerik antikorlar, diabodiler ve bir
antikorun, en azindan polipeptide spesifik antijen baglama 0zelligi
kazandirmak i¢in yeterli bir bolumunu ihtiva eden polipeptitler yer
alir, N-terminalinden C-terminaline kadar hem olgun hafif hem de agir
zincir degisken alanlari, FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 ve FR4
bolgelerini kapsar. Amino asitlerin her bir alana tahsisi, Kabat,
Sequences of Proteins of Immunological Interest (National Institutes
of Health, Bethesda, Md. (1987 ve 1991)), Chotiya & Lesk J. Mol.
Biol. 196:901-917 (1987); veya Chotiya ve arkadaslan, Nature
342:878-883 (1989)’daki tamimlara uygundur. Burada kullamldig gibi
"polipeptit" terimi, dogal veya sum proteinleri, protein fragmanlarim
ve bir protein sekansinin polipeptit analoglarimi kapsar. Bir polipeptit,

monomerik veya polimerik olabilir.

Burada kullamildigi gibi bir Fd fragmam, Vy ve CHI alanlarindan
olusan bir antikor fragmami anlamma gelir; bir Fv fragmani, bir
antikorun tek bir kolunun V, ve VH alanlarindan olusur; ve bir dAb
fragmani (Ward ve arkadaslari, Nature 341 :544-546 (1989)), bir Vy

alanindan olusur.

"Antikor" terimi ile birlikte kullamildiginda "veya bunun antijen
baglayict bolumil" terimi, amino terminalinde ve/veya karboksi
terminalinde bir delesyonun oldugu ancak geriye kalan amino asit
sckansinin, dogal yollarla meydana gelen sekanstaki ilgili

pozisyonlara ©ozdes oldugu bir polipeptide karsilik gelir. Baz
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duzeneklerde fragmanlar, en az 5, 6, 8 veya 10 amino asit
uzunlugundadir. Diger diizeneklerde fragmanlar, en az 14, en az 20,
en az 50 veya en az 70, 80, 90, 100, 150 veya 200 amino asit

uzunlugundadir.

Burada kullamldigi gibi "monoklonal antikor" terimi, monoklonal
antikorun, bir antijenin segici baglanmasinda yer alan amino asitlerden
(dogal yollarla olusan ve dogal yollarla olusmayan) amino asitlerden
mitesckkil oldugu homojen bir antikor poplilasyonuna karsilik gelir.
Bir monoklonal antikorlar popilasyonu, yitksek diizeyde spesifik olup
tek bir antijenik sahaya karsi yonlendirilir. "Monoklonal antikor"
terimi, sadece bozulmamis monoklonal antikorlan ve tam boyda
monoklonal antikorlart kapsamakla kalmaz aym zamanda bunlarin
fragmanlarim1  (orn., Fab, Fab', F(ab"),, Fv), tek zincirli (ScFv)
mutantlarim, bir antikor bolimi igeren fluzyon proteinleri ve
immilnoglobulin molekiiliintin, gerekli spesifiteye ve bir antijene
baglanma kabiliyetine sahip bir antijen tamima sahasi iceren modifiye
edilmis baska herhangi bir konfigiirasyonunu da kapsar. Antikorun
kaynag1 veya vapilma sekli (6rn., hibridoma, faz se¢imi, rekombinant
ekspresyon, transgenik hayvanlar, vb. yoluyla) konusunda sinirlama

olmasi amacglanmaz.

Tek zincirli bir antikor (scFv), VL ve VH bolgeler1 ciftlenerek,
bunlarin tek bir protein zinciri haline gelmelerini saglayan sentetik bir
baglayic1 yoluyla bir monovalent molekillin  olusturuldugu bir
antikordur (Bird ve arkadaslari, Science, 242:423-426 (198%) ve
Huston ve arkadaslari, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:5879-5883
(1988)).
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Diabodiler, VH ve VL alanlarinm, tek bir polipeptit zincir uizerinde
eksprese edildigi, ancak aym zincir uzerindeki iki alan arasinda
ciftlenme saglamak icin ¢ok kisa bir baglayici kullanildigi, bu sekilde
alanlarin, bir baska zincirin komplementerlik alanlar ile ¢iftlenmeye
zorlandig1 ve iki antijen baglama sahasmin yaratildigi, bivalent,

bispesifik antikorlardir.

"Kimerik antikorlar", agr ve hafif =zincirlerin amino asit
sekanslarindan her birinin bir bolumii, 6zel bir tiirden tiretilmis veya
ozel bir simfa ait antikorlardaki ilgili sekanslara homolog iken
zincirlerin geriye kalan segmentinin, bir digerindeki ilgili sekanslara
homolog oldugu antikorlara karsilik gelir. Tipik olarak bu kimerik
antikorlarda hem hafif hem de agir zincirlerin degisken bolgesi, bir
memeli tirlinden tiretilmis antikorlarin degisken bolgelerini taklit
ederken sabit bolumler, bir digerinden tiretilmis antikorlardaki
sckanslara homologtur. Bu gibi kimerik formlara yonelik net bir
avantaj, Omegin, degisken bolgelerin, kolayca elde edilebilen
hibridomalar veya insan dis1 konak¢i organizmalardan gelen B
hiicreleri  1le  kombinasyon halinde ©rmegin  insan  hucresi
preparasyonlarindan tiiretilmis sabit bolgeler kullanilarak hali hazirda
bilinen kaynaklardan uygun sekilde tiretilebilmesidir. Degisken
bolge, preparasyon kolayligr avantajna sahipken ve spesifite, bunun
kaynagindan etkilenmezken insan olan sabit bolgenin, antikorlar
enjekte edildiginde bir insan siljjeden bir immin tepkisi ortaya ¢ikarma
olasiligi muhtemelen insan dis1 bir kaynaktan gelen sabit bolgeden

daha dusuktiir. Bununla birlikte tanim, bu 6zel 6rnekle sinirli degildir.

Bir antikorun bir "degisken bblgesi”, tek basina veya kombinasyon
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halinde antikor hafif zincirinin degisken bolgesine veya antikor agir
zincirinin degisken bodlgesine karsihik gelir. Agir ve hafif zincirin
degisken bdlgelerinin her biri, hiperdegisken bbdlgeler olarak da
bilinen ti¢ komplementerlik belirleme bolgest (CDRler) ile bagh dort
cergeve bolgesinden (FR) olusur. Her bir zincir i¢indeki CDRler,
FRler tarafindan birbirine yakm tutulurken diger zincirden CDRler,
antikorlarin antijen baglama sahasmin olusturulmasina katkida
bulunur. CDRIeri belirlemek igin en az iki teknik vardir: (1) ¢apraz tir
sckans degiskenligine dayanan bir vyaklasim (vami Kabat ve
arkadaglari, Sequences of Proteins of Immunological Interest, (Sinci
baski, 1991, National Institutes of Health, Bethesda MD)); ve (2)
antijen-antikor kompleksleriyle 1lgili  kristalografik calismalara
dayanan bir yaklasim (Chothia ve arkadaslar (1989) Nature 342:877;
Allazikani ve arkadaslart (1997) J. Molec. Biol. 273:927-948)).
Burada kullamldigi gibi bir CDR, herhangi bir yaklagim veya iki
yvaklasimin  bir kombinasyonuyla tamumlanan CDRlere karsilik
gelebilir.

Bir antikorun bir "sabit bolgesi", tek basina veya kombinasyon halinde
antikor hafif zincirinin sabit bolgesine veya antikor agir zincirinin

sabit bdlgesine karsilik gelir.

Burada kullamildigi gib1 "E3", "3E" ve "E3 antikoru" terimleri, ayn
ayr1 SEK.KIM.NO.:Ive SEK.KIM.NO.:2’de (WO2004/058184 teki
Sekil 1A ve 1B) gosterilen agir zincir ve hafif zincir degisken
bolgelerinin amino asit sekansim igeren bir antikora karsilik gelecek
sekilde  doniisimli  olarak  kullamlir.  E3°tn Uretimi  ve

karakterizasyonu, WQ02004/058184°teki Orneklerde tarif edilir Bazi
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diuzeneklerde "E3" terimi, (a) yatirma numaras1t ATCC No. PTA-4893
veya ATCC No. PTA-4894 olan E3 hafif zincirini sifreleyen bir
polipeptit ve (b) yatirma numarast ATCC No. PTA-4895 olan E3 agir
zincirini ~ sifreleyen  bir  polintikleotit  tarafindan  sifrelenen

immunoglobuline karsilik gelir.

Burada kullanildig: gibi "izole edilmig antikor" veya "saflastirilmus
antikor", mengsei veya turevlendirilme kaynagindan dolay1
asagidakilerin biri ila dordiine sahip olan bir antikora karsilik gelir: (1)
dogal halindeyken kendisine eglik eden dogal olarak baglantili oldugu
bilesenler ile baglantili olmama, (2) aym turden gelen diger
proteinlerden muaf olma, (3) farkli bir tirden bir hiicre tarafindan

eksprese edilme veya (4) dogal olarak meydana gelmeme.

Bir antikor, bir drnegin en az yaklasik %60 ila 75’inin tek bir antikor
turt  sergiledigi durumda "onemli ©Ol¢iide saf", "Onemli ©6lguide
homojen" veya "onemli ol¢ude saflastirilmis"tir. Onemli 0l¢uide saf bir
antikor tipik olarak bir antikor dmeginin a/a olarak yaklasik %50,
%60, %70, %80 veya %901, daha genel olarak yaklasik %9511
olusturabilir ve tercihen %99un tizerinde saf olacaktir. Antikor saflig1
veya homojenligi, poliakrilamid jel elektroforez veya HPLC gibi bu
konuda 1y1 bilinen birgok yolla test edilebilir.

Burada kullanildig: gibi "insan antikoru™ teriminin, insan germ ¢izgisi
immimoglobulin sekanslarindan tiretilen degisken ve sabit bolgelere
sahip antikorlar kapsamasi amag¢lanir. Bu insan antikoru tanimi, en az
bir insan agir zincirli polipeptidi veya en az bir insan hafif zincirli

polipeptidi igeren antikorlar1 kapsar. Bulusa ait insan antikorlar
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omegin CDR'lerde ve 0zellikle CDR3'te msan germ ¢izgih
imminoglobulin sekanslar1 tarafindan sifrelenmeyen amino asit
tortular1 i¢erebilir (0., in vitro rasgele veya sahaya 0zel mutajenez
voluyla veya in vivo somatik mutasyon yoluyla mutasyonlar
sokulabilir). Bununla birlikte burada kullanildig1 gibi "insan antikoru"
teriminin, bir fare gibi bir baska memeli turinin germ c¢izgisinden
turetilen CDR sekanslarimin insan ¢er¢eve sekanslan Uizerine graft

edilmis oldugu antikorlar1 kapsamasi amaglanmaz.

Burada kullanildigi gibi “insancillastirilmig” antikor, insan dist
immimoglobulinden tiretilen minimum diuizeyde sekans ihtiva eden
kimerik immimoglobulinler, immimoglobulin zincirleri veya bunlarm
fragmanlar (6., Fv, Fab, Fab', F(ab"), veya antikorlarin diger antijen
baglayici alt sekanslar1) gibi insan dig1 (6rn., murin) antikor formlarina
karsilik gelir. Tercihen insancillastirilmis antikorlar, alicinin bir
komplementerlik belirleme bolgesinden (CDR) tortularin, arzu edilen
spesifite, afinite ve kapasiteye sahip bir fare, sican veya tavsan gibi
insan dis1 bir tirin (dondr antikoru) bir CDR'sinden tortular ile
degistirildi@i msan 1mmunoglobulinleridir (alict  antikoru). Baz
durumlarda insan immuinoglobulinin Fv ¢erceve bolgesi (FR) tortular,
karsihik gelen insan dis1  tortular ile degistirilir.  Ayrica
insancillastirilmis antikor, ne alict antikorunda ne de alinan CDR veya
cergeve sckanslarinda bulunan ancak antikor performansini diizeltmek
ve optimize etmek i¢in dahil edilen tortular1 kapsayabilir. Genel olarak
insancillagtinnlmis antikor, igerisindeki CDR bolgelerinin tamaminim
veya onemli ol¢iide tamaminin, insan dist bir immunoglobulininkilere
karsilik geldigi ve FR bolgelerinin tamaminin veya onemli dl¢iide

tamaminm, bir nsan imminoglobulin konsenslis sekansininkiler
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oldugu, en az bir ve tipik olarak 1ki degisken alanin onemli ol¢iide
tamammu ihtiva edecektir. Insancillagtinlmis antikor optimum sekilde
ayrica tipik olarak bir insan immiioglobulininin bir immiinoglobulin
sabit bolgesinin veya alanmin (Fc) en az bir bolimiinii de i¢erecektir.
WO099/58572 de tarif edildigi gibi modifiye edilmis Fc bolgelerine
sahip antikorlar tercih edilir. Insancillastinlmis antikorlarin diger
formlari, orijinal antikora gore degistirllen ve ayrica orijinal
antikordan gelen bir veya daha fazla CDR’den “turetilmis” bir veya
daha fazla CDR olarak da adlandirilan bir veya daha fazla CDR’ye
(CDR L1, CDR L2, CDR L3, CDR HI1, CDR H2 veya CDR H3)
sahiptir.

Bir monoklonal antikoru insancillastirmak i¢cin dort genel adim vardir.
Bunlar: (1) baslangigtaki antikor hafif ve agir degisken alanlarinin
nikleotit ve ©n gorilen amino asit sekansmin belirlenmesi (2)
insancillastirilmis antikorun tasarlanmasi, yani insancillastirma stireci
esnasmda hangi antikor cerceve bolgesinin kullamlacagina karar
verilmesi (3) gergek insancillastirma metodolojileri/tecknikleri ve (4)
insancillastinlmis  antikorun transfeksiyonu ve ekspresyonudur.
Bakimiz 6rnegin ABD Patent No. 4,816, 567; 5,807, 715; 5, 866,692 ;
6,331, 415; 5,530, 101; 5,693, 761; 5,693, 762; 5,585, 089; ve 6,180,
370.

Insan dis1 bir imminoglobulinden tiretilmis bir antijen baglama sahas:
ihtiva eden bircok "insancillastirilmis" antikor molekiilil, kemirgen
veya modifiye edilmig kemirgen V bolgelerine ve bunlarin, insan sabit
alanlaria fuzyonla birlestirilmis baglantili komplementerlik belirleme
bolgelerine (CDRler) sahip kimerik antikorlar dahil olmak tizere tarif

edilmistir.
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Bakimz dmegin Winter ve arkadaslar1 Nature 349:293-299 (1991),
Lobuglio ve arkadaslan, Proc. Nat. Acad. Sci. ABD 86:4220-4224
(1989), Shaw ve arkadaslari, ] Immunol. 138:4534-4538 (1987) ve
Brown ve arkadaslart Cancer Res. 47:3577-3583 (1987). Diger
referanslar, uygun bir imsan antikoru sabit alani ile flzyonla
birlesmeden once bir mnsan destekleyici ¢erceve bolgesine (FR) graft
edilen kemirgen CDRlerini tarif eder. Bakiniz ornegin Riechmann ve
arkadaslart Nature 332:323-327 (1988), Verhoeyen ve arkadaslar
Science 239:1534-1536 (1988) ve Jones ve arkadaslari Nature
321:522-525 (1986). Bir diger referans, rekombinant sekilde
kaplanmis kemirgen c¢erceve bolgelerinin destekledigi kemirgen
CDRIlerim tarif eder. Bakmiz omegin Avrupa Patent Yaymi No.
0519596. Bu "insancillastinlmms" molekilller, kemirgen anti-insan
antikoru molekillerine yonelik, insan alicilarda bu yarimlarin
terapotik uygulamalarinin stiresini ve etkinligini kisitlayan istenmeyen
immimolojik tepkiyi minimize etmek igin tasarlanir. Ornegin antikor
sabit bolgesi, imminolojik olarak eylemsiz olacak (6rn., komplement
lizizini tetiklemeyecek) sekilde degistirilebilir. Bakimz orn., PCT
Basvurusu No. W099/58572; Ingiltere Patent Basvurusu No.
0809951.8. Yine kullanilabilen antikorlarm insancillastirilmasina
vonelik diger yontemler, Daugherty ve arkadaglar tarafindan Nucl.
Acids Res. 19: 2471-2476 (1991)’de ve ABD Patent No.
6,180,377,6,054,297;5,997,867,5,866,692,6,210,671; ve 6,350,861; ve
PCT Yaymi No. WO 01/27160’ta agiklanmugtir.

Burada kullamldigr gibi "rekombinant antikor" teriminin, rekombinant
yontemlerle hazirlanan, eksprese edilen, yaratilan veya izole edilen
butin antikorlari, ornegin bir konak¢r hiicre igerisine transfekte

edilmis bir rekombinant ekspresyon vektoril kullanilan eksprese edilen
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antikorlari, bir rekombmant, kombinatoryal 1insan antikor
kutuphanesinden izole edilmis antikorlari, insan imminoglobulin
genleri igin transgenik olan bir hayvandan (orn., bir fare) izole edilmis
antikorlar1 veya bu tir reckombinant insan antikorlarmin in vitro
mutajencze tabi tutulabilecegi sckilde hazirlannus antikorlan
kapsamas1 amaclanir.

Burada kullanildig1 gibi "spesifik olarak baglanan", "spesifik olarak
baglanir" veya "tercih edilen sekilde baglanir” terimleri, bir antikorun
bir antijene <1 puM, tercihen <1 nM ve en fazla tercihen de <10 pM’lik
bir ayrilma sabiti ile baglandigi duruma karsihik gelir. Bir antikora
veya bir polipeptide “‘spesifik olarak baglanan™ veya *‘tercih edilen
sekilde baglanan” (burada doniisiumlil olarak kullanilir) bir epitop, bu
konuda iyi anlagilmis bir terimdir ve bu tur spesifik veya tercih edilen
baglanmayi belirlemeye yonelik yontemler de bu konuda iyi bilinir.
Bir molekiiliin, 6zel bir hiicre veya madde ile, alternatif hiicreler veya
maddeler 1le oldugundan daha sik, daha hizh bir sekilde, daha uzun bir
stire ve/veya yuksek bir afinite 1le reaksiyona girmesi veya birlesmesi
durumunda “spesifik baglanma” veya “tercih edilen baglanma”
sergiledigi soylenir. Bir antikor, bir hedefe, diger maddelere
baglandigindan daha yiiksek afinite, avidite ile, daha kolay bir sekilde
ve/veya daha uzun sireyle baglanmasi durumunda “spesifik olarak
baglanir™ veya “tercih edilen sekilde baglamir”. Ornegin bir NGF
epitopuna spesifik olarak veya tercih edilen sekilde baglanan bir
antikor, bu epitopa, diger NGF epitoplarina veya NGF dis1 epitoplara
baglandigindan daha buyuk bir afinite, avidite ile, daha kolay bir
sekilde ve/veya daha uzun bir stireyle baglanan bir antikordur. Ayrica

bu tanimin okunmasiyla drnegin birinci bir hedete spesifik olarak
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veya tercih edilen gekilde baglanan bir antikorun (veya yarimin veya
epitopun), ikinci bir hedefe spesifik olarak veya tercih edilen sekilde
baglanabilecegi yada baglanmayabilecegi de anlasilir, Bu sekilde
"spesifik baglanma" veya "tercih edilen baglanma"nin 6zel baglanma

gerektirmesi (igerebilmesine ragmen) sart degildir.

Burada kullamildigr gibi antikorlarm “immiumospesifik™ baglanmasi,
bir antikorun antijene birlesme sahasi ile o antikorun tanidig: spesifik
antijen arasinda meydana gelen antijene ozel baglanma etkilesimine
karsilik gelir (yani antikor, bir ELISA veya bagka bir immino-
deneyde protein ile reaksiyona girer ve alakasiz proteimnler ile
saptanabilir sekilde reaksiyona girmez). Bir antikor ile baglantih
olarak burada kullamldig1 gibi "rekabet etme" terimi, birinci bir
antikorun veya bunun antijen baglayici bir bolumiiniin, bir epitopa,
ikinci bir antikorun veya bunun antijen baglayici bir bolimiiniin
baglanmasina yeterince benzer bir sekilde baglanmasi, boylelikle
birinci antikorun kendi kognat epitopu ile baglanmasi sonucunun,
ikinct antikor varliginda, ikinci antikor olmadan birinci antikorun
baglanmasma kiyasla saptanabilir sekilde azalmasi anlamma gelir.
Ikinci antikorun kendi epitopuna baglanmasmn birinci antikor
varhiginda saptanabilir dizeyde azaldigr bir alternatif de olabilir ancak
mutlaka olmaz. Yani bir birinci antikor, bir ikinci antikorun kendi
epitopuna baglanmasini, ikinci antikor birinci antikorun kendi ilgili
epitopuna baglanmasi inhibe etmeden inhibe edebilir. Bununla birlikte
her bir antikorun, bagka bir antikorun kendi kognat epitopuna veya
ligandina baglanmasini saptanabilir diizeyde inhibe ettigi durumda,
ister ayni, ister daha yilksek veya daha dusik derecede olsun,

antikorlarin kendi ilgili epitop(lar)ina baglanma konusunda birbirler:
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ile "¢apraz rekabet ettigi" soylenir. Hem rekabet eden hem de ¢apraz
rekabet eden antikorlar, mevcut agiklamanin kapsamina girer. Bu tir
bir rekabetin veya capraz rekabetin meydana gelme mekanizmasi
(orn., sterik engelleme, konformasyonel degisim veya ortak bir
epitopa veya bunun bir bolimiine baglanma) ne olursa olsun uzman
kisiler, burada sunulan ogretilere dayanarak, bu tur rekabet eden
ve/veya capraz rekabet eden antikorlarin kapsam dahilinde oldugunu
ve burada acgiklanan yontemler i¢in faydali olabilecegini takdir

edecektir.

Burada kullanildigr gibi "sinir buytime faktorit" ve "NGF" terimi,
NGF nin biyolojik aktivitesini en azindan kismen muhafaza eden smir
buyiime faktorime ve bunun varyantlarina karsihik gelir. Burada
kullamldig gibi NGF, insan, kopek, kedi, at veya inek dahil olmak
uzere saf NGF sekansli biitiin memeli tirlerini kapsar.

"NGF reseptorl”, NGF tarafindan baglanan veya aktiflestirilen bir
polipeptide karsilik gelir. NGF reseptorler: arasinda bunlarla simirh
olmamak Uzere insan, kopek, kedi, at, primat veya inek gibi herhangi
bir memeh turtniin TrkA reseptori ve p75 reseptoril yer alir,

Burada kullamildigr gibi bir "anti-NGF antikoru" (“anti-NGF
antagonist antikoru” ile donlisimli olarak kullanilir), NGF’ye
baglanabilen ve NGF'nin biyolojik aktivitesini ve/veya NGF
sinyallerinin aracilik ettigi asag akis yolak(laryin1 inhibe edebilen,
bloke edebilen, antagonize edebilen, baskilayabilen veya azaltabilen
bir antikora karsilik gelir. Baz1 duzeneklerde "anti-NGF antagonist
antikoru" terimi, daha once tanimlanan butin terimleri, basliklar1 ve
fonksiyonel halleri ve karakteristikleri kapsar, boylelikle NGF’nin

kendisi, bir NGF biyolojik aktivites: (bunlarla sinirli olmamak uizere
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ameliyat sonras1 agrinin herhangi bir yoniine aracilik etme kabiliyeti
dahil) veya biyolojik aktivitenin sonuclari, herhangi bir anlamh
derecede Oonemli dl¢iide bosa ¢ikar, azalir veya notralize olur. Bazi
duzeneklerde bir anti-NGF antagonist antikoru, NGF'ye baglanir ve
NGF dimerizasyonunu ve/veya bir NGF reseptoriine (orn., p75
ve/veya trkA) baglanmay: engeller. Bagka duizeneklerde bir anti-NGF
antikoru, NGF’ye baglanir ve trkA reseptorit dimerizasyonunu
ve/veya trkA oto-fosforilasyonunu engeller. Anti-NGF antagonist
antikorlarinin 6rnekleri burada verilmistir.

"Ozdeshik" terimi, iki amino asit sekansinm veya iki nukleik asit
sekansinin  yuzde "ozdesligi"ne karsilik gelir. Yuzde oOzdeslik
genellikle optimum  karsilastirma  amaglarn  i¢in  sekanslarm
hizalanmas1 (orn., ikinci sekans ile en iyl hizalanma i¢in birinci
sekansa bosluklar konulabilir) ve ilgili pozisyonlardaki amino asit
tortularmin veya nikleotitlerin karsilagtirilmasi suretiyle belirlenir.
"En iyi hizalanma", iki sekansin, en yuksek ozdeslik yluzdesiyle
sonu¢lanan hizalanmasidir. Yuzde ozdeslik, sekanslar igerisindeki
O0zdes amino asit tortulan veya nukleotitlerin  sayilarinin
karsilagtirilmasiyla belirlenir (vani % 0zdeslik = ozdes pozisyon

sayisi/toplam pozisyon sayist x 100).

iki sekans arasindaki ozdeslik yiizdesinin belirlenmesi islemi, bu
konuda wuwzman kisilerce bilinen matematiksel bir algoritma
kullanilarak gerceklestirilebilir. Iki sekansm karsilastirilmasi igin bir
matematiksel algoritma ornegi, Karlin ve Altschul (1990) Proc. Natl.
Acad. Sci. ABD 87: 2264- 2268°deki, Karlin ve Altschul (1993} Proc.
Natl. Acad. Sci. ABD 90: 5873- 5877°de oldugu gibi modifiye edilmis
olan algoritmadir. BLAST niikleotit aragtirmalari, NBLAST programu,
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skor = 100, sdzcik vzunlugu = 12 1ile yapilarak bulusa ait nitkleik asit
molekillerine homolog nukleotit sekanslar1 elde edilebilir. BLAST
protein aragtirmalari, XBLAST progranu (skor = 50, sdozcilk uzunlugu
= 3) ile yapilarak bulusa ait protein molekiillerine homolog amino asit
sckanslari clde edilebilir. Karsilastirma amaciyla bosluklu hizalamalar
elde etmek i¢cin Gapped BLAST, Altschul ve arkadaslann (1997),
Nucleic Acids Res. 25:3389-3402"de tanf edildigi gibi kullanilabilir.
Alternatif olarak molekiller arasindaki uzak iliskileri saptayan tekrarli
bir arastirma yapmak igin PSI-Blast kullanilabilir (Id.) BLAST,
Gapped BLAST ve PSI1-Blast programlart kullanildig: durumda ilgili
programlarm (0rn., XBLAST ve NBLAST) varsayilan parametreler
kullamlabilir. Bakmmz http://www.ncbi.nlm.nth.gov. Sekanslarm
karsilastinnlmasinda kullamlan bir matematik algoritmanin bir baska
ornegi, Myers ve Miller, CABIOS (1989) algoritmasidir. GCG sekans
hizalama yazilim paketinin bir par¢ast olan ALIGN program
(versiyon 2.0), boyle bir algoritma icermektedir. Bu konuda bilinen
sekans analizi i¢cin diger algoritmalar arasinda Torellis ve Robotti
(1994) Comput. Appl. Biosci,, 10:3-5’te tarif edilen ADVANCE ve
ADAM ve Pearson ve Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. 85:2444-
8’de tarif edilen FASTA yer alir. FASTA i¢inde ktup, arastirmanin

hassasiyetini ve hizint ayarlayan bir kontrol opsiyonudur.

Bir "terapotik acidan etkin miktar”, gereken dozajlarda ve zaman
periyotlarinda arzu edilen terapotik etkiye, ki bu, anti-NGF antikorlan
baglammda, hedeflenen patolojik durumun, érnegin enflamasyon veya
agrinmin tedavisini veya profilaktik engellenmesini kapsar, ulasmak i¢in
etkili bir miktara karsilik gelir. Dozaj degerlerinin, iyilestirilecek

durumun siddetine gore degisiklik gosterebilecegi kaydedilecektir.
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Ayrica dzel bir suje i¢cin spesifik dozaj repimleriin zaman ic¢inde
kisinin  ihtiyaclarma ve  kompozisyonlann uygulayan veya
uygulanmasmi  denetleyen kiginin  mesleki  yargilarina  gore
ayarlanmasi gerektigi ve burada belirtilen dozaj araliklarmmin sadece
ornek oldugu ve istemde bulunulan kompozisyonun kapsamini veya
uyvgulamasini kisitlama amach olmadigi da anlasilacaktir. Benzer
sekilde antikorun veya antikor parcasmm terapotik agidan etkin bir
miktar1, kisinin hastalik durumu, vasi, cinsiyeti ve kilosu, antikorun
veya antikor pargasinin kiside arzu edilen bir tepki ortaya ¢ikarma
yetisi ve antikor formillasyonunun arzu edilen uygulanma yolu gibi
faktorlere gore degiskenlik gosterebilir. TerapOtik acgidan etkin bir
miktar ayn1 zamanda antikor veya antikor pargcasimm her toksik veya
zararh etkisinin, terapotik acidan faydal etkilerle bertaraf edildigi bir

miktardir.

Burada kullanildigy gibi "tedavi” terimi, hem terapotik tedaviye hem
de profilaktik veya engelleyici tedbirlere karsilik gelir; burada amac,
hedeflenen patolojik  durumu, Omegin agriyr engellemek veya
yavaslatmaktir (azaltmak). Bu tedaviye ihtiyag duyanlar, hali hazirda
duruma sahip olanlarin yani sira duruma sahip olmaya vatkm olanlar
veya durumun engellenmesi gerekenlerdir. Burada kullanildigi gibi
"tedavi”, ornegin ve bunlarla smirli olmamak tizere, asagidakilerden
bir1 veya daha fazlas1 gibi faydali veya arzu edilen klinik sonuglar
elde etmeye yonelik bir yaklasimdir: siddetin azaltilmasi, agrimin her
yonil dahil olmak tzere agn ile baglantili bir veya daha fazla
semptomun iyilestirilmesi (orn., agr1 stresinin kisaltilmasi, agriya
duyarliliginin veya agr1 hissiyatinin azaltilmasi) dahil.

llag, bilesik veya farmasotik kompozisyonun bir "etkin miktar1",



10

15

20

25

67

hedeflenen patolojik durumun, drmegin agr1 hissiyatimn 1yilestirilmes:
veya azaltilmas1 gibi klinik sonuclar dahil olmak uzere faydah veya
arzu edilen sonuglara ulasmak i¢in yeterli bir miktardir. Etkin bir
miktar, bir veya daha fazla uygulama halinde uygulanabilir. Bu
bulusun amaglar1t ¢ergevesinde 1lag, Dbilesik veya farmasotik
kompozisyonun etkin bir miktari, hedeflenen patolopk durumun,
omegin enflamasyon veya agrimin tedavi edilmesi, hafifletilmesi,
yogunlugunun azaltilmasi igin yeterli bir miktardir. Bazi diizeneklerde
"etkin miktar", dinlenme (vatma agrisi) veya mekanik olarak
indiklenen agriyi (hareket sonrast agri dahil ) veya her ikisini de
azaltabilir ve bu, agnh uyarandan once, bu swrada veya sonra
uygulanabilir. Klintk metinden anlagilacagi Uzere bir ilag, bilesik veya
tarmasotik kompozisyonun etkin bir miktarima, baska bir ilag, bilesik
veya farmasotik kompozisyon ile birlikte ulasilabilir yada ulagilamaz.
Bu nedenle bir "etkin miktar", bir veya daha fazla terapotik ajanin
uygulanmasi anlaminda goz dntinde bulundurulabilir ve bir veya daha
fazla baska ajan ile birlikte arzu edilebilir sonuca ulasilabilir veya

ulagilirsa tek bir ajanin etkin bir miktarda verildigi dustnilir.

Burada kullanmildigi gibi "agr1", akut ve kronik agr1 dahil olmak tizere
herhangi bir etyolojide agriya ve enflamatuar bilesenli herhangi bir
agriya karsihk gelir. Burada kullamldigr gibi  "agrn", agn
nosisepsiyonunu ve hissiyatim kapsar ve agri, agn skorlarn ve bu
konuda 1yi bilinen diger yontemler kullamlarak objektif ve subjektif
sekilde degerlendirilebilir. Agr1, bu konuda 1y1 bilindigi Gizere primer

veya sekonder agn olabilir.

Burada kullanildig: gibi tedavi amaglar: igin "sije" terimi, herhangi
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bir siijey1 kapsar ve tercihen hedeflenen patolojik durumun, dmegin
enflamasyon veya agrimin tedavi edilmesi gereken bir sujedir.
Engelleme amaglart i¢in sije, herhangi bir siijedir ve tercihen
hedeflenen patolojik durumu, ©Ornegin enflamasyon veya agr
gelistirme riski tasiyan veya buna yatkin bir sijedir. "Stje" terimim,
canlt organizmalari, orn., prokaryotlar1 ve Okaryotlar1 kapsamasi
amaglanir, Suijelerin  omekler1 arasinda memeliler Orn., insanlar,
kopekler, inekler, atlar, domuzlar, koyunlar, kegiler, kediler, fareler,
tavsanlar, siganlar ve transgenik insan disi hayvanlar yer alir. Bulusun

spesifik diizeneklerinde silje, bir insandir.

Mevcut bulugsa ait elementlere veya bunlarm tercih edilen
duzenek(ler)ine girildiginde "bir", "bu" ve "ad1 gecen" artikellerinin,
bir veya daha fazla elementin var oldugu anlamina gelmesi amaclanir,
"[ceren", "icerme", "igerir", “dahil” ve “sahip” terimlerinin, kapsayici
olmasi ve siralanan elementlerden baska ilave elementler olabilecegi

anlamina gelmesi amaglanir.

Burada kullanildigi gibi, burada dontsumla olarak kullanilan
"polintikleotit"  veya  "nikleik asit"  terimi, nukleotitlerin
riboniikleotitler yada deoksiniikleotitler gibi polimerik bir formu veya
herhangi bir tip nikleotidin modifiye edilmis bir formu anlamina gelir
ve tek ve ¢ift plikgikli formlar olabilir. Bir "poliniikleotit” veya bir
"niikleik asit " sekansi, aksi belirtilmedigi siirece kendi komplementini
de kapsar. Burada kullanildigi gibi "izole edilmis poliniikleotit" veya
"izole edilmis nukleik asit" terimi, genomik, cDNA’lL veya sentetik
menseli veya bunlarin bir kombinasyonundan bir polintikleotit

anlamina gelir; mensei veya tiurevlendirilme kaynagmdan dolay: izole
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edilmis polintkleotit, sunlardan binn 1la G¢ine sahiptir: (1) “izole
edilmis polintikleotit”in dogada birlikte bulundugu bir poliniikleotidi
tamami veya bir bolimil ile baglantili olmama, (2) dogada baglantili
olmadig: bir polintikleotide islevsel sekilde baglanma veya (3) daha

bitylik bir sckansin bir par¢asi olarak dogada meydana gelmeme.

Burada kullanildigr gibi "kiskaglama ajani", bir metal iyonuna en az
bir bag (orn., kovalent, iyonik veya baska turlil) olusturabilen bir
cksipiyandir. Bir kiskaglama ajani tipik olarak sivi kompozisyonlar
igerisinde, aksi takdirde instabilite promote edebilecek turler ile
kompleks olusturacak bir stabilizer olarak kullanilabilen ¢ok digli bir

liganddir.

Burada kullanildigr  gibi  "tampon" terimi, bir sivi  antikor
formilasyonunun, tipik olarak kendi asit-baz konjugat bilesenlerinin
etkisiyle pH’deki degisikliklere direnmesini saglayan katkili bir
kompozisyona karsihk gelir. Bir tamponun bir konsantrasyonuna
gonderme yapildigt  durumda alinti  yapilan konsantrasyonun,
tamponun serbest asit veya serbest baz formunun  molar

konsantrasyonunu temsil etmesi amaglanir.

Burada kullamildigir gibi ’tonisite ajam" veya "tonikleyici" terimleri,
bir s1v1 antikor formillasyonunun ozmotik basicin ayarlayabilen bir
eksipiyana karsilik gelir. Bazi dizeneklerde tomisite ajami, bir sivi
antikor formillasyonunun ozmotik basincmni izotonige ayarlayabilir ve
boylelikle antikor formillasyonu, stijenin viicut dokusundaki hiicreler
ile fizyolojik agidan uyumlu olur. Yine baska diuizeneklerde "tonisite

ajant”, burada tarif edilen antikorlarda stabilitenin gelismesine katkida
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bulunabilir. Bir "izotonik" formillasyon, insan kani i1le esasen aym
ozmotik basmca sahip olandir. Izotonik formiilasyonlarin ozmotik
basinci genellikle yaklagik 250 ila 350 mOsm arasindadir. "Hipotonik"
terimi, ozmotik basinci, insan kamminkinden dusik olan bir
formillasyonu agiklar. Buna karsilik "hipertonik” terimi, ozmotik
basincr insan kammmkinden yiiksek olan bir formulasyonu acgiklamak
igin kullamlir. Izotonisite,, dmegin bir buhar basmci veya buzla
dondurma tipi ozmometre kullanilarak olgiilebilir. Tonisite ajani,
enantivomerik (6rn., L veya D-enantiyomeri) veya rasemik formda;
alfa veya beta, ornegin alfa, alfa; veya beta, beta; veya alfa, beta; veya
beta, alfa gibi 1zomerler; bir serbest asit veya serbest baz formunda;

hidrath bir formda (6rn., monohidrat) veya susuz bir formda olabilir.

Burada kullamildig1 gibi "poliol" terimi, birgok hidroksil grubu olan
bir eksipiyana karsilik gelir ve bunlar arasinda sekerler (indirgeyici ve

indirgeyici olmayan sekerler), sekerli alkoller ve seker asitleri yer alur.

Burada kullamldigr gibi  "surfektan" terimi, bir sivi  antikor
formilasyonunun yiizey gerilimini  degistirebilen bir cksipiyana
karsihik gelir. Bazi duzeneklerde surfektan, bir sivi  antikor
formiilasyonunun yizey gerilimini azaltir. Yine bagka dilzeneklerde
"surfektan", formiilasyon i¢indeki antikorda stabilitenin gelismesine
katkida bulunabilir. Surfektan, formille edilnus antikorda agregasyonu
azaltabilir ve/veya formillasyon ic¢cinde partikillat olusumunu
minimuma indirebilir ve/veya adsorpsiyonu azaltir, Surfektan ayrica
antikor stabilitesini bir dondurma/eritme dongisit sirasinda  ve
sonrasinda da gelistirebilir.

Burada kullanildig: gibi "sakarid" terimi, polihidrik alkollerin tirevleri
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olan bir molekiul smifina karsihk gelir. Sakaridler genellikle
karbohidratlar olarak amihir ve bunlar, farkli miktarlarda seker
(sakarid) Umiteleri, 6rn., monosakaridler, disakaridler ve polisakaridler

igerebilir.

Burada kullanildigr gib1 "indirgeyici seker" terimi, proteinler i¢inde
metal 1yonlari indirgeyebilen veya lisin ve diger amino gruplar ile
kovalent sekilde reaksiyona girebilen bir hemiasetal grubu igerir ve bir
"indirgeyici olmayan seker”, indirgeyici sekerin bu ozelliklerini

tagimayan sekerdir.

Burada kullamildigi gibi "farmasotik acidan kabul goren tasryict", bir
aktif muhteviyat ile Dbirlestirildiginde muhteviyatm, biyolojik
aktiviteyl muhafaza etmesini saglayan ve siijjenin immimn sistemi ile
reaktif olmayan herhangi bir materyali kapsar. Ornekler arasinda,
bunlarla siirli olmamak tzere, fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi, su,
emillsiyonlar, orn., vag/su emilsiyonu ve ¢esitli tiplerde nemlendirici
ajanlar gibi standart farmasotik tasiyicilardan biri yer alir. Aerosol
veya parenteral uygulama i¢in tercith edilen seyrelticiler, fosfat
tamponlu tuz veya normal (%0.9) tuzdur. Bu tir tasiyicilart iceren
kompozisyonlar, 1y1 bilinen klasik yontemlerle formiile edilir (bakimiz
ormegin, Remington's Pharmaceutical Sciences, [8inci baski, A.
Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990; ve Remington,
The Science and Practice of Pharmacy 20nci baski Mack Publishing,
2000).

"

Burada kullanilan sekliyle "Kyapama" teriminin  bir  antikorun

antikor/antijen kompleksinden ayrilmasi ig¢in off oran sabitine karsilik
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gelmesi amaglanir.

Burada kullanildigi  gibi  "Ky" teriminin, bir antikor-antijen
ctkilesiminin ayrilma sabitine karsilik gelmesi amaglanir. Kd nin veya
antikorlarin NGF’ye baglanma afinitesinin belirlenmesine yonelik bir
yol, antikorun monofonksiyonel Fab fragmanlarimin baglanma
afinitesmin  ol¢ilmesidir. Monofonksiyonel Fab fragmanlar elde
etmek i¢in bir antikor (ornegin 1gG), papain ile klivaj edilebilir veya
rekombinant sekilde eksprese edilebilir. Bir antikorun bir anti-NGF
Fab fragmaninin afinitesi, ylizey plazmon rezonansi (BIAcore3000™
yuzey plazmon rezonans (SPR) sistemi, BIAcore, INC, Piscaway NIJ)
ile belirlenebilir. CMS5 ciplen, saticinin talimatlarina gore N-etil-N'-(3-
dimetilaminopropil)-karbodiimid  hidroklorid (EDC) ve  N-
hidroksisukinimid (NHS) ile aktiflestirilebilir. Insan NGF’si (veya
baska herhangi bir NGF), 10 mM sodyum asetat, pH 4.0 igerisinde
seyreltilebilir ve 0.005 mg/mlL’lik bir konsantrasyonda aktiflestirilmis
cip Uzerinden enjekte edilebilir. Ayr1 ayri ¢ip kanallarindan degisken
akis surest kullanilarak iki antijen yogunlugu araligina ulasilabilir:
detayl kinetik g¢aligmalar igin 100-200 tepki birimi (RU) ve tarama
deneyleri igin 500-600 RU. Saflastinilous Fab orneklerinin  seri
seyreltmeleri (0.1-10x tahmini Kp), 1 dakika suireyle dakikada 100
mikrolitre olacak sekilde enjekte edilir ve en fazla 2 saathk ayrilma
stirelerine 1zin verilir. Fab proteinlerinin - konsantrasyonlari, bir
standart olarak bilinen konsantrasyonda (amino asit analizi ile
belirlenen sekilde) bir Fab kullanilarak ELISA ve/veya SDS-PAGE
elektroforezi ile belirlenir. Kinetik birlesme oranlart (Kygma) ve ayrilma
oranlart (Ki.pama)» BIAevaluation programu kullamilarak verilerin

1:I’lIik bir Langmuir baglanma modeline oturtulmasi suretiyle ayni
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anda elde edilir (Karlsson, R. Roos, H. Fagerstam, L.Petersson, B.
(1994). Methods Enzymology 6. 99-110). Denge ayrilma sabiti (Ky)
degerler1, Kyupama/Kaema S€klinde hesaplanir, Bu protokol, insan NGF’si,
baska bir omurgalinin (baz: duzeneklerde memeli) NGI'si (orn., fare
NGF'si, sigan NGFI's1, primat NGI's1) dahil olmak Uzere herhangi bir
NGF've bir antikorun baglanma afinitesinin  belirlenmesinde
kullamlmak i1¢m ve aym zamanda 1lgili notrofinler NT3, NT4/5
ve/veya BDNF gibi baska notrofinler ile kullanilmak i¢in uygundur.

Bulusta kullanim amaglt anti-NGF antagonist antikorlari, bu konuda
bilinen yontemler kullanilarak tamimlanabilir veya karakterize
edilebilir, bu suretle bir NGF biyolojk aktivitesindeki azalma,
lyilesme veya noOtralize olma saptamir ve/veya olculir. PCT WO
04/065560’ta tarif edilen yontemler kullanilabilir. Bagka bir yontem,
ornegin ABD Patent No. 5,766,863 ve 5,891,650°de tarif edilen bir
kinaz reseptorii aktiflestirme (KIRA) deneyi, anti-NGF ajanlarin

tamimlamak 1¢in kullamilabilir.

Anti-NGF antagonist antikorlari, bir aday ajanin, érnegin bir antikorun
veya anti-NGF antikorunun, NGF ile inkiibe edilmesi ve asagidaki
karakteristiklerden bir1 veya daha fazlasimin izlenmesi suretiyle de
tammmlanabilir:  (a) NGF’ye baglanma ve NGF’nin biyolojik
aktivitesini veya NGF sinyal fonksiyonunun aracilik ettigi asagi akis
yolaklarmi inhibe etme; (b) NGF reseptoriniin aktivitesini inhibe
etme, bloke etme veya azaltma (TrkA dimerizasyonu ve/veya
otofosforilasyon dahil); (¢) NGF’nin temizlenmesini arttirma; (d)
agriy1 tedavi etme veya engelleme; (¢) NGF sentezini, iiretimini veya

salimimi inhibe etme (azaltma). Bir anti-NGF antagonist antikorunun,
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NGFnin biyolojik aktivitesini bloke etme veya ndtralize etme
kabiliyeti, aday ajanin, Hongo ve arkadaslan, Hybridoma 19:215-227
(2000)°de tarif edildigi gibi embriyonik sigan dorsal kdk gangliasi
canlilik biyodeneyinde NGF araciliginda canlilign inhibe etme

kabiliyetinin 1zlenmesi suretiyle de degerlendirilebilir.

Agn “vakasimn azaltilmasi”, siddetin azaltilmas:1 (bu durumlar i¢cin
genellikle kullanilan 6rnegin opiatlar gibi baska ilag ve/veya terapilere
(0rm., maruz kalmaya) olan ihtivacin ve/veya bunlarin miktarinin
azalmasini kapsar), stirenin ve/veya sikligin azaltilmasi (drnegin bir
kiside ameliyat sonras1 agriya kadar gegen sirenin uzatilmasi veya
bunun geciktirilmesimi kapsar) anlamma gelir. Bu konuda uzman
kisilerce anlasildigi tizere kisiler, tedaviye tepkileri bakimindan
degiskenlik gosterebilir ve boylelikle omegin "bir kiside romatoid
artrit agris1 veya osteoartrit agris1 vakasinin azaltilmasina yonelik bir
yvontem", an-NGF antagonisti antikorunun, bu uygulamanin, o 6zel
kisideki vakada boyle bir azalmaya neden olabilmesiyle ilgili makul

bir beklentiye dayanarak uygulanmasimi yansitir,

Bir agrinin veya bir agrinin (6rn., romatoid artrit agris1 veya osteoartrit
agris1) bir veya daha fazla semptomunun "1yilestirilmesi”, bir agrinmn
bir veya daha fazla semptomunun, bir anti-NGF antagonist antikoru
uygulanmamasina kiyasla azaltilmasi veya gelistirilmesi anlamina
gelir. "lyilestirme" ayrica bir semptomun siiresinin kisaltilmas1 veya

azaltilmasi da kapsar.

Bir agrinin veya bir agrinin (rdomatoid artrit agrisi veya osteoartrit

agrist gibi) bir veya daha fazla semptomunun "hafifletilmesi", bulusa
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ait bir anti-NGF antagonist antikoru ile tedavi edilen bir kiside veya
kisiler toplulugunda ameliyat sonrasi agrimin bir veya daha fazla
istenmeyen klinik disavurumunun derecesinin azaltilmasi anlamina

gelir.

Burada kullamldigr gibi agri gelisiminin “‘geciktirilmesi”, agrinin
(ameliyat sonras1 agri, romatoid artrit agrisi veya osteoartrit agrisi
gibi) ilerleyisinin  ertelenmesi, engellenmesi, yavaslatilmasi,
frenlenmesi, stabilize edilmesi ve/veya Otelenmesi anlamima gelir. Bu
gecikme, hastalifin gegmisi ve/veyva tedavi edilmekte olan kisilere
bagli olarak ¢esitli stire uzunluklarinda olabilir. Bu konuda uzman bir
kisi i¢in asikar olacagr Uzere yeterli veya anlamli bir gecikme,
gercekte, kisi agrn gelistirmeyecek sekilde engellemeyi kapsar.
Semptomun  gelismesini  “geciktiren” bir yontem, yontemin
kullanilmamas: ile kiyaslandiginda, belirli bir zaman ¢er¢evesi
icerisinde semptomun gelisme ihtimalini azaltan ve/veya belirli bir
zaman c¢ergevesl igerisinde semptomlarin derecesini azaltan bir
yontemdir., Bu gibi1 karsilastirmalar tipik olarak istatistiksel agidan

anlamli sayida suje kullanilan klmik ¢aligmalara dayanir,

"Agn", gercek veya potansiyel doku hasar ile baglantili olan veya
boyle bir hasar anlaminda agiklanan hos olmayan duyusal ve hissel bir
deneyim anlaminda almir. Agn, farkhh patofizyolojiden dolay1 birgok
farkli alana ayrilabilir; bunlar arasinda nosiseptif, enflamatuar,
noropatik agri, vb. yer alir, Baz1 agn tiplerinin birgok etyolojiye sahip
oldugu ve bu yuzden de birden fazla alanda smiflandirilabilecegi
kaydedilmelidir, orn., Sirt agrisi, Kanser agrisi, hem nosiseptif hem de

noropatik bilesenlere sahiptir.
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Burada kullamildigi gibi "kronik agn", kronik bir bozukluk ile
baglantili agri, yani bu tiir bir altta yatan bozukluk ¢ozulditkkten veya
bir zedelenme diizeldikten sonra da devam eden ve siklikla altta yatan
sireg veya bozuklugun yapacagr ongorulenden daha yogun olan
travma, malignanlik, hastalik, enfeksiyon veya agri anlaminda alinir
Kronik agr1 ayrica 6rmmegin nosiseptif ve/veya noropatik agriyi ve/veya
enflamatuar agrniyr ve/veya kanser agrisim kapsayan bir "kansik
etyolojide agr1" da olabilir. Sonug¢ olarak kronik agri siklikla
analjeyize tepki olarak ongodrillemez. "Dual mekanizmali agri", hem
periferal hem de merkezi duyarlilikla amplitiye edilen ve korunan agri

anlaminda alinr.

"Enflamatuar agn", doku zedelenmesine ve sonu¢ta meydana gelen
enflamatuar prosese tepki olan agr1 anlaminda alinir. Enflamatuar agr,
reaktif enflamatuar bir sirece giren ve ayrica noronal fonksiyonu da
etkileyebilen zedelenmis dokuda ortaya g¢ikabilir. Enflamatuar agri,
biyokimyasal aracilarin (PGE,, bradikinin, sitokinler ve noropeptitler)
agriy1 ileten noronlar uzerindeki reseptorlere baglanmasini ve bunlarin
fonksiyonlarmin  degismesini, uyarilabilirliklerinin -~ artmasim  ve
boylece agri hissiyatinin artmasini kapsayabilir. Enflamatuar agri
terimine, kronik ve akut agr1 dahildir.

"Kansik etyolojide agr”, enflamatuar ve/veya noropatik ve/veya
nosiseptif bilesenler igeren agr1 anlaminda alimr. "Dual mekanizmal
agr1", hem periferal hem de merkezi duyarhlikla amplifiye edilen ve
korunan agr1 anlaminda almur.,

"Noropatik agr1", periferal veya merkezi sinir sistemindeki noronlarm
hasar gormesinin veya islevsizlesmesinin meydana getirdigi agr1

anlaminda alinir.
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"Akut agn" ve "akur enflamatuar agr", zararlh bir kimyasal, termal
veya mekanik uyarana veya doku hasan tehdidinde bulunan veya
bunu iireten ve akut enflamasyona ve akut enflamatuar agn tepkisine
vol agan bir hastalik stirecine normal, Ongorilebilir, uygun tizyolojik
tepki anlaminda alinir; bu tur akut agn siklikla bir nosiseptif agri
bileseni icerir. Genel olarak akut agrinin yogunlugu, uyaranin
yogunlugu ile orantihidir ve uyaran kaldig: sturece veya doku hasan
iyilesene kadar kalir. Akut enflamatuar agr1 genellikle zedelenme,
envazif prosedirler, travma, enfeksiyon, immimn reaksiyon, aleriji,

hiperduyarlilik ve hastalik ile baglantilidir.

"Nosiseptif agn", doku hasar1 sinyali gonderen veya doku hasan
tehdidinde bulunan zararh uyaranlarin neden oldugu, nosiseptorler
tarafindan iletilen agn anlaminda alir. Nosiseptif agri, agn
sinyallerinin aferent noronlar tarafindan dorsal omurilik borusuna
iletmesini, ikinci sira noronlarmn sinyalleri daha yuksek merkezlere

iletmesini kapsar.

Nosiseptif agri, hafiflemis olan durumun ortadan kalkmasi Gizerine
normalde ortadan kalkar ki bu ayrica akut agriun da  bir

karakteristigidir.

"Hiperaljez1", siklikla viicuttaki yumusak dokularda nosiseptorlerin
hasar gormesinin neden oldugu, agriya asin duyarhiliktir. Fokal
formda tecriibe edilebilir, tipik olarak zedelenme ile baglantilidir ve
iki alt tipe ayrilir; (1) Primer hiperaljezi, yani direkt olarak hasar
gormils dokularda meydana gelen agri hissiyati; (2) hasar gormemis

gevre dokularda meydana gelen agri hissiyati. Ayrica daha diflize,
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vilcut ¢apinda bir formda da tecriibe edilebilir. Hiperaljezi, bir akut
veya kronik enflamatuar durumuyla indiklenebilir. Bu tir bir
hiperaljezi gelismesinin temeli, bu tur bir enflamatuar durumdan veya
bir alerjik tepkiden kaynaklanan ve periferal sinir sistemi ile etkilesen
ve agriya yol agan sitokinleri ve kemokinleri salan immiuin hiicreleri
yoluyla meydana gelen platelet agrege edici faktor (PAF) aktivitesidir.
Enflamatuar durumlar, omurilikte uzun sureli guclendirme adiyla
bilinen bir amplifikasyon formu ile tutarli bir paternde agr fiberlerinin
uyarilmasini indikleyebilir; omurilikte bu tir bir amplifikasyon,

hiperaljezi ireten bir yolak saglar.

"Allodin1", normalde agrili olmayan uyaranlardan kaynaklanan
agnidir, bagska durumda zararh olmayan uyaranlara karsi egzajere
olmus bir tepkidir ve statik veya dinamik allodini olabilir, yani hareket
olmadan spontan sekilde veya hareketle meydana gelebilir. Allodini
ayrica uyartlan disindaki alanlarda da algilanabilir, bu viizden
disestetik de olabilir. Enflamatuar durumlarda ozellikle eklem

enflamasyonu yaygmdir.

"Somatik agr", kitan veya derin dokularda ortaya ¢ikan agn
anlaminda ahnir, kas-iskelet sokularmda meydana geldiginde "derin
somatik agr1 " adiyla anihir. "Visseral agn", torasik, abdominal veya
pelvik visserada infiltrasyon, kompresyon, uzama veya gerilmeden
kaynaklanan, agr1 reseptorlerinin aktiflesmesinin neden oldugu agn

anlaminda alimir.

Burada kullanmildig1 gibi "agr", akut ve kronik agr1 dahil olmak izere

herhangi bir etyolojide agriya ve enflamatuar bilesenli herhangi bir
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agriya karsihk gelir. Agn dmekleri arasinda ameliyat sonras1 agr,
operasyon sonrast agri (dis agnsi dahil), migren, bas agns1 ve
trigeminal nevralji, yanik, yara veya bobrek tasi ile baglantili agri,
travma (travmatik kafa hasar1 dahil) ile baglantili agri, noropatik agri,
sirt agrisi, om., kronik alt sirt agrisi, kas-iskelet bozukluklari, omn.,
romatoid artrit 1le baglantil agri, osteoartrit, ankilozan spondilit, sero-
negatif (romatoid olmayan) artropatiler, artikiiler olmayan romatizma
ve periartikiller bozukluklar ile baglantili agr ve kanser (“delip gegen
agrn’” ve son asamada kanser ile baglantihi agri ve kemik
metastazlarina bagl agri dahil), periferal ndropati ve post-herpetik
nevralj ile baglantili agri, interstisyel sistit ve/veya agrili mesane
sendromu ve/veya mesane agrist sendromu ile baglantili agr, kronik
prostatit ve/veya kronik pelvik agrn sendromu ile baglantili agri,
endometriyoz ve/veya rahim fibroidleri ile baglantili agr yer alir.
Enflamatuar bilesenli agrinin ornekleri (yukarida tarif edilenlerden
bazilarina ¢k olarak) arasinda romatik agri, mukozit ile baglantili agr

ve dismenore yer alir.

"Ameliyat sonrasi agr1" (“ensizyon sonrasi” veya “post-travmatik
agr’” ile dontisiumlil olarak kullanilabilir), bir kisinin dokusunda bir
kesilme, delinme, ensizyon, yirtilma veya yaralanma (ister envazif
ister envazif olmayan butiin cerrahi prosediirlerden kaynaklananlar
dahil) gib1 harici bir travmadan kaynaklanan veya ortaya ¢ikan agriya
karsilik gelir. Burada kullamildig gibi "ameliyat sonras1 agn", harici
fiziksel bir travma olmaksizin meydana gelen (ortaya ¢ikan veya
kendini gosteren) agriyt kapsamaz. Bazi duzeneklerde ameliyat
sonrasi agri, 1¢ veya dis (periferal dahil) agridir ve yaralanma, kesik,

travma, yirtilma veya ensizyon kazayla (travmatik bir yaralanmada
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oldugu gibi) veya kasith olarak (cerrahi bir ensizyonla oldugu gibi)
gerceklesebilir. Burada kullamldig gibi "agn", nosisepsiyon ve agn
hissiyatin1 kapsar ve agn, agn skorlar ve bu konuda 1y1 bilinen diger
vontemler kullanilarak  objektif ve siubjektift bir sekilde
degerlendirilebilir. Burada kullamildigi gibi ameliyat sonrast agri,
dogasinda termal yada mekanik (taktil) olabilen alodini (yan,
normalde zararlh olmayan bir uyarana karsi tepkinin artmasi) ve
hiperaljeziyl (yani normalde zararli veya hos olmayan bir uyarana
kars1 olan tepkinin artmasi) kapsar. Bazi duzencklerde agri, termal
duyarlilik, mekanik duyarlilik ve/veya yatma agrisi ile karakterize
edilir. Baz1 duzeneklerde ameliyat sonrast agri, mekanik olarak
indiklenen agriy1 veya yatma agrisim kapsar. Baska diuzeneklerde

ameliyat sonras1 agri, yatma agrisini kapsar.

Agri, bu konuda iyi bilindigi Gizere primer veya sekonder agr olabilir.

Interstisyel sistit ve/veya agrili mesane sendromu ve/veya mesane
agris1 sendromu ile baglantili agri, alt abdominal (pelvik) agriyi;
mesane  agrismi; suprapubik agriyi; vajinal agriyi; penis, testis,
skrotum ve perineum agrisini; iretra agrisini; disparanoriyi; mesane

doldukga artabilen agri, bask: veya rahatsizligi kapsayabilir.

Kronik prostatit ve/veya kronik pelvik agr1 sendromu ile baglantih
agri, alt abdominal (pelvik) agriyi; alt mide agrisini; mesane agrisini;
suprapubik agriyi; penis, testis, skrotum ve perineum agrisini; Uretra
agrisint; disparanoriyi; mesane doldukga artabilen agri, baski veya

rahatsizlig1; disiiriyi; ve bosalma agrisint kapsayabilir,
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Alt uriner sistem semptomlart (LUTS), depolama (tahrig edici),
bosaltma (obstritktif) ve iseme sonrast semptomlar olarak
tanimlanabilen {i¢ {iriner semptom grubunu kapsayabilir. Depolama
semptomlari, sikisma, siklik, noktiri, sikismali inkontinans ve stres
inkontinans: kapsar; bunlar, asir1 aktif mesane (OAB) ve 1y1 huylu
prostatik  hiperplazi (BPH) ile baglanfili olabilir. Bosaltma
semptomlar1, duraksama, zayif akis, aralikhilik, ikinma ve distiriyi
kapsar. Iseme sonrasi semptomlar, terminal damlama, bosaltma

sonrasi damlama ve bosaltmanin tam olmadigi hissini kapsar.

Endometriyoz ve/veya rahim fibroidleri ile baglantili agn ve/veya
diger semptomlar, agrili adet; kromk menstrual olmayan pelvik agn;
dispardni; diseksi; menoraji; alt abdominal veya sirt agnisi; kisirhk ve
alt kisirhik; disiiri; iseme t1zerine sisme ve agri; mide bulantisi, kusma
ve/veya ishali kapsayabilir. Semptomlar ayrica ornegin hemoptiz,
pnomotoraks veya hemotoraks olarak kendini gosteren torasik
endometriyoz sendromu ve dispnea ve bir pulmoner kiitle seklinde
kendini gosteren pulmoner leiomiyoz dahil olmak {izere peritonel
kavite disinda yer alan endometriyotik lezyonlar veya fibroidler ile
ilgili semptomlari da kapsayabilir.

Asagidaki  oOrnekler, bulusu  agiklamak  i¢in  verilmustir.
WO02004/058184°teki orneklere, mevcut bulusta kullanim amagl

antikorlan agiklamak i¢in gonderme yapilir.

ORNEKLER
Ornek 1 Antikor Giretimi ve saflastirma
Tam antikorlarin eksprese edilmesi i¢in agir ve hafif zincir degisken

bolgeler:, iki adet memeli ekspresyon vektorn (hafif zincir igin Eb.
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911.3E veya Eb.pur.911.3E ve agir zincir i¢in Db.911.3E; burada tarif
edilmistir) icerisinde klonlandi ve lipofektamin kullamilarak gecici
ekspresyon i¢in HEK 293 hiicrelerine transfekte edildi. Antikorlar,

standart yontemler kullanilarak protein A ile saflastirildi.

Anti-NGF E3 antikorunun jenerasyonu, Uretimi, saflastirilmasi ve
karakterizasyonu, WO2004/0581°deki Omeklerde tarif edilir. E3 hafif
zinciri € E3 agwr zinciri igeren vektorler, Amerikan Tip Kultir
Koleksiyonu, 10801 University Boulevard, Manassas, Virginia, ABD
(ATCC)ve birakilmigtir;

Materyal ATCC FErisim No. Birakma Tarihi
Eb.911.3E E3 hafif | PTA-4893 8 Ocak 2003
zinciri

Eb.pur.911.3E E3 | PTA-4894 8 Ocak 2003
hafif zincin

Db.911.3E E3 agir | PTA-4895 8 Ocak 2003
Zinciri

Bu birakitlar ile ilgili detaylar, WO2004058184°te bulunabilir,

3 Memeli ekspresyon vektorleri, memeli hiicrelerinde E3 antikorunun
cksprese edilmesinde kullamilmak tizere tasarland1 ve yapilandirildi.

Db.911.3E vektor, E3 antikorunun agir zincir degisken bolgesini ve
insan [gG2a’smin sabit bolgesini kapsayan bir ekspresyon vektorudur
ve agir zincirin gegict veya stabil ekspresyonu i¢in uygundur.
Db.911.3E, asagidaki bodlgelere karsilik gelen nitkleotit sekanslarindan
olusur: murin sitomegaloviriis promoter bolgesi (niukleotitler 1-612);

bir sentetik intron (nuikleotitler 619-1507); DHFR kodlayici bolge
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(nitkleotitler 707-1267); isan buyime hormonu sinyal peptidi
(nitkleotitler 1525-1602); 3E antikoru agir zincir degisken bolgesi
(niikleotitler 1603-1965), asagidaki mutasyonlar1 igeren insan agir
zinciri IgG2a sabit bolgesi: A330P331 ila S330S331 (vahsi tip IgG2a
sckansina gonderme yapilarak amino asit numaralandirmasi; bakimniz
Eur. J. Immunol. (1999) 29:2613-2624); SV40 ge¢ poliadenilasyon
sinyali (nuikleotitler 2974-3217); SV40 guclendirici bolge (nukleotitler
3218-3463); faj f1 bolgesi (nukleotitler 3551-4006) ve beta laktamaz
(AmpR) kodlayici bolge (niikleotitler 4443-5300). Db.911.3E, 8 Ocak
2003 tarihinde ATCC’ye birakildi ve ATCC Erigim No. PTA-4895
tahsis edildi.

Eb.911.3E vektoril, E3 antikorunun hafif zincir degisken bolgesini ve
insan kapa zinciri sabit bolgesini kapsayan bir ekspresyon vektorudir
ve hafif zincirin gecgici ekspresyonu i¢in uygundur. Eb.911.3E,
asagidaki bolgelere karsilik gelen niikleotit sekanslarindan olusur:
murin sitomegalovirls promoter bolgesi (nukleotitler 1-612); msan
EF-1 intronu (nukleotitler 619-1142); insan buylime hormonu sinyal
peptidi (nukleotitler 1173-1150); E3 antikoru hafif zincir degisken
bolgesi (nukleotitler 1251-1571); insan kapa zinciri sabit bolgesi
(nukleotitler 1572-1892); SV40 ge¢ poliadenilasyon sinyali
(nuikleotitler 1910-2153); SV40 glclendirici bolge (nuikleotitler 2154-
2399), faj fl bolgesi (niklcotitler 2487-2942) ve beta laktamaz
(AmpR) kodlayici bolge (nitkleotitler 3379-4236). Eb.911.3E, 8 Ocak
2003 tarithinde ATCC’ye birakildi ve ATCC Erigim No. PTA-4893
tahsis edildi.

Eb.pur.911.3E vektorl, E3 antikorunun hafif zincir degisken bodlgesini
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ve insan kapa zinciri sabit bdlgesimi kapsayan bir ekspresyon
vektoriidir ve hafif zmcirin stabil ekspresyonu i¢in uygundur.
Eb.pur911.3E, asagidaki bolgelere karsilik gelen nilkleotit
sekanslarindan olusur: murin sitomegaloviris promoter bolgesi
(niikleotitler 1-612); msan EF-1 intronu (nitkleotitler 619-1758); pac
geni (puromisinR) kodlayic1 bolge (nikleotitler 739-1235); insan
hsp70 S5'UTR  bolgesi (nukleotitler 1771-1973); insan buylme
hormonu sinyal peptidi (nikleotitler 1985-2062); E3 antikoru hafif
zincir degisken bolgesi (niikleotitler 2063-2383); insan kapa zinciri
sabit bdlgesi (nukleotitler 2384-2704); SV40 ge¢ poliadenilasyon
sinyali (nukleotitler 2722-2965); SV40 giclendirici bolge (nukleotitler
2966-3211); faj f1 bolgesi (nikleotitler 3299-3654) ve beta laktamaz
(AmpR) kodlayic1 bolge (nukleotitler 4191-5048). Eb.pur.911.E3, 8
Ocak 2003 tarihinde ATCC’ve birakildi ve ATCC Erisim No. PTA-
4894 tahsis edildi.

Gecicl hiicre ekspresyonu, asagidaki sekilde yapildi: 150 mm’lik
tabaklarda CHO ve HEK293T hiicreleri, her bir plazmidden (yani agir
zincir igeren bir plazmid ve hafif zincir igeren bir plazmid) 25 ug ile
birlikte gegici olarak transfekte edildi. Ureticinin talimatlarina gore
DNA, 100 ul lipofektamin 2000 (Invitrogen) ile karistirildi. DNA-lipit
komplekslerinin, 5 saat stireyle serum veya antibiyotik icermeyen
DMEM/F12 ortaminda hiicrelere temas etmesine izin verildi. Bu
inkitbasyonu takiben ortam, ekspresyon i¢in iki giin siireyle herhangi
bir katki maddesi igermeyen Opti-MEM (Invitrogen) ile degistirildi.
Antikor i¢eren hiicre slpernatanlari, dort kereye kadar sirayla
toplandi, ardindan ortam degistirildi. Stpernatanlar, MapSelect

Protein A resini (Amersham biosciences 17-5199-02) kullanilarak
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afinite kromatografisiyle saflastinldi. Antikor, 0.3M glisin, pH 8’de
0.6M NaCl tamponu i¢inde protein A reginesine baglandiktan sonra
pH 3’te 0.1 M sitrat tamponu ile elute edildi. Antikor igerikli
fraksiyonlar hemen pH 8.0’da 1M Tris tamponu ile notralize edildi.
Antikor fraksiyonlar1 daha sonra divalize tabi tutuldu ve PBS i¢inde
konsantre edildi. Antikorlar secildi ve asagidaki gibi deneye tabi

tutuldu:

Biacore Deneyi

Anti-NGF  Fablerin ve monoklonal antikorlarin  afiniteleri,
BIAcore3000™ vyiizey plazmon rezonans (SPR) sistemi (BlAcore,
INC, Piscaway NIJ) kullamlarak belirlendi. CMS5 ¢ipleri, saticmin
talimatlarma  gore  N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimid
hidroklorid (EDC) ve N-hidroksisukinimid (NHS) ile aktiflestirildi.
Insan NGF’si, 10 mM sodyum asetat, pH 4.0 icerisinde seyreltildi ve
0.005 mg/mL’lik bir konsantrasyonda aktiflestirilmis ¢ip tizerinden
enjekte edildi. Ayr1 ayn ¢ip kanallarindan degisken akis stresi
kullamlarak 1ki antijen yogunlugu araligma ulasildi: detayl kinetik
galismalar i¢in 100-200 tepki birimu (RU) ve tarama deneyleri igin
500-600. Cip, etanolamin ile bloke edildi. Rejenerasyon ¢alismalari,
Pierce eliisyon tamponu (Uriin No. 21004, Pierce Biotechnology,
Rockford IL) ve 4 M NaCl’den olusan bir karisimuin (2:1), bagh Fab’yi
etkin sekilde c¢ikarirken ¢ip Uzerindeki hNGF’nin aktivitesini 200
enjeksiyonun uzerinde muhataza ettigini gosterdi. HBS-EP tamponu
(0.01 M HEPES, pH 7.4, 0.15 NaCl, 3mM EDTA, %0.005 Surfektan
P29), BlAcore deneylerinin tamami ig¢in kaydirma tamponu olarak

kullanilda.
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Tarama deneyi

Kittiphanelerden Fab klonlarinin afinitesini belirlemek icin tarayici
bir BlAcore deneyi optimize edildi. Koguk kultur lisatlarinim
siipernatanlan, 2 dakika siireyle dakikada 50 Wl olacak sekilde enjekte
edildi. BlAevaluation yazilimi kullanarak tek uslil bir ayrilma orani
(Kkapama) belirlemek i¢in 10 ila 15 dakikalik ayrilma stireleri kullanilda.
Kutiphane yaratmak i¢in kullanilan sablonla ayni arahkta Ki,pama
oranlar1  gosteren ornekler (klon 8L2-6DS, Kiapama '1x10'3s'1),
dogrulama i¢in enjekte edildi ve daha 1y1 Kypama degerleri elde etmek
igin 45 dakikaya kadar ayrilma stirelerine izin verildi. Gelismis (daha
vavas) Kipame degerlert gosteren klonlar, buiyik dlgekte eksprese edildi
ve saflastinlmus protein tizerinde tam kinetik parametreler, ky.., ve
Kiapama belirlendi. Deney, yaklastk 2 kat veya uzen afimite

tarkliliklarini saptayabildi.

Afinite belirleme deneyi

Saflasgtirilmis Fab drneklerinin seri seyreltmeleri (0.1-10x tahmini
Kp), | dakika siireyle dakikada 100 YL olacak sekilde enjekte edildi
ve 2 saate kadar olan ayrnlma surelerine i1zin verildi. Fab proteinlerinin
konsantrasyonlar, bir standart olarak bilinen konsantrasyonda (amino
asit analizi ile belirlenen sekilde) bir Fab kullamlarak ELISA ve/veya
SDS-PAGE celektroforezi ile belirlendi. Kinetik birlesme oranlan
(Kyma) ve ayrilma oranlart  (Kypama), BlAevaluation programi
kullanilarak verilerin  1:1°1ikk  bir Langmuir baglanma modeline
oturtulmas1 suretiyle ayni anda elde edildi (Karlsson, R. Roos, H.
Fagerstam, L.Petersson, B. (1994). Methods Enzymology 6. 99-110).
Denge ayrilma sabiti (Kp) degerleri, Kiapama/Kaema $€klinde hesaplandi.
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ORNEK 2

Tamponlarin ve pH’nin Analizi

Dort farkli tamponun antikor agregasyonu ve pargalanmasi iizerindeki

etkisini degerlendirmek igin bir calisma yapildi.

Spesifik olarak asetat, sukinat, histidin veya Sitrat ile tamponlanmis
anti-NGF antikoru E3 igeren dort sivi formulasyon hazirland.
Formillasyonlar daha sonra 5, 25 ve 40°C’de depolandi ve 0, 4, 9 ve
13incli haftalarda antikor agregasyonu, pargalanmasi ve oksidasyonu

igin Olgtimler alinda.

Uretim prosesi su sekilde Ozetlenebilir: Tampon hazirlanir, pH
ayarlanir ve steril filtre edilir (detaylar icin bakiniz Tablo 2.1 ve 2.2).
Antikor konsantre edildikten sonra antikor degistirilir. Antikor, UV ile
analiz edilir ve sonra ilgili tampon ile 20 mg/mL’ye seyreltilir. Daha
sonra 20 mg/mL’lik ¢ozelti, steril filtre edilir. Son olarak steril ¢ozelti

doldurulur, stoperlenir ve bir st kapak ile kapatilir.

Agregasyon Analizi:
Tablo 2.2°deki antikor formillasyonlari, 5, 25 ve 40°C’lik bir
sicaklikta 0, 4, 9 ve 13 hatta siireyle depoland.

Her bir formillasyon, biuyuklik dislama kromatografisi (SEC)
kullanilarak agregasyon analizine tabi tutuldu. Buyukluk dislama
kromatografisi, bir TSK jel G3000SWXL- G2000SWXL kolonu,
mobil faz pH 7.0°da 0.2 M sodyum fosfat tamponu, 1ml/dakikalik bir
akig hizi ve 214 nm’de UV saptamasi kullanilarak yapildi.



10

15

20

25

88

Agregasyon seviyeleri, her bir formilasyon ig¢in kromatogram
piklerinin altindaki alanlarin entegre edilmesi ve molekiler agirhig
yuksek tiir pikler1 altindaki entegre edilmis alanlarin, toplam pik alam
vuzdesi seklinde bildirilmesi suretiyle hesaplandi. Tablo 2.3°te
gorillebilecegi  gibi ozellikle pH 6’da histidin - tamponlu
formillasyonlar, en diisik agregasyon sevilerini gosterdi; bunu, bu

sirayla asetat, sukinat ve sonra sitrat tamponlu formulasyonlar izledi.

Parcalanma Analizi:
Tablo 2.2°deki antikor formillasyonlari, 5, 25 ve 40°C’lik bir
sicaklikta 0, 4, 9 ve 13 hafta sureyle depoland.

Her bir formillasyon ayrica indirgenmis kilcal jel elektroforezi (rCGE)
kullanilarak parcalanma analizine de tabi tutuldu. Red-CGE i¢indeki
distlfid baglarimin klivaj olmasmin ardindan proteinlerin kati agild:
(denatiire oldu) ve *gubuk benzeri’ bir yap: haline geldi. *Indirgenmis’
protein, agir ve hafif zincirlerine ayrilarak bunlarin pargalanmus turler
ile birlikte nicelenmesine izin verdi. Indirgenmis-CGE, yiizde
fragmanlarin (%oimpiriteler) nicelenmesinde guvenilir bir yontem
olarak kabul edilir. Pargalanma yizdesi, her bir formiilasyon i¢in ilgili
zamanlarda dl¢lildu. Pargalanma seviyeleri, toplam bant hacminin bir
yuzdesi olarak hesaplandi. Tablo 2.4°te gortilebilecegl tizere, 0zellikle
pH 6’da histidin tamponlu formillasyonlar, en dusik parcalanma

seviyelerini gosterdi.

Oksidasyon analizi:
Anti-NGF E3 antikoru ig¢inde X ve Y pozisyonlarindaki metiyonin

tortularimin oksidasyon seviyeleri, 5, 25 ve 40°C’de 0, 4, 9 ve 13 hafta
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sireyle depolandiktan sonra bir Lisin-C haritalama yodntenmyle
olgildii. Test edilen her bir formiilasyon 6megi daha sonra standart
kosullar altinda pH 8.0°da tris tamponu i¢inde Lyc-C enzimi ile dijest
edildi ve ters fazli yiksek performansh sivi kromatografisiyle analiz
edildi. %0.1 su i¢cinde TFA ve %0.085 Asctonitril iginde TFA
gradyanlt eliisyonu ile bir Grace Vydae Protein C4 analitik kolonu
kullanilarak ayirma yapildi. Anti-NGF E3 antikoru i¢indeki metiyonin

amino asitlerinin yiizde oksidasyonu kaydedildi.

Tablo  2.5’teki  sonuglar, sitrat  formillasyonunun  yiizde

oksidasyonunun en bitylik oldugunu isaret eder.

Tablo 2.1. Tampon Preparasyonu Tablosu: 250 mL tamponun birlestirilmesi

i¢in uretim kayitlarindan kaydedilmis tampon bilesenleri miktarlarinin ozeti.

Formiilasyon

Parti

Asetik Asit
(mg/mL)
Histidin
(mg/mL)
Histidin HCI
{(mg/mL)
Sitrat
(mg/mL)
Sitrik Asit
(mg/mL)
Sukinat
(mg/mL)

numarasi

Ph

Sukinik Asit

(mg/mL)

,_.
=)
E
—
.

1

1

1

]

1

AsetatpH 5.0 | 5.0 | 435.58

Asetat pH 5.5 | 5.5 | 577.75 | 34.59

Asetat pH 6.0 | 6.0 | 64428 | 15.07 | - - -

Asetat pH 6.5 | 6.5 | 668,51 | 10.32 | - - - - -

Histidin pH | 5.0 | - - 7045 | 839.27 | - - -
5.0

Histidin pH | 5.5 | - - 1869 | 7519 |- - -
5.5

Histidin _pH | 6.0 | - - 3875 | 4541 |- - -
6.0

Histidin pH | 6.5 | - - 588.75 | 220.87 | - - -
6.5

Sitrat pH 5.0 | 5.0 | - - - - 233.63 | 107.18 | -
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Sitrat pHH 5.5 | 5.5 | - - - 279.09 | 79.01 | - -

SitratpH 6.0 | 6.0 | - - - 321.25 | 4251 | - -

SitratpH6.5 | 6.5 | - - - 34877 | 2052 | - -

Sukinat pH |50 |- - - - - 585.18 | 176.86

5.0

Sukinat pH |55 |- - - - - 679.4 | 80.83

3.5

Sukinat pH [ 6.0 | - - - - - 756.23 | 34.73

6.0

Sukinat pH |65 |- - - - - 791.83 | 11.60

6.5

Tablo 2.2. Formiullasyon Matrisi Tablosu:
Formulasyon ;g PR o . g
E|l g8 E|§ 2 S E 2 = E c o g2 E| &5 @
E o | € = o = = wn_ =

Asetat pH 5.0 50 |20 1.7423 | 04323 | - - - - - -
Asetat pH 5.5 35 |20 23110 | 01813 | - - - - - -
Asetat pH 6.0 6.0 |20 25771 | 6.0639 | - - - - - -
Asetat pH 6.5 65 |20 2.6744 | 0.0210 | - - - - - -
Histidin pH 5.0 | 3.0 | 20 - - 0.2818 3.8182 - - - -
HistidinpH 5.5 |55 |20 - - 0.7448 3.1909 - - - -
HistidinpH 6.0 | 6.0 | 20 - - 1.5500 2.1000 - - - -
HistidinpH 6.5 | 6.5 | 20 - - 2.3552 1.0091 - - - -
Sitrat pH 5.0 50 |5 - - - - 0.9345 0.3821 - -
Sitrat pH 5.5 55 |5 - - - - 1.1164 0.2530 - -
Sitrat pH 6.0 6.0 |5 - - - - 1.2850 0.1325 - -
Sitrat pH 6.5 6.5 |35 - - - - 1.3951 0.0538 - -
Sukinat pH 5.0 50 |20 - - - - - - 2.3407 | 0.6561
Sukinat pH 3.5 55 |20 - - - - - - 2.7183 | 0.3809
Sukinat pH6.0 | 6.0 | 20 - - - - - - 3.0249 | 0.1575
Sukinat pH 6.5 65 |20 - - - - - - 3.1673 | 0.0537
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Tablo 2.3. 20 mg/mL anti-NGF antikorundan % Agregasyon (SEC yoluyla)

Verilerinin Ozeti: pH ve Tampon tarama Calismasi

Kosu 5°C 25°C 140°C

Hafta 0 13 0 9 13 0 4 9 13
Parti No.

Asetat pH 5.0 |1.6 1.8 1.6 2.2 2.5 1.6 3.2 S.1 3.1
Asetat pH 5.5 |1.8 2.1 1.8 2.7 3.0 1.8 3.4 4.9 7.1
Asetat pH 6.0 2.0 2.4 2.0 3.2 3.3 2.0 4.3 5.5 7.0
Asetat pH 6.5 [2.0 2.5 2.0 3.5 3.9 2.0 4.4 5.8 7.0
Histidin pH 5.0|1.6 1.8 1.6 2.0 2.3 1.6 2.7 3.9 7.0
Histidin pH 5.5|1.6 1.8 1.6 2.2 2.4 1.6 2.7 3.4 5.1
Histidin pH 6.0(1.8 2.1 1.8 2.5 2.7 1.8 3.0 3.5 4.8
Histidin pH 6.5(1.9 2.2 1.9 2.8 3.1 1.9 3.4 4.2 5.6
Sitrat pH 5.0 |1.6 1.9 1.6 2.4 2.8 1.6 4.6 8.5 15.0
Sitrat pH 5.5 |1.8 2.2 1.8 3.0 3.3 1.8 4.9 8.7 12.2
Sitrat pH 6.0 [2.0 2.5 2.0 3.3 3.7 2.0 4.4 6.5 8.4
Sitrat pH 6.5 [2.1 2.8 2.1 3.7 4.2 2.1 4.8 6.5 8.4
Sukinat pH 5.0 |1.6 1.9 1.6 2.3 2.7 1.6 3.5 6.1 11.2
Sukinat pH 5.5 2.0 2.2 2.0 2.8 3.2 2.0 3.9 5.7 8.4
Sukinat pH 6.0 |1.8 2.5 1.8 3.1 3.6 1.8 4.3 5.8 7.8
Sukinat pH 6.5 2.2 2.8 2.2 3.7 4.1 2.2 4.8 5.9 7.5

10
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Tablo 2.4. 20 mg/mL anti-NGF antikorundan %Parcalanma (CGE yoluyla)

Verilerinin Ozeti: pH ve Tampon tarama Caligmas

Kosul S C 25C 40 C

Hafta 0 13 0 9 13 0 4 9 13
Parti No.

Asctat  pH|1.1 1.1 1.1 1.4 1.0 1.1 4.2 7.0 10.3
5.0

Asetat  pHJI.1 1.0 1.1 1.0 1.7 1.1 4.4 5.2 9.4
5.5

Asetat  pH|I.1 1.1 1.1 1.4 1.3 1.1 3.6 5.9 7.2
6.0

Asetat  pH|I.1 1.2 1.1 1.0 2.2 1.1 4.1 6.4 8.1
6.5

Histidin pH|1.1 1.0 1.1 1.0 1.8 1.1 5.8 7.5 11.2
5.0

Histidin  pHJI.1 1.1 1.1 0.9 1.5 1.1 4.3 6.4 7.9
5.5

Histidin  pHJI.1 1.0 1.1 1.6 L5 1.1 3.1 3.8 6.1
6.0

Histidin  pH|1.0 1.2 1.0 1.6 2.2 1.0 3.7 6.1 9.7
6.5

Sitrat pH 5.0 (1.0 1.0 1.0 1.0 2.1 1.0 5.4 9.1 14.5
Sitrat pH 5.5 (1.0 1.1 1.0 1.1 1.4 1.0 4.6 7.6 11.5
Sitrat pH 6.0 (1.1 1.6 1.1 2.0 1.6 1.1 3.7 6.9 10.6
Sitrat pH 6.5 (1.5 1.0 1.5 1.3 0.1 1.5 3.4 8.2 10.9
Sukinat pH|1.2 1.0 1.2 2.1 7.9 1.2 5.4 8.8 13.1
5.0

Sukinat pH|1.2 1.5 1.2 0.9 0.9 1.2 3.1 5.8 9.0
5.5

Sukinat pH|1.2 1.0 1.2 1.3 6.8 1.2 3 5.0 8.0
gfkinat pH|1.2 1.1 1.2 1.5 11.8 1.2 3.5 7.2 8.0
6.5
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Tablo 2.5. 20 mg/mL anti-NGF antikorundan %OXksidasyon

Verilerinin Ozeti: pH ve Tampon tarama Calismasi

Kosul 5C 25C 40 C
Hafta 0 9 13 0 9 13 0 9 13
Parti no.
Asetat pH 5.0 2.8 2.1 2.8 2.3 2.8 3.3 4.1
Asetat pH 5.5 2.8 2.1 2.8 2.3 2.8 3.3 4.1
Asetat pH 6.0 2.3 2.0 2.3 2.2 2.3 3.1 3.4
Asetat pH 6.5 2.3 2.1 2.3 2.5 2.3 3.5 4.1
Histidin pH 5.0 2.2 2.0 2.2 2.5 2.2 4.1 6.4
Histidin pH 5.5 2.6 1.8 2.6 2.3 2.6 3.9 5.7
Histidin pH 6.02.0 1.9 2.0 2.3 2.0 3.9 6.1
Histidin pH 6.5[2.4 2.1 2.4 2.5 2.4 4.7 7.1
Sitrat pH 5.0 [2.1 2.1 2.1 2.8 2.1 7.2 9.7
Sitrat pH 5.5 2.8 2.1 2.8 2.9 2.8 3.0 10.1
Sitrat pH 6.0 .4 1.8 2.4 2.7 2.4 6.6 7.9
Sitrat pH 6.5 2.4 1.8 2.4 2.6 2.4 6.3 8.1
Sukinat pH 5.0 3.9 1.8 3.9 2.2 3.9 4.0 5.5
Sukinat pH 5.5 2.7 1.9 2.7 2.3 2.7 4.1 4.6
Sukinat pH 6.0 2.1 2.1 2.1 2.1 2.1 3.8 3.4
Sukinat pH 6.5 2.7 2.1 2.7 2.1 2.7 3.5 3.1
ORNEK 3
5 Tomnisite ajanlan Trehaloz ve Sukroza karsilik Sorbitoliin Analizi
Tonisite ajanlarmin, dzellikle trehaloz, sukroz ve sorbitoliin anti-NGF
E3 antikoru formillasyonlarimin stabilitesi Uzerindeki etkisini
karsilastirmak i¢mn bir ¢calisma yapildi. Spesifik olarak anti-NGF E3
antikoru ve trehaloz, sukroz veya sorbitol iceren ti¢ s1v1 formitlasyon,
10 Tablo 3.1°de siralanan sekilde hazirlandi. Formillasyonlar daha sonra

5, 25 ve 40°C’de depoland1 ve 2, 4, &, 13 ve 26 haftalarda antikor



10

15

20

25

94

agregasyonu, parcalanmasi ve oksidasyonu icin dlgiimler alinda.

Tablo 3.1°deki formiilasyonlar igin tretim prosesi su sekilde
ozetlenebilir; Tampon hazirlanir, pH ayarlanir ve steril filtre edilir
(detaylar i¢in bakiniz Tablo 3.1). Stok eksipiyan ¢ozeltileri hazirlanir
ve steril filtre edilir. Antikor konsantre edildikten sonra antikor
degistirilir. Konsantre edilmis antikor, UV ile analiz edilir ve sonra
ilgili tampon ile 50 mg/ml’ye seyreltilir ve ilgili eksipiyanlar, gerekli
konsantrasyona kadar birlestirilir. Daha sonra 50 mg/mL’lik ¢dzelti,
steril filtre edilir. Son olarak steril ¢ozelti doldurulur, stoperlenir ve bir
tizenn kapatilir. Butim formiuillasyonlarm pH’s1 6.0°dir ve bir anti-NGF

E3 antikorunun konsantrasyonu, 50 mg/ml’dir.

Agregasyon Analizi:
Tablo 3.1°deki antikor formulasyonlari, 5, 25 ve 40°C’lik bir
sicaklikta 2, 4, 8, 13 ve 26 hafta stireyle depoland:.

Her bir formulasyon, Ornek 2°de tarif edilen yontem kullanilarak
agregasyon analizine tab1 tutuldu. Agregasyon seviyeler: hesaplandi
ve Sekil 1°de gosterildi.

Par¢alanma Analizi:

Tablo 3.1°deki antikor formiulasyonlari, 5, 25 ve 40°C’lik bir
sicaklikta 2, 4, 8, 13 ve 26 hafta siireyle depoland.

Her bir formulasyon ayrica Ornek 2°deki metodoloji kullanilarak
parcalanma analizine de tabi tutuldu. Sekil 2°de gorulebilecegi uzere
trehaloz formitlasyonu, 13 haftalik depolanmada en diisiik pargalanma

seviyelerini gosterdi.
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Tablo 3.1 Formulasyon Matrisi

Formillasyonun ~ pH |mAb Kons.  Histidin  [Trehaloz Sukroz Sorbitol
Parti Numarasi (mg/mL} (mM) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
114069-001-A# 6.0 S0 10 84 - -
114069-001-B# 6.0 50 10 - 80 -
114069-001-C# 6.0 50 10 - - 40

ORNEK 4 Tonisite Ajam Tarama Caliymasi: Trehaloza karsihik Sukroz
Tonisite ajanlarini, ozellikle trehaloz ve sukrozun anti-NGF E3
5 antikoru formulasyonlarinin stabilitesi ve aktivitesi izerindeki etkisini
karsilagtirmak i¢in bir ¢aligma yapildi. Sukrozun bir seyrek asit
cozeltisi i¢inde fruktoza ve glukoza hidrolizi 1y1 bilinir. Glukoz
molekilllerinin, bir proteinin amino asit sekansindaki lisin tortularina
rasgele baglandig1 da bilinir. Bu, glikasyon olarak bilinir. Boylelikle
10 bir asidik pH’ye kadar tamponlanmis, sukroz igeren bir protein
formilasyonu, sukroz hidrolizi ve sonra glikasyon yasayabilir. Glike
edilmis protein, degradasyon proseslerine glike edilmemis bir

proteinden daha kolay girebilir. Buna gore bir sivi  protein
formiilasyonu 1¢inde sukroz varligi, proteinin raf Omrii boyunca
15 kalites1 Gzerinde ters bir etki gosterebilir. Buna karsilik trehalozun bu
tur bir hidroliz bazli degradasyona girdigi bilinmez ve bu, protein
formiilasyonlarinda tercih edilen bir tonisite modifive edici ajan

olabilir.

20  Spesifik olarak sukroz ile anti-NGF E3 antikoru igceren alti sivi
formiilasyon ve anti-NGF E3 antikoru ve trehaloz igeren iki sivi
formillasyon hazirlandi, bakiniz Tablo 4.1. Formulasyonlar daha sonra

5, 25 ve 40°C’de depoland: ve 2, 4, 8, 13 ve 26nc1 haftalarda antikor
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agregasyonu ve glikasyon ol¢iimleri alinda.

Tablo 4.1°deki formiilasyonlar igin tretim prosesi su sekilde
ozetlenebilir; Tampon hazirlanir, pH ayarlanir ve steril filtre edilir
(detaylar i¢in bakiniz Tablo 4.1). Stok eksipiyan ¢ozeltilerr hazirlanir
ve steril filtre edilir. Antikor konsantre edildikten sonra antikor
degistirilir. Konsantre edilmis antikor, UV ile analiz edilir ve sonra
ilgili tampon ile 10 mg/mL’ye veya 50 mg/ml’ye seyreltilir ve ilgili
cksipiyanlar, gerekli konsantrasyona kadar birlestirilir. Daha sonra 10
mg/mL veya 50 mg/ml’lik ¢ozelti, steril filtre edilir. Son olarak steril

cozelti doldurulur, stoperlenir ve bir izeri kapatilir.

Agregasyon Analizi:
Tablo 4.1°deki antikor formulasyonlan, 5, 25, 40 ve 50°C’lik bir
sicaklikta 2, 4, 8, 13 ve 25 hafta siireyle depoland..

Her bir formulasyon, Ornek 2°de tarif edildigi gibi buyuklik dislama
kromatografisi (SEC) kullamlarak agregasyon analizine tabi tutuldu.
Hesaplanan agregasyon seviveleri, Tablo 4.2°de karsilastinhr ve
trehalozun, arastirilan ayni antikor konsantrasyonlar1 ig¢in sukroza
kiyasla hig degilse daha diisiik agregasvon seviyeleri gosterdigini

gosterir.

Glikasyon Analizi:

Anti-NGF E3 antikoru i¢indeki lisin tortularinin glikasyon seviyeleri,
formillasyonlarin, 25,40 ve 50°C°de 0, 2, 4, 8 ve 13 hafta stireyle
depolanmasindan sonra Tablo 4.1'e gore sukroz yada trehaloz tonisite

ajani igeren formiilasyon ornekleri (10 mg/ml antikor, 10mM Histidin
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pH6.0) i¢in bir kitle spektrometrisi haritalama yontemiyle olguldil.

Glikasyonun, tonisite ajammin hidroliz orani ile orantih oldugu

bulundu. Trehalozda hidroliz goriilmedi, bu yizden formulasyon

antikorunun

glikasyonundan

kacmildigindan

trehaloz,

antikor

5 formillasyonu i¢in sukrozdan fazla tercih edilen bir tonisite ajanidir;

sukroz, 25°C°de 104 hafta stireyle depolanan formulasyonlarda %1 ile

%2 arasinda hidroliz gosterdi,

Tablo 4.1. Ornek 4 icin Formulasyon Matrisi Tablosu

Formillasyonun £ = = = - s _ . =
Parti Numarasi % E—g E —é B g L_l% E% g _5 é g E 'é L_]g g é - é
112633-174 6.0 10 0.8206(0.9879 94 - -- -- - - 0.1
112633-175 6.0 10 0.82060.9879 94 - -- -- - 0.05 0.1
112633-176 6.0 10 0.8206(0.9879 94 - -- -- 0.1 0.05 0.1
112633-177 6.0 |10 0.8206 0.9879 94 - -- -- 0.1 - 0.1
112633-178 |57 |10 0.5586(1.3418 94 - -- -- - - 0.1
112633-179 5.7 |10 0.5586(1.3418 94 - -- -- - 0.05 (0.1
112633-180 6.0 10 0.82060.9879 |- 84 -- -- - 0.05 0.1
112633-181 [5.7 |10 0.5586(1.3418 - 84 -- -- - 0.05 (0.1
112633-182 6.0 10 0.8206(1.3418 |-- -- 495 495 |- 0.05 (0.1

10 Tablo 4.2. 10 mg/mL anti-NGF antikorundan gelen %Agregasyon

(SEC vyoluyla) Verilerinin Ozeti:

karsilastirmasi

15

Sukroza Kkarsihk trehaloz
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Kosul 25°C 40°C 50°C

Hafta 0 4 12 0 4 12 0 4 12
Parti no.

112633-174 (0.5 0.5 0.8 0.5 1.0 1.9 0.5 4.3 20.4
112633-175 |0.5 0.6 0.6 0.5 0.7 1.4 0.5 3.2 19.2
112633-176 0.5 0.6 0.7 0.5 0.7 1.2 0.5 2.9 13.5
112633-177 (0.5 0.6 0.6 0.5 0.8 1.2 0.5 2.8 13.2
112633-178 0.5 0.5 0.6 0.5 1.0 1.8 0.5 4.6 24.8
112633-179 0.5 0.5 0.6 0.5 0.7 1.4 0.5 3.6 20.0
112633-180 |0.5 0.6 0.7 0.5 0.8 1.6 0.5 3.1 11.4
112633-181 |0.5 0.5 0.6 0.5 0.7 1.7 0.5 3.7 12.5
112633-182 0.5 0.6 0.9 0.5 1.7 12.1 0.5

Tablo 4.3. 10 mg/mL anti-NGF antikorundan gelen anti-NGF antikorunun

Glikasyon (%agir zincir+162 Dalton olarak bildirilir) Verilerinin Ozeti:

Sukroza karsilik trehaloz karsilastirmasi

Surfektan ajanlarimin ve polimer stabilizerlerinin analizi

Kosul 25°C 40°C 50°C

Hafta 0 4 12 |0 4 12 |0 [4 |9 |12
Parti No.

112633-174 0 -- -- 0 -- 4 0 |3 19 |23
112633-175 0 -- -- 0 -- 4 0 (4 (22129
112633-176 0 - - 0 -- 3 0 |4 [13 |17
112633-177 0 -- 00 |0 -- 3 0 |4 |14 |18
112633-178 0 -- -- 0 -- 4 O (7 (29 |49
112633-179 0 -- - 0 -- 4 0 [7 |30 |52
112633-180 0 -- - 0 -- -- 0 |- |- |-
112633-181 0 -- -- 0 -- -- 0 |1 - |-
112633-182 19 67 -- 19 92 60 19 100
ORNEK 5

Surfektanlarin ve polimer stabilizerlerinin, ozellikle PS20, PS80,
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PEG3350, PEG3350+PS20’nin ant1-NGF E3 antikoru
formillasyonlarimin stabilitesi Uzerindeki etkisini karsilagtirmak i¢in

bir ¢alisma vapildi.

Spesifik olarak anti-NGIF E3 antikoru ve PS20, PS80, PEG3350,
PEG3350+PS20 iceren dort sivi formillasyon, Tablo 5.1°de siralanan
sekilde hazirlandi. Formiulasyonlar daha sonra 5, 25 ve 40°C’de
depoland1 ve 2, 4, 8, 13 ve 26nvi haftalarda antikor agregasyonu,

parg¢alanmasi ve oksidasyonu i¢in 6l¢iimler alind.

Butin formilasyonlarin pH’si 6.0 1di ve bir anti-NGF E3 antikorunun
konsantrasyonu, 50 mg/ml idi. Tablo 5.1°deki formulasyonlar i¢in
uretim prosesi su sekilde oOzetlenebilir: Tampon hazirlanir, pH
ayarlanir ve steril filtre edilir (detaylar i¢in bakimz Tablo 5.1). Stok
eksipiyan ¢ozeltileri hazirlanir ve steril filtre edilir. Antikor konsantre
edildikten sonra antikor degistirilir. Konsantre edilmis antikor, UV ile
analiz edilir ve sonra ilgili tampon ile 50 mg/ml’ye seyreltilir ve 1lgih
eksipiyanlar, gerekli konsantrasyona kadar birlestirilir. Daha sonra 50
mg/ml’lik ¢ozelt, steril filtre edilir. Son olarak steril ¢ozelt
doldurulur, stoperlenir ve bir uzeri kapatilir. Tablo 5.2 ve 5.3,

sonuglar1 bildirmektedir.

Agregasyon Analizi:

Tablo S5.1°deki antikor formilasyonlar, 5, 25 ve 40°C’lik bir
sicaklikta 2, 4, 8, 13 ve 26 hafta stireyle depoland:.

Her bir formulasyon, Ornek 2’de tarif edildigi gibi buyuklitk dislama
kromatografisi (SEC) kullanilarak agregasyon analizine tabi tutuldu.

Hesaplanan agregasyon seviyeleri, Tablo 5.2°de karsilastirilir ve
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bunlar, 0.2 mg/ml’lik bir konsantrasyonda PS20°nin, arastirilan
0.2mg/ml PS80 ve 1 mg/ml PEG3350 ile kiyaslandiginda denk
seviyelerde agregasyon gosterdigini - gosterir, 0.1mg/ml’lik  bir
konsantrasyonda PS20 de denk sonuglar sergiler (40°C’den gelen

veriler).

Parcalanma Analizi:

Tablo 5.1°deki antikor formulasyonlar, 5, 25 ve 40°C’hk bir
sicaklikta 2, 4, 8, 13 ve 26 hafta stireyle depoland..

Her bir formillasyon, Ornek 2’deki metodoloji kullanilarak
parcalanma analizine tabi tutuldu. 40°C°deki dmeklerden toplamam
veriler, Tablo 5.3°te gosterilmistir ve bunlar, 0.2 mg/ml’lik bir
konsantrasyonda PS2(0’nin, arastirilan 0.2mg/ml PS80 ve 1 mg/ml
PEG3350 ile kiyaslandiginda denk seviyelerde pargalanma
gosterdigini gosterir. 0.1mg/ml’lik bir konsantrasyonda PS20°nin de
denk sonuglar sergiledigi gosterilmistir.

Tablo 5.1 Surfektan Ajam Tarama Cahismast igin Formillasyon

Matrisi
Formillasyonun  Parti y § 8
Numarasi E :i = g :j s} SE\ ‘1—
=} - fm}
: |23 |22 82 2@ |32 8%
=~ E = i) L£E |E EE €2
114069-001-D# 6.0 50 10 0.2 - - -
114069-001-E# 6.0 50 10 - 0.2 -
114069-001-F# 6.0 50 10 - 10 -
114069-001-G# 6.0 50 10 - - 0.2+ 1
20

Tablo 5.2. 50 mg/mL anti-NGF antikorundan %Agregasyon (SEC

yoluyla) Verilerinin Ozeti: Surfektan Ajam Tarama Cahsmasi
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25C 40C

Hafta T0 4 8 13 26 2 4 3 13 26
114069-001- PS20 | 14 |15 |18 24 |18 22 (28§ W2 |82
D2
114069-001- PS80 09 1.3 15 (1.8 pa (1.8 22 (31 K2 p/a
E2
114069-001- PEG3350 1 14 15 (19 mna (1.8 22 (28 9 p/a
F2
114069-001- PS20+PEG3350 09 |13 |15 19 ma (1.8 21 f3 4.3 m/a
G2

Tablo 5.3. 50 mg/mL anti-NGF antikorundan %Par¢alanma

(indirgenmis CGE yoluyla) Verilerinin Ozeti: Surfektan Tarama

Cahismasi
25C 40C

Hafta TO |4 8 13 126 |2 4 8 13 |26
114069-001- | PS20 09 |08 |13 |23 |31 |13 |26 |55 |71 |13.6
D2
114069-001- | PS80 09 107 (09 |17 |na [14 |17 |64 |65 |n/a
E2
114069-001- | PEG3350 09 |08 |16 |23 |na |16 |18 |45 |7 n/a
F2

114069-001- | PS20+PEG3 (0.8 (0.7 |1 23 |n/a |13 |12 |49 |79 |n/a
G2 350

ORNEK 6: Anti-oksidan ajanlarinin Analizi

Anti-oksidan ajanlarimn, ozellikle metiyoninin, anti-NGF E3 antikoru
formillasyonlarinin stabilitesi Gizerindeki etkisini karsilagtirmak ig¢in
bir ¢aligma yapildi.

10
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Spesifik olarak metiyoninli ve onsuz anti-NGF E3 antikoru igeren
dokuz s1vi formillasyon hazirlandi. Bitiin formulasyonlari pH’si 6.0
idi ve anti-NGF E3 antikorunun konsantrasyonu, 10 veya 50 mg/ml,
84 mg/ml trchaloz veya sukroz ve 0.1 mg/ml PS20, 10 mM histidin,
art1 veya eksi 0.05 mg/ml EDTA 1di.

Formillasyonlar i¢in uretim prosesi su sekilde dzetlenebilir: Tampon
hazirlanir, pH ayarlanir ve steril filtre edilir. Stok eksipivan ¢ozeltileri
hazirlanir ve steril filtre edilir. Antikor konsantre edildikten sonra
antikor degistirilir. Konsantre edilmig antikor, UV ile analiz edilir ve
sonra ilgili tampon ile 10 veya 50 mg/ml’ye seyreltilir ve 1lgih
eksipiyanlar, gerekli konsantrasyona kadar birlestirilir. Daha sonra 10
mg/mL veya 50 mg/ml’lik cozelti, steril filtre edilir. Son olarak steril

¢ozelti doldurulur, stoperlenir ve bir Gizeri kapatilir,

Formillasyonlar daha sonra 5, 25 ve 40°C’de depoland: ve 2, 4, §, 13,
26 ve 52nci haftalarda antikor agregasyonu, parcalanmasi ve

oksidasyonu i¢in oOlgtimler alindi.

Agregasyon Analizi:
Antikor formillasyonlari, 5, 25 ve 40°C’lik bir sicaklikta 0, 8, 13, 26
ve 52 hafta siireyle depolandi.

Her bir formillasyon, Ornek 2'de tarif edildigi gibi buyiklik dislama
kromatografisi (SEC) kullamlarak agregasyon analizine tabi tutuldu.
Hesaplanan agregasyon seviyeleri karsilastirildi ve metiyoninli veya
onsuz 26 hafta siireyle 5 veya 25°C°de depolanmus ornekler igin

anlamli bir farkliik olmadig bulundu; metiyonin  varli§in,
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agregasyon uzerinde dikkate deger bir etkisi yoktur.

Parcalanma Analizi:
Antikor formiilasyonlari, 5, 25 ve 40°C’lik bir sicaklikta 0, 8, 13 ve 26

hafta stireyle depolandi ve 26nc1 haftada par¢alanma dl¢timler: alindi.

Her bir formiilasyon, Ornek 2'deki metodoloji kullamlarak parcalanma
analizine tabi tutuldu. Hesaplanan pargalanma seviyeleri karsilastirildi
ve metiyoninli veya onsuz 26 hafta sureyle 5 veya 25°C°de
depolanmus ornekler igin anlamli bir farklilik olmadigi bulundu;
metiyonin varliginm, pargalanma {izerinde dikkate deger bir etkisi

yoktur.

Oksidasyon analizi:

Anti-NGF E3 antikoru i¢inde X ve Y pozisyonlarindaki metiyonin
tortularmin oksidasyon seviyeleri, 5, 25 ve 40°C’de 0, 13, 26 ve 52
hafta stireyle depolandiktan sonra bir Lisin-C haritalama yontemiyle
olgildii. Anti-NGF E3 antikoru igindeki metiyonin amino asitlerinin

yluzde oksidasyonu, Ornek 2°de tarif edilen sekilde kaydedild.

Tablo 6.1°deki sonuglar, antikorun yiizde oksidasyonunun, daha uzun

depolama siirelerinde metiyonin varhigiyla azaldigini isaret eder.

Tablo 6.1. 10 ve 50 mg/mL anti-NGF antikorundan %Oksidasyon

Verilerinin Ozeti: Antioksidan Ajan Tarama Cahsmasi
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Hafta

250C
0

26

52

400C
13

52

10mM Histidin + Suc +
PS20 + 10 mg/mL mAb
10mM Histidin + Suc +
PS20 + EDTA + Met + 10
mg/mL mAb

10mM Histidin + Suc +
PS20 + 50 mg/mL mAb

1.77

3.50

4.70

3.90

3.40

3.20

3.80

4.70

0.00

5.50

7.80

7.00

8.40

21.00

10.90

15.50

51.60

0.00

39.20

10mM Histidin + Suc +
PS20 + EDTA + Met + 50
mg/mL mAb

10mM Histidin + Tre -
PS20 + 50 mg/mL mAb
10mM Histidin + Tre -
PS20 + EDTA + 50 mg/mL|
mAb

10mM Histidin + Tre +
PS20 + Met + 50 mg/mL
mADb

10mM Histidin + Tre -
PS20 + EDTA + Met + 50
mg/mL mAb

10mM Histidin + Tre +
PS20 + EDTA + Met + 10
mg/mL mAb

1.72

1.79

1.65

1.72

1.70

0.00

2.70

3.40

3.30

2.70

2.70

4.10

3.40

3.80

4.00

2.80

3.30

3.30

3.10

5.80

5.90

2.60

3.10

3.30

5.10

6.80

6.60

3.90

4.60

6.20

10.10

15.00

11.20

6.50

7.00

6.80

30.60

30.00

20.20

14.40

14.00

12.60

ORNEK 7 Trehalozlu ve onsuz Dondurma Eritme Stabilitesi

50 mg/ml anti-NGF E3 antikoru, 10 mM histidin tamponu pH 6.0 ve

84 mg/ml trehaloz igeren antikor formilasyonlart hazirlandr ve

5 trehalozsuz 6zdes drmekler hazirlandi. Ornekler, 4 dondurma ve eritme
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dongisiine tabi tutuldu ve omekler i¢in agregasyon belirlendi.
Dondurma eritme dongileri, -70°C’de 72 saat dondurma ve 5°C’de 48

saat eritmedir.

Her bir formillasyon, Ornek 2°de tarif edildigi gibi biytiklik dislama
kromatografisi (SEC) kullanilarak agregasyon analizine tabi tutuldu.
Hesaplanan agregasyon seviyeleri, Tablo 7.1°de karsilastinhir ve
trchaloz igeren orneklerin, antikor agregasyonu izerindeki dondurma
eritme etkilerinden tam koruma sundugunu gosterir. Trehalozlu
ornekler, zaman igerisinde agregasyon seviyelerinde takdire sayan bir

artis gostermez.

Tablo 7.1 50 mg/mlL. anti-NGF antikorunun %Agregasyon (SEC

yoluyla) Verilerinin Ozeti:

Dondurma/Eritme  |[Kontrol Orneginin (Trehalozsuz)Trehalozlu Omegin Y%eHMMS si
Dongiisit Y%eHMMS s1

0 0.60 0.60

1 0.75 0.60

2 0.90 0.60

3 1.00 0.60

4 1.30 0.60

15

20

ORNEK 8 Trehalozlu anti-NGF E3 antikoru formiulasyonunun

Coklu Dondurma Eritme Stabilitesi

22 mg/ml anti- NGF E3 antikoru, 10 mM histidin tamponu pH 6.0 ve
84 mg/ml trehaloz, 0.05 mg/mL disodyum EDTA ve 0.1 mg/mL
polisorbat 20 igeren antikor formulasyonlar: (112746-124 ve 112746-

125) hazirlandi. Ornekler, 15 dondurma ve eritme dongiisiine tabi
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tutuldu ve ornekler 1¢in agregasyon belirlendi.

Her bir formulasyon, Ornek 2’de tarif edildigi gibi biiyiikluk diglama
kromatografisi (SEC) kullanilarak agregasyon analizine tabi tutuldu.
Hesaplanan agregasyon seviyeleri, Sckil 3’te karsilastirilir ve trehaloz
igeren bitiin orneklerin, antikor agregasyonu uzerindeki dondurma
eritme etkilerinden tam koruma sundugunu gosterir. Trehalozlu
ornekler, zaman igerisinde agregasyon seviyelerinde takdire sayan bir

artig gostermez.

ORNEK 9: 10 ve 50 mg/mL anti-NGF E3 antikoru ile Uzun Siireli
Stabilite Calismasi: Trehalozun bir stabilizer olarak etkisi

10 mg/ml anti-NGF E3 antikoru, 10 mM histidin tamponu pH 6.0 ve
84 mg/ml trehaloz iceren antikor formulasyonlarn hazirlandi ve
trehalozsuz ozdes Ornekler hazirlandi. Calisma yapilan orneklerin
detaylari, Tablo 9.1°de verilmistir. Ornekler, 5, 25 ve 40°C’lik bir
sicaklikta 2, 4, 8, 13, 26 ve 52 hafta stireyle depoland1 ve drnekler i¢cin
agregasyon belirlendi. Her bir formuilasyon, Ornek 2’de tarif edildigi
gib1 buyukluk dislama kromatografisi (SEC) kullamlarak agregasyon
analizine tabi tutuldu. Toplanan veriler, trehaloz igeren orneklerin,
antikorun 40°C°lik hizlandirlnus  kosulda depolanmasi Uizerine
agregasyonu Uzerindeki etkilerinden yiiksek seviyelerde koruma

sundugunu gosterdi.
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Tablo 9.1 10 ve 50 mg/mL anti-NGF E3 antikoruyla Uzun Sureli Stabilite Calismasi icin Formiillasyon Matrisi:

Trehalozun bir stabilizer olarak etkisi

Formillasyonun pH |PF-04383119 |Histidin [Sukroz Trehaloz PS20 Metiyonin EDTA
Parti Numarasi (mg/mL) mM (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) |(mg/mL) (mg/mL)
112746-27-1 6.0 10 10 94 - 0.1 - -
112746-27-2 6.0 |10 10 94 - 0.1 0.1 0.05
112746-27-3 6.0 50 10 94 - 0.1 - -
112746-27-4 6.0 |50 10 94 - 0.1 0.1 0.05
112746-27-5 6.0 |50 10 - 84 0.1 - -
112746-27-6 6.0 |50 10 - 84 0.1 - 0.05
112746-27-7 6.0 |50 10 - 84 0.1 0.1 -
112746-27-8 6.0 50 10 - 84 0.1 0.1 0.05
112746-27-9 6.0 |10 10 - 84 0.1 0.1 0.05
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Tablo 9.2 10 ve S0 mg/mL anti-NGF E3 antikoru ile Uzun Sureli

Stabilite Cahismasmin 40°C’de %Agregasyon Verileri (her bir

SEC basina): Trehalozun bir stabilize olarak etkisi

Kompozisyon

Ornegin

Kimligi

Siire (hafta)

0

2

13

52

10mM Histidin + Suc H
PS20 + 10 mg/mL mAB

112746-27-1

0.60

0.70

(0.90

1.7

4.80

22.10

10mM Histidin + Suc H
PS20 + EDTA + Met
10 mg/mL mAB

112746-27-2

0.60

0.70

(.90

1.5

3.40

NA

10mM Histidin + Suc
PS20 + 50 mg/mL mAB

112746-27-3

0.60

1.60

2.00

2.8

3.7

7.50

20.70

10mM Histdin + Sue +
PS20 + EDTA + Met +
50 mg/mL mAB

112746-27-4

0.60

1.50

1.80

2.4

3.2

6.00

22.40

10mM Histidin + Tre +
PS20 + 50 mg/mL mAB

112746-27-5

0.60

1.70

1.90

2.9

3.8

7.60

16.20

10mM Histidin + Tre H
PS20 + EDTA + 50
mg/mL mAB

112746-27-6

0.60

1.70

2.00

2.6

3.3

5.40

13.20

10mM Histidin + Tre
PS20 + Met + 50 mg/mLJ
mAB

112746-27-7

0.60

1.60

1.80

2.5

3.2

5.40

12.60

10mM Histidin + Tre +
PS20 + EDTA + Met +
50 mg/mL mAB

112746-27-8

0.60

1.60

1.80

2.5

3.1

4.80

11.60

10mM Histidin + Tre +
PS20 + EDTA + Met +
10 mg/mL mAB

112746-27-9

0.60

0.90

1.00

1.4

1.8

3.10

7.00
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ORNEK 10: pH 6.0’da histidin tamponu 1¢inde 2.5, 5, 10, 20 ve 50

mg/mL olmak tizere trehaloz, EDTA, polisorbat 20 iceren anti-NGF
antikoru E3 formiillasyonunun Uzun Sureli Stabilite Caligmasi

2.5 veya 5 veya 10 veya 20 veya 50 mg/mL anti- NGF E3 antikoru, 10
mM histidin tamponu pH 6.0 ve 84 mg/ml trehaloz, 0.05 mg/mL
EDTA ve 0.1 mg/mL polisorbat 20 iceren antikor formillasyonlari
hazirlandi. Ornekler, 5 ile 8°C arasindaki bir sicaklikta 24 ay ve
sonrasma kadar depolandi ve ornekler 1¢in agregasyon, pargalanma,

oksidasyon belirlendi.

Toplanan ve Sekil 4, 5 ve 6’da sunulan veriler, 2.5, 5, 10, 20 veya 50
mg/mL mAb konsantrasyonunda anti-NGF E3 antikoru igeren adi

gecen formulasyonun, 52 haftaya kadar stabil oldugunu isaret eder.

Mevcut bulusa ait bir s1v1 antikor kompozisyonunun bir 6rmegi, su
sekildedir:

SEK.KIM.NO.:1’¢ ait bir degisken agir zincir sekanst ve
SEK KIM.NO.:2’ye ait bir degisken hafif zincir sekansi igeren
yaklagik 2.5 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml, 22 mg/ml veya
yaklasik 50 mg/ml’lik bir antikor,

yaklasik 10 mM histidin tamponu,

yaklagik 84 mg/ml trehaloz dihidrat,

vaklasik 0.01 agirlik/hacimde Polisorbat 20,

vaklasik %0.005 disodyum EDTA,

Burada ad1 gegen kompozisyonun pH’si, 6.0 +/- 0.27dir. Siv1 antikor

kompozisyonunun toplam hacmi tercihen 1 ml civarindadir.
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Antikor sekanslari

Agir zincir degisken bolgesi E3 (Kabat CDRlerinin alti ¢izilidir;
Chothia CDRleri KOYU VE ITALIKT/R)
OVOLOESGPGLVKPSE TLSLTCTVSGSLIGYDLNWIRQPPGKGLE WIGHWGDGTT
DYNSAVKSHY 5RO TSKNGESTRE S5V TAADTAYY YCAR GG YWYATSYYED Y
QOTIVIVG (SEK KIM.NO:1)

Hafif zincir degisken bolgesi E3 (Kabat CDRlerinin alti ¢izilidir;
Chothia CDRleri KOYU VE ITALIKTIR)

IMOMTOSPSSLSASVODRYTITCRASQSISNNLNAY QOKPOKAPKLLIY YTSRFHSG
VPSKRESGROGSGTOR IE NSSLOPRFIMAIYYCQQEHTLPYTHFGOGIKLE KR T (5E 0O
(SEK . KIM.NO:2)

E3 agir zincir uzatilmis CDRleri
CDRH1: GFSLIGYDLN (SEK.KIM.NO:3)
CDRH2: IWGDGTTDYNSAVKS (SEK.KIM.NO:4)
CDRH3: GGYWYATSYYFDY (SEK.KIM.NO:5)

E3 hafit zincir uzatilmis CDRler1
CDRL1: RASQSISNNLN (SEK.KIM.NO:6)
CDRL2: YTSRFHS (SEK.KIM.NO:7)
CDRL3: QQEHTLPYT (SEK.KIM.NO:8)

Fare monoklonal antikoru 911 uzatilnms CDRleri

911 agir zincir uzatilmy CDRler1
CDRHI: GFSLIGYDIN (SEK KIM.NO:9)
CDRH2: MIWGDGTTDYNSALKS (SEK.KIM.NO: 10)
CDRH3: GGYYYGTSYYFDY (SEK.KIM.NO:11)
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911 hafif zincir uzatilmis CDRIeri
CDRL1: RASQDISNHLN (SEK.KIM.NO:12)
CDRL2: YISRFHS (SEK.KIM.NO:13)
CDRL3: QQSKTLPYT (SEK.KIM.NO:14)

E3 agir zincir amino asit sekansi (tam)

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTYSGFSLIGYDLAWIRQPPGKGLEWIGHIWGDGT

TDYNSAVKSRVTISKDTSKNQF SLKLSSVTAADTAVY YCARGGYYWYATSYYFDYW
GAOGTLVTWESASTKGPSVFPLAPCSRETSESTAALGCLVYKDYFPEPVTWSWNEGA
LTSGYHTFPAVLOSSGLY SLSSVWTVPSSNFGTOTYTCNVDHKPSNTKYDKTVERK
CCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCYVVDVSHEDPEVGENWY
YVDGYEVHNAKTKPRFFQFNSTFRVVSYE TVVHODWI NGKFYKCKVSNKGI PSS
EKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLYKGEY PSDIAVYEWESNGQPE
NNYKTTPPMI DSDGSFFL YSKIE TVDKSRWOQGNYFSCSVYIMHFEAL HNHYTQKSI S1

SPOKE (SEK KIMLNO.:16)

3E hafif zincir amino asit sekansi (tam antikor)

DIQMTQSPSSLSASVGDRYTITCRASQSISNNLNWYQQKPGKAPKLLIYYTSREHS
GYPSRESGESGSGTIDETETISSLOGPEMATYYCOOEHTLPY TFGOGTKLEIKRTVAAP
SVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOQUWKVDNALOSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPYTKSFNRGECISEC 1D

10 (SEK.KIM.NO.:17

Atifta bulunulan diger ilave CDR sekanslart
RASQSISNNLN (SEK.KIM.NO:18)
YTSRFHS (SEK.KIM.NO:19)

15 GFSLIGYDLN (SEK.KIM.NO:30)
[TWGDGTTDYNSAYV (SEK.KIM.NO:31)
QQEHTLPYT (SEK.KIM.NO:55)
GGYWYATSYYFDY (SEK.KIM.NO:56)
QQESTLPYT (SEK.KIM.NO:57)
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GGYWYSTSYYFDY (SEK.KIM.NO:58)
QQEKTLPYT (SEK.KIM.NO:59)
GGYYYATSYYFDY (SEK.KIiM.NO:60)
QQERTLPYT (SEK.KIM.NO:61)
GGYWYATSYYFDY (SEK.KIM.NO:62)
QQERTLPYT (SEK.KIM.NO:63)
GGYYYATSYYFDY (SEK KIM.NO:64)

3E agir zincir niikleotit sekansi (tam antikor)
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CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCCGAGACCC
TGTCCCTCACCTGCACTGTICTCTGGGTTCTCACTTATCGGCTATGATCTTAACT
GGATCCGACAGCCTCCAGGGAAGGGACTGGAGTGGATTGGGATTATCTGGGG
TGATGGAACCACAGACTATAATTCAGCTGTCAAATCCCGCGTCACCATCTCAAA
AGACACCTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCCGCGG
ACACGGCCGTIGIATITACIGTIGCGAGAGGAGGTTAT TGGTACGCCACTAGUTAC
TACTTTGACTACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCAC
CAAGGGCCCATCTGTCTTCCCACTGGCCCCATGCTCCCGCAGCACCTCCGAGA
GCCACAGCCGCCCTGGUCTGCCTOGOTCAAGGACTACTTCCCAGAACCTGTGAC
COTGTCOCTGGAACTCTGGCGOTCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCAGCTE
TCCTGCAGTCCTCAGGTCTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCATCC
AGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCAAGCAA
CACCAAGGTCGACAAGACCGTGGAGAGAMGTGTTGTGTGGAGTGTCCACCTT
GTCCAGCCCCTCCAGTGGLCGGACCATCCGTGTTCCTGTTCCCTCCAAAGCCA
AAGGACACCCTGATGATCTCCAGAACCCCAGAGGTGACCTGTGTGGTGGTGGA
CGTGTCCCACGAGGACCCAGAGGTGCAGTTCAACTGGTATGTGGACGGAGTG
GAGGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCAAGAGAGGAGCAGTTCAACTCCACCTT
CAGAGTGGTGAGCGTGCTGACCGTGGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGAAAG
GAGTATAAGTGTAAGGTGTCCAACAAGGGACTGCCATCCAGCATCGAGAAGAC
CATCTCCAAGACCAAGGGACAGCCAAGAGAGCCACAGGTGTATACCCTGCCAC
CATCCAGAGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAG
GGATTCTATCCATCCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGTCCAACGGACAGCCAGA
GAACAACTATAAGACCACCCCICCAATIGCIGGACICUGACGGATCCITCTICCT
GTATTCCAAGCTGACCGTGGACAAGTCCAGATOGCAGCAGGGAAACGTGTTCT
CTTGTTCCGTGATGCACGAGGLCOCTOCACAACCACTATACCCAGAAGAGCCTG
TCCCTGTUCTCCAGGAAAGTAA (SEK KIM. NO:65)

3E agir zincir degisken alan nukleotit sekansi

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCCGAGACCC
[GICCCTICACCTGCACTGICTICIGGGIICTCACITATCGGCTATGATCT TAACT
GGATCCGACAGCCTCCAGGGAAGGGACTGGAGTGGATTGGGATTATCTGGGE
TGATGGAACCACAGACTATAATTCAGCTGTCAAATCCCGCGTCACCATCTCAAA
AGACACCTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCCGLGE
ACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGGAGGTTATTGGTACGCCACTAGCTAC
TACTTTGACTACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTCTCLTCA

(SEK.KIM.NO.:66)
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3E hafif zincir niikleotit sekanst (tam antikor)

GATATCCAGATGACACAGTCCCCATCCTCCCTGTCTGCCTCTGTGGGTGACCG
CGTCACCATCACCTGCCGUGCATCTCAGTCCATTAGCAATAATCTGAACTGGTA
1CAGCAGAAGCCAGGCAAAGCCCCAAAACTCCTIGATCTACTACACCICACGCT

TCCACTCAGGTGTCCCATCACGCTICAGTGGCAGTGOCTCTGGTACAGATTTCA
CCTTCACCATTAGCAGCCTGCAACCAGAAGATATTGCCACTTATTACTGCCAAC
AGGAGCATACCCTTCCATATACCTTCGGTCAAGGCACCAAGCT GGAGATCAAA

COCACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTTICCTCCATCTGATGAGCAGTTG
AAATCCOGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCACGCGAG
GCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCCGGTAACTCCCAGGA
GAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACC

CTCACCCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACMAAGTCTACGCCTGCGAAGT
CACCCATCAGGGCCTGAGTTCTCCAGTCACAAAGAGCTTCAACCGCGOGTGAGT

GCTAA (SEK.KIM.NQ.:67)

3E hafif zincir degisken alan nitkleotit sekansi

GATATCCAGATGACACAGTCCCCATCCTCCCTGTCTGCLTCTGTGGGTGACCG
CGTCACCATCACCTGCCGCGCATCTCAGTCCATTAGCAATAATCTGAACTGGTA

TCAGCAGAAGCCAGGCAAAGCCCCAAAACTCCTGATCTACTACACCTCACGCT
TCCACTCAGGTGTCCCATCACGCTTCAGTGGCAGTGGCTCTGGTACAGATTTCA
CCTITCACCATTAGCAGCUITGCAACCAGAAGATATIGCCACTTATTACTGCCAAL
AGGAGCATACCCTTCCATATACCTTCGGTCAAGGCACCAAGCTGGAGATCAAA
CGC (SEK.KIM.NO.:68)

Yukandaki sekanslar ve burada tarif edilen diger sekanslar, ekteki

sekans listesinde verilmistir,
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SEKANS LISTESI

<110

<120

PFIZER INC.

STABIL SIVI ANTIKOR FORMULASYONU

Badkar, Advait
Bohack, Leigh

King, Kevin

Alanta L. Lary

<130

<150

<151

<160

<170

<10

<11
<12
<213

<20
<23

<400

PC33665A

US61/1098305

19-09-2008

77

Windows Versiyon 4.0 i¢in FastSEQ

120
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:
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<210 2
<211 109
5 <212 PRT
<213 Sumi Sekans

<220

<223 Sentetik Yap:
10

400 2

<210 3
<11 10
15 <212 PRT
<213 Sumni Sekans
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<220
<23

<400

<10
<211
<212
<13

<220
<223

<400

<10
<11
<12
<13

<20
<23
<400

<210
<11
<12
<13

Sentetik Yap

4
16
PRT

Suni Sckans

Sentetik Yam

5
13
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:
5

6
11
PRT

Suni Sekans
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<220
<23

<400

<10
<11
<12
<213

<20
<223

<400

<210
<11
<12
<13
<220
<223
<400

<210
<11
<212
<13

Sentetik Yap

-
7
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

8
9
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:
8

9
10
PRT

Mus musculus
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<400

<10
<11
<12
<13

<400

<10
<211
<12
<13

<400

<10
<11
<12
<13

<400

<210
<11
<12

10
16
PRT

Mus musculus

10

11
13
PRT

Mus musculus

12
11
PRT

Mus musculus

PRT

119



10

15

20

25

<13

<400

<10
<11
<12
<13

<400

<10
<11
<12
<13

<20
<23

<400

<10
<1l
<212
<13

<220
<223
<400

Mus musculus

13

14
9
PRT

Mus musculus

14

15
15
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

I5

16
447
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap
16

120
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<10
<11
<12
<213

<220
<23

<400

<10
<211
<12
<213

<220
<23

17
214
PRT

Sumi Sekans

Sentetik Yap:

17

18
11
PRT

Sumi Sekans

Sentetik Yap:

122
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<400

<10
<11
<12
<13

<220
<223

<400

<10
<11
<12
<13

<220
<223

<400

<10
<11
<12
<13
<220
<23

123

18

19
7
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

19

20
11
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap

20

21
7
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap1
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<400

<210
<211
<12
<13

<220
<223

<400

<10
<11
<12
<13

<220
<223

<400

<10
<11
<212
<13

21

22
11
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

22

23
7
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap

23

24
11
PRT

Suni Sekans

124
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<220
<23

<400

<10
<11
<212
<13

<220
<23

<400

<210
<11
<12
<13

<220
<23

<400

<10
<211
<12

Sentetik Yap

24

25
7
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

25

26
11
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

PRT

125
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<13

<20
<223

<400

<10
<11
<12
<13

<20
<23

<400

<210

<11

<12

<213

<20
<223

<400

126

Suni Sekans

Sentetik Yap:

27

28

10

PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap

28

29

14

PRT

Sumi Sekans

Sentetik Yap

29
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<10
<11
<12
<213

<220
<23

<400

<10
<11
<12
<213

<20
<23

<400

<10
<11
<212
<13

<220
<23

<400

30
10
PRT

Sumi Sekans

Sentetik Yap:

30

31

14

PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

31

32

10

PRT

Suni Sckans

Sentetik Yapm

32

127
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<10
<11
<212
<13

<220
<23

<400

<10
<211
<12
<213

<20
<23

<400

<10
<1l
<12
<13

<20
<223

33
14
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

33

34

10

PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

34

35
14
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

128
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25

<400

<210
<11
<12
<13

<220
<23

<400

<10
<11
<12
<13

<220
<223

<400

<210
<1l
<12
<13

<220

35

36
10
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

36

37
14
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap

37

38
10
PRT

Suni Sekans
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25

<23

<400

<10
<11
<212
<13

<220
<223

<400

<10
<1l
<212
<13

<20
<23

400

<10
<211
<212
<213

Sentetik Yap

38

39
14
PRT

Suni Sckans

Sentetik Yam

39

40
10
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

40

4]
14
PRT

Suni Sekans

130



10

15

20

25

<220
<23

<400

<10
<11
<12
<213

<20
<223

<400

<10
<211
<12
<213

<220
<223

<400

<10
<11
<212

Sentetik Yap

41

42

10

PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

42

43
14
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

43

10
PRT
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<13

<20
<223

<400

<210
<1l
<12
<13

<220
<23

<400

<10
<211
<12
<13

<20
<223

<400

Suni Sekans

Sentetik Yap:

44

45
14
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

45

46

13

PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

46
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<10
<11
<12
<213

<220
<23

<400

<10
<11
<12
<13

<220
<223

<400

<10
<1l
<212
<13

<220
<223

<400

133

47
13
PRT

Sumi Sekans

Sentetik Yap:

47

48
13
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

48

49
13
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

49
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30

<210
<11
<212
<13

<220
<23

<400

<10
<11
<12
<13

<220
<23

<400

<210
<11
<212
<13

<220
<23

<400

50
9
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap1

50

51
9
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

51

52
13
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

52
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<210
<11
<12
<13

<220
<23

<400

<10
<11
<212
<13

<220
<23

<400

<210
<11
<12
<13

<220
<223

53
9
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

53

54

13

PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap

54

55
9
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

135
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<400

<10
<11
<12
<213

<220
<223

<400

<10
<211
<212
<13

<20
<223

<400

<210
<1l
<12
<13

<220
<23

55

56
13
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap

56

57

9

PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

57

58
13
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

136
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<400

<10
<11
<212
<13

<220
<223

<400

<210
<11
<12
<13

<20
<223

<400

<10

<11

<212
<213

<220

58

59
9
PRT

Sumi Sekans

Sentetik Yam

59

60
13
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

60

61
9
PRT

Suni Sekans

137
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<23

<400

<10
<211
<12
<13

<20
<223

<400

<10
<11
<12
<213

<220
<223

<400

<10
<11
<12
<213

Sentetik Yap

61

62
13
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap:

62

63
9
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap

63

64
13
PRT

Suni Sekans

138
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15

<220
<23

<400

<10
<11
<212
<13

<220
<23

<400

<210
<11
<212
<13

Sentetik Yap

64

65
1344
DNA

Suni Sekans

Sentetik Yap:

65

66
363
DNA

Suni Sekans

139
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<220
<23

<400

<10
<11
<12
<13

<20
<223

<400

<10
<11
<12
<213

<20

140

Sentetik Yap

66

67
645
DNA

Suni Sekans

Sentetik Yap:

67

68
324
DNA

Suni Sekans
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15

20

<23

<400

<10
<211
<12
<13

<400

<10
<211
<212
<13

<220
<23

<400

Sentetik Yap

68

69
98
PRT

Homo sapiens

69

70
120
PRT

Suni Sekans

Sentetik Yap

70

141
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15

<210
<11
<12
<13

<20
<223

<400

<10
<211
<12
<13

71
120
PRT

Sumi Sekans

Sentetik Yap

71

72
120
PRT

Suni Sekans

142
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15

<220
<23

<400

<10
<11
<12
<213

<400

<210
<11
<12
<13

Sentetik Yap

72

73
95
PRT

Homo sapiens

73

74
109
PRT

Suni Sekans

143
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<220
<223 Sentetik Yap

<400 74

<210 75

<211 109

<212 PRT

<213 Suni Sekans
10

<220

<223 Sentetik Yap

<400 75

15
<10 76

<211 1429
<212 DNA
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<13

<20
<223

<400

<10
<211
<12
<13

<220
<223

<220
<21
<22
<23

145

Suni Sekans

Sentetik Yap:

76

77
729
DNA

Suni Sekans

Sentetik Yap

misc_feature
646
m=A veya C
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TARIFNAME ICERISINDE ATIF YAPILAN REFERANSLAR

Bagvuru sahibi tarafindan atif yapilan referanslara iligkin bu liste,

yalmizca okuyucunun yardim i¢indir ve Avrupa Patent Belgesinin bir

kismini olusturmaz. Her ne kadar referanslarin derlenmesine buyuk

onem verilmis olsa da, hatalar veya cksiklikler engellenememektedir

ve EPO bu baglamda hi¢bir sorumluluk kabul etmemektedir.

Tarifname i¢cerisinde atifta bulunulan patent dokimanlari:

« WO 2006096491 A [0006]

« WO 2004058184 A [0008] [0076]
[0077] [0079]

[0131] [0184] [0187]

« WO 2006096488 A [0009]

« WO 2006096490 A [0009]

« WO 2006096461 A [0009]

« WO 2006096489 A [0009]

« WO 09958572 A [0039]

« GB 9809951 A [0039] [0137]

« WO 2005019266 A [0041] [0082]
« WO 2006131951 A [0041] [0082]
« WO 09023540 A [0041] [0082]

« US 20090041717 A [0041]

« US 20090041417 A [0082]

« WO 9958572 A [0135] [0137]

« US 4816567 A [0136]

« US 5807715 A [0136]

« US 5866692 A [0136] [0137]

« US 6331415 B [0136]
« US 5530101 A [0136]

- US 5693761 A [0136]

« US 5693762 A [0136]

* US 5585089 A [0136]

« US 6180370 B [0136]

* EP 0519596 A [0137]

- US 6180377 A [0137]

« US 6054297 A [0137]

* US 5997867 A [0137]

« US 6210671 A [0137]

« US 6350861 A [0137]

« WO 0127160 A [0137]
« WO 04065560 A |0160]
* US 5766863 A [0160]

« US 5891650 A [0160]

« WO 20040581 A [0186]
« US 61098305 B |0257]

Tarifnamede belirtilen patentlestirilmemis literatiir:

* Eur. J. Immunol., 1999, vol. 29, 2613-
2624 10039] [0189]

* HONGO et al. Hybridoma, 2000,
vol. 19, 215-227 [0041] [0082] [0161]
* Fundamental Immunology. Raven
Press, 1989 [0122]

« KABAT. Sequences of Proteins of
Immunological Interest. National
Institutes of Health, 1987 [0122]

* CHOTHIA ; LESK. J. Mol. Biol,,
1987, vol. 196, 901-917 [0122]

* CHOTHIA et al. Nature, 1989, vol.

e SHAW et al. J Immunol., 1987, vol.
138, 4534-4538 [0137]

* BROWN et al. Cancer Res., 1987,
vol. 47, 3577-3583 [0137]

* RIECHMANN et al. Nature, 1988,
vol. 332, 323-327 [0137]

* VERHOEYEN et al. Science, 1988,
vol. 239, 1534-1536 [0137]

* JONES et al. Nature, 1986, vol, 321,
522-525 |0137]

* DAUGHERTY et al. Nucl. Acids
Res., 1991, vol. 19,2471-2476 |0137]
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342, 878-883 [0122]

* WARD et al. Nature, 1989, vol. 341,
544-546 |0123]

* BIRD et al. Science, 1988, vol. 242,
423-426 |0126]

* HUSTON et al. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 1988, vol. 85, 5879-5883
[0126]

* KABAT et al. Sequences of Proteins
of Immunological Interest. National
Institutes of Health, 1991 [0129]

¢« CHOTHIA et al. Nature, 1989, vol.
342,877 10129]

* AL-LAZIKANI et al. ]. Molec. Biol.,
1997, vol. 273, 927-948 10129

* WINTER et al. Nature, 1991, vol.
349, 293-299 [0137]

* LOBUGLIO et al. Proc. Nat. Acad.
Sci. USA, 1989, vol. 86, 4220-4224
[0137]

* Remington, The Science and Practice
of Pharmacy. Mack Publishing, 2000
[0157]

* KARLSSON, R. ROOS ; L.
FAGERSTAM ; L. PETERSSON,
B. Methods Enzymology, 1994, vol. 6,
99-110 |0159]

¢ KARLIN ; ALTSCHUL. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 1990, vol. 87, 2264-
2268 [0142]

* KARLIN ; ALTSCHUL. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 1993, vol. 90, 5873-
5877 [0142]

* ALTSCHUL et al. J. Mol. Biol.,
1990, vol. 215, 403-410 |0142]

* ALTSCHUL et al. Nucliec Acids
Res., 1997, vol. 25, 3389-3402 |0142]
* MYERS ; MILLER. CABIOS, 1989
[0142]

* TORELLIS; ROBOTTI. Comput.
Appl. Biosci., 1994,vol. 10, 3-5 [0142]
« PEARSON ; LIPMAN, Proc. Natl,
Acad. Sci., 1988,vol. 85, 2444-8 [0142]
* Remington’s Pharmaceutical
Sciences. Mack Publishing Co, 1990
[0157]

* KARLSSON, R, ; ROOS, H. ;
FAGERSTAM, L. ; PETERSSON,B.
Methods Enzymology, 1994, vol. 6, 99-
110 [0195]
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SEKILLERDEKIi YAZILARIN ANLAMLARI

SEKIL 1

A =Trehaloz

B =Sukroz

C = %Agregasyon
D =Sure (hafta)

SEKIL 2

E = %Parcalanma

SEKIL 3

F = Dondurma eritme dongisia

SEKIL 4
G=Ay

SEKIL 6
H =Oksidasyon
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