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OZET
OPGL'YE KARSI ANTIKORLAR
Osteoprotegerin ligandCIOPGL) ile etkilesime gegen antikorlar acKlanmaktadlE] Farmasftik
olarak etkili bir antikor miktarnln, OPGLye uygulanmasWasfasla osteopenik rahatsZlklar(nl

tedavi edilmesine yonelik yontemler agklanmaktad] OPGL'ye kars[antikorlar kullanarak bir

numunede OPGL miktarlnl tespit edilmesine ydnelik yontemler agklanmaktadlrl
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1. Bir ag[rlzinciri ve bir hafif zinciri iceren bir antikor olup,

a) burada agltzincir, bir OPGL've dzgilliik kazandEak igin yeterli dedisken bolge
sekansib sahip olan bir tam uzunlukta agl zincirden ve bunun polipeptit
fragmanlariodan secilmektedir, ve

aglzincir, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 13'te belirlenen amino asit sekansih en az
%90 Ozdeglige sahip olan bir amino asit sekanshlliceren bir birinci degisken
bélgesi icermektedir ve

b) burada hafif zincir, bir OPGL'ye 6zglillik kazandltinak icin yeterli degisken bolge
sekanslbh sahip olan bir tam uzunlukta hafif zincirden ve bunun polipeptit
fragmanlaridan secilmektedir ve

hafif zincir, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 14te belirlenen amino asit sekansia en
az %90 ozdeslige sahip olan bir amino asit sekansblIgeren bir ikinci degisken

boélgeyi icermektedir,

burada antikor, bir osteoprotegerin liganda (OPGL) bagdlanmaktadlrl ve OPGL'nin, bir
osteoklast farkl[Ashima ve aktivasyon reseptorine (ODAR) badlanmasil inhibe
etmektedir ve

burada bir antikor fazlal@1bir /7 vitro rekabetgi baglama deneylerinde dlgildigi gibi

badlanma oranlC&én az %20 azaltmaktad[rl

2. Birinci degisken bdlgenin, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 13'te belirlenen amino asit
sekanslnb en az %95 6zdeslige sahip olan bir amino asit sekansCicerdigi ve ikinci degisken
bélgenin, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 14'te beliflenen amino asit sekansfa en az %95
Ozdeslige sahip olan bir amino asit sekans(kerdigi istem 1'e gore antikor.

3. Birinci degisken bélgenin, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 13‘te belirlenen amino asit
sekanshh en az %99 6zdeslige sahip olan bir amino asit sekansCikerdigi ve ikinci degdisken
bélgenin, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 14'te belirlenen amino asit sekansbh en az %99

ozdeslige sahip olan bir amino asit sekansliterdigi istem 1 veya istem 2'e gore antikor.

4. Istem 1 ila 3 araslidan herhangi birine gére antikor,

87



10

15

20

25

30

35

a) burada agMzincir, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 13'iin Ui CDR'sini igermektedir,
ve
b) burada hafif zincir, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 14‘iin ii¢ CDR’sini icermektedir.

5. AdIEzincirin ve hafif zincirin, tek zincirli bir antikoru olusturdudu istem 1 ila 4'ten herhangi

birine gbre antikor.

6. Tek zincirli bir Fv antikoru olan istem 5’e gére antikor.

7. Bir Fab antikoru, bir Fab’ antikoru veya bir F(ab"); antikoru olan istem 1 ila 4'ten herhangi

birine gbre antikor.

8. Tamamen insan olan istem 1 ila 4'ten herhangi birine gdre antikor.

9. Bir konak hlicreden eksprese edilen istem 1 ila 8'den herhangi birine gére antikor.

10.Konak hiicrenin, bir memeli konak hiicre oldugu istem 9'a gbre antikor.

11. Memeli konak hiicrenin, bir Cin hamster yumurtalkl hiicresinden, bir HelLa hiicresinden,
bir bebek hamster bobrek hiicresinden, bir maymun bobredi hiicresinden ve bir insan

hepatohicresel karsinom hiicresinden segildidi istem 10'a gore antikor.

12. Konak hiicrenin, bir birinci poliniikleotidi ve bir ikinci polinikleotidi icerdidi, birinci
poliniikleotidin, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 13'te belirlenen amino asit sekans@geren
bir aglE] zinciri kodlad@ve ikinci poliniikleotidin, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 14te
belirlenen amino asit sekansCigeren bir hafif zinciri kodladi@stem 9 ila 11 arasbdan
herhangi birine gore antikor.

13. Birinci poliniikleotidin, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2’nin amino asit sekans@Ciceren bir
a§Dzinciri kodlad@¥e ikinci poliniikleotidin, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4‘iin amino asit
sekanslikeren bir hafif zinciri kodlad@liktem 12'ye gére antikor.

14.istemler 1 ila 13 arasBdan herhangi birine gére bir antikoru iceren bir farmasétik bilesim.

15. Kemik kaybnlnl tedavi edilmesi icin istemler 1 ila 13 arasindan herhangi birine gore
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antikor veya istem 14'e gére farmasdétik bilegim.

16. Kemik kayblln, osteoporoz, Paget hastalldl] osteomiyelit, hiperkalsemi, osteopeni,
osteonekroz, bir inflamatuvar kosul, bir otoimmiin kosul, romatoid artrit ve kanser
araslidan segilen en az bir kosul ile iliskili oldugu istem 15’e gére kullanima yonelik antikor

veya kullan(oha yonelik farmasotik bilesim.

17. Kemik kaybhlnl tedavi edilmesine yonelik bir ilachl Gretilmesi igin istemler 1 ila 13
arashidan herhangi birine gdre antikor veya istem 14’'e gére farmasétik bilesim kullanm [

18. Kemik kaybloln, osteoporoz, Paget hastallgl] osteomiyelit, hiperkalsemi, osteopeni,
osteonekroz, bir inflamatuvar kosul, bir otoimmin kosul, romatoid artrit ve kanser
araslidan segilen en az bir kosul ile iliskili oldudu istem 17'yve g6re kullana yonelik

antikor veya kullanma yonelik farmasotik bilegim.

19. Kanser ile iliskili kemik kayblnl tedavi edilmesi icin en az bir radyasyon tedavisi ve
kemoterapi ile uygulamaya yoénelik olarak bir ilacll Gretilmesi icin istemler 1 ila 13

araslidan herhangi birine gore antikor veya istem 14e gdre farmasoétik bilesim kullanh(J

20. En az bir radyasyon tedavisi ve kemoterapi ile uygulama vasladsla kanser ile iliskili
kemik kayblnl tedavi edilmesinde kullana yonelik istemler 1 ila 13 arasidan herhangi

birine gbre antikor veya istem 14e gbre farmasdétik bilesim kullan[m[]

21. Kanserin, meme, prostat, tiroid, bébrek, akciger, 6zofagus, rektal, mesane, servikal,
yumurtallk] karaciger, gastrointestinal, multipl miyelom, lenfoma ve Hodgkin Hastalgl]

arasiidan secildigi istem 19'a gore kullanm.

22. Kanserin, meme, prostat, tiroid, bobrek, akciger, 6zofagus, rektal, mesane, servikal,
yumurtallk] karaciger, gastrointestinal, multipl miyelom, lenfoma ve Hodgkin Hastalg]
arashidan secildigi istem 20°ye gore kullanima yonelik antikor veya kullanfba yonelik

farmasotik bilesim.

23. Kemoterapinin, bir antrasiklin, taksol, tamoksifen, doksorubisin, 5-florourasil ve bir
liteinizan hormon salgldticlhormon (LHRH) antagonistinden segilen en az bir madde ile
tedaviyi icerdigi istem 19’a gére kullan[m.
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24. Kemoterapinin, bir antrasiklin, taksol, tamoksifen, doksorubisin, 5-florourasil ve bir
liteinizan hormon salgldticlhormon (LHRH) antagonistinden secilen en az bir madde ile

tedaviyi icerdigi istem 20’ye gbre kullanim.

25. Istemler 1 ila 4 ve 8'den herhangi birine gdre antikor olup, burada sdz konusu antikor

asagldakileri icermektedir

i) SEKANS KIMLIK NUMARASI: 13‘lin amino asit sekansAlceren bir insan I1gG2 agHl
Zincir ve
i) SEKANS KIMLIK NUMARASI: 14‘iin amino asit sekans@ceren bir insan kappa

hafif zincir.

26. Bir birinci poliniikloeitidi ve bir ikinci polinlikloetidi iceren bir memeli konak hiicreden
eksprese edilen, birinci poliniikleotidin, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 13‘lin amino asit
sekansilCdceren bir insan IgG2 agldzinciri kodlad@ve ikinci polinliklectidin, SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 14‘in amino asit sekanshliceren bir insan kappa hafif zincirini
kodlad§listem 25’ gére antikor.

27. Bir birinci polintkloeitidi ve bir ikinci polinlkloetidi iceren bir memeli konak hicreden
eksprese edilen, birinci poliniikleotidin, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2'nin amino asit
sekanshlCigeren hir dedisken bolgeyi ve sahit bélgeyi iceren bir agiflzinciri kodladi@l Ve
ikinci poliniikleotidin, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4Un amino asit sekansb@Oiceren
degisken bolgeyi ve sabit bdlgeyi iceren bir hafif zinciri kodlad@iiktem 25%e gore antikor.
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TARIFNAME

OPGL’YE KARSI ANTIKORLAR

TEKNIK ALAN

Mevcut bulus, osteoprotegerin ligandCXOPGL) baglayan antikorlarla ilgilidir. Osteoporoz,
artrit, kemik hastalldkayb(1Paget hastal@¥e osteopeni gibi kemik hatalklarnlnl tedavisine
yonelik bilesimler ve ydntemler de acklanmaktad(t]

ONCEKI TEKNIK

Kemik dokusu, viicuda destek sadlamaktaddve mineral (kalsiyum ve fosfor), bir kolajen ve
kolajen olmayan protein matrisi ve hlicreleri icermektedir. Canl(Bemik dokusu, birikme olarak
adlandltldn kemik olusumu ve erime olarak adlandltlan kemik ykIn[ drasioda dinamik bir
denge sergilemektedir. Kemik, osteositler, osteoblastlar ve osteoklastlarda bulunan g hicre
tirl, bu dengede yer almaktadd Ostecblastlar, kemik doku olusumunu arttickken,
osteoklastlar, rezorpsiyon ile iliskilendiriimektedir. Kemik matrisinin  ve mineralin
rezorpsiyonu ve ¢oziinmesi, kemik olusumuna klyhsla hzlve etkili bir stirectir ve kemikten
biylk miktarda mineral salabilmektedir. Osteoklastlar, iskelet dokusunun normal yeniden
modellenmesinin ve hormonlarla indiiklenen rezorpsiyonun regiilasyonunda yer almaktad(i
Ornegin rezorpsiyon, hiicre dSIsMErda kalsiyum iyonun azalan konsantrasyonlarfa yanf]
olarak paratiroid hormonun salgl@nmasUlile uyarlmaktadlr]l Buna karsl, rezorpsiyonun
inhibisyonu, bir kalsitonin islevidir. Ek olarak, D vitamininin metabolitleri, paratiroid hormona

ve kalsitonine karg[kemik tepkisini degistirmektedir.

Rekombinant ¢ozilebilir OPGL'nin ('sODF’ olarak adlandiihaktadlt) bir konsantrasyondan
baglmskzl sekilde kemik rezorpsiyonunu temin ettigi deneylerden, Tsukii ve meslektaslar(]
OPGL'nin ('ODF’ olarak adlandthaktadl}, kemik mikrocevresinde kemik rezorpsiyonunda
kritik bir rol oynamasOlile sonuglanmisttl Deneyler, OPGL aktivitesinin, osteoprotegerin
(‘'OPG’; 'OCIF olarak adlandlimaktadt) veya bir poliklonal anti-ODF antikoru ile inhibe
edilebildigini ve OCIF ve poliklonal anti-ODF antikorunun, herhangi bir 1o, 25-
dihidroksivitamin Ds, paratiroid hormonu veya prostaglandin E; ile indiklenen kemik
rezorpsiyonunu bloke edebildigini gostermistir (Tsukii, K., ve ark., (1998) Biochem. Biophys.
Res. Comm., 246 : 337-341).
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Nagai ve meslektaslar[Jana malignan dokular), siddetli humoral hiperkalsemiye yol act@iig

skuamdz hicreli  karsinom hlcre dizisinden OPGL'nin  ('sODF/TRANCE’ olarak

adlandltthaktadlr}) bir salgl@nmls) C-terminal formunu kodlayan bir yeni cDNA’yLlizole

etmistir. Bu kanser hicreleri ile kosullandtIhis] ortam, insan ODF/TRANCE'Il hiicre disl]
alanlb 6zgu tavsan poliklonal antikorla reaksiyona giren proteini igermistir ve bu

kosullandfIts] ortamda kdltiirlendidinde, HL60 hiicreleri {insan promiyeloblastik l6semi

hiicreleri), osteokast benzeri hicrelere farklldsmistid Bu farkll@sma, tavsan poliklonal

antikoru ile inhibe edilmistir, bu da sODF/TRANCE'[n, malignitenin humoral hiperkalsemisinde

gelismis kemik rezorpsiyonda dnemli bir rol oynad@infiostermektedir. (Nagai, M. ve ark.,

{2000) Biochem. Biophys. Res. Comm., 269 : 532-536).

Sitokinlerin TNF ailesinin bir elemanlslan ostecprotegerin ligand (OPGL), NF-kB'nin reseptor
aktivatdriine (RANK, aynZamanda osteoklast farklI8sm e aktivasyon reseptor( veya ODAR
olarak adlandlrimaktadlr) badlanmas[vasEasyla osteoklastlarfl olusumunu arttfinaktad ]
Ote yandan, osteoprotegerin (OPG), OPGLYi ayltirak ve OPGLmin ODAR ile birlesimini
Onleyerek osteoklastlaril olusumunu inhibe etmektedir. Bu sebepten &tiirli, ODAR ile birlesik

OPGL miktar[Jkemik birikimi ve rezorpsiyonu arastaki denge ile iliskilidir.

Iskeletin olgunlasmasiian sonra, iskelette bulunan kemik miktar[Jkemik olusumunu ve
kemik rezorpsiyonunun dengesini (veya dengesizligini) yansEmaktadll Zirve kemik kiitlesi,
kickmkc[Cyldan &nce iskelet olgunlagsmasiodan sonra olusmaktadlrl KikicCve ellinci yId
arasltla, denge dedismektedir ve kemik rezorpsivonu bask@ gelmektedir. Ilerleyen yarda
kemik kitlesindeki kac¢llhaz azalma, kadllarda, erkeklerden daha 6nce baslamaktadlrlve
bazl kadlarda (prensip olarak Ackl tenli ve Asya neslinden gelenler) menapozdan sonra
belirgin bir sekilde hizlkazanmaktadIr]

Osteopeni, genellikle kemik kitlesinde, normal seviyelerin altlnlh herhangi bir azalma ile iliskili
bir kosuldur. Bu tarz bir kosul, kemik sentezi oranlnda bir azalmadan veya kemik yKkIm[]
oranda bir artGtan veya her ikisinden kaynaklanabilmektedir. Yaygldl bir osteopeni formu,
postmenopozal ve senil osteoporoz olarak da adlandEl@n birincil osteoporozdur. Bu
osteoporoz formu, yasla iligkili evrensel kemik kaybmlnl bir sonucudur ve genellikle kemik
olusumunun normal bir oranlUlile kemik rezorpsiyonunda artlslnl bir sonucudur. Amerika
Birlesik Devletleri'nde bircok beyaz kadh, semptomatik osteoporoz gelistirmektedir. 45
yaslda ve daha vasl[kad[larda osteoporoz ve kalga, femoral, boyun ve intertrokanterik
kiFlIha vakas[arasinda dogrudan bir iliski mevcuttur. YaslCérkekler, 50 ve 70 yaslar[arasinda
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semptomatik osteoporoz gelistirebilmektedir. Osteoporoz, belirli durumlarda, artan OPGL
seviyelerinden veya  aktivitesinden  sonuglanabilmektedir. Bu  sebepten  Oturd,
osteoklastogenezde OPGL aktivitesini reglle edebilen molekiillere sahip olmak faydalll
olacaktlrl

Postmenopozal ve senil osteoporoza katkida bulunabilen bir kag faktér tanmlanmisticl
Yaglanma ile beraber gelen hormon seviyelerinde degisimi ve kalsiyumun ve diger
minerallerin azalmlgl bagt$ak emilimine atfedilen yetersiz kalsiyum tiketimini icermektedir.
Belirli tedaviler, siireci geciktirmek amacBda hormon tedavisini veya diyet takviyelerini
icermistir. Son zamanlarda, bifosfonatlar ve segici 6strojen reseptéru modifiye edicileri
{SERM'ler) gibi anti-rezorptif maddeleri, azaltlmh glkemik kitlesinin dnlenmesi ve tedavisi icin
ortaya ¢lkimlstk]l Bu sebepten o&tarl, belirli osteopenik rahatsZklarinl tedavisinde OPGL
aktivitesini regille edebilen molekiillerle bu tedavilerin hirlestirilmesi icin  kullanEC
olabilmektedir.

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Bulus, istemlere gére tanmlanmaktadIr]

Burada tarif edilen ve/veya iddia edilen belirli yapIandlchnalar, bir agltzinciri ve bir hafif
zinciri iceren bir antikoru sadlamaktad[F) burada adFlzincir, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2'de
belirlenen bir amino asit sekansilCVeya bunlar@l bir fragmanblCicermektedir ve hafif zincir,
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4'te belirlenen bir amino asit sekans@Cveya bunlar@ bir
fragmanDCkermektedir.

Burada tarif edilen ve/veya iddia edilen belirli yapldndinalar, bir agltlzinciri ve bir hafif
zinciri iceren bir antikoru saglamaktad ] burada agEzincir, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 13'te
belirlenen bir amino asit sekanslveya bunun bir fragmanlCTiceren bir dedisken bolgeyi
icermektedir ve burada hafif zincir, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 14'te belirlenen bir amino

asit sekansf@¥eya bunun bir fragmanblLeren bir degisken bdlgeyi igermektedir.

Burada tarif edilen ve/veya iddia edilen belirli yaplandltnalar, bir aglrlzinciri ve bir hafif
zinciri iceren bir antikoru sadlamaktad[t) burada agEzincir, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2'de

belirlenen bir amino asit sekansleya bunun bir fragmannllibermektedir.
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Burada tarif edilen ve/veya iddia edilen belirli yapl@ndltialar, bir agdzinciri ve bir hafif
zinciri iceren bir antikoru sadlamaktadIt) burada adEzincir, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 13'te
belirlenen bir amino asit sekanshlieya bunun bir fragmanlgeren bir degisken bolgeyi

icermektedir.

Burada tarif edilen ve/veya iddia edilen belirli yapl@ndinalar, bir agltlzinciri ve bir hafif
zinciri iceren bir antikoru sadlamaktadIt) burada hafif zincir, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4'te

belirlenen bir amino asit sekans@¥eya bunun bir fragmanhlCikermektedir.

Burada tarif edilen ve/veya iddia edilen belirli yapl@nd[Eialar, bir agltlzinciri ve bir hafif
zinciri iceren bir antikoru sadlamaktadlt) burada hafif zincir, SEKANS KIMLIK NUMARASI:
14'te belirflenen bir amino asit sekansihiveya bunun bir fragmanblCiceren bir degisken

bdlgeyi icermektedir,

Belirli yapl@andiinalarda, bulus, bir agll zinciri ve bir hafif zinciri igeren bir antikoru
saglamaktadlt) (a) burada adlzincir, bir birinci dedisken bdlgeyi icermektedir ve burada
birinci degisken bdlgeyi, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 13te belirlenen amino asit sekansbh
en az %90 benzerlige sahip olan bir sekansCicermektedir ve (b) burada hafif zincir, bir ikinci
dedisken bolgeyi icermektedir ve burada ikinci dedisken bdlge, SEKANS KIMLIK NUMARASI:
14'te belirlenen amino asit sekansh en az %90 benzerlie sahip olan bir sekans(
icermektedir ve (c) antikor, bir osteoprotegerin liganda (OPGL) baglanmaktaditl Bu tarz
belirli yapl@ndIrinalarda, antikor, OPGLye baglanmaktadflve bir osteoklast farkll@smnh ve
aktivasyon reseptére (ODAR) OPGL'nin badlanmashlInhibe etmektedir, burada bir antikor
fazlall@ldbir in vitro rekabetgi badlanma deneyinde dlclldidgl gibi badlanty[&n az %20 ile
azaltmaktadlt

Bu tarz belirli yap[Bndinalarda, birinci dedisken bolge, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 13'te
belirlenen amino asit sekansii en az %95 6zdeslige sahip olan bir sekansCicermektedir ve
ikinci degisken bélge, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 14'te belirlenen amino asit sekansbh en

az %95 dzdeslige sahip olan bir sekans[igermektedir.

Bu tarz belirli yapl@nd(tnalarda, birinci dedisken bélge, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 13'te
belirlenen amino asit sekansik en az %99 dzdeslige sahip olan bir sekansCicermektedir ve
ikinci degisken bélge, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 14'te belirlenen amino asit sekansih en

az %99 6zdeslide sahip olan bir sekansligermektedir.
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Bulusun belirli yapBndinalar[JSEKANS KIMLIK NUMARASI: 2'de belirlenen bir amino asit
sekansblCveya bunun bir fragmanbCigeren bir agdzinciri saglamaktadl Bulusun belirli
yaplandlalar[Jbir degisken bdlgeyi ve bir sabit bolgeyi igeren bir agltizinciri saglamaktad(r)
burada degisken bélge, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 13'te belirlenen bir amino asit sekansnol]
veya bunun bir fragmanniltermektedir.

Bulusun belirli yap[@ndinalar[JSEKANS KIMLIK NUMARASI: 2'de belirlenen bir amino asit
sekansbiCveya bunun bir fragmaniblCgeren bir hafif zinciri saglamaktadld] Bulusun belirli
yaplandEmalar[JSEKANS KIMLIK NUMARASI: 14'te belirlenen bir amino asit sekansfleya
bunun bir fragmanlikeren bir hafif zinciri sadlamaktad(r]

Burada tarif edilen vefveya talep edilen belirli yapl@ndlinalarda, tek zincirli antikorlar(]
saglanmaktadlr] Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yap@ndiiinalarda, tek zincirli
Fv antikorlard saglanmaktadld Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
yapl@ndlFinalarda, Fab antikorlarCkaglanmaktadlt]l Burada tarif edilen ve/veya talep edilen
belirli yapl@ndalarda, Fab" antikorlarCFadlanmaktadlc]l Burada tarif edilen ve/veya talep
edilen belirli yapl@ndlinalarda, (Fab")2 antikorlar(3aglanmaktadir]

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandmalarda, burada tarif edilen ve/veya
talep edilen bir antikoru iceren farmasttik bir bilesim sadlanmaktadtl Belirli
yaplandlrialarda, burada tarif edilen ve/veya talep edilen OPGL'ye kars[burada tarif edilen

ve/veya talep edilen bir antikoru iceren bir farmasotik bilesim saglanmaktad(tl

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandirnalarda, bir farmasotik bilesim,
OPGL'ye karsClbir antikoru ve bir kemik morfojenik faktdriinden, donistlirici blylime
faktéri-g'dan (TGF-B), bir interldkin-1 (IL-1) inhibitériinden, IL-1ra Kineret™'den, bir TNFa
inhibitoériinden, bir ¢ozllebilir TNFa reseptdriinden, Enbrel™, bir anti-TNFa antikorundan,
Remicade™, D2E7 antikorundan, bir paratiroid hormonundan, bir paratiroid hormonunun bir
analodundan, bir paratiroid hormonu ile iliskili proteinden, bir paratiroid hormonu ile iliskili bir
proteinin bir analogundan, bir prostaglandinden, bir bifosfonattan, bir alendronattan,
florlrden, kalsiyumdan, bir steroidal olmayan antiinflamatuvar ilagtan (NSAID), bir COX-2
inhibitérinden Celebrex™, Vioxx™; bir immudnosupresandan, metotreksattan, leflumidden,
bir serin proteaz inhibitériinden, bir salgldycl6kosit proteaz inhibitdrinden (SLPI), bir IL-6
inhibitdranden, IL-6'va karsCIbir antikordan, bir IL-8 inhibitériinden, IL-8'e karsOlbir
antikordan, bir IL-18 inhibitdriinden, bir IL-18 baglay[cl proteinden, bir IL-18 antikorundan,

bir Interlékin-1 dénistiiriici enzim (IC) modiilatdriinden, bir fibroblast biiylime faktérinden
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{FGF), bir FGF modlilatdriinden, bir PAF antagonistinden, bir keratinosit biylime faktoriinden
{KGF), bir KGF ile iliskili bir molekiilden, bir KGF modulatoriinden; bir matris metaloproteinaz
{MMP) modilatérinden, bir nitrik oksit sintaz (NOS) modilatériinden, glukokortikoid
reseptoriniin - bir moddlatdriinden, glutamat reseptdrinin  bir  modulatériinden, bir
lipopolisakkarit (LPS) seviyelerinin bir modilatdriinden, bir néradrenalinden, bir néradrenalin
mimetiginden ve bir néroadrenalin modulatériinden secilen en az bir terapotik maddeyi

icermektedir.

Bulusun belirli yénlerinde, bir osteopenik rahatsZIGnl tedavisine y&nelik olan, bir antikorun
farmasotik olarak etkili bir miktarfdnl uygulanmasmbliceren bir yontem sadlanmaktadirl
Bulusun belirli yonlerinde, bir osteopenik rahatsZIGlal tedavisine yonelik olan, bir farmasotik

bilesimin uygulanmasliteren bir ydntem saglanmaktadlt]

Bulusun belifi yonlerinde, bir hastada kemik kaybiih eglik eden bir inflamatuvar kosulun
tedavisine ydnelik olan, bir farmasttik bilesimin  uygulanmasl]iceren bir ydntem

saglanmaktadIr]

Bulusun belirli yonlerinde, bir hastada kemik kaybk eslik eden bir otoimmin kosulun
tedavisine yonelik olan, bir farmasétik bilesimin  uygulanmasill iceren bir yontem

saglanmaktad ]

Bulugun belirli ydnlerinde, bir hastada romatoid artrit tedavisine yonelik olan, bulusun bir
farmasotik bilesiminin uygulanmashbllkeren bir yontem sadlanmaktadi(r]

Bulusun belitli yénlerinde, bir biyolojik numunede OPGL seviyesinin tespit edilmesine ydnelik

olan, bir antikorla numunenin temasa gegirilmesini iceren bir yéntem saglanmaktad(rl

SEKILLERIN KISA ACIKLAMASI

Sekil 1, «OPGL-1 antikor ag@zincirini (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1) kodlayan bir cDNA
sekansBldgostermektedir.  Sekil 2, aOPGL-1 antikor agE zincirinin (SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 2) amino asit sekansl kostermektedir. Sekil 3, «OPGL-1 antikor hafif
zincirini (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 3) kodlayan bir cDNA sekansbl hostermektedir.
Sekil 4, «OPGL-1 antikor hafif zincirinin (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4) amino asit
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sekansi_hostermektedir.  Sekil 5, «OPGL-1 kappa hafif zincir ekspresyon plazmidinin
(«OPGL-1-Kappa/pDSRa19) bir sematik diyagramnblgdstermektedir.

Sekil 6, «OPGL-1 IgG2 adldzincir ekspresyon plazmidinin («OPGL-1-1gG2/pDSRa19) bir
sematik diyagramnlgostermektedir.

Sekil 7, OPGL-kaplCEIA plakalarlh «OPGL-1in doza badml[CbadlantEmC
gdstermektedir. Sekil 8, membrana baglCdOPGLYe «OPGL-1'in spesifik
badlantBINyostermektedir. Sekil 9, ¢dzillebilir OPGL ile OPGL-kapl[CFIA

plakalariob badlanan «OPGL-1in inhibisyonunu géstermektedir. Sekil 10,

OPGL-kapld0 EIA  plakalarbb  oOPGL-1'in  spesifik  badlantSh]
gostermektedir.  Sekil 11, «OPGL-1 ile osteoklast olusumunun doza

bagml Ohhibisyonunu gostermektedir, Sekil 12, a OPGL-1 ile ODAR'a OPGL

baglantlsininl doza bad mhlChhibisyonunu gdstermektedir.

Sekil 13, Sinomolgus Maymunlara «OPGL-1'in tek bir dozunun uygulanmasioklan sonra
ortalama serum konsantrasyon suresi profillerini gostermektedir.

Sekil 14, Sinomolgus Maymunlara o OPGL-1'in tek bir dozunun uygulanmasinidan sonra
serum N-Tx konsantrasyonunda ortalama ylzde dedisimini gostermektedir.

Sekil 15, Sinomolgus Maymunlara «OPGL-1'in tek bir dozunun uygulanmaslhdan sonra
urin N-Tx konsantrasyonunda ortalama yilizde degisimini gbstermektedir.

Sekil 16, Sinomolgus Maymunlara «OPGL-1'in tek bir dozunun uygulanmasdan sonra
antikor pozitif ve negatif serum-konsantrasyon stre profillerini géstermektedir.

Sekil 17, «OPGL-1 antikor agEzincirli dedisken bdlgenin (SEKANS KIMLIK NUMARASI:
13) amino asit sekansCgostermektedir. Sekil 18, «OPGL-1 antikor hafif zincirli dedisken
bdlgenin (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 14) amino asit sekanshldostermektedir. Sekil 19,
aOPGL-1'in Gretimine yénelik bir hiicre kiltirld sirecini gdstermektedir.

Sekil 20, Sinomolgus Maymunlara ¢ OPGL-1'in tek bir dozunun uygulanmasbdan sonra
urin serum kalsiyumun ylzde degisimini gostermektedir.

Sekil 21, Sinomolgus Maymunlara «OPGL-1‘in tek bir dozunun uygulanmasinidan sonra

ortalama serum Alkalin Fosfataz yilizde degisimini géstermektedir.

AYRINTILI ACIKLAMA

Burada kullanlan bdlim basl klar(3adece diizenleyici amaclareskil etmektedir ve tarif edilen

ana konuyu kEhy I dlarak olusturulmayacakttl

Tantlar
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Standart teknikler, rekombinant DNA, oligonikleotid sentezi ve doku Kkiltirli ve
transformasyonu (or. elektroporasyon, lipofeksiyon) icin kullanl@bilmektedir. Enzimatik
reaksiyonlar ve saflastliina teknikleri, teknikte ortak bir sekilde tamamlandi@eya burada
tarif edildigi (zere imalatcilnl tarifnamelerine gore uygulanabilmektedir. Teknikler ve
prosedirer genellikle teknikte bilinen geleneksel ydntemlere gdre ve mevcut tarifname
boyunca almYapldn ve agklanan gesitli genel ve daha spesifik referanslarda agKklandgLgibi
uygulanabilmektedir. Bkz. érn. Sambrook ve ark. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2d
ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989)). Spesifik tanmlar
sadglanmadlkta, analitik kimya, sentetik organik kimya ve tlbbi ve farmasdtik kimya ile
badlantlIolarak kullanl@2n numaralandifina ve laboratuvar prosediirleri ve teknikleri, teknikte
tecriibe sahibi kisiler taraflbidan iyi bilinenler ve teknikte yaygll olarak kullanI3nlardlt]
Kimyasal sentezler, kimyasal analizler, farmasotik preparasyon, formilasyon ve iletim ve

hastalar tedavisi icin standart teknikler kullanI3bilmektedir.

Mevcut bulugla uyumlu bir sekilde kullanld@izere, asadldaki terimler, aksi belirtiimedikge,
asadldiki anlamlara gelecek sekilde anlasl@caktl

Burada kullan@dig iizere, “izole poliniikleotid” terimi, “izole polinikleotidin” kaynag[l
yardmlyla (1) “izole polinikleotidinin” dodada bulundudu bir poliniikleotidin timi veya bir
bolimi ile iliskilendirilmeyen, (2) dodada badlCblimayan bir poliniikleotide islevsel olarak
baglCblan veya (3) daha genis bir sekansil bir blimi olarak dogada olusmayan genomik,

c¢DNA veya sentetik kaynag[Weya bunlaril baz[kombinasyonlarC@nlam(bl gelecektir.

Burada ifade edilen “izole protein” terimi, cDNA, rekombinant RNA veya sentetik kaynak veya
bunlar@l belirli bir kombinasyonu ile kedlanan, (1) normalde bulunacak olan en azindan baz[(l
proteinleri icermeyen, (2) esasen, 6rnegin ayn[tiirde aynCkaynaktan gelen diger proteini
icermeyen, (3) farkl[bir tiirden gelen bir hiicre ile eksprese edilen veya (4) dogada olmayan

bir protein anlam[nhk gelmektedir.

“Polipeptit” terimi burada natif proteinleri veya natif sekansl bir veya birden fazla amino
asidin delesyonuna, eklentisine ve/veya ikamesine sahip olan sekanslarlifade edecek sekilde
jenerik bir terim olarak kullanlthaktad[t] “Polipeptit” terimi ayn[2amanda, «OPGL-1'i (asag(da
acKland@Tizere, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4) veya
aOPGL-1'in bir veya birden fazla amino asidinin delesyonuna, eklentisine ve/veya ikamesine

sahip olan sekanslarCJkapsamaktadltl Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
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yapBnditnalar, Sekil 2 (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2) ile temsil edilen insan agDzinciri
immiinoglobulin molekiilii ve Sekil 4 (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4) ile temsil edilen insan
hafif zincirli immunoglobulin molekili veya bunlarld fragmanlarildveya analoglarnll

icermektedir.

Burada bir nesneye uyguland@gibi kullanT@dn “dogal yollarla olusan” terimi, bir nesnenin,
dogada bulunabildidi gercegini ifade etmektedir. Ornedin, dodadaki bir kaynaktan izole
edilebilen ve laboratuvarda veya baska bir yerde bir kisi tarafibdan kasHl]olarak
dedistirilmemis olan bir organizmada (viriisleri icermektedir) mevcut clan bir polipeptit veya
polinlikleotid sekans[Idodal yollarla olusmaktadIrl

Burada kullan@@n “iglevsel olarak bagld terimi, amaclanan sekilde bunlar iglev
gdstermelerine izin verilen bir iliskide olan bilesenleri ifade etmektedir. Ornedin, bir kodlama
sekansbh “iglevsel olarak bagl™d bir kontrol sekans[dkodlama sekansB ekspresyonuna,
kontrol sekanslar(le uyumlu olan kosullar altibida ulasld@l3ekilde badlanmaktad [l

Burada kullan@@n “kontrol sekansl] terimi, baglandklard kodlama sekanslarninl

ekspresyonunu ve islenmesini etkileyebilen polinlikleotid sekanslarmlCifade etmektedir. Bu

tarz kontrol sekanslarinl yapLlkonak organizmaya baglColarak farkIIKl gdsterebilmektedir.

Prokaryotlaridl kontrol sekanslar[Jpromoteri, ribozomal badlantCbholgesini ve transkripsiyon

sonlandfina sekansmUlicerebilmektedir; okaryotlarl kontrol sekanslar[d promoterleri ve

transkripsiyon sonlandfina sekansiiCicerebilmektedir; “kontrol sekanslar”] dncl sekanslar(]
vefveya flzyon ortak sekanslarlikerebilmektedir.

Burada ifade edilen “poliniikleotid” terimi, en az 10 baz uzunlugunda olan niikleotidlerin bir
polimerik formu anlamlnh gelmektedir. Bazlar, ribonikleotidler veya deoksiriboniikleotidler
olabilmektedir veya her iki tlrde nukleotidin modifiye edilmis bir formu olabilmektedir. Terim,
DNA'n[dl tek ve cift sarmallormlarlfLermektedir.

Burada ifade edilen “oligoniikleotid terimi”, dogdal yollarla clusan ve dogal yollarla olusan ve
dogal yollarla olusmayan oligoniikleotid baglantldrCile birlikte badlanan modifiye edilmis
niikleotidleri icermektedir. Oligonikleotidler, genellikle 200 baz veya daha az bir uzunlugu
iceren bir poliniikleotid alt kiimesidir. Bulusun belirli ydnlerinde, oligoniiklectidler, 10 ila 60
baz uzunlugundadlrlve oligoniiklectidler, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, veya 20 ila 40 baz
uzunlugundadlr] Oligoniikleotidler, &rnedin bir gen mutantilnl yapSinda kullanim icin tek
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sarmal veya ¢ift sarmal olabilmektedir. Burada tarif edilen oligonikleotidler, yolcu veya

rehber oligontkleotidleri olabilmektedir.

“Dogdal vyollarla olusan nikleotidler” terimi, deoksiriboniikleotidleri ve ribonikleotidleri
icermektedir. Burada ifade edilen “modifive edilmis nukleotidler” terimi, modifiye edilmis
veya ikame edilmis seker gruplarbb ve benzerine sahip nikleotidleri icermektedir.
“Oligoniiklectid baglantlar”] terimi, fosforotioat, fosforoditioat, fosforoselenoat, fos-
fosrodiselenoat, fosforoanilotiyoat, fosfoiladadat, fosforoamldat ve benzerleri gibi
oligoniikleotidlerin baglantldarmlCcermektedir. Bkz. érn. LaPlanche ve ark. Nucl. Acids Res.
14:9081 (1986); Stec ve ark. J. Am. Chem. Soc. 106:6077 (1984); Stein ve ark. Nucl. Acids
Res. 16:3209 (1988); Zon ve ark. Anti-Cancer Drug Design 6:539 (1991); Zon ve ark.
Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approach, pp. 87-108 (F. Eckstein, Ed., Oxford
University Press, Oxford England (1991)); Stec ve ark. ABD Pat. No. 5,151,510; Uhlmann
and Peyman Chemical Reviews 90:543 (1990). Bir cligonlikleotid, tespite yonelik bir isareti
icerebilmektedir.

fliskili polipeptitlerin  6zdeslidi ve benzerlii hali hazEla bilinen ydntemlerle
hesaplanabilmektedir. Bu yontemler, kisklaylcI bimayacak eskilde Computational Molecular
Biology, Lesk, A.M., ed., Oxford University Press, New York {1988); Biocomputing:
Informatics and Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, New York (1993);
Computer Analysis of Sequence Data, Part 1, Griffin, A.M., and Griffin, H.G., eds., Humana
Press, New Jersey (1994); Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic
Press (1987); Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux, J., eds., M. Stockton
Press, New York (1991); ve Carillo ve ark., SIAM J. Applied Math., 48:1073 (1988)

referansiida aglkdananlarCtermektedir.

Ozdesligin belirlenmesi icin tercih edilen yontemler, test edilen iki sekans arasidaki en
bilyilk eslesmenin sadlanmasOicin tasarlanmaktadl Ozdeslidin belirlenmesine yénelik
yontemler, kamusal olarak mevcut bilgisayar programlarda acklanmaktadEl Iki sekans
arastaki 6zdesligin belirlenmesi igin tercih edilen bilgisayar program3dntemleri, kSKay[cT]
olmayacak sekilde GAP (Devereux ve ark., Nucl. Acid. Res., 12:387 (1984); Genetics
Computer Group, University of Wiscansin, Madison, WI, BLASTP, BLASTN ve FASTA (Altschul
ve ark., J. Mol. Biol., 215:403-410 (1990)) dahil GCG program paketini icermektedir. BLASTX
program[] Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezinden (NCBI) ve diger kaynaklardan (BLAST
Manual, Altschul ve ark. NCB/NLM/NIH Bethesda, MD 20894; Altschul ve ark., supra (1990))
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kamusal olarak elde edilebilmektedir. Iyi bilinen Smith Waterman algoritmasChynZamanda

0zdesligi belirlemek icin kullanl@bilmektedir.

iki amino asit sekansml hizalanmas@bh ydnelik belirli hizalama semalar(Jiki sekans@ sadece
kish bir bolgesinin eglestiriimesi ile sonuglanabilmektedir ve bu kiguk hizalCbdlge, iki tam
uzunluga sahip sekans arasida ¢nemli bir fark olmamaslod radmen, oldukca yiksek bir
sekans benzerligine sahip olabilmektedir. Dolaylslyla, burada tarif edilen ve/veya talep edilen
belirli yaplandcmalarda, segilen hizalama yéntemi (GAP program[}] hedef polipeptidinin en
az 50 bitisik amino asidini kapsayan bir hizalama ile sonuglanacaktlt]

Ornegin, bilgisayar algoritmasCXGAP) (Genetics Computer Group, Wisconsin Universitesi,
Madison, WI) kullan[@rak, sekans ylizdesi 6zdesliginin belirlenecedi iki polipeptit, ilgili amino
asitlerin optimal eslesmesi (algoritma ile belirlendigi Uzere, “eslesmis aclIK") igin
hizalanmaktad([E] Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapland[finalarda, bir bosluk
agma cezas[{3X ortalama kosegen olarak hesaplanmaktadlr] “ortalama kdsegen”, kullanlan
kiyaslama matrisinin kdsegeninin ortalamasldlrj “kosegen”, 6zel klyhslama matrisi ile eslesen
her bir mikemmel amino aside atanan skor veya saydlt) ve bir bosluk uzatma cezas[
{genellikle bosluk agma cezashlnl 1/10 katldlr) ve ayn[amanda PAM 250 veya BLOSUM 62
gibi bir klhslama matrisi, algoritma ile baglantlld olarak kullanlhaktadld Belirli
yaplandlcialarda, burada tarif edilen ve/veya talep edilen standart bir klyhslama matrisi
{bkz. PAM 250 klyhslama matrisine yonelik Dayhoff ve ark., Atlas of Protein Sequence and
Structure, 5(3)(1978); BLOSUM 62 kiyhslama matrisine yGnelik Henikoff ve ark., Proc. Natl.
Acad. Sci USA, 89:10915-10919 (1992)), algoritma vasiaska da kullanmaktadIr]

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandlcinalarinda, bir polipeptit sekans
kiyaslamasil yonelik parametreler, asaddakileri icermektedir:

Algoritma: Needleman ve ark., J. Mol. Biol., 48:443-453 {1970); Klyhslama matrisi:
Henikoff ve ark., supra (1992) referansibdan BLOSUM 62; Bosluk Cezas(l 12 Bosluk
Uzunlugu Cezas[d 4 Benzerlik Esigi: 0

GAP program[Jyukarldeki parametrelerle kullanslCblabilmektedir. Belirli yaplandirmalarda,

yukarlda bahsi gecen parametreler, GAP algoritmasCkullanl3rak polipeptit kighslamalar(oh
(bitis bosluklar(ikin herhangi bir ceza olmadan) yonelik varsayll@n parametrelerdir.
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Burada kullanldiizere, yirmi geleneksel amino asit ve bunlarid kSaltmalarldgeleneksel
kullanmh akip etmektedir. Bkz. Immunology--A Synthesis (2nd Edition, E. S. Golub and D. R.
Gren, Eds., Sinauer Associates, Sunderland, Mass. (1991)). Yirmi geleneksel amino asidin
stereo izomerleri (Or. D-amino asitleri), a-, a-ikame edilmemis amino asitler, N-alkil amino
asitler, laktik asit gibi dogal olmayan amino asitler ve dider geleneksel olmayan amino asitler
de burada tarif edilen ve/veya talep edilen polipeptitlerin uygun bilesenleri olabilmektedir.
Geleneksel olmayan amino asitlerin érnekleri, asagldakileri icermektedir: 4-hidroksiprolin, y-
karboksiglitamat, €-N, N, N-trimetillizin, &-N-asetillisin, O-fosfoserin, N-asetilserin, N-
formilmetiyonin, 3-metilhistidin, 5-hidroksilisin, «-N-metilarginin ve diger benzer amino
asitler ve imino asitler (orn. 4-hidroksiprolin). Burada kullanl3n polipeptit notasyonunda,
standart kullan[nla ve diizenekle uyumlu bir sekilde sol yon, amino terminal yoniidir ve sag

yon, karboksil-terminal ydnudur.

Benzer bir sekilde, aksi belirtiimedikge, tek sarmal poliniikleotid sekanslardl sol ucu, 5-
ugtur; cift sarmal polintkleotid sekanslarnlnl sol tarafta bulunan yénd, 5" yoni olarak ifade
edilmektedir. Yeni RNA transkriptlerinin 5" ila 3’ eklentisinin dogrultusu, transkripsivon yoni
olarak ifade edilmektedir; RNA ile ayn[3ekansa sahip clan ve RNA transkriptinin 5 ila 5’ ucu
olan DNA sarmaldizerinde bulunan sekans bdélgeleri, “yukar(y6nde sekanslar” olarak ifade
edilmektedir; RNA ile ayn[$ekansa sahip olan ve RNA transkriptinin 3’ ila 3" ucu olan DNA

sarmalllizerinde bulunan sekans bélgeleri, “asagyénde sekanslar” olarak ifade edilmektedir.

Koruyucu amino asit ikameleri, tipik olarak biyolojik sistemlerde sentezle vaslaslyla
olmasndan ziyade kimyasal peptit sentezi vasffasiyla dahil edilen dogal yollarla olusmayan
amino asit kalok[@rl] kapsayabilmektedir. Bunlar, peptidomimetikleri ve amino asit
parcalar@nl dider tersine cevrilmis veya sltasCdedistiriimis formlar Mkermektedir.

Dogal vyollarla olusan kallokldr, yaygl yan zincir ozelliklerine bagdlolarak slhlflara

bdlinebilmektedir:

1)hidrofobik: nérigsin, Met, Ala, Val, Leu, Ile;

2)noétr hidrofilik: Cys, Ser, Thr, Asn, Gin;

3)asidik: Asp, Glu;

Nbazik: His, Lys, Arg;

5)zincir ydnlendirmesini etkileyen kallk@ar: Gly, Pro; and
6)aromatik: Trp, Tyr, Phe.
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Ornedin,tutucu olmayan ikameler, bir diger sEEan bir eleman@ bu s@fkran bir tanesinin
bir elemanlnl donusimuni igerebilmektedir. Bu tarz ikame edilmis kallnk[@r, insan olmayan
antikorlarla homolog olan insan antikorunun bdélgelerine veya molekiliin homolog olmayan

bdélgelerine dahil edilebilmektedir.

Bu tarz dedisikliklerin yapmida, amino asitlerin hidropatik endeksi g6z 6nilinde
bulundurulabilmektedir. Her bir amino aside, hidrofobisite ve yiik 6zelliklerinin temelindeki bir
hidropatik endeks atanmistlr]l Bunlar: Izol6sin (+4.5); Valin (+4.2); Loésin (+3.8); Fenilalanin
{+2.8); Sistein/Sistin (+2.5); Metiyonin (+1.9); Alanin (+1.8); Glisin (-0.4); Treonin (-0.7);
Serin (-0.8); Triptofan (-0.9); Tirozin (-1.3); Prolin (-1.6); Histidin (-3.2); Glutamat (-3.5);
Glutamin (-3.5); Aspartat (-3.5); Asparajin (-3.5); Lisin (-3.9) ve Arjinindir (-4.5).

Bir proteinde interaktif biyolojik isleve danBlhashda hidropatik amino asit endeksinin dnemli
genellikle teknikte anlaslmhaktadlf] Kyte ve ark., J. Mol. Biol., 157:105-131 (1982). Belirli
amino asitlerin, benzer bir hidropatik endekse veya skora sahip olan diger amino asitler igin
ikame edilebildigi ve hala, benzer bir biyolojik aktiviteyi tutabildigi bilinmektedir. Hidropatik
endeksin esasida dedisikliklerin olusturulmasioda, burada tarif edilen ve/veya talep edilen
belirli yapl@ndirinalarda, hidropatik endekslerin 62 icerisinde oldugu amino asitlerin ikamesi
dahil edilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandlrinalarda, 61
icerisinde bulunanlar dahil edilmektedir ve burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli

yaplandlmnalarda, 60.5 icerisinde bulunanlar dahil edilmektedir.

Bunun yan[3[ra, benzer amino asitlerin ikamesinin, ¢zellikle biyolojik olarak iglevsel proteinin
veya bu sekilde olusturulan peptidin, mevcut durumda oldugu gibi imminclojik
yaplandimnalarda kullaniml icin  amagland@] hidrofilisite emelinde etkili  bir sekilde
olusturulabilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandalarda, bitisik
amino asitlerinin hidrofilisitesi ile kapsand@lgibi bir proteinin en buyilk lokal ortalama
hidrofilisitesi, immunojenesite ve antigenisit ile, bir baska ifadeyle proteinin bir biyolojik

ozelligi ile ilgilidir.

Asagdbki hidrofilisite degerleri, bu amino asit kalmk[@rnk atanmistidd arjinin {+3.0); lisin
{+3.0); aspartat (+3.0 =+ 1); glutamat (+3.0 + 1); serin (+0.3); asparajin (+0.2); glutamin
{+0.2); glisin (0); prolin (-0.4); treonin {-0.5 + 1); alanin (-0.5); histidin (-0.5); sistein (-1.0);
metiyonin {-1.3); valin (-1.5); 16sin (-1.8); izoldsin (-1.8); tirozin (-2.3); fenilalanin (-2.5); ve

triptofan (-3.4). Benzer hidrofilisite degerlerinin esasinda degisikliklerin olusturulmasinda,
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burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplBndnalarda, hidrofilisite dederlerinin £2
igerisinde oldugu amino asitlerin ikamesi dahil edilmektedir, burada tarif edilen ve/veya talep
edilen diger yapl@ndltinalarda, +1 igerisinde olanlar dahil edilmektedir ve burada tarif edilen
ve/veya talep edilen diger yaplandlinalarda, £0.5 icerisinde olanlar dahil edilmektedir. Bir
kisi, hidrofilisite temelinde birincil amino asit sekanslarbtlan epitoplartanmlayabilmektedir.
Bu bdlgeler ayrich “epitopik ¢ekirdek bolgeler” olarak da ifade edilmektedir.

Ornek teskil eden koruyucu amino asit ikameleri, Tablo 1'de belirlenmektedir.

Tablo 1: Amino Asit ikameleri

Orijinal Kal @t @&r Ornek Tegkil Eden Tkameler Tercih Edilen Tkameler
Ala Val, Leuy, Ile Val
Arg Lys, Gin, Asn Lys
Asn GIn GIn
Asp Glu Glu
Cys Ser, Ala Ser
Gln Asn Asn
Glu Asp Asp
Gly Pro, Ala Ala
His Asn, GIn, Lys, Arg Arg

Ile Leu, Val, Met, Ala, Phe, Norlésin Leu
Leu Norldsin, Ile, Val, Met, Ala, Phe Ile

Lys Arg, 1,4 Diamino-butirik Asit, GIn, Asn  |Arg
Met Leu, Phe, Ile Leu
Phe Leu, Val, Ile, Ala, Tyr Leu
Pro Ala Gly
Ser Thr, Ala, Cys Thr
Thr Ser Ser
Trp Tyr, Phe Tyr
Tyr Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val Ile, Met, Leu, Phe, Ala, Norldsin Leu

Teknikte tecriibbe sahibi bir kisi, burada iyi bilinen teknikler kullanl@rak belirlendigi gibi
polipeptidin uygun varyantlar@belirleyebilecektir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen
belirli yap@@dndlrinalarda, teknikte tecriibe sahibi kisi, aktivite igin 6nemli olduguna
inanthayan bolgelerin hedef haline getirilmesi ile aktivite yok edilmeden degistirilebilen
molekiliin uygun alanlariCbelirleyebilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen

belirli yaplandialarda, bir kisi, benzer polipeptitlerin araslbda korunan molekillerin
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kalok@rnke bélimlerini belirleyebilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
yaplandlrinalarda, biyolojik aktivite veya yapUicin onemli olabilen alanlar bile, biyolojik
aktiviteyi yok etmeksizin veya polipeptit yapLdlumsuz olarak etkilemeksizin koruyucu amino

asit ikamelerine tabi olabilmektedir.

Ek olarak, teknikte tecriibe sahibi bir kisi, aktivite veya yapUigin ¢nemli olan benzer
polipeptitlerde bulunan kallok[@rCbelirleyen yaplfonksiyon callsinalarmlinceleyebilmektedir.
Bu tarz bir klybslamanl EIginda, bir kisi, benzer proteinlerde aktivite veya yap(ChgEndan
onemli olan amino asit kalkldrmb tekabill eden bir proteinde amino asit kalklarhinl
dnemini tahmin edebilmektedir. Teknikte tecriibe sahibi kisi, bu tarz tahmin edilen onemli
amino asit kalnt[drnlnl kimyasal olarak benzer amino asit kalntlarnfercih edebilmektedir.

Teknikte tecriibe sahibi bir kisi, benzer polipeptitlerde bulunan yaphda ilgili Ug boyutlu yapd]
ve amino asit sekansml‘hnaliz edebilmektedir. Bu tarz bilgilerin [SIginda, teknikte tecriibe
sahibi bir kisi, (¢ boyutlu yaplyh gére bir antikorun amino asit kallntldrilnl hizalanmasnhl]
tahmin edebilmektedir. Teknikte tecriibe sahibi kisi, bu tarz kalk@@r diger molekiillerle
dnemli etkilesimlerin icerisine dahil edilebildikleri icin, proteinin ylizeyinde tahmin edilecek
olan amino asit kalbtl@rnb radikal dedisikliklerin clusturuimamashlC$ecebilmektedir. Dahas[]
teknikte tecribe sahibi kisi, her bir istenilen amino asit kallbklslnda tek bir amino asit
ikamesini iceren test varyantlarblusturabilmektedir. Varyantlar, teknikte tecriibe sahibi
kisilerce bilinen aktivite deneyleri kullanldrak gdérintilenebilmektedir. Bu tarz varyantlar,
uygun varyantlar hakkda olan bilgilerin bir araya getirilmesi igin kullan@@bilmektedir.
Ornedin, birisinin, belirli bir amino asit kalEM yap@n bir dedisimin, yok edilmis, arzu
edilmeyecek sekilde azaltlthls! uygun clmayan aktivite ile sonuclanmaslChalinde, bu tarz bir
dedisimi kapsayan varyantlar dnlenebilmektedir. Bir bagka ifadeyle, bu tarz rutin deneylerden
bir araya getirilen bilgilerin esasla, teknikte tecriibe sahibi kisi hali hazFdla diger ikamelerin
tek baslarinb veya diger mutasyonlarla kombinasyon halinde engellenmesi gerektigi amino

asitleri belirleyebilmektedir.

Belirli saylda bilimsel yaymlar, ikincil yaphlal tahminine adanmigtEl Bkz. Moult J., Curr. Op. in
Biotech., 7(4):422-427 {1996), Chou ve ark., Biochemistry, 13(2):222-245 (1974); Chou ve
ark., Biochemistry, 113(2):211-222 (1974); Chou ve ark., Adv. Enzymol, Relat. Areas Mol.
Biol., 47:45-148 (1978); Chou ve ark., Ann. Rev. Biochem., 47:251-276 and Chou ve ark.,
Biophys. 1., 26:367-384 (1979). Dahas[] glinimiizde ikincil yaphln tahmin edilmesine
yardmcOolmasTicin bilgisayar programlarCitemin edilebilmektedir. Ikincil yapmnl tahmin
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edilmesine dair bir yéntem, homoloji modellemesine dayanmaktad@ Ornedin, %30'dan daha
buylk bir sekans 0Ozdesligine veya %40'dan daha bilylk bir benzerlie sahip olan iki
polipeptit veya protein, benzer yaplshl topolojilere sahiptir. Protein yaplshl veri tabannlnl
(PDB) son zamanlarda clan blytmesi, polipeptit veya protein yaplsLicerisinde potansiyel kat
say[ssahil olmak (zere, ikincil yaphinl gelismis tahmin edilebilirligini saglamistE] Bkz. Holm
ve ark., Nucl. Acid. Res., 27(1):244-247 (1999). Sunulan bir polipeptitte veya proteinde k(siI]
saylda bir ki [m @ mevcut olmas[¥e dnemli sayldh yaplar ¢oziildiginde, yap&al 6ngériniin
carplcColarak daha dogru hale gelecedi énerilmistir (Brenner ve ark., Curr. Op. Struct. Biol.,
7(3):369-376 (1997)).

Ikincil yapAln dngdrillmesine dair ek yéntemler, “bagdlantiI™ (Jones, D., Curr. Opin. Struct.
Biol., 7(3):377-87 (1997); Sippl ve ark., Structure, 4(1):15-19 (1996)), “profile analysis”
{Bowie ve ark., Science, 253:164-170 (1991); Gribskov ve ark., Meth, Enzym., 183:146-159
{1990); Gribskov ve ark., Proc. Nat. Acad. Sci., 84(13):4355-4358 (1987)) ve “evrimsel
baglantiI™l(bkz. Holm, supra {1999) ve Brenner, supra (1997)) icermektedir.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapl@ndimalarda, antikor varyantlar(]
glikosilasyon alanflfl saySIAA ve/veya tiirlinin, ana bir polipeptitin amino asit sekanslarbb
klyasla dedistirildigi glikosilasyon varyantlarCcermektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep
edilen belirli yaplandlimalarda, protein varyantar(natif proteinden daha fazla veya daha az
saylda N-bagl[glikosilasyon alanlarlfkermektedir. Bir N-baglCglikosilasyon bdlgesi, asagldaki
sekansla karakterize edilmektedir: Asn-X-Ser veya Asn-X-Thr, burada X olarak tasarlanan
amino asit kallbk(sld prolin haricinde herhangi bir amino asit kallnklS[olabilmektedir. Bu
sekansm olusturulmasl yonelik amino asit kalmk@@rDln ikamesi, bir N-baglCkarbonhidrat
zincirinin eklentisi igin potansiyel yeni bir bdlgesini saglamaktadltl Alternatif olarak, bu
sekans[Jelimine eden ikameler, N-bagl[dkarbonhidrat zincirinin var olmashl]ortadan
kaldlrdcaktlrl Bunun yan($[d, bir veya birden fazla N-baglCglikosilasyon alannlnl (tipik olarak
dogal yollarla olusanlar) elimine edildigi ve bir veya birden fazla yeni N-baglalan(nl
olusturuldugu N-baglCkarbonhidrat zincirlerinin tekrardan bir diizenlenmesi saglanmaktadic]
Ek tercih edilen antikor varyantlar[dbir veya birden fazla sistein kallbtSInlnl ana amino asit
kallnkSInk klyhsla bir diger amino asitten (Or. serin) silindigi veya bir diger amino asit igin
ikame edildigi sistein varyantlar@Cigermektedir. Antikorlar, g¢ozilmeyen inliizyon korlarnlnl
izolasyonundan sonraslida oldudu gibi, biyolojik olarak aktif bir uygunluga tekrardan
katlanmak durumunda oldugunda, sistein varyantlar( kullanslC] olabilmektedir. Sistein

varyantlarClgenellikle natif proteinden daha az sistein kallnkisne sahiptir ve genellikle
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eslesmemis sisteinlerden ortaya ¢lkbn etkilesimleri minimize etmesi icin esit bir saylyh

sahiptir.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapl@ndinalara gére, amino asit ikameleri:
{1) proteolize olan duyarllfhzaltan, (2) oksidasyona olan duyarlllfihzaltan, (3) protein
komplekslerinin olusturulmasOicin badlaycaffiniteyi dedistiren, (4) badlaykaffiniteleri
degistiren vefveya (4) bu tarz polipeptitlerde dider fizyokimyasal veya islevsel 6zellikleri
sunan veya degistiren ikamelerdir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
yaplandalara gore, tek veya cok saylda amino asit ikamesi (burada tarif edilen ve/veya
talep edilen belirli yaplandkmalarda, koruyucu amino asit ikameleri), dodal yollarla olusan
sekansta (burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapl@ndirmalarda, molekiiller aras]
temaslar[blusturan alanlarid dislnida bulunan polipeptit béliminde) olusturulabilmektedir.
Burada tarif edilen ve/veya talep edilen bir koruyucu amino asit ikamesi terimi, tipik olarak
ana sekansnl yaplsal dzelliklerini bliylik dlgiide degistirmemelidir (6r. bir yedek amino asidin,
ana sekansta olugan bir sarmal(Roparmaya veya ana sekans[Rarakterize edilen ikincil yap[nlnl
diger tdrlerini bozmaya meyilli olmalldl}. Teknikte bilinen polipeptit ikincil ve Gglncil
yapl@rm oOrnekleri, Proteins, Structures and Molecular Principles (Creighton, Ed., W. H.
Freeman and Company, New York (1984)); Introduction to Protein Structure (C. Branden
and 1. Tooze, eds., Garland Publishing, New York, N.Y. (1991)); ve Thorntonve ark. Nature
354:105 (1991) referans(nda tarif edilmektedir.

Burada kullan@n “polipeptit fragman”, bir amino terminal ve/veya karboksi terminal
delesyona sahip olan bir polipeptidi ifade etmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen
belirli yaplandltnalarda, fragmanlar, en az 5 ila 467 amino asit uzunlujundadit] burada tarif
edilen ve/veya talep edilen belifli yaplandialarda, fragmanlarl, en az 5, 6, 8, 10, 14, 20,
50, 70, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 veya 450 amino asit uzunlugundadIrl

Peptit analoglar genellikle sablon peptidinkilere analog olan &zelliklere sahip peptit olmayan

ilaglar olarak farmasétik endistrisinde kullanlaktadll Bu peptit olmayan bilesik tiirleri,

“peptit mimetikleri” veya “peptidomimetikler” olarak terimlendirilimektedir. Fauchere, J. Adv.

Drug Res. 15:29 {1986); Veber and Freidinger TINS p.392 (1985); ve Evans ve ark. J. Med.
Chem. 30:1229 (1987). Bu tarz bilesikler genellikle bilgisayarla islenmis molekiler modelleme
yvardimbda gelistiriimektedir. Yaplshl olarak terapétik olarak kullanlCpeptitlere benzer olan
peptit mimetikleri, benzer bir terapotik veya profilaktik etkinin  Uretilmesi igin

kullanlabilmektedir. Genellikle peptidomimetikler, insan antikoru gibi bir paradigma
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polipeptidine (6r. biyo kimyasal bir ozellie veya farmakolojik aktiviteye sahip olan bir
polipeptit) yaplsal olarak benzerdir, fakat teknikte iyi bilinen yontemler ile -CH;NH-, -CH,S-, -
CH,-CH,-, -CH=CH-(cis ve trans), -COCH, -, -CH{(OH)CH; - ve -CH,SO-'dan olusan gruptan
secilen bir baglant(le tercihe baglCdlarak dedistirilen bir veya birden fazla peptit badlantsna
sahiptir. AynOiirde bir D amino asit (or. L-lizin yerine D-lizin) ile bir konsenslis sekansmlnl bir
veya birden fazla amino asidinin sistematik ikamesi, daha stabil proteinlerin Uretilmesi igin
burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandiimalarda kullanlabilmektedir. Ek
olarak, bir konsenstis sekans[Yeya blylk 6l¢lide benzer konsensls sekans varyantinliceren
shldCpeptitler, 6rnedin peptidi siklize eden intramoclekiler disiilfit koprilerini olusturabilen
dahili sistein kallbtl3driblekleyerek, teknikte {Rizo and Gierasch Ann. Rev. Biochem. 61:387
{1992)) bilinen yontemler ile Uretilebilmektedir.

“Antikor” veya “antikor peptitleri”, bir bozulmamisl antikoru veya bunun, badlantih 6zgl
bozulmam(E antikorla miicadele eden bir baglant[fragmanlCifade etmektedir. Burada tarif
edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandlonalarda, baglantCdragmanlar[drekombinant DNA
teknikleri ile Gretilmektedir. Burada tarif edilen vefveya talep edilen belirli yaplandlrinalarda,
badlantd fragmanlar[d bozulmam(sl antikorlar enzimatik veya kimyasal bolinme ile
uretilmektedir. Badlant[Fragmanlar[JksKlaycl bimayacak sekilde Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv ve
tek zincirli antikorlarCkermektedir.

“Ag[Hzincir” terimi, bir OPGL'ye Ozglillilk kazandlmnak icin yeterli degisken bolge sekansinb
sahip herhangi bir polipeptidi icermektedir. “Hafif zincir” terimi, bir OPGL'ye &zglillik
kazand[rinak icin yeterli dedisken bdlge sekansith sahip herhangi bir polipeptidi icermektedir.
Tam uzunlukta aglcdbir zincir, degdisken bir bélge alan{Vy) ve (ic sabit bolge alanml{Cx1,
Cy2 ve C3) icermektedir. Vy alanldpolipeptidin amino terminaldedir ve Cy3alanlarJkarboksi
terminaldedir. Burada kullan@@n “AgElzincir” terimi, tam uzunlukta bir agdzinciri ve bunun
fragmanlarlCkapsamaktadlr] Tam uzunlukta bir hafif zinciri, bir degisken bélge alanbl{V,)
ve bir sabit bélge alan@l{C,) icermektedir. Aglrizincire benzer olarak, hafif zincirin degisken
bélge alanldpolipeptidin amino terminalindedir. Burada kullanl@n “hafif zincir” terimi, tam
uzunlukta bir hafif zinciri ve bunun fragmanlariCkapsamaktadt] Bir Fab fragman([dbir hafif
zincirden ve Cyl'den ve bir agld zincirin degisken bolgelerinden olusmaktadlrl Bir Fab
molekiiliiniin adlcizinciri, bir diger agizincirli molekdl ile bir disiilfit bag[blusturamamaktad|cl
Bir Fab’ fragman[dCy1 ve C,2 alanlarChraslida birden fazla sabit bélgeyi iceren bir hafif
zinciri ve bir agld zinciri icermektedir, bu sekilde bir zincir arasCHisiilfit bag, bir F(ab’)2

molekilli olusturmak icin iki adlrlzincir arasioda olusturulabilmektedir. Fv bdlgesi, aglve
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hafif zincirlerden dedisken bolgeleri icermektedir, fakat sabit boélgelerden yoksundur. Tek

zincirli antikorlar, aglt] ve hafif zincirli degisken bdlgelerin, bir antijen bagdlaylclbolgeyi

olusturan tek bir polipeptit zincirini olusturmasCigin esnek bir baglaylcllle bagland@l Fv

molekdlleridir. Tek zincirli antikorlar, WO 88/01649 ve ABD 4,946,778 ve 5,260,203 Sayllll
Patent Dokiimanlarhida kapsamibir sekilde agKlanmaktad[t]

Bir “multispesifik” veya “multi islevsel” antikordan bagka bir bivalent antikorun, belirli
yap@ndicmalarda genellikle benzer baglantd bdélgelerinin hepsine sahip oldugu
anlaglmaktadir]

Bir antikor fazlal@L] karskl reseptére baglanan reseptér miktarmlCI(bir /n wvitro rekabetci
baglama deneyinde olglldiigi gibi) yaklaskl %20, %40, %60, %80, %85 veya daha fazla
oranla azalttl@ida bir antikor, bir reseptore bir ligand yapBmashiCblylik oélgide inhibe
etmektedir.

“Epitop” terimi, bir immiinoglobuline veya T-hiicresi reseptériine spesifik olarak baglanabilen
herhangi bir polipeptit determinantlarCicermektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen
belirli yapldndlrinalarda, epitop determinantlarldamino asitler, seker tarafFincirler, fosforil
veya sllfonil gruplar gibi molekdllerin kimyasal olarak aktif yizey gruplarblicerebilmektedir
ve spesifik ¢ boyutlu yaplhl Ozelliklere vefveya spesifik ylikleme o6zelliklerine sahip
olabilmektedir. Bir epitop, bir antikor ile baglanan bir antijen bdlgesidir. Burada tarif edilen
ve/veya talep edilen belirli yapl@andfialarda, bir antikorun, tercihe baglColarak proteinlerin
ve/veya makromolekiillerin bir kompleks karlsimfkla hedef antijenini tanldi@nda bir antijeni
spesifik olarak badland@lkoéylenmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
yaplandlmnalarda, bir antikorun, ayrilsma sabiti <1 mM oldujunda, burada tarif edilen
ve/veya talep edilen belirli yaplandinalarda, ayr§na sabiti <100 mM oldugunda ve burada
tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandIrinalarda, ayriSima sabiti £10 nM oldugunda

bir antijeni spesifik olarak bagland(36ylenmektedir.

Burada kullanId@iizere, “madde” terimi, kimyasal bir bilesigi, kimyasal bilesiklerin bir

kar[sIm Ol Ibiyolojik bir makromolekill veya biyolojik maddelerden olusturulan bir ekstrakt[]
belirtmektedir.

Burada kullanld@l{izere, “isaret” veya “isaretli” terimleri, isaretlenmis avidin ile (6r. optik

veya kalorimetrik yontemler ile tespit edilebilen floresan bir isaretleyiciyi veya enzimatik

aktiviteyi igeren streptavidin) tespit edilebilen biyotinil pargalarinl bir polipeptidine radyo
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isaretli amino asidin dahil edilmesi veya badlantSLD sayesinde tespit edilebilir bir
isaretleyicisinin dahil edilmesini ifade etmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen
belirli yapl@ndltnalarda, isaret veya isaretleyici de terapétik olabilmektedir. Isaretleyici
polipeptitlerin  ve  glikoproteinlerin  cesitli  yontemleri  teknikte  bilinmektedir ve
kullanl3dbilmektedir. Polipeptitlerin isaretlerinin  érnekleri, kBEhy[C] olmayacak sekilde
asadldiakileri icermektedir: radyoizotoplar veya radyoniklidler (¢r. 3 H, 14 C, 15N, 35 S, 90
Y, 99 Tc, 111 In, 125 I, 131 I), floresan isaretler (6r. FITC, rodamin, lantanid fosforlar(}j
enzimatik isaretler (6r. yaban turbu peroksidaz[Jp-galaktosidaz, lusiferaz, alkalin fosfataz),
kemiliiminesan, biyotinil gruplar veya ikincil bir haberci (6r. 16sin fermuar ¢ifti sekanslarld
ikincil antikorlarl badlaycIbolgeleri, metal badlayclalanlar, epitop etiketleri} ile tanmlanan
dnceden belirlenmis polipeptit epitoplarlJBelirli yaplandinalarda, isaretler, potansiyel sterik

engelin azaltIhaskin gesitli uzunluklarda aralaylc[Rollar ile baglanmaktadir]

Burada kullanf@n “biyolojik numune” terimi, kisEaycl blmayacak sekilde, bir canlCarlktan
veya Onceden canllbir varllktan allmbn herhangi bir madde miktarilicermektedir. Bu canld
varlklar, kisEaylcl blmayacak sekilde insanlar, fareler, maymunlar, slcanlar, tavsanlar ve
diger hayvanlarCcermektedir. Bu maddeler, kan, serum, idrar, hiicreler, organlar, dokular,

kemik, kemik ilidi, lenf digimleri ve cildi icermektedir.

“QOsteopenik rahatsEk" terimi, klskhylcl bimayacak sekilde osteoporoz, osteopeni, Paget
hastallgl 1 litik kemik metastazlar[d periodontitis, romatoid artrit ve immobilizasyona baglC]
kemik kaybnlCkermektedir. Bu kemik rahatsZlKlarioh ek olarak, belirli kanserlerin, osteoklast
aktivitesini arttlcd@ve meme, prostat ve multipl miyelom gibi kemik rezorpsiyonunu
indikledigi bilinmektedir. Bu kanserler, kemikte OPGL'nin askI&kspresyonu ile sonuclanan ve

osteoklast saylslnb ve aktivitesine yol agan faktdrleri Girettigi bilinmektedir.

Burada kullanldigTizere, “farmasotik madde” veya “ilag”, bir hastaya uygun bir sekilde
uygulandidinda, istenilen bir terapotik etkiyi harekete gecirebilen bir kimyasal bilesigi veya

bilesimi ifade etmektedir.

Burada kullanId@izere, “modilator” terimi, bir molekil aktivitesini veya islevini degistiren
bir bilesiktir. Ornedin, bir modiilatdr, modlatér yoklugunda gézlemlenen aktivite veya islev
biylkligine kihsla bir molekdlin belirli bir aktivitesinin veya iglevinin blyakligiinde bir
artlsh veya azalmaya yol acabilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli

yaplandlrinalarda, bir modilatdr, bir molekdlin en az bir aktivitesinin veya iglevinin
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blyUkligind azaltan bir inhibitérdir. Bir molekiiliin belirli drnek teskil eden aktiviteleri ve
islevleri, klsiaylclJoimayacak sekilde baglantClaffinitesini, enzimatik aktiviteyi ve sinyal
iletimini icermektedir. Belirli drnek teskil eden inhibitérler, kisHhayIcl lolmayacak sekilde
proteinler, peptitler, antikorlar, peptit antikorlar[] karbonhidratlar veya kiiclk organik
molekilleri igermektedir. Peptikorlar, G6rnedin WO001/83525 SayldPatent Dokiimaniida
agKlanmaktadlrl

Burada kullanld@dizere, “blyik Olglide saf” terimi, mevcut basknl tiirlerdir (6rn. bir baska
ifadeyle, bir molar bazda, bilesimde herhangi bir dijer bireysel tiirden daha boldur). Burada
tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapland(rinalarda, bliyiik dlglide saf bir molekiil, nesne
tirlerinin, mevcut olan tiim makromolekiiler tirlerin en az %50sini (molar bir bazda) icerdigi
bir bilesimdir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapI@ndlinalarda, biiyik 6lgiide
saf olan bir bilesim genellikle bilesimde mevcut olan tim makromolekiler tlrlerin yaklask
%80, %85, %90, %95 veya %99'dan daha fazlashiCicerecektir. Burada tarif edilen ve/veya
talep edilen belirli yaplandlrinalarda, nesne tirleri, bilesimin esasen tek makromolekiler
tirlerden olustugu esas homojenlige arindiihaktadcl(kontaminant tiirleri, geleneksel tespit

yontemleri sayesinde bilesimde tespit edilememektedir).

Hasta terimi, insan ve hayvan denekleri icermektedir.

Mevcut bagvuruda, tekil kullanimJaksi agkta belirtiimedikge codulu icermektedir. Mevcut
basvuruda, aksi belirtiimedikge “veya” kullanm[1“ve/veya” anlambk gelmektedir. Dahasl]

“iceren” terimi ve bunun yan[3[d, “icermektedir” ve “icermistir” gibi diger formlar ksihay ]

degildir. AynCkamanda, “eleman” veya “bilesen” gibi terimler, elemanlarCe bir birimi ve
elemanlarCigeren bilesenleri ve aksi ackta belirtiimedikge, bir alt birimden daha fazlashld

iceren bilegenleri kapsamaktad(Fl

Sitokinlerin timdr nekroz faktorl (TNF) ailesinin bir eleman[blan Osteoprotegerin Ligand
{OPGL), osteoklastlarl olusumunda yer almaktadll Artan osteoklast aktivitesi, menopoz
sonras[bsteoporoz, Paget hastalGldlitik kemik metastazCve romatoid artrit dahil bir dizi
osteopenik rahatsZlkla iliskilidir. Bu sekilde, OPGL aktivitesinde olan bir azalma, osteoklast
aktivitesinde bir azalmaya yol acabilmektedir ve osteopenik rahatsizlklarll siddetini
azaltabilmektedir. Bulusun belirli yaplandimalarlmh gére, OPGL'ye yonlendirilen antikorlar,
kisilay(cl lolmayacak sekilde yukarlda bahsi gegenleri igeren osteopenik rahatszlKlar(nlnl

tedavi edilmesi igin kullanT8bilmektedir.
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Mevcut bulusun belirli yapldndltinalarioda, insan osteoprotegerin liganda (OPGL) kars
tamamen insan olan bir monoklonal antikor saglanmaktadlrl Burada tarif edilen ve/veya talep
edilen belirli yap@@ndlinalar, adlrl ve hafif zincirli imminoglobulin molekilleri kodlayan
sekanslarClve bu molekilleri iceren amino asit sekanslarfld 6zellikle dedisken bélgelere
tekabll eden sekanslarOicermektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
yapl@ndlnalar, spesifik olarak CDR1 ila CDR3 arasiobdan tamamlay[cllk] belirleyici bélgelere
(CDR'leri) tekabil eden sekanslarlikermektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
yaplandnalara gére, bu tarz bir immiinoglobulin molekiilii ve monoklonal antikoru eksprese
eden bir hibridom hiticre dizisi de saglanmaktadlt] Burada tarif edilen ve/veya talep edilen
belirli yapI@ndlmnalarda, insan OPGL'ye kargllsaflastiIthlsl insan monoklonal antikor

saglanmaktadlr]

Yapay maya kromozomlariida (YACler) megabaz boyutlu insan lokuslarblCklonlayabilme ve
yeniden olusturabilme ve bunlar(Ifare germ hattlnh dahil edebilme kabiliyeti, oldukca bliytik
veya kabaca eglestiriimis lokuslarid islevsel bilesenlerini acklida kavusturma ve insan
hastan kullanElC] modellerinin  Gretilmesi  yaklasmbl sadlamaktadltd ~ Dahas[] insan
esdederleri ile fare lokuslari ikamesine yonelik bu teknolojinin kullan@ [Jgelisimleri, diger
sistemlerle iletisimleri ve hastal@nl indlksiyonunda ve ilerlemesinde dahil olmalarC&snasinda

insan gen Uriinlerinin ekspresyonuna ve regiilasyonuna benzersiz bilgiler sadlayabilmektedir.

Bu tarz bir stratejinin dnemli bir pratik uygulamas(] fare humoral immin sisteminin

“insanlasthas@. Insan immiinoglobulin (Ig) lokuslarM@, endojen Ig genlerinin etkisiz

hale getirildigi farelere verilmesi, antikorlarid programlanm(sl ekspresyonunun altbda yatan
mekanizmalar¥e antikorlar@l tertibatlnlve ayn[Zamanda B hiicresi gelisiminde olan rollerini
inceleme flr$atCIsunmaktadel Dahas[d] bu tarz bir strateji, tamamen insan monoklonal
antikorlarnl (MAb’ler) Gretimi igin bir kaynak saglayabilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya
talep edilen belirli yapI@ndlmnalarda, tamamen insan antikorlardan, fare veya fare tirevi
Mab'lere 6zgl immiinojenik ve alerjik yanElarCninimize etmesi ve bu sekilde, uygulanan
antikorlar@ verimliligini ve giivenlidini arttEinasbeklenmektedir. Burada tarif edilen ve/veya
talep edilen belirli yapIand(omalar, tekrar eden antikor uygulamalarblicerebilen, osteoporoz,
inflamasyon, otoimmtinite ve kanser gibi kronik ve niikseden insan hastalKlar[nlnl tedavisinde

kullanma yonelik tamamen insan antikorlar(dIL]
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Bir kisi, bu farelerin, fare antikorlarll yoklugunda insan antikorlarCdiretmesi beklentisinde
insan Ig lokuslarmnl biyuk fragmanlarClle fare antikoru Uretiminde eksik fare suslarl]
tasarlayabilmektedir. Biyiik insan Ig fragmanlar[1biiyik degisken gen gesitliligini ve ayn(]
zamanda antikor Gretiminin ve ekspresycnunun uygun regllasyonunu koruyabilmektedir.
Antikor gesitlendirmesi ve segimi igin fare makinesinden ve insan proteinlere immiinolojik
toleransm yoksunlugunu kullanarak, bu fare suslarlda yeniden iretilmis insan antikor
repertuvarl]insan antijenleri dahil olmak (izere herhangi bir ilgili antijene kargClylksek
affiniteli antikorlarCkunabilmektedir. Hibridom teknolojisi kullan@@rak, arzu edilen 6zgulligu

iceren antijene ¢zgli insan MAb'ler Uretilebilmekte ve secilebilmektedir.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandnalarda, bir kisi, insan degisken

bdlgeleri ile birlikte insan bagka tirlerden gelen sabit bélgeleri kullanabilmektedir.

Dogal Yollarla Olusan Antikor Yap[s]

Dogdal yollarla olusan antikor yap[sal birimler tipik olarak bit tetrameri icermektedir. Her bir
tetramer tipik olarak polipeptit zincirlerin iki 6zdes ciftten olusmaktadlt) her bir ¢ift, tam
uzunlukta bir “hafif” (belirli yap@andtinalarda, 25 kDa) ve tam uzunlukta bir “ag[T zincire
{belirli yaplandirmalarda, yaklagskl 50-70 kDa) sahiptir. Her bir zincirin amino-terminal
boliimii, yaklasKl olarak 100 ila 110 degisken bir bélgeye veya antijen tanmilanmasdan
birincil derecede sorumlu olan daha fazla amino asidi igermektedir. Her bir zincirin karboksi-
terminal bolimd, tipik olarak efektdr islevinden sorumlu olabilen bir sabit bdlgeyi
belirlemektedir. Insan hafif zincirleri, tipik olarak kappa ve lambda hafif zincirleri olarak
shiflandfIhaktadc] Aglczincirler, mu, delta, gama, alfa veya epsilon olarak shlfland Elhakta
ve slrdslya IgM, IgD, IgG, IgA ve IgE olarak antikor izotopunu belirlemektedir. IgG, kiskby[cT]
olmayacak sekilde IgG1, IgG2, IgG3 ve 1gG4 iceren cesitli alt siolffara sahiptir. IgM, kSEhy (T
olmayacak sekilde IgM1 ve IgM2%i iceren alt siolflara sahiptir. IgA, kisKhykl bimayacak
sekilde IgAl ve IgA2'yi iceren alt slolflara benzer bir sekilde bolinmektedir. Tam uzunlukta
hafif ve agldzincirler icerisinde, tipik olarak dedisken ve sabit bolgeler, yaklaskl olarak 10
daha fazla amino asidin bir "D" bdlgesini iceren agdzincir ile yaklaskl olarak 12 veya daha
fazla amino asidin bir ")” bolgesi ile birlestiriimektedir. Bkz. 6rn. Fundamental Immunology
Ch. 7 (Paul, W., ed., 2nd ed. Raven Press, N.Y. (1989)) Her bir hafif/agldlzincir ciftinin

degisken bdlgeleri, tipik olarak antijen baglama bolgesini olusturmaktadIt]
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Degisken bolgeler tipik olarak, (¢ hiper dedisken bdlge ile birlestirilen, aynOzamanda
tamamlay(clIK] belirleyici bolgeler veya CDR'ler olarak adlandfldn nispeten tutulmus gerceve
bélgelerinin (FR) aynLdenel yapslnl $ergilemektedir. Her bir giftin iki zincirinden CDR'ler, bir
spesifik epitopa badlanmaya izin verebilen cerceve bdlgeleri ile hizalanmaktadlrl N-
terminalinden C terminaline, hafif ve agflzincirli degisken bélgeler, tipik olarak FR1, CDR1,
FR2, CDR2, FR3, CDR3 ve FR4 alanlarlikermektedir. Her bir alana amino asitlerin atanmas(]
tipik olarak lgili Immiinolojik Proteinlerin Kabat Dizilerinin TanmlarGle uyumludur (National
Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 and 1991)), or Chothia & Lesk 1. Mol. Biol.
196:901-917 (1987); Chothia ve ark. Nature 342:878-883 (1989).

Bispesifik veya Cift Islevli Antikorlar

Bispesifik veya cift islevli antikor, iki farklCBdEihafif zincir ciftlerine ve iki farklCbaglaycd
bdlgeye sahip olan yapay bir hibrit antikordur. Bispesifik antikorlar, k&EhycT blmayacak
sekilde hibridomlar@l fiizyonu veya Fab’ fragmanlarinld baglantls[ Hahil olmak lizere gesitli
yontemlerle Uretilebilmektedir. Bkz. 6rn. Songsivilai & Lachmann Clin, Exp. Immunol. 79:
315-321 (1990), Kostelny ve ark. J. Immunol. 148:1547-1553 (1992).

Antikorlar(n Preparasyonu

Spesifik olarak OPGL'ye baglanan belirli antikorlar, bulus tarafindan kapsanmaktadlr]l Burada
tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandtalarda, antikorlar, tam uzunlukta OPGL,
OPGL'nin c¢ozilebilir formlarClveya bunlaril bir fragmanbl]iceren imminizasyon ile
uretilebilmektedir. Burada arif edilen ve/veya talep edilen belirli yapI@nd[rinalarda, bulusun
antikorlar(d poliklonal veya monoklonal olabilmektedir vefveya rekombinant antikorlar
olabilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandmalarda, bulusun
antikorlar[J ornegin insan antikorlarCliretebilen transjenik hayvanlarid imminizasyonu ile
hazlianan insan antikorlardirl(bkz. érnegin, PCT YayDlanmlsIWO 93/12227 Say[IBasvuru).

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandialarda, o OPGL-1'in hafif ve agl
zincirli degisken bdélgelerin tamamlay(cllk] belirleyici bolgeleri (CDR’ler), aynCeya bir diger
tiirden cerceve bdlgelerine {FRler) asl@nabilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep
edilen belirli yapIandinalarda, «. OPGL-1'in hafif ve agdzincirli dedisken bélgelerin CDRleri,
konsensus insan FR'lere asl@nabilmektedir. Konsensis FR'lerin olusturulmasCicgin, burada

tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandlrnalarda, gesitli insan agllzincirli veya hafif
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zincirli amino asit sekanslardan FR'ler, bir konsenstis amino asit sekanslClanmlanmak igin
hizalanabilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandlmnalarda, o.OPGL-
1 agdlrlzincirin veya hafif zincirin FR'leri, farklCaglribir zincirden veya hafif bir zincirden FR'lerle
degistiriimektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandltinalarda, o OPGL-
1'in agl ve hafif zincirlerinin FR'lerinde nadir amino asitler degistirilmezken, FR amino
asitlerin geri kalan[CHegistiriimektedir. Nadir amino asitler, genellikle FR'lerde bulunmadlklar[]
konumlarda bulunan spesifik amino asitlerdir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
yap@ndlrialarda, «OPGL-1'den asl@nml degisken bdlgeler, aOPGL-1'in sabit bélgesinden
farkiCblan bir sabit bdlge ile kullanIdbilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen
belirli yaplandlrinalarda, asllltlegisken bélgeler, tek zincirli bir Fv antikorunun balimidar.
CDR asl@nmasl]érnedin ABD 6,180,370, 5,693,762, 5,693,761, 5,585,089 ve 5,530,101
SaylIPatent Dokiimannda agklanmaktadlrl

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapl@ndrinalara gore, burada tarif edilen
ve/veya talep edilen antikorlar, eklenen genomu igeren insan antikorunun dnemli bir
béliimiine sahip olan, endojen, mirin, antikorlar Gretiminde yetersiz kalan bir transjenik
farenin kullanm( vasfasila hazidanmaktadlel Daha sonrasiida, bu fareler, insan
immdunoglobulin - molekilleri ve antikorlarC Gretebilmektedir ve mdrin  immidnoglobulin
molekiillerin ve antikorlar@ Gretiminde yetersizdir. Bu sonuca ulaslhasOicin kullanl3@n
teknolojiler, patentlerde, bagvurularda ve burada tarifnamede tarif edilen referanslarda tarif
edilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapldndlinalarda, bir kigi, PCT
YaylmlanmisIWO 98/24893 SaylllBasvuruda tarif edilenler gibi yontemleri kullanabilmektedir.
Bkz. Mendez ve ark. Nature Genetics 15:146-156 {1997),

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapI@nd[tinalara gére, OPGL'ye ¢zgi tamamen
insan monoklonal antikorlar, asagidbki gibi iiretilmektedir. Insan immiinoglobulin genleri
iceren transjenik fareler, ilgili antijen ile immunize edilmektedir. AntikorlarCeksprese eden
farelerden lenfatik hiicreler {(6rnedin B-hlicreleri) elde edilmektedir. Bu geri kazanlil(s]
hiicreler, dlimsiz hibridom hicre dizilerini hazamak igin bir miyelom hiicre dizisi ile
kaynaslkl olabilmektedir ve bu hibridom hcre dizileri, ilgili antijene 6zgi antikorlar[{ireten
hibridom hiicre dizilerini belirlemek icin géruntilenmekte ve secilmektedir. Bulusun belirli
yaplandlrinalarioda, OPGL'yve 6zgii antikorlarCXireten bir hibridom hiicre dizisinin Gretimi
saglanmaktad|(cl
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Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapIdnditnalarda, antikorlar, hibridom dizileri
{AMG 6.1, AMG 6.4, AMG 6.5, AMG 7.1 ve AMG 7.2) ile uretilmektedir. Burada tarif edilen
ve/veya talep edilen belirli yapldndlrinalarda, antikorlar, hibridom dizileri (AMG 6.1, AMG 6.4
ve AMG 6.5) ile dretilmektedir. Burada tarif edilen wve/veya talep edilen belirli
yapl@dndenalarda, antikorlar, yaklasKlolarak 0.23 ve 0.29 nM arashkla bir ayr§hna sabiti (Kd)
ile OPGL've badlanmaktadlc]l Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapI@ndItinalarda,
antikorlar, 0.23 nM'den daha az bir Kd ile OPGL'ye baglanmaktadlrl

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandialarda, antikorlar, IgG2 izotipinden
olusmaktadlr] Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapIdndialarda, antikorlar, bir
insan kappa hafif zinciri ve bir insan IgG2 agld zinciri icermektedir. Burada tarif edilen
ve/veya talep edilen belirli yapl@ndlrinalarda, antikorlar, memeli hiicrelerde ekspresycn igin
klenlanm[sti] Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandinalarda, antikorlar(al
dedisken bélgeleri, IgG2 izotipi icin sabit bolgeden bagka bir sabit bdlgeye baglanmaktadlt]

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapIandinalarda, «OPGL-1'in adElve hafif
zincirlerine tutucu modifikasyonlar (ve kodlaycLhikleotidlere ilgili modifikasyonlar), o OPGL-
l'inkilere benzer islevse ve kimyasal Ozelliklere sahip olan OPGL'ye antikorlar[liretecektir.
Buna kargln, o«OPGL-1in islevsel ve/veya kimyasal oOzelliklerindeki bu tarz blylk
modifikasyonlar, (a) drnegin bir tabaka veya sarmal konformasyon olarak ikame alandaki
molekiiler temelin yaplsinln, (b) hedef alanda molekiliin yikintn veya hidrofobisitesinin
veya (c) yan zincirin kitlesinin sirdiiriiimesinde etkilerini dnemli dlglide dedistiren aglrlve
hafif  zincirlerin - amino  asit  sekansifdaki ikamelerin  olusturulmasd sayesinde

tamamlanabilmektedir.

Ornedin bir “koruyucu amino asit ikamesi” terimi, ayrich polaritede ufak bir etkiye sahip
oldudu veya herhangi bir etkiye sahip olmad@$ekilde ve bu konumda amino asit kalnkSninl
ylikiinde ufak bir etkiye sahip oldugu veya herhangi bir etkiye sahip olmad@lekilde natif
olmayan bir kallntDle natif bir amino asit kallRtSInn bir ikamesini icerebilmektedir. Dahas(]
polipeptitte herhangi bir natif kallntLayn[2amanda alanin tarama mutagenezi igin dncesinde

ackland@Lgibi alaninle de ikame edilebilmektedir.

Istenilen amino asit kalm@@rJkoruyucu veya koruyucu olmayan), bu tarz ikamelerin arzu
edildidi slirede teknikte tecriibe sahibi kigiler tarafiodan belirlenebilir. Burada tarif edilen

vefveya talep edilen belirli yap@@ndlrinalarda, amino asit ikameleri, «OPGL-1in &énemli
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kalmlarmbelirlemek icin ve burada tarif edilen OPGL'ye karsOantikorlarid affinitesini
arttlrmak veya azaltmak igin kullanldbilmektedir.

Burada tarif edilen vefveya talep edilen belirli yapl@ndIrinalarda, antikorlar, hibridom hiicre
dizilerinden baska hiicre dizilerinde eksprese edilebilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya
talep edilen belirli yaplandrinalarda, tzel antikorlarCkodlayan sekanslar, bir uygun memeli
konak hticresinin déniisimi icin kullanldbilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen
belirli yaplandirialarda, donisiim, 6rnedin bir virliste (veya bir viral vekttre) polintikleotidin
paketlenmesi ve vir(is (veya vektdr) ile bir konak hiicrenin iletilmesi dahil bir konak hiicreye
polinukleotidlerin dahil edilmesine y&nelik herhangi bir bilinen yéntem vasfaskla veya ABD
4,399,216, 4,912,040, 4,740,461 ve 4,959,455 Sayl[[Patent DokimanOle drneklendirildidi
tizere teknikte bilinen transfeksiyon prosedirleri vasfaslda gergeklestirilebilmektedir. Burada
tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandinalarda, kullan@@n dénusim prosedri,
donlstirilecek olan konaga badld olabilmektedir. Memeli hiicrelere  heterolog
poliniikleotidlerin dahil edilmesine ydnelik yéntemler, teknikte iyi bilinmektedir ve kisihy(cl 1
olmayacak sekilde, dekstran aracllltransfeksiyon, kalsiyum fosfat ¢tkeltmesi, polibren araclll
transfeksiyon, protoplast fiizyonu, elektroporasyon, lipozomlarda poliniiklectidlerin
enkapsiilasyonu ve c¢ekirdeklere DNA mikroenjeksiyonunun dodrudan ydnlendirilmesini
icermektedir.

Ekspresyona yonelik konaklar olarak mevcut olan memeli hiicre dizileri, teknikte iyi
bilinmektedir ve kiRay[T bimayacak sekilde, Cin hamster yumurtalKar[YCHO) hiicreleri,
Hela hiicreleri, bebek hamster bébrek (BHK) hicreleri, maymun bobrek hiicreleri (COS),
insan hepatoselller karsinoma hlicreleri {6r. Hep G2) ve bir dizi diger hiicre dizilerini iceren
Amerikan Tip Kiltir Koleksiyonu’ndan {(ATCC) mevcut olan 6limsiiz hlicre dizilerini kisiby[cI]
olmayacak sekilde igermektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
yaplandlrinalarda, hiicre dizileri, hiicre dizilerinin, ylksek ekspresyon seviyelerine sahip olup
olmad@ininl ve temel OPGL badlama 6zellikleri ile antikorlarCiretip Uretemedidinin

belirlenmesi vasfaskda secilebilmektedir.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandcmalara gére antikorlar, biyolojik
numunelerde OPGL'nin tespit edilmesi icin kullan[gldlc]l Bu, proteini Ureten hlcrelerin veya
dokularim tanmlanmasinla olanak saglamaktadltl Burada tarif edilen ve/veya talep edilen
belirli yaplandlinalarda, OPGL'ye baglanan ve diger baglaylcl bilesiklerle etkilesimi bloke

eden antikorlar, osteoklast farkl[@simhninl ve kemik rezorpsiyonunun modile edilmesinde
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terapdtik kullanima sahip olabilmektedir. Burada tarif edilen vefveya talep edilen belirli
yaplandirnalarda, OGPL'ye karsCantikorlar, ODAR’a baglanan OPGL'yi bloke edebilmektedir,
bu da sinyal iletim kaskadnda bir blokla ve NF-kB araclltranskripsiyon aktivasyon kayblile
sonuclanabilmektedir. Ornedin bir lusiferaz haberci deney kullan@@rak NF-kB aracl
transkripsiyon aktivasyonunun élglilmesine yonelik deneyler, teknikte tecriibe sahibi kigiler
taraflmdan bilinmektedir.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapl@ndimnalarda, OPGL'ye antikorun terapétik
olarak etkili bir miktarnl uygulanmashlgeren, bir kemik rahatsZGHRN tedavisinde kullanih
icin OPGL'ye kars[bir antikor saglanmaktad[t]l Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
yap[@ndiinalarda, OPGL'ye antikorun terapotik olarak etkili bir miktarnl uygulanmasol]
iceren, bir kemik rahatsZIGIninl tedavisinde kullanim igin OPGL'ye karg[hir antikor ve bir diger
terapdtik madde sadlanmaktadld Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
yapl@ndlfinalarda, ek terapétik madde, terapétik olarak etkili bir miktarda uygulanmaktadi(rl
Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandltnalarda, kemik rahatsz(Gl Ik syl ]
olmayacak sekilde osteopeni ve osteolizi iceren bir net kemik kayblile karakterize edilen bir
rahatsEKtE] Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapl@ndinalarda, bir kemik
rahatsZlIginnl tedavisinde kullanim icin OPGL'ye kars[dburada tarif edilen vefveya talep
edilen bir antikor, kemik rezorpsiyonunun oranblbastirmaktadlr]l Bu sekilde, burada tarif
edilen vefveya talep edilen belirli yapl@ndlialarda, tedavi, rezorpsiyon oran[on, normalin
tizerinde oldugu kemik rezorpsiyonunun orannlChzaltabilmektedir veya kemik olusumunun
normal seviyelerinin altikla olan seviyeleri telafi etmek igin kemik rezorpsiyonunu normal
seviyelerin althb azaltmaktadlrl Burada tarif edilen ve/veya talep edilen antikorlar, OPG
yoklugunda veya mevcudiyetinde OPGL’ye baglantSLiin test edilebilmektedir ve OPGL-araclld
osteoklastogenezi ve/veya kemik rezorpsiyonunu inhibe edebilme kabilivetleri icin

incelenebilmektedir.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapl@ndimnalara gore tedavide kullanh igin

antikorlarla tedavi edilebilen kosullar, kskhylcldlmayacak sekilde asagdakileri icermektedir:

Klsiaycllolmayacak sekilde birincil osteoporez, endokrin osteoporoz (6rn. kisEhaylcl]
olmayacak sekilde hipertiroidizm, hiperparatiroidizm, Cushing sendromu ve akromegali
dahil), kalf$al ve konjenital osteoporoz formlard(6rn. kEHhykclJolmayacak sekilde
osteogenezis imperfecta, homosistiniiri, Menkes sendromu, Riley-Day sendromu) ve

ekstremitelerin immobilizasyonuna badl[Cbsteoporozu iceren osteporoz; yetiskinlerde ve
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eriskinlerde Paget kemik hastallddosteitis deformans); Osteomyelit, bir baska ifadeyle
kemik kaybb yol acan, kemikte enfeksiydz bir lezyon;

Ksiayc bimayacak sekilde katCXtimdrlerden (6rn. gogis, akciger ve bobrek dahil) ve
hematolojik maliniteler (kisEaylcl dlmayacak sekilde, multipl miyelom, lenfoma ve Idsemi
dahil), idiyopatik hiperkalsemi ve hipertiroidizm ve renal islev rahats@KlarCile iligkili
hiperkalsemiyi iceren hiperkalsemi.

KsihycLblmayacak sekilde cerrahi sonrasCbsteopeni, steroid uygulama ile indiklenen
osteopeni, ince ve kalld bagldak rahatszKlarCile iliskili osteopeni ve kronik hepatik ve
renal hastalKlarla iliskili osteopeniyi iceren osteopeni;

Kyl dlmayacak sekilde travmatik yaralanma ile iligkili osteonekroz, Gaucher hastallgi]
ile iliskili osteonekroz, orak hiicre anemisi ile iliskili osteonekroz, sistemik lupus
eritematozus ile iliskili osteonekroz, romatoid artrit ile iligkili osteonekroz, periodontal
hastalKla iliskili osteonekroz, osteolitik metastaz ile iliskili osteonekroz ve dider kosulla
iliskili osteonekrozu iceren osteonekroz, bir bagka ifadeyle kemik hicresi élima; ve
Romatoid artrit ile iligkili kkIrdak ve eklem erozyonu kaybll

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandtinalarda, OPGL'ye karsCbir antikor,
tek basihh veya kemik rahatsZlKlarinlnl tedavisi icin en az bir ek terapdtik madde ile
kullanlma ydneliktir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandiialarda,
OPGL've karsChhir antikor, bir ek terapdtik maddenin terapétik olarak etkili bir miktarla
baglantlMedavide kullanma yoneliktir. OPGL'ye kars[bir antikorla uygulanabilen, érnek teskil
eden terapdtik maddeleri, kiSEhy(cT dlmayacak sekilde BMP-1 ila BMP-12 arasinida belirlenen
kemik morfojenik faktorleri; dontstiricli blylime faktori-B (TGF-B) ve TGF-f aile
elemanlar(] kisHaylclolmayacak sekilde, IL-1a ve bunlard tirevleri ve Kineret™ dahil
interlokin-1 (IL-1} inhibitérlerini; ¢dzllebilir TNFo reseptdrleri, Enbrel™, anti-TNFa antikorlar(
Remicade™ ve D2E7 antikorlarCldahil TNFa inhibitorleri; paratiroid homon ve bunlarinl
analoglarIparatiroid ile iligkili protein ve analoglar; E serisi prostaglandinler; bifosfonatlar(]
{6rnedin alendronat ve diderleri); florlir ve kalsiyum gibi kemik gelistirici mineralleri;
kisltlay cl blmayacak sekilde Celebrex™ ve Vioxx™ gibi COX-2 inhibitdrleri dahil stercidal
olmayan anti-inflamatuvar ilaglarl] (NSAID'ler); metotreksat veya leflunomid gibi
imminoslpresanlar; kisltlhylcl bimayacak sekilde, salgldylcl 16kosit proteaz inhibitdri (SLPI)
dahil serin proteaz inhibitdrleri; IL-6 inhibitdrleri (kEhay[cl bimayacak sekilde IL-6'va karsO
antikorlar dahil), IL-8 inhibitorleri (ksEay/cl dlmayacak sekilde, IL-8'e kars[@ntikorlar dahil};
IL-18 inhibitorleri (kisihy(cl bimayacak sekilde IL-18 baglama proteini ve IL-18 antikorlar(]
dahil); Interlokin-1 dénistiriicii enzim (ICE) modiilatérleri; FGF-1 ila FGF-10 arashda
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fibroblast blylme faktérleri ve FGF modulatdrleri; PAF antagonistleri; keratinosit biylime
faktord (KGF), KGF ile iliskili molekiller ve KGF moddlatorleri; matris metaloproteinaz (MMP)
modulatdrleri; kisiaylcl blmayacak sekilde indiiklenebilir NOS modilatorleri dahil Nitrik oksit
sintaz (NOS) modulatérleri; glukokortikoid reseptériin modulatérleri; glutamat reseptdriiniin
modulatorleri; lipopolisakkarit (LPS) seviyelerinin - modilatérleri; ve noradrenalin ve

modilatorler ve bunlar@ mimetikleri.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapll@ndIrinalarda, OPGL'ye kars[Cbir antikor,
cesitli inflamatuvar kosullar@, otoimmiin kosullarll veya kemik kaybilnl eslik ettidi diger
kosullardl tedavisi icin 6zel terapdtik maddelerle kullania ydneliktir. Burada tarif edilen
ve/veya talep edilen belirli yapl@ndirmalarda, kosul ve arzu edilen tedavi seviyesi aglslndan,
iki, i¢ veya bundan fazla maddeler uygulanabilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep
edilen belirli yapl@ndkialarda, bu maddeler, aynCTformilasyonda dahil edilerek birlikte
sadlanabilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yap@nd[Finalarda, OPGLye
karsL1 bu maddeler ve bir antikor, ayn[l] formilasyonda dahil edilerek birlikte
saglanabilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapl@ndiinalarda, bu
maddeler, bir tedavi kiti dahil edilerek birlikte sadlanabilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya
talep edilen belirli yapl@ndirinalarda, OPGLye kars[bu maddeler ve bir antikor, bir tedavi
kitinde dahil edilerek birlikte saglanabilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen
belirli yaplandldnalarda, bu maddeler ayrCEkekilde sadlanabilmektedir. Burada tarif edilen
ve/veya talep edilen belirli yapllandlrinalarda, bir gen tedavisi ile uygulandiinda, OPGL'ye
kars[Jprotein maddelerini ve/veya bir antikoru kodlayan genler, ayn[lvektdrde dahil
edilebilmektedir. Burada tarif edilen vefveya talep edilen belirli yaplandirmalarda, OPGL'ye
karsOprotein maddelerini vef/veya bir antikoru kodlayan genler, aynUpromoter bdlgenin
kontrolii altlnda olabilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
yap[@ndlrinalarda, OPGL'ye karsCpbrotein maddelerini ve/veya bir antikoru kodlayan genler,
ayrD¥ektorlerde olabilmektedir.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandtinalarda, OPGL'ye karsCbir antikor,
en az bir interlgkin-1 (IL-1) inhibitdrle kombinasyon halinde tedaviye y6neliktir. Burada tarif
edilen vefveya talep edilen belirli yaplandlrinalarda, bir tedavi, burada tarif edilen ve/veya
talep edilen OPGL'ye kars[hir antikoru ve bir IL-1 inhibitdrini ve burada agklanan en az bir
ek molekill icermektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapl@ndmalarda,
burada tarif edilen ve/veya talep edilen bir antikor, IL-1 inhibitérleri ve/veya TNF-o

inhibitorleri ile baglantlItlan tedavide kullanitha yoneliktir. Burada tarif edilen ve/veya talep
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edilen belirli yaplandlmnalarda, burada tarif edilen ve/veya talep edilen OPGL'ye kars[Chir
antikor, astlm, romatoid artrit ve multipl skleroz gibi kosullari tedavisine yonelik IL-1

inhibitérleri ve/veya TNF-a inhibitérleri ile kombinasyon halinde kullanimha yéneliktir.

interlékin-1 (IL-1), bir anti-inflamatuvar sitokindir. Belirli durumlarda, IL-1, bir ok hastalkta
ve thbi kosulda bir aracldlr] Belirli durumlarda, IL-1, makrofaj/monosit lineajl hiicreleri ile
iretiimektedir. Belirli durumlarda, IL-1, iki formda (retilmektedir: IL-1 alfa (IL-1a) ve IL-1
beta (IL-1B3).

Spontane veya deneysel hastalldlnl veya tbbi kosulun, viicut sill@rinkda veya dokusunda IL-
l'in yuksek seviyeleri ile iligkili olmasClhalinde ve/veya vucuttan allbkn hdcrelerin veya
dokulari], kiltlirde yikselmis IL-1 seviyelerini Uretmesi halinde, bir hastallkl veya tlhbi
kosulun, bir “interlokin-1 aracllhastallk’ olarak distindlmektedir. Burada tarif edilen ve/veya
talep edilen belirli yapl@ndirnalarda, bu interldkin-1 aracllhastalklar da asagldeki ek iki
kosul ile tanlmlanmaktadid (1) hastallkla veya thbi kosulla iligkili patolojik bulgular, IL-1'in
uygulanmasOveya IL-1'in ekspresyonunun yukarOregilasyonu vaslashda hayvanlarda
deneysel olarak taklit edilebilmektedir; ve (2) hastallkl veya thbi kosulun deneysel hayvan
modellerinde indiklenen bir patoloji, IL-1'in eylemini inhibe eden maddelerle tedavi
vasldshda inhibe edilebilmekte veya engellenmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep
edilen belirli yaplandlrinalarda, yukarldbki bir veya birden fazla kosul, bir IL-1 aracl
hastallkta karsldanmaktadlcl Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapI@ndlrinalarda,
tiim Ug kosul, bir IL-1 aracllhastal kta karslanmaktadcl

Akut ve kronik interlokin-1 (IL-1) araclIhastalKlar, kEfhy L dimayacak sekilde asaddakileri
icermektedir: pankreas iltihab[Jamiyotrofik lateral skleroz (ALS veya Lou Gehrig hastal G
Alzheimer hastal(@[] AIDS ile indiiklenen kaseksiyi dahil kaseksi/anoreksi; astlh ve diger
akcider hastallklar[]ateroskleroz; otoimmiin vaskilit; kronik yorgunluk sendromu; kisay(cI’]
olmayacak sekilde Klostridyum ile iliskili diyare dahil Klostridyum ile iliskili hastallklar;
ksfaycJolmayacak sekilde konjestif kalp yetmezligi, koroner restenoz, miyokardiyal
enfarktiis, miyokart disfonksiyonu (6rn., sepsis ile iliskili) ve koroner arter baypas grefti dahil
koroner kosullar ve endikasyonlar; kisitlaylcl bimayacak sekilde multipl miyelom I6semi ve
miyelojendz (6rn. AML ve CML) dahil kEIhykolmayacak sekilde |6semiler ve timor
metastaz[ilahil kanser; diyabet (kSEay/cblmayacak sekilde insiline bagimlCiliyabet dahil);
endometriyoz; ates; fibromivalji; glomerulonefrit; graft versus host hastal@lve/veya

transplant reddi; hemohorrajik sok; hiperaljezi; inflamatuvar barsak hastalldl] kiSEhycI]
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olmayacak sekilde osteoartrit, psoriatik artrit ve romatoid artrit dahil bir eklemin inflamatuvar
kosullarJ kisKlay[lcl olmayacak sekilde ©érnegdin, kornea transplantClle iliskili olanlar dahil
inflamatuvar goz hastal @1k 5ihy(cl blmayacak sekilde serebral iskemi (ksEaylcl dlmayacak
sekilde, travma, epilepsi, hemoraj veya inmenin bir sonucu olarak beyin hasarLdahil, bunlar(nl
her birisi ndrodejenerasyona yol acabilmektedir) dahil iskemi; Kawasaki hastallGl16drenme
bozuklugu; akcider hastalKarO(kSHayclJolmayacak sekilde, akut respiratuvar distres
sendromu veya ARDS dahil); multipl skleroz; miyopati (6rn. kislaycl bimayacak sekilde,
sepsiste kas proteini metabolizmasLdahil); ndrotoksisite (kisltlay(cl dimayacak sekilde, HIV ile
indiiklenen bu kogul dahil); osteoporoz; kisilbyTblmayacak sekilde kanser ile iligkili agriI]
iceren adr(] Parkinson hastal@] periodontal hastallk} erken dodum; sedef hastallgL]
Reperfiizyon hasarl]septik sok; radyasyon tedavisinden yan etkiler; temporal mandibular
eklem hastalldld uyku bozuklugu; Uveit; ve ornegin zorlanma, burkulma, kKklrdlak hasar(]
travma, ortopedik cerrahi, enfeksiyon veya dider hastalld sireglerden kaynaklanan bir

inflamatuvar kosul.

Burada tarif edilen vefveya talep edilen belirli yaplandlrnalarda, bir IL-1 inhibitérii, IL-1'e
hiicresel reseptérlerin aktivasyonunu spesifik olarak 6nleyebilen herhangi bir protein veya
molekill olabilmektedir, bu da herhangi bir saylda mekanizmadan kaynaklanabilmektedir.
Ornek teskil eden yap[Endldnalar, kEHkayElblimayacak sekilde IL-1 Uretiminin asadTegiile
edilmesini, serbest IL-1in baglanmashlJreseptore baglanan IL-1'e miidahale edilmesini, IL-1
reseptor kompleksinin  olusumuna {6rn. IL-1 reseptér aksesuar[d proteini ile IKL-1
reseptoriiniin birlestirilmesine) miidahale edilmesini ve reseptériine badlanmashldan sonra
IL-1 sinyalinin modilasyonuna midahale edilmesini icermektedir.

Belirli interlékin-1 inhibitérleri, kishylcl dlmayacak sekilde kolektif olarak “IL-1ra proteinleri”
olarak adlandflan Kineret™, IL-1ra, IL-1ra varyantlar ve IL-1ra tiirevleri dahil IL-1 reseptor
antagonistleri; anti-IL-1 reseptdr monoklonal antikorlarCXbkz. 6rn. EP 623674); kiskhykl]
olmayacak sekilde ¢ozilebilir IL-1 reseptdrler (bkz. orn. ABD 5,492,888 SayllIPatent
Dokiiman[JABD 5,488,032 SaylllPatent Dokiiman¥e ABD 5,464,937 Say[llPatent Dokiiman[d
ABD 5,319,071 Say[Patent Dokiimane ABD 5,180,812 Say[Patent dokiimanlddahil IL-1
badlama proteinleri; anti-IL-1 monoklonal antikorlarC{bkz. érn. WO 9501997, WO 9402627,
WO 9006371, ABD 4,935,343 Say[llPatent Dokiman[JEP 364778, EP 267611 ve EP 220063
Say[lPatent Dokiimanlar(y IL-1 reseptdr aksesuar proteinleri ve buraya karsC@ntikorlar (bkz.
orn. WO 96/23067 ve WO 99/37773 SayllPatent Dokiimanlar(j IL-1 beta Uretimini ve

salglsinl_Inhibe etmesi icin kullanld@bilen interldkin-1 beta déndstirict enzimin (ICE) veya
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kaspaz I'in inhibitdrleri (bkz. &rn. WO 99/46248, WO 99/47545 ve WO 99/47154 Say[llPatent
Dokiimanlar(}j interlokin-1 beta proteaz inhibittrleri; ve in vivo sentezi veya IL-1'in hicre dls[]

sal nlm [l(Bloke eden diger bilesikleri ve proteinleri ksiay(cl dlmayacak sekilde igermektedir.

Ornek teskil eden IL-1 inhibitérleri, 6rnedin ABD 5,747,444; 5,359,032; 5,608,035;
5,843,905; 5,359,032; 5,866,576; 5,869,660, 5,869,315; 5,872,095; 5,955,480; 5,965,564
Say[lPatent Dokiumanlarioda; UluslararasC{WO) 98/21957, 96109323, 91/17184, 96/40907,
98/32733, 98/42325, 98/44940, 98/47892, 98/56377, 99/03837, 99/06426, 99/06042,
91/17249, 98/32733, 98/17661, 97/08174; 95/34326, 99/36426, 99/36415 SayllPatent
Basvurulariida; Avrupa (EP) 534978 ve 894795 Say[lPatent Basvurularioda; ve Franszl FR
2762514 SayllPatent Bagvurusunda tarif edilmektedir.

interldkin-1 reseptdr antagonisti (IL-1ra), interldkin-1n bir dogal inhibitérii olarak hareket
eden bir insan proteindir ve IL-1a ve IL-1' igeren IL-1 ailesinin bir elemanidlt] IL-1ra ve
varyantlarCikeren belirli reseptdr antagonistleri ve bunlarl tiirevleri ve bunlar(ol olusturulmas]
ve kullanlhasydéntemleri, ABD 5,075,222; WO 91/08285; WO 91/17184; AU 9173636; WO
92/16221; WO 93121946; WO 94/06457; WO 94/21275; FR 2706772; WO 94/21235; DE
4219626, WO 94/20517; WO 96/22793;W0O 97/28828; ve WO 99/36541 SayMlPatent
Dokiimaniibda acklanmaktadltl Burada tarif edilen vefveya talep edilen belirli
yapl@nditnalarda, bir IL-1 reseptdr antagonisti, glikosile edilebilmektedir. Burada tarif edilen
ve/veya talep edilen belirli yapldndlfinalarda, bir IL-1 reseptdr antagonisti, glikosile

edilmeyebilmektedir.

IL-1ra'n(l li¢ formu ve bunun varyantlar( 15,075,222 SaylllPatent Dokiimanida (‘222 patent)
a¢Klanmaktad[E]l ‘222 patentte “IL-1i" olarak adland[ldn birinci form, pH 7.6 Tris tamponu
icerisinde yaklaskl 52 mM NaCl civarnda bir Mono Q FPLC klonundan ayrisan 4.8 bir uygun
izoelektrik noktasCile SDS-PAGE'de bir 22-23 kD molekill olarak karakterize edilmektedir.
IL-1rap olarak adlandtIdn ikinci form, 48 nM NaCl'de bir Mono Q kolonundan ayrgan bir 22-
23 kD proteini olarak karakterize edilmektedir. IL-1rac. ve IL-1raf glikosile edilmektedir. IL-
1rax olarak adlandlldn dglinct form, 48 nM NaCl'de bir Mono Q kolonundan ayrlsan ve
glikosile olmayan bir 20 kD proteini olarak karakterize edilmektedir. ‘222 patent aynll]
zamanda inhibitorleri kodlayan genlerin izole edilmesine, bu genlerin uygun vektdrlerde
klonlanmas[Jdbu genlerin belirli hiicre tlrlerine donistlrilmesi ve transfekte edilmesi ve
inhibitoérleri Gretmek Gzere bu genlerin eksprese edilmesine yonelik belirli yéntemleri
acklamaktadIr]
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Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandlkmalarda, delesyonlar, eklemeler
ve/veya ikameler (bireysel olarak veya kolektif olarak “varyantlar” olarak ifade edilmektedir),
IL-1ra'nlnl amino asit sekanslarikerisinde olusturulmaktadlr] Burada tarif edilen ve/veya talep
edilen belirli yapladndEinalarda, bir IL-1ra varyant[Jbiyolojik olarak aktiftir (6rn. IL-1 inhibe
edebilme kabiliyetine sahiptir).

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandlnalarda, en az bir TNFa inhibitdri ile
kombinasyon halinde tedavide kullanima yonelik OPGL'ye karsCbir antikor saglanmaktadirl
Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapl@ndinalarda, bir tedavi, OPGL ve bir

TNF¢, inhibitére karsOhir antikoru ve burada ag¢klanan en az bir ek molekulu icermektedir.

Belirli hastalklar ve tbbi kosullar, TNF ile yénlendirilmektedir ve inflamatuvar kosullar olarak
kategorize edilebilmektedir. Burada kullanld@Xizere, bir “TNF-aracllhastalkl’, ksKhylcl]
olmayacak sekilde vicut silldrinda veya dokuda ylksek TNF seviyeleri ile iligkili olan ve/veya
viicuttan alMan hicrelerin veya dokularl, kiltirde yiksek TNF seviyelerini urettigi bir
hastal@Veya thbi kogulu igermektedir. Bir hastall] (1) hastalkla veya thbbi kosulla iligkili
patolojik bulgularin, IL-1in uygulanmas[eya IL-1'in ekspresyonunun yukar(Fregilasyonu
vaslasiyla hayvanlarda deneysel olarak taklit edilebilmesi halinde; vefveya (2) hastallkl veya
thbi kosulun deneysel hayvan modellerinde indiiklenen bir patoloji, IL-1in eylemini inhibe
eden maddelerle tedavi vasfasla inhibe edilebilmesi veya engellenebilmesi halinde bir TNF
aracThastal Kl olabilmektedir.

Belirli akut ve kronik TNF aracllhastalKlar, kisEaycldlmayacak sekilde: kaseksi ve anoreksi;
l6semi dahil kanser; kronik yorgunluk sendromu; kisKhy[Cl blmayacak sekilde konjestif kalp
yetmezligi, koroner restenoz, miyokard infarktiisi, miyokart disfonksiyonu {ksEhylcl]
olmayacak sekilde, sepsis ile iliskili bu kosul dahil) ve koroner arter baypas grefti dahil
koroner kosullar ve/veya endikasyonlar; depresyon; eriskin baslang€Tip 1 diyabet, diabetes
mellitus ve insiilin direnci dahil (kisklaylcdlmayacak sekilde, obezite ile iligkili insilin direnci
dahil) diyabet; endometriozis, endometrit ve ilgili durumlar; fibromiyalji ve analjezi; greft ve
host reddi; hiperaljezi; klskhykl olmayacak sekilde Crohn hastalidlve Klostridyum difisil
iliskili diyvare dahil inflamatuvar bagl$ak hastalKlar[JkEEaycl blmayacak sekilde serebral
iskemi dahil, kEfhayc blmayacak sekilde travma, epilepsi, hemoraji ve/veya inmenin bir
sonucu olarak beyin hasarliceren iskemi; kislfhay[cl blmayacak sekilde, yetiskin respiratuar

distres sendromu, astlmh ve pulmoner fibroz dahil akciger kanseri; multipl skleroz;
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ndroinflamatuar hastalklar; kEIhy[kl] olmayacak sekilde korneal transplant, okdler
dejenerasyon ve uveit dahil okiler hastallklar ve kosullar; kiskhylclJolmayacak sekilde,
kanser ile iliskili agrClahil agr(]pankreas iltihabl] periodontal hastallklar; Pityriasis rubra
pilaris (PRP); bakteriyel ve bakteriyel olmayan prostatit ve iligkili kogullar dahil prostatit;
sedef hastallglVe iligkili kosullar; pulmoner fibroz; Reperfiizyon hasar[JksEhy Cdlmayacak
sekilde romatoid artrit, osteoartrit, eriskin artrit (ksEbylcJolmayacak sekilde, eriskin
romatoid artrit dahil), seronegatif poliartrit, ankilozan spondilit, Reiter sendromu ve reaktif
artrit, Still hastall@l] psoriatik artrit, enteropatik artrit, polimiyozit, dermatomiyozit,
skleroderma, sistemik skleroz, vaskiilit (6rn. Kawasaki hastaldl}) serebral vaskiilit, Lyme
hastall@l ] stafilokok kaynaklC(“septik™) ™) artrit, Sjogren sendromu, romatizmal ates,
polikondrit ve polimiyalji romatika ve dev hiicreli arterit) dahil rématik hastalklar; septik sok;
radyasyon terapisinden yan etkiler; sistemik lupus eritematozus (SLE); temporal mandibular
eklem hastal@] tiroiditi; ve ornedin, incinme burkulma, klklrdlak hasar(dtravma, ortopedik
cerrahi, enfeksiyon (6rn., HIV, Klostridyum difisil ve ilgili tirler} veya dider hastallkl

surecinden ortaya ¢lkhn doku transplantasyonu ve/veya bir inflamatuvar kosul.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapldndalarda, TNF inhibitdrleri, TNF
Uretiminin asag(regiile edilmesi veya inhibe edilmesi, serbest TNF'nin badlanmas[]
reseptdriine baglanan TNFye miidahale edilmesi ve reseptériine badlanmasodan sonra TNF
sinyalinin modllasyonuna midahale edilmesi araslbbdlan en az birisi ile hareket
edebilmektedir. “"TNF inhibitéri” terimi, kislflaycl dlmayacak sekilde ¢oziilebilir timdr nekroz
faktorll reseptdr tip I (STNF-RI; p55 reseptdri olarak da adlandtImaktadlE), ¢ozlebilir timor
nekroz faktor reseptord tip II (p75 reseptort olarak da adlandimaktad) ve Enbrel™ dahil
¢Ozilmis TNF reseptorlerini; kiskbylcl blmayacak sekilde Remicade™ wve D2E7 (bkz. orn.
ABD 6,090,382 ve 6,258,562 SayllPatent Dokiman[X dahil TNF'ye karsChntikorlar; TNF
reseptdriine karsOlantikorlar; TNF-RI (bkz. 6rn. WO 98/24463), etanercept (Enbrel™),
Avakine™; TNF-o donusturtici enzimin (TACE) inhibitorleri; ve TNF aktivitesini etkileyen

diger molekiilleri icermektedir.

Ornek teskil eden TNF-o. inhibitorleri, drnedin Avrupa EP 308 378; EP 422 339; EP 393 438;
EP 398 327; EP 412 486; EP 418 014, EP 417 563, EP 433 900; EP 464 533; EP 512 528; EP
526 905; EP 568 928; EP 607 776, which describes the use of leflunomide for inhibition of
TNF-c,; EP 663 210; EP 542 795; EP 818 439; EP 664 128; EP 542 795; EP 741 707; EP 874
819; EP 882 714; EP 880 970; EP 648 783; EP 731 791; EP 895 988; EP 550 376; EP 882
714; EP 853 083; EP 550 376; EP 943 616; EP 939 121; EP 614 984 ; EP 853 083 SaylDl
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Patent DokUmanlarbda; ABD 5,136,021; 5,929,117; 5,948,638; 5,807,862; 5,695,953;
5,834,435; 5,817,822; 5830742; 5,834,435; 5,851,556; 5,853,977; 5,359,037; 5,512,544,
5,695,953; 5,811,261; 5,633,145; 5,863,926; 5,866,616; 5,641,673; 5,869,677; 5,869,511;
5,872,146; 5,854,003; 5,856,161; 5,877,222; 5,877,200; 5,877,151; 5,886,010; 5,869,660;
5,859,207; 5,891,883; 5,877,180; 5,955,480; 5,955,476; 5,955,435; 5,994,351; 5,990,119;
5,952,320; 5,962,481 Say[l Patent Basvurularibbda; UluslararasCOWOQ 90713575, WO
91/03553, WO 92/01002, WO 92/13095, WO 92/16221, WO 93/07863, WO 93/21946, WO
93/19777, WO 95/34326, WO 96/28546, WO 98/27298, WO 98/30541, WO 96/38150, WO
96/38150, WO 97/18207, WO 97/15561, WO 97/12902, WO 96/25861, WO 96/12735, WO
96/11209, WO 98/39326, WO 98/39316, WO 98/38859, WO 98/39315, WO 98/42659, WO
98/39329, WO 98/43959, WO 98/45268, WO 98/47863, WO 96/33172, WO 96/20926, WO
97/37974, WO 97/37973, WO 97/47599, WO 96/35711, WO 98/51665, WO 98/43946, WO
95/04045, WO 98/56377, WO 97/12244, WO 99/00364, WO 99/00363, WO 98/57936, WO
99/01449, WO 99/01139, WO 98/56788, WO 98/56756, WO 98/53842, WO 98/52948, WO
98/52937, WO 99/02510, WO 97/43250, WO 99/06410, WO 99/06042, WO 99/09022, WO
99/08688, WO 99/07679, WO 99/09965, WO 99/07704, WO 99/06041, WO 99/37818, WO
99/37625, WO 97/11668, WO 99/50238, WO 99/47672, WO 99/48491 SaylIPatent
Basvurularitla; Japon 10147531, 10231285, 10259140 ve 10130149, 10316570, 11001481
ve 127,800/1991 Say[lPatent Basvurularida; Alman 19731521 Say[[Patent Basvurularbka;
ve Ingiliz 2 218 101, 2 326 881, 2 246 569 Say[IPatent Basvurularda acKanmaktad ]

EP 393 438 ve EP 422 339, kolektif bir sekilde "sTNFR'ler” olarak adlandtTan bir ¢dzilebilir
TNF reseptori tip I (ayn[2amanda sTNFR-I veya 30kDa TNF inhibitéri olarak bilinmektedir)
ve bir ¢ozlilebilir TNF reseptéri tip II'nin (STNFR-II veya 40kDa TNF inhibitorii olarak da
bilinmektedir) amino asidini ve nikleik asit sekanslarnl_a¢klamaktadlt] EP 393 438 ve EP
422 339 aynOzamanda, kisHaylcIolmayacak sekilde fragmanlar, iglevsel tirevier ve
varyantlar dahil modifiye edilmis sSTNFR-I ve sTNFR-II formlarfl_acklamaktadlcl Dahas[JEP
393 438 ve EP 422 339, inhibitérleri kodlayan genlerin izole edilmesi, genlerin uygun
vektdrlere klonlanmas[d genlerin belirli hiicre tlirlerine dénlstirllmesi veya transfekte
edilmesi ve inhibitdrleri Uretmek Uzere genlerin eksprese edilmesine yodnelik ydntemleri
agklamaktadlr]

STNFR-I ve sTNFR-II, sinir bliylime faktéril reseptdriini {NGF), B hiicresi antijenini (CD40, 4-
1BB), slchn T hiicresi antijenini {MRC OX40), fas antijeni ve CD27 ve CD30 antijenleri iceren

reseptdrlerin sinir biyime faktdri/TNF reseptdra siper ailesinin elemanlardirl(Smith ve ark.
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{1990) Science, 248:1019-1023). Hicre ylizeyi reseptérlerinin bu grubunun korunan bir
ozelligi, iyi korunan konumlarda 4-6 sistein kalloklSInCiceren yaklaglkl kick amino asidin dort
yinelenen motifine béliinebilen bir sistein aglslidan zengin hiicre disLligand baglama alan(dlr]
{Smith ve ark. {(1990), supra).

EP 393 438 SaylMPatent Dokiman[dtam uzunlukta rekombinant 40kDa TNF inhibitor
proteininin tepesi kesik versiyonlarColan bir 40kDa TNF inhibitériini (A51) ve bir 40kDa TNF
inhibitériind (A53) oOgretmektedir. A51 ve A53, olgun proteinin karboksil terminalinden

silinmis olan skaskda 51 veya 53 amino aside sahiptir.

Yaylanml PCT WO 98/01555 Say[lPatent Basvurusu, dérdinct alanUgermeyen (STNFR-
I'in amino asit kalMBrdThr'?’-Asn'®) ve sTNFR-II'nin amino asit kalmt@ErqPro’*-Thr!’®));
Uclincl alan@®A bir bélimind (STNFR-I'in amino asit kalBxErC(Asn'!-Cys'?®) ve sTNFR-
II'nin amino asit kalAXM@rPro'*-Lys'*)); ve tercihe badlTolarak, birinc alan@ bir bélimiini
(amino asit kalBkMEr{Asp’-Cys'® of sSTNFR-I) ve amino asit kalmM@Er{Leu’-Cys* of sTNFR-
IT)) icermeyen sTNFR-I ve sTNFR-II'nin tepesi kesik formlarnlagklamaktadlrl Burada tarif
edilen vefveya talep edilen belirli yaplandkmalarda, tepesi kesik sTNFR'ler, formil (R;-
[Cys'®-Cys'™]-R, ve R4[Cys**-Cys'™®]-Rs) ile temsil edilen proteinleri icermektedir. Bu
proteinler, sltaslvla sSTNFR-I ve sTNFR-II'nin tepesi kesik formlar(dirl

Burada kullanld@iizere, “R;-[Cys'®-Cys'®]-R,”, bir veya birden fazla proteini temsil
etmektedir, burada [Cys'®-Cys'®], 19 ila 104 sTNFR-I'dir, bunun sekans[JWOQ 98/01555 Say[I[]
Patent Dokiiman@l Sekil linde sadlanmaktadE burada R;, Cys'*’un bir metiyonile veya

metiyonile olmayan amine grubu veya Cys®*® ila Asp'den secilen bir veya birden fazla amino-

103s

terminal amino asit kallbtinlCtemsil etmektedir; ve burada R,, Cys™“’nin bir karboksi

104 0

grubunu veya Phe'® ila Leu"

amino asit kalmksSInfemsil etmektedir.

arasidan segilen bir veya birden fazla karboksi-terminal

Mevcut bulusun ornek teskil eden tepesi kesik sTNFR-I'ler, kislhycllolmayacak sekilde
metiyonile olan veya metiyonile olmayan sTNFR-I 2.6D/C105, sTNFR-I 2.6D/C106, sTNFR-I
2.6D/N105, sTNFR-I 2.3D/d8, sTNFR-I 2.3D/d18, sTNFR-I 2.3D/d15i ve bunlar@d
varyantlarmlve tlrevlerini icermektedir. Belirli drnek teskil eden tepesi kesik sTNFR-I'ler,
yayDlanmBIPCT WO 98/01555 SaylllPatent Dokiimanloda acklanmaktadlcl
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Burada kullan@@Oiizere, “Rs;-[Cys*2-Cys''®]-R.”, bir veya birden fazla proteini temsil
etmektedir, burada [Cys**-Cys'!®], sTNFR-II'nin Cys® ila Cys''® kal@I&rd) bunun sekans[]
WO 98/01555 SaylIPatent Dokiimanhlnl Sekil 8'inde saglanmaktadf} burada Rz, Cys*'nin bir
metiyonile veya metiyonile olmayan amine grubu veya Cys®' ila Leuden secilen bir veya

birden fazla amino-terminal amino asit kalAtBIAtemsil etmektedir; ve burada Rs, Cys'**in

116

bir karboksi grubunu veya Ala'*® ila Arg'** arasdan segilen bir veya birden fazla karboksi-

terminal amino asit kallmtEIndemsil etmektedir.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandinalarda, OPG'ye kars[hir antikor, en
az bir serin proteaz inhibitdrl ile kombinasyon halinde tedaviye yoneliktir. Burada tarif edilen
ve/veya talep edilen belirli yapl@ndalarda, OPGL'ye karg[bir antikor, burada acklanan bir
serin proteaz inhibitdéri ve en az bir ek molekil ile kombinasyon halinde tedavide kullanima

yoneliktir,

Endcjen proteolitik enzimler, isgalci organizmalar[d antijen-antikor komplekslerini ve artlkl
gerekli veya kullanlslCblmayan belirli doku proteinlerini bozabilmektedir. Enfektif maddeler,
organizmaya ek proteolitik enzimleri ekleyebilmektedir. Proteaz inhibitérleri, endojen ve

isgalci proteolitik enzimleri regiile edebilmektedir.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapl@ndlmalarda, dogal yollarla olusan
proteaz inhibitérleri, reaksiyonlarmlJlokal olarak ve gegici olarak klsHlayarak endojen
proteazlarl kontrol edilmesine hizmet etmektedir. Burada tarif edilen vefveya talep edilen
belirli yaplandmalarda, proteaz inhibitorleri, enfektif maddelerle viicuda dahil edilen
proteazlarCinhibe edebilmektedir. Belirli durumlarda, kisEhylcl bimayacak sekilde solunum
yoluna ait olanlarClgeren, 6zellikle proteolitik saldirlyh ve enfeksiyona meyilli olan dokular,

proteaz inhibitdrleri agSnkdan zengindir.

Proteaz inhibitdrleri, insan plazma proteinlerinin yaklaskl olarak %10'unu icermektedir. Bu
kaynaktan en az sekiz inhibitdr izole edilmistir ve bunlar, literatlirde karakterize edilmektedir.
Bunlar, kskay(Tdlmayacak sekilde alfa-2-makroglobulin (alfa 2M), alfa 1-proteaz inhibitérii
{alfa 1PI}, alfa l-antikimotripsin (alfa 1Achy), alfa 1 antikolagenaz (alfa 1AC) ve inter-alfa-

tripsin inhibitori (I-alfa-I} icermektedir.

Belirli durumlarda, proteaz/proteaz inhibitdrii dengesinin bozulmas(J kiskay(cl lolmayacak

sekilde amfizem, artrit, glomertlonefrit, periodontitis, muskuler distrofi, timor invazyonu ve
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diger cesitli patolojik durumlarCiceren proteaz-araclldloku yKImnh yol agabilmektedir. Belirli
durumlarda, 6rnegin sepsis veya akut I6semi gibi gesitli patolojik slireglerde, mevcut serbest
proteolitik enzim miktar[lsalgMdylclhiicrelerden enzim sallnlm hidan dolay[artabilmektedir.
Dahas/[ ] belirli durumlarda, organizmaninl bozulmug reglile edici inhibitdér kapasitesi aynll
zamanda, proteaz/proteaz inhibitdrii dengesinde dedisimlere yol agabilmektedir. Bu tarz
bozulmus bir regiile edici inhibitdr kapasitesinin kEEaylcolmayan bir 6rnedi, pulmoner

anfizem gelisimi ile iligkili bir alfa 1-proteaz inhibitorl eksikligidir.

Belirli durumlarda, proteolitik enzimlerin kontrol edilmesi icin énlemler albmadkta bu tarz
anormal kosullar mevcut oldugu durumlarda organizmaya ciddi hasar gelebilmektedir. Bu
sekilde, proteolitik enzimlerin kontrol edilmesi icin bir organizmaya uygulanabilen proteaz

inhibitérleri aranmist k]

Lokosit elastaz, tripsin, katepsin G ve pankreatik elastaz, serin proteazlarCblarak bilinen
proteazlarl bir sIfnl kisHay [cT dlmayan érnekleridir.

Belirli durumlarda, |6kosit elastaz, hiicre ds[blarak sallod@inda, bag dokuyu ve dider degerli
proteinleri bozmaktadlr] Normal olarak iglev gdsteren bir organizma, belirli miktarda bag
dokuyu ve dider proteinleri bozarken, asliimiktarda I6kosit elastaz mevcudiyeti, k&ihycl]
olmayacak sekilde amfizem ve romatoid artrit dahil cesitli patolojik kosullarla
iliskilendirilebilmektedir. Normalden daha biyilik miktarlarda mevcut oldugunda |6kosit
elastazll etkilerini yok etmek icin, I0kosit elastaza 6zgi bir proteaz inhibitdr aranmGtlr] Bu
tarz bir proteaz inhibitdri, saflasticimis]bir formda ve farmasdtik olarak kullanBlCalan yeterli

miktarlarda izole edilebilmeleri veya hazltlanabilmeleri halinde kullanislColabilmektedir.

Belirli I6kosit elastaz inhibitdrleri, Schiessler ve ark., NeutralProteases of Human
PolymorphoneuclearLeucocytes'de “Acid-StableInhibitors of Granulocyte Neutral Proteases in
Human Mucous Secretions: Biochemistry and Possible Biological Function” agklanmaktadIcl
Havemann ve ark. (eds), Urban and Schwarzenberg, Inc. (1978), ve Travis and Salvesen'de,
Ann. Rev. Biochem. 52: 655-709 (1983) referansida a¢klanmaktad(rl

Belirli durumlarda, tripsin, kiskaylcl dlmayacak sekilde pankreatiti iceren gesitli akut kosullar
esnaslda pankreatik doku gibi belirli yumusak organ dokusunun bozulmashlbaslatmaktad £
Bir tripsin inhibitorl, saflastiedhis] bir formda ve farmasotik olarak kullanislDolan yeterli

miktarlarda izole edilebilmesi ve hazlrlanabilmesi halinde kullanlslCdlabilmektedir.
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Katepsin G, |okositlerde mevcut bir dider proteazdlr]l Belirli yaplandkinalarda, katepsin G,
kompleman yoluna ait olanlar dahil cesitli proteinleri /n vitro olarak bozabilmektedir.
Pankreatik elastaz, pankreatitte bir role sahip olabilen bir diger proteazdir] Bu sebepten

otlrl, bu proteazlar@ inhibitérleri, farmasotik dedere de sahip olabilmektedir.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandlinalarda, serin proteazlaril farklC
inhibitérlerine slbstrat 6zgllligl ve hassasiyetinin, sadece bir kag amino asit kallhtEnda
dedisimlerden meydana geldigine inanlfhaktadt] Kisas yoluyla, nispeten bir kag amino asitte
olan degisimin, farklCproteazlar@ inhibisyonu ile sonuglanacag3erin proteaz inhibitérlerin bir
shiffblnl tasarlanmasCmimkiin olabilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
yapl@ndirnalarda, bu slfldl bir elemanlher bir serin proteazllihhibe etmektedir.

Bir &rnek tegkil eden serin proteaz inhibitdri, salgldyCTl6kosit proteaz inhibitdrl (SLPI) ve
bunlar@ fragmanlarClve analoglaridit] Ornek tegkil eden serin proteaz inhibitérleri ayn]
zamanda, klskaylclJolmayacak sekilde anti-lokoroteaz (ALP), mukoza proteaz inhibitorii
{MPI), insan seminal plazma inhibitéri-I (HUSI-I), bronsiyal mukus inhibitéri (BMI) ve
servikal mukus inhibitéril (CUSI) icermektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
yaplandlrinalarda, bir serin proteaz inhibitdrii ayn[Zamanda LPS modiilatéril olabilmektedir.
Bkz. 6rn. Jin ve ark. (1997), Cell 88(3): 417-26. Burada tarif edilen vefveya talep edilen
belirli yaplandlmnalarda, bu molekiiller, tercihe baglCblarak kKkIrdlaga yonlendirildikleri igin
kemik kaybbh yol acan kosullarda kullanm icin uygundur.

Ornek teskil eden serin proteaz inhibitdrleri, drnedin US 4,760,130; US 5,900,400; ve US
5,633,227 SayllPatent Dokimanlarioda acklanmaktadltl Yukarldaki referanslarda ve aynll
zamanda, bunlarll herhangi bir varyantlida veya analogunda tarif edilen molekiiller, kolektif
olarak “serin proteaz inhibitorleri” olarak adlandIhaktadlr]

IL-18, interferon-y'yi indlikledigi kesfedilen ve faktéri (IGIF} indlkleyen, dncesinde interferon
gama olarak adlandfldn bir pro-inflamatuvar sitokindir. Belirli durumlarda, IL-1'in, IL-18
Uretimini yukarCreglle ettigi gosterilmistir ve IL-18, IL-6 ve MMP-1 dahil bir dizi
proinflamatuvar sitokinlerin Gretimini indiiklemektedir. Bkz. érn. Dinarello ve ark. (1998), J.
Leukocyte Biol. 63: 658-64. Belirli durumlarda, kaspaz |, IL-18 dretimi icin de &nemlidir.
Deneyler ayn(ramanda, TNF-¢'nlnj, IL-18 lretimini regile ettigini ve TNF-o. ve IL-18'in es
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zamanlOnhibisyonunun, karaciger toksisitesine karsCkoruma yaptQinChostermektedir. Bkz.
orn. Faggioni ve ark. (2000), PNAS 97: 2367-72.

IL-18, IL-1 sisteminin hatldaticsl lolan bir reseptdr sistemi vaslaslyla in vivo hareket
etmektedir. IL-18, bir aksesuar proteini (IL-18RACP) ile etkilesime gegen bir hicre yuzeyi
reseptorl (IL-18R) ile etkilesime gegmektedir. IL-18-araclli$inyallesme, IL-18, IL-18R ve IL-
18RAcP'nin kompleksinin olusumuna baglCblarak ilerlemektedir. IL-18'in bir dogal inhibitéri,
IL-18bp'dir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandrinalarda, IL-18bp, I-18
molekiillerini badlayacak ve IL-18R etkilesimini dnleyecek sekilde bir “sahte reseptor” olarak
hareket etmektedir.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belifli yaplandinalarda, OPGL'ye karsCbir antikor,
en az bir IL-18 inhibitéri ile kombinasyon halinde tedavide kullana yoneliktir ve
sadlanmaktad[lt] Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapl@andkmalarda, burada
acklanan bir IL-18 inhibitér ve en az bir ek molekill ile kombinasyon halinde kullanima
yonelik OPGL'Yi karsChir antikor sadlanmaktadlr] Burada tarif edilen ve/veya talep edilen
belirli yaplEndlialarla uyumlu bir sekilde tedavi edilebilen 6rnek teskil eden kosullar,
kEayc bimayacak sekilde inflamasyon, otoimmin hastalKlar, IL-1 aracllThastalklarClve
TNF-araclIhastalklar (kermektedir. OPGL've kars(bir antikorla ve burada tarif edilen ve/veya
talep edilen belirli yaplandlrinalara gére en az bir IL-18 inhibitdri ile tedavi edilebilen drnek
teskil eden kosullar, kiskhylcldlmayacak sekilde romatoid artrit; sistemik lupus eritematozus
{SLE); graft versus host hastall@{GvHD); hepatit; sepsis; ve bu hastalklara eslik eden kemik
ve klkIrtlak kaybLdahil artriti icermektedir.

Ornek teskil eden IL-18 inhibitérleri, kSKayEldlimayacak sekilde IL-18’e baglanan antikorlar[]
IL-18R’ye badlanan antikorlar[1 IL-18RAcP’ye badlanan antikorlarf] IL-18bp; IL-18R
fragmanlarQorn. IL-18 reseptérunin bir ¢ozilmis hiicre disCalan@l IL-18e baglanan ve IL-
18R ile etkilesimi azaltan veya 6nleyen peptitler; IL-18R'ye baglanan ve IL-18 ile veya IL-
18RACP ile etkilesimi azaltan veya Onleyen peptitleri; IL-18RAcP’ye badlanan ve IL-18R ile
etkilegimi azaltan veya Gnleyen peptitler; ve IL-18 (retimini veya herhangi IL-18, IL-18R ve
IL-18RACP arasloda etkilesimi azaltan veya nleyen kiiglk molekiilleri icermektedir.

Belirli IL-18 inhibitorleri, 6rnedin 14 Temmuz 1994 tarihinde yaymdlanan US 5,912,324,
yayllanan 8 Aralld 1999 tarihinde yayllanan EP 0 962 531; 15 Kasm 1994 tarihinde
yaylnlanan EP 712 931; 14 Temmuz yayhlanan US 5,914,253; 10 Temmuz 1997 tarihinde
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yaylanan WQ 97/24441; 9 May(s] 2000 tarihinde yayhlanan US 6,060,283; 26 Aralkl 1996
tarihinde yaymlanan EP 850 952; 16 Eylil 1998 tarihinde yaylanan EP 864 585; 24 Eylil
1998 tarihinde yaylanan WQ 98/41232; 25 Nisan 2000 tarihinde yay[blanan US 6,054,487,
14 Adustos 1997 tarihinde yaymnlanan WO 99/37772; 20 Mart 1998 tarihinde yaylanan WO
99/37773; 26 Ocak 2000 tarihinde yayblanan EP 0 974 600; 9 Mart 2000 tarihinde
yaylhlanan WO 00/12555; 31 Ekim 1997 tarihinde yaylanan Japon JP 111,399/94 Sayll
Patent Basvurusu; 8 Subat 1998 tarihinde yay@anan Israil IL 121554 A0 Say[Patent

Basvurusunda agklanmaktadlrl

Burada tarif edilen vefveya talep edilen belirli yapldndifinalarda, inflamasyon icin en az bir
terapétik madde ile kombinasyon halinde tedavide kullanlma yénelik olan, OPGL'ye karg[hir
antikor saglanmaktadlf] Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapl@ndmalarda, bir
immiin rahats@kigin en az bir terapétik madde ile kombinasyon halinde tedavide kullanma
yonelik olan, OPGL'ye kars[dbir antikor sadlanmaktadf]l Inflamasyona ve immiin
rahatskzlklara yonelik drnek tegkil eden terapétik maddeler, kisHay[cl bimayacak gekilde
prednisolon dahil kortikosterodileri; siklooksijenaz tip 1 (COX-1) ve siklooksijenaz tip 2 (COX-
2) inhibitorleri dahil steroidal anti-inflamatuvar ilaglarCd (NSAIDler); metotreksat,
hidroksiklorokin, klorokin, siklosporin, altlil bilesikleri (Ornedin auranofin, aurotiomalat ve
aurotiyoglukoz) ve leflunomid dahil hastall@Cimodifiye edici antiromatik ilaglar (DMARD'lar);
ksltay e dblmayacak sekilde Rolipram ve Pentoksifilin dahil tip IV fosfodiesteraz inhibitorleri;
Tacrolimus (FK-506); Sirolimus (rapamisin); mikofenolik asit; kSibycl bimayacak sekilde
Zileuton dahil 5-lipoksigenaz inhibitdrleri; interlokin-6'nil (IL-6) modalatérleri; 38 kDa
mitojeni aktif halde protein kinazll (p38-MAPK) kiiglik molekil moddlatorleri; inflamasyon
yollaribda yer alan hiicre ici molekillerin kiictik molekiil modiilatorlerini icermektedir, burada
bu hiicre ici molekiller, kisEaylcllolmayacak sekilde jnk, IKK, NF-kB, ZAP70 ve Ick'yi
icermektedir. Inflamasyona yonelik belirli drnek teskil eden terapétik maddeler, C.A. Dinarello
and L.L. Moldawer Proinflammatory and Anti-Inflammatory Cytokines in Rheumatoid
Arthritis: A Primer for Clinicians Third Edition (2001) Amgen Inc. Thousand Oaks, CA
referansfda acklanmaktadtl Inflamasyona ve otoimmiin hastalklara yénelik belirli 8rnek
teskil eden terapdtik maddeler, kEbyllJolmayacak sekilde interferon gama (IFN-y)
modulatdrieri; OX40/0X40L modilatdrleri (OX40'll gézunebilir formlarCdahil); 4-1 BB/4-1 BB
ligand[ninl moddlatdrleri (4-1BB'nin ¢dzlinebilir formlarCdahil); ve kisKaylcl dlmayacak sekilde
reseptdr ligand ciftlerinin (CD28/B7, CD40/CD40L, ICOS/B7RP1 ve AGP-3/TACI/BAFFR)
modulatorleri dahil (AGP-3, TACI ve BAFFR reseptorlerine baglanmaktadlt) B hiicresi-T
hucresi yardmcLlyaran yollarl@ modilatorlerini icermektedir. B hiicresi-T hiicresi es uyaran

42



10

15

20

25

30

35

yollar@l belirli 6rnek teskil eden érnekleri, kEhylcl bimayacak sekilde CD28, B7.1 ve B7.2
inhibitorleri (B7.1 veya B7.2'nin ¢ozulebilir formlarOke CTLA4'ln ¢ozllebilir formlarCdahil, her
ikisi de bozulmayllazaltan veya onleyen ve/veya yar[ddmrl arttlrdn, toksisiteyi azaltan,
immiUinogenisiteyi azaltan veya ¢dzllebilirlik veya dolaglih yar[&mrind arttirdrak bir terapdtik
proteinin  biyolojik aktivitesini artttdn bir heterolog peptide veya proteine kaynaslkl
olabilmektedir); CD40 ve CD40L inhibitérleri (bir heterolog peptide veya proteine kaynaskl
olabilen CD40’[nl ¢ozulebilir formlarLdahil); ICOS ve B7RP1 inhibitorleri (bir heterolog peptide
veya proteine kaynaglkl olabilen ICOS'un ¢oziilebilir formlarCdiahil); ve AGP-3, TACI ve BAFFR
inhibitdrlerini (TACI ve BAFFR'nin ¢dzilebilir formlarCdahil) icermektedir. ICOS, B7RP1 ve
bunlaril inhibitérleri, drnedin W000/46240. AGP-3, TACI ve BAFFR'de acKlanmaktadtlve
bunlarl inhibitérleri, WO00/47740, WO01/85872, W002/15273, W098/39361 ve von Bulow
and Bram (1997) Science 278:138-140 referansioba agklanmaktad(tl

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandinalarda, kEkay[cl dlmayacak sekilde
malignan veya metastatik tlimorlerin yol actl@kemigin osteolitik ykimndan ortaya glkhn
kemik kayb[dahil kemik kayblnl tedavi edilmesinde kullanima yénelik OPGL'ye kars[bir
antikor saglanmaktadlr] Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belidi yaplandiialarda,
kanserle iliskili kemik kayb[nlnl tedavi edilmesi igin kullanima yénelik OPGL'ye kars[hir antikor
sajlanmaktadll Ornek teskil eden kanserler, meme, prostat, tiroid, bobrek, akciger,
6zofagus, rektal, mesane, servikal, yumurtallkl ve karaciger kanserleri ve ayn(lzamanda
gastrointestinal yolu icermektedir. Burada tarif edilen vefveya talep edilen belirli
yaplandinalarda, kEEhykIbimayacak sekilde Hodgkin Hastal@Hahil multipl miyelom ve
lenfomayliceren belirli hematolojik maligniteler ile iligkili kemik kaybnlal tedavi edilmesi igin

kullana y6nelik OPGLye kars[bir antikor saglanmaktadlcl

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapT@ndltinalarda, tedavide kullanma ydnelik
OPGLve kars[bir antikor tek bashh uygulanmaktadirl Burada tarif edilen ve/veya talep
edilen belirli yaplandlmalarda, tedavide kullanima yoénelik OPGL'ye karsClbir antikor,
kisklaylc blmayacak sekilde en az bir diger kanser tedavi maddesi dahil en az bir diger
terapdtik madde ile uygulanmaktad® Ornek teskil eden kanser tedavi maddeleri, kEiay ]
olmayacak sekilde radyasyon tedavisini ve kemoterapiyi icermektedir. Burada tarif edilen
ve/veya talep edilen belirli yapl@ndlnalarda, kemoterapi, asagldikilerden bir veya birden
fazlasOlile tedavivyi icerebilmektedir: antrasiklinler, taksol, tamoksifen, doksorubisin, 5-
florourasil ve teknikte bilinen dider ilaglar. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli

yaplandlrinalarda, bir kanser tedavisi maddesi, bir liteinizan hormon salglaticI lhormon
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{LHRH) antagonistidir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapI3ndkmalarda, bir
LHRH antagonisti, bir peptit antagonistidir.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandlrimalarda, bir LHRH antagonisti,
peptidi icermektedir: Ac-D-Nal-4-Cl-Phe-D-Pal-Ser-N-Me-Tyr-D-Asn-Leu-Lys(iPr)-Pro-D-Ala-
NH2 (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 20), burada Nal, 3-(2-naftialanvinil; 4-Cl-Phe(4-
klorofenil}alaninildir; Pal, 3-(3-piridil)alaninildir; ve Lys(iPr), N-epsilon-2-propil-lisinildir.

Burada tarif edilen vefveya talep edilen belirli yaplandtnalarda, bir LHRH antagonisti, bir
LHRH antagonisti dekapeptittir. Ornek teskil eden belirli dekapeptitler, 6rnedin US 5,843,901
Say[Patent Dokiimannka a¢klanmaktadlrl

Belirli yapBAndltinalara gore ornek teskil eden terapdtik antikorlar, kElaylJolmayacak
sekilde antikor kitliphanelerinin goriintlilenmesi sayesinde segilenler dahil fare, fare-insan
kimerik, CDR-as[linsanlagtltIhis! ve tamamen insan antikorlarl lve sentetik antikorlar(d
icermektedir. Ornek teskil eden antikorlar, kEHhylI blmayacak sekilde tiimér hiicrelerde
mevcut hilicre ylizey proteinlerine (Her2, CDC20, CDC33), misin benzeri glikoproteine ve
timdr hiicrelerde epidermal bliylime faktorii reseptoriine (EGFR) badlananlarCigermektedir
ve tercihe baglClolarak, bu proteinleri gosteren timér hiicrelerde bir sitostatik ve/veya
sitotoksik etkiyi indiiklemektedir. Ornek teskil eden antikorlar ayn[2amanda meme kanserinin
ve diger kanser formlarninl tedavi edilmesi igin kullanldbilen HERCEPTIN™ (trastuzumab) ve
non-Hodgkin lenfomanml ve dider kanser formlarl tedavi edilmesi icin kullanl@hilen
RITUXAN™  (rituksimab), ZEVALIN™ (ibritumomab tiuksetan) ve LYMPHOCIDE™
{epratuzumab) icermektedir. Belirli 6rnek teskil eden antikorlar aynCkamanda, ERBITUX™
(IMC-C225), BEXXAR™ (iyodin 131 tositumomab) ve Campath’[igermektedir.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandlmnalarda, kanser tedavi maddeleri,
kislbycl dimayacak sekilde TNF ile iligkili pelipeptit TRAIL iceren tumér hiicrelerde apoptozu
secici bir sekilde indiikleyen polipeptitlerdir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
yaplandltinalarda, OPGL'ye karsObir antikor, bir kanser tedavi maddesi ile tedaviden
oncesinde, kanser tedavisi ile birlikte ve sonrasiida uygulanabilmektedir. Burada tarif edilen
ve/veya talep edilen belirli yaplandlnalarda, tedavide kullanima yonelik OPGLye kars[bir
antikor, metastatik kanser ile kemik kayblnl baslangClnlprofilaktik olarak &nlemek veya
gidermek igin uygulanabilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
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yaplandlcinalarda, metastazdan dolayCkemik kayb@inl mevcut bir kosulunun tedavisi igin
kullanima yénelik OPGLye kars[bir antikor saglanmaktadIcl

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandirinalarda, coklu miyelom ile iligkili
kemik kaybllJonlemek ve/veya tedavi etmek icin ve/veya hastalldnl kendisini dnlemek
ve/veya tedavi etmek icin kullanima yonelik OPGL'ye kars[bir antikor saglanmaktad(rl Multipl
miyelom, dnemli morbiditeyle ve/veya mortaliteyle sonuclanabilen bir B hicresi tiirevi bir
timdrdur. Belirli durumlarda, multipl miyelomun bir klinik manifestasyonu, lokalize bolgelerde
artan osteoklast aktivasyonundan kaynaklanabilen fokal kemik kaybilel Bir ¢ok miyelom
hastas[Jradyolojik analiz ile goriilebilen kemik kaybhlJyasamaktadll ve iskelet adr(sndan
muzdarip olmaktadlt] Belirli durumlarda, miyelom hastalar[] spontane bir sekilde veya
yaralanmadan dolayOolusabilen ilgili kemidin patolojik kirkklara karsClhassastlrl Belirli
durumlarda, miyelom esnaslida olusan iskelet lezyonlar(dsadece kemik kdKarma dedil, ayn
zamanda dzellikle omurgada deformiteye ve hazen sinir skismasihh yol agmaktadE]l Baz[d
hastalarda, serum kalsiyumda (hiperkalsemi) bir patolojik artls] olusmaktadlr] ve hastallk]
tedavisi esnasida 6nemli problemlere yol acabilmektedir. Burada tarif edilen vefveya talep
edilen belitli yaplandEmalarda, kemik rezorpsiyonunun azaltlthasCveya bloke edilmesi ve
kalsiyumunun sallnd @ gekilde kullanim igin OPGLye yonelik olan, kIrll ve omurga deformite
riskini azaltabilen bir antikor saglanmaktad|r]

Belirli durumlarda, miyelom hiicreleri, kemik yKImb dogrudan katllh gostermemektedir,
bunun yerine osteoklast farkll@smhinh ve aktivasyona yol agan hiicre diCsinyalleri
uretmektedir. Belirli durumlarda, osteoklastlar, 6zellikle aktif hale getirildiklerinde yiliksek
sitokin IL-6 seviyelerini Gretmektedir. IL-6, bir B-hiicresi biiylime faktéridir ve in vitro mirin
ve insan miyelom hcrelerinin bilyiimesine katk[lgdstermektedir.Miyelom hiicreleri aynd
zamanda OPGL'Yi dodrudan veya dolaylJolarak (retebilmektedir, bu da kemik iligi
bosluklaribda gémuali  miyelom  hicrelerini  ¢evreleyen lokal kemik  lizisi ile
sonuglanabilmektedir. Belirli durumlarda, miyelom hicresine bitisik normal osteoklastlar bu
sekilde IL-6’'yOlretmektedir, bu da tiimoér hdcrelerinin lokal olarak genislemesine yol
acabilmektedir. Miyelom hiicreleri, bir klonal modelde geniglemektedir ve uygun olmayan bir
kemik rezoprisyonu ile olusturulan kemik aral klarllikgal edebilmektedir.

Kemirgenlerde OPG uygulamashin] osteoklast popilasyonunun hEZOBIGminG indikledigi
gbzlemlenmistir (bkz. érn. Lacey ve ark. (2000) Am. J. Pathol. 157:435-448). Osteoklastlarl

saylsindaki bir azalma, bu hicrelerle artan IL-6 Gretiminin etkisini yok edebilmektedir ve bu
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sekilde, trabekililer kemik igerisindeki miyelom hiicrelerinin  blylmesini ve sadkalm D
etkileyebilmektedir. Bu sebepten othrd, burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
yaplandlnalarda, bir miyelom hastasihh, OPGL'ye karsCbir antikorun uygulanmas(Jsadece
hiper kemik rezorpsiyonunu dedil, ayn[Zamanda timoriin kendi genislemesini ve sagkallm ni]

etkileyebilmektedir.

B-hiicreleri, OPGL, ODAR’a yoénelik reseptéri eksprese etmektedir. Miyelom hicreleri ayn(]
zamanda ODAR'Uleksprese etmektedir ve ek olarak, CPGLYi Uretebilmektedir. Belirli
durumlarda, aynChiicre poplilasyonunda OPGL ve ODAR'[l ekspresyonu, miyelam hiicresinin
sagkalm D ketkileyen bir otokrin uyarlcISIM blusturabilmektedir. Bu sebepten &tiirli, burada
tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapIandlmnalarda, OPGLye kars[lbir antikorun
uygulanmas[Imiyelom hastalarlida goriilen timér yikinin azaltldi@veya elimine edildigi

sekilde timor hiicresi sadkal mhm&zaltabilmektedir.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandlonalarda, farmasétik olarak kabul
edilebilir bir seyreltici, taslyIcl 1¢dzlinduricl, emilsifiye edici, koruyucu ve/veya vardmclile
birlikte OPGL'ye karsCterapdtik olarak etkili bir antikor miktar@geren farmasétik bilesimler
saglanmaktadIr]

Burada tarif edilen vefveya talep edilen belirli yapIdndinalarda, OPGL'ye kars[bir antikorun
terapétik olarak etkili bir miktarmlve farmasoétik olarak kabul edilebilir bir seyreltici, tagcL]
¢Ozinduriicl, emdlsifiye edici, koruyucu ve/veya yardimcOlle birlikte en az bir ek terapdtik
maddenin terapotik olarak etkili bir miktarbCiceren farmasétik bilesimler saglanmaktadlIrl
Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapl3ndirinalarda, en az bir ek terapétik
madde, kisklaylc[ blmayacak sekilde BMP-1 ila BMP-12 arasloda belilenen kemik morfojenik
faktorleri; dénlstlirGcl blylime faktdri-p (TGF-B) ve TGF-B aile elemanlar(d kEihy ]
olmayacak sekilde, IL-lra ve bunlarln tirevleri ve Kineret™ dahil interldkin-1 (IL-1)
inhibitdrleri; ¢ozllebilir bir TNFa reseptorii, Enbrel™, anti-TNFa antikorlar[ JRemicade™ ve
D2E7 antikoru dahil TNFa inhibitdrleri; paratiroid hormon ve bunlar(dl analoglar(dparatiroid ile
iliskili protein ve analoglar[[1E serisi prostaglandinler; bifosfonatlar({6rnedin alendronat ve
digerleri); florir ve kalsiyum gibi kemik gelistirici mineraller; kisHaycl blmayacak sekilde
Celebrex™ ve Vioxx™ gibi COX-2 inhibitdrleri dahil steroidal olmayan anti-inflamatuvar ilaclar
{NSAID'ler); metotreksat veya leflunomid gibi imminosipresanlar; kiskaylcl loimayacak
sekilde, salgldylcl ll6kosit proteaz inhibitérii (SLPI) dahil serin proteaz inhibitérler; IL-6
inhibitorleri (kEiaylcJolmayacak sekilde IL-6'ya karsUantikorlar dahil), IL-8 inhibitdrleri
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{(kshy €l lolmayacak sekilde, IL-8'e karsOantikorlar dahil); IL-18 inhibitorleri (kEihycl]
olmayacak sekilde IL-18 badlama proteini ve IL-18 antikorlarddahil); Interlokin-1
donisturici enzim (ICE) modulatérleri; FGF-1 ila FGF-10 arasida fibroblast biyime
faktérleri ve FGF modiilatérleri; PAF antagonistleri; keratinosit bilyime faktérii (KGF), KGF ile
iliskili moleklller veya KGF modilatdrleri; matris metaloproteinaz (MMP) modulatérleri;
kEihy [ bimayacak sekilde indlklenebilir NOS modulatorleri dahil Nitrik oksit sintaz (NOS)
modulatdrleri; glukokortikoid reseptériin modulatdrleri; glutamat reseptérinin modulatérleri;
lipopolisakkarit {LPS) seviyelerinin modulatérleri; ve noradrenalin ve modulatdrler ve bunlarinl

mimetikleri arastlan secilmektedir.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapl@ndlinalarda, kabul edilebilir formilasyon

malzemeleri tercihen, kullanl@n dozajlarda ve konsantrasyonlarda allclidra toksik degildir.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandirinalarda, farmasétik bilesim, drnedin
pH, ozmolalite, viskozite, berraklk] renk, izotonisite, koku, sterillik, kararlllk] ¢bziinme h[zLl
veya bilesimin sallim[Jsogurumu veya penetrasyonunun dedistirilmesi, sirdirilmesi veya
engellenmesi icin formilasyon malzemelerini icerebilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya
talep edilen belirli yapldndlrinalarda, uygun formilasyon malzemeleri, kSEaycl blmayacak
sekilde amino asitler (6rnegin glisin, glutamin, asparagin, arjinin veya lisin);
antimikrobiyaller; antioksidanlar {(6rnedin askorbik asit, sodyum sdlfit veya sodyum hidrojen-
sulfit); tamponlar (6rnegin borat, bikarbonat, Tris-HCI, sitratlar, fosfatlar veya diger organik
asitler); hacim arttfECdmaddeler (6rnedin mannitol veya glisin); kenetleme maddeleri
(ornegin etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)); komplekslestirici maddeler (6rnedin kafein,
polivinilpirrolidon, beta-siklodekstrin veya hidroksipropil-beta-siklodekstrin); dolgu maddeleri;
monosakkaritler; disakkaritler; ve diger karbonhidratlar (6rnegin glukoz, mannoz veya
dekstrinler); proteinler (6rnedin serum albimini, jelatin veya immiinoglobulinler);
renklendiririci, lezzet verici ve seyreltici maddeler; emidilsifiye edici maddeler; hidrofilik
polimerler (6rnegin polivinilpirrolidon); disik molekil agldiklCpolipeptitler; tuz olusturan
karsCiyonlar (6rnedin sodyum); koruyucular {(6rnedin benzalkonyum kloriir, benzoik asit,
salisilik asit, timerosal, fenetil alkol, metilparaben, propilparaben, klorheksidin, sorbik asit
veya hidrojen peroksit); gozlcliler (6rnegin gliserin, propilen glikol veya polietilen glikol);
seker alkolleri (6rnedin mannitol veya sorbitol); asklyh alma maddeleri; yiizey aktif maddeler
veya Blaticlinaddeler (6rnedin pluroniks, PEG, sorbitan esterleri, polisorbat 20, polisorbat 80,
triton, trometamin, lesitin, kolesterol, tiloksapal gibi polisorbatlar); stabilite arttiticl tnaddeler

{6rnedin sukroz veya sorbitol); tonisite arttfklImaddeler (6rnedin alkali metal halitler,
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tercihen sodyum veya potasyum klorlir, mannitol sorhitol); teslimat araclar(d seyrelticiler;
eksipiyanlar ve/veya farmasotik vyardlmcO maddeleri icermektedir. (Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 18th Edition, A.R. Gennaro, ed., Mack Publishing Company (1990).
Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandirinalarda, OPGL'ye kars[bir antikor
ve/veya bir terapotik molekdil, teknikte bilinen bir yarCdmri uzatlcIvehikile baglanmaktadit]
Bu wvehikiller, klsihylcllolmayacak sekilde Fc alanbld polietilen glikoli ve dekstran]
icermektedir. Bu vehikiller, drnegin US 09/428,082 Seri SaylllPatent Basvurusunda ve
yaylanan PCT WO 99/25044 Say[IPatent Bagvurusunda agklanmaktad It

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapl@nd(rinalarda, optimal farmasotik bilesim,
ornedin uygulamaninl arzu edilen rotaslb, iletim formatb ve istenilen dozajlbk baglColarak
teknikte tecrilbe sahibi kisi taraflidan belilenecektir. Bkz. ©rnedgin Remingtor’s
Pharmaceutical Sciences, supra. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
yaplandlrinalarda, bu tarz bilesimler, burada tarif edilen ve/veya talep edilen antikorlar(nl
fiziksel durumunu, stabilitesini, /7 vivo sallblth oranldve /7 vivo klerens oraninl]

etkileyebilmektedir.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapldndirialarda, farmasotik bir bilesim
tzerinde birincil vehikil veya taslylcl]yaplshl olarak sulu olabilmekte veya susuz
olabilmektedir. Ornedin, burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yap@@ndEinalarda,
uygun bir vehikil veya taslcl]parenteral uygulamaya yonelik bilesimlerde yaygnl diger
malzemeler ile desteklenmesi muhtemel olan enjeksiyona ydnelik bir su, fizyolojik salin
¢Ozeltisi veya yapay beyin omurilik siISI blabilmektedir; nétr tamponlu salin veya serum
albumin ile karstcIthislsalin ayn(2amanda 6rnek teskil eden vehikiillerdir. Burada tarif edilen
ve/veya talep edilen belirli yapldndlonalarda, farmasétik bilesimler, yaklaskl 7.0-8.5 pH Tris
tamponunu veya yaklagkl4.0-5.5 pH asetat tamponunu igermektedir ve ayrch sorbitoll veya
bunlaril uygun bir ikamesini icerebilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
yaplandionalarda, en az bir ek terapétik madde ile veya bu madde olmadan OPGL'ye kars]
bir antikoru iceren bir bilesim, bir liyofilize kek veya bir sulu ¢ozelti formunda tercihe baglC]
formilasyon maddeleri (Remingtor’s Pharmaceutical Sciences, supra) ile arzu edilen saflkl
derecesine sahip olan secilmis bilesim karlstitlarak depolama igin hazldanabilmektedir.
Dahas[Jburada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandinalarda, en az bir ek
terap6tik madde ile veya bu madde olmadan OPGL'ye kars[bir antikoru iceren bir bilesim,

sakaroz gibi uygun eksipiyanlar kullan@rak bir liyofilizat olarak formiile edilebilmektedir.
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Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapl3ndalarda, burada tarif edilen ve/veya
talep edilen farmasotik bilesimler, parenteral iletim igin secilebilmektedir. Burada tarif edilen
ve/veya talep edilen belirli yapl3ndicinalarda, bilesimler, oral yolla oldugu gibi sindirim yolu
vasldslyla sclunum veya iletim icin secilebilmektedir. Bu tarz farmasotik olarak kabul
edilebilir bilegsimlerin preparasyonu, teknikte tecriibe sahibi kisiler tarafidan bilinmektedir.
Burada tarif edilen vefveya talep edilen belirli yaplandlrinalarda, formilasyon bilesenleri
tercihen uygulama alannb icin kabul edilebilir olan konsantrasyonlarda mevcuttur. Burada
tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandlrinalarda, tamponlar, tipik olarak yaklaslkl5 ila
yaklaslkl 8 aralldinda bir pH aralllkerisinde olmak (izere fizyolojik olarak pH'da veya hafifce
diistk olan bir pH'da bilesimin surdlrdlmesi icin kullanltaktad(r]

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapl@ndomalarda, parenteral uygulama
tasarlanddlnda, bir terapotik bilesim, farmasotik olarak kabul edilebilir bir vehikilde ek
terap6tik maddelerle veya bu maddeler olmadan OPGL'ye kars[arzu edilen bir antikoru igeren
pirojensiz, parenteral olarak kabul edilebilir sulu gbzeltinin formunda olabilmektedir. Burada
tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yap[@ndomalarda, parenteral enjeksiyonuna yonelik
bir vehikll, en az bir ek terapdtik madde ile veya bu madde olmadan OPGL'ye karsC
antikorun, uygun olarak korunmus bir steril, izotonik cozelti olarak formiile edildigi steril
distile sudur. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandlrialarda, preparasyon,
bir depot enjeksiyon sayesinde iletilebilen Grinin kontrolll veya sirdiridlen salnloh Dl
saglayabilen enjekte edilebilir mikrosferler, biyo-ashdrlabilir tanecikler, polimerik bilegikler
{6rnedin, polilaktik asit ya da poliglikolik asit), tanecikler veya lipozomlar gibi bir madde ile
istenilen molekiliin formilasyonunu icerebilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen
belirli yapl@ndlmmalarda, hiyalironik asit de kullanI@bilmektedir ve dolasimda sirdirilen
surecin arttlclihasib ydnelik etkiye sahip olabilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep
edilen belirli yapl@ndinalarda, implante edilebilir ilag iletim cihazlar[Jistenilen molekiile dahil
edilmesi icin kullanT@bilmektedir.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapl@ndimhalarda, solunuma yo&nelik
farmasotik bir bilegim formile edilebilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
yapl@ndlinalarda, en az bir ek terapétik madde ile veya bu madde olmadan OPGL'ye kars]

bir antikor, solunuma y6nelik bir kuru toz olarak formile edilebilmektedir.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandlinalarda, en az bir ek terapétik

madde ile veya bu madde clmadan OPGLye kars[bir antikoru igeren bir solunum gdzeltisi,
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aerosol iletimine yodnelik bir pusklrtiicl ile formile edilebilmektedir. Burada tarif edilen
ve/veya talep edilen belirli yapldandltinalarda, ¢ozeltiler nebulize edilebilmektedir. Pulmoner
uygulama, kimyasal olarak modifiye edilmis proteinlerin pulmoner iletimi agklayan WO
94/20069 Al olarak yay[nlanan Uluslar Aras[Patent Basvurusunda aclklanmaktadlr]

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapl@ndtialarda, formulasyonlarml oral olarak
uygulanabildigi tasarlanmaktadlcl] Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
yaplandlrinalarda, en az bir ek terapétik madde ile veya bu madde olmadan OPGL'ye karsld
bir antikor, tabletler ve kapslller gibi katCldozaj formlarinl bilesik hale getirilmesinde
geleneksel olarak kullanldn bu tasyIcl@rla veya tasiIcldr olmadan formiile edilebilmektedir.
Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandkialarda, biyoyararlanm maksimuma
¢kbrId@nda ve pre-sistemik bozulma minimize edildiginde, bir kapsiil, gastrointestinal yolda
bulunan noktada formuilasyonun aktif bdliimindn sal@maskin tasarlanabilmektedir. Burada
tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapI@ndfinalarda, en az bir ek madde, OPGLye kars]
antikorun vefveya herhangi bir ek terapétik maddenin absorpsiyonuna olanak sadlayacak
sekilde dahil edilebilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
yaplandmalarda, seyrelticiler, aromalar, diisik erime noktalCvakslar, bitkisel yadlar,
yadlay[clidr, siispanse edici maddeler, tablet parcalaylclImaddeler ve badlaylclidr da
kullanIdbilmektedir.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandialarda, bir farmasotik bilesim,
tabletlerin Uretimi igin uygun olan, toksik olmayan eksipiyanlarla bir karlgmda en az bir ek
terapotik madde ile veya bu madde olmadan OPGL'ye kars[letkili miktarda antikorlar(]
icerebilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapl@ndinalarda, steril suda
veya bir diger uygun vehikiilde tabletler c¢oziinerek, c¢ozeltiler, birim doz formunda
hazltlanabilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapldnd(ialarda, uygun
eksipiyanlar, kEEkykcllolmayacak sekilde kalsiyum karbonat, sodyum karbonat veya
bikarbonat, laktoz veya kalsiyum fosfat gibi inert seyrelticileri; veya nisasta, jelatin veya
akasya gibi baglayclinaddeleri; veya magnezyum stearat, stearik asit veya talk gibi yadlaycl]
maddeleri igermektedir.

Ek farmasdtik bilesimler, sirekli veya kontrolli iletim formilasyonlaribda en az bir ek
terap6tik madde ile veya bu madde olmadan OPGLye karsd antikorlard iceren
formilasyonlari dahil edilmesi, teknikte tecriibe sahibi kisiler tarafidan anlagl3caktlcl
Burada tarif edilen vefveya talep edilen belirli yaplandlrinalarda, lipozom taslylclidr, biyolojik
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olarak asMabilir mikropartiklller veya gdzenekli tanecikler ve depot enjeksiyonlarCgibi dider
cesitli stirekli veya kontrolll iletim araclarlnl formule edilmesine yonelik teknikler de teknikte
tecriibe sahibi kisiler taraffddan bilinmektedir. Bkz. ornegin, WO 93/15722 Al olarak
yaylanan PCT basvurusu, farmasétik bilesimlerin iletimleri icin godzenekli polimerik mikro
partikiillerin kontrolli salimRC3¢Klamaktad[El Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
yaplandinalarda, yavas sallimlCpreparasyonlar, ornegin filmler veya mikro kapsiller gibi
sekilli maddelerin formunda yar[gecirgen polimer matrisleri igerebilmektedir. Strekli sallnlm
matrisleri, poliesterler, hidrojeller, polilaktitler (U.S. 3,773,919 ve EP 058,481), L-glutamik
asidin ve gama etil-L-glutamat@l kopolimerleri (Sidman ve ark., Biopolymers, 22:547-556
{1983)), poli (2-hidroksietilmetakrilat) (Langer ve ark., J. Biomed. Mater. Res., 15:167-277
(1981) and Langer, Chem. Tech., 12:98-105 (1982)) etilen vinil asetat (Langer ve ark.,
supra) veya poli-D(-)-3-hidroksibutirik asidi (EP 133,988) icerebilmektedir. Burada tarif edilen
ve/veya talep edilen belirli yap@@ndmnalarda, sirekli sal@mlCbilesimler ayrich teknikte
bilinen cesitli yontemlerin herhangi birisi ile hazllanabilen lipozomlarCigerebilmektedir. Bkz.
orn. Eppstein ve ark., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:3688-3692 (1985); EP 036,676; EP
088,046 ve EP 143,949.

In vivo uygulama igin kullanldcak olan farmasétik bilesim genellikle sterildir. Burada tarif
edilen ve/veya talep edilen belirli yapl@andrinalarda, bu, steril filtrasyon membranlarC
boyunca filtrasyon vasfaslyla tamamlanabilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen
belirli yaplandIanalarda, bilesimin liyofilize oldudu yerde, liyofilizasyon ve sulandltina 6ncesi
veya sonrasinida bu yontem kullanTdrak sterilizasyon uygulanabilmektedir. Burada tarif edilen
vefveya talep edilen belirli yaplandmalarda, parenteral uygulamaya yonelik bilesimler,
liyofilize formda veya bir cozeltide depolanabilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep
edilen belirli yaplandmnalarda, bir intravendz ¢ozelti poseti gibi bir steril erisim yuvashh
sahip olan bir kaba veya bir hipodermik enjeksiyon ignesi ile delinebilen bir stopere sahip
olan ilag sisesine konulabilmektedir.

Buradatarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandltnalarda, farmasétik bilesim formiile
edildiginde, bir ¢bzelti, stispansiyon, jel, emilsiyon, kat[dlarak veya dehidre veya liyofilize toz
olarak steril siselerde depolanabilmektedir; bu formllasyonlar, bir kullanima hazlt] formda

veya uygulamadan once yeniden olusturulan bir formda (6rn. liyofilize) depolanabilmektedir.

Buradatarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandirinalarda, bir tek dozlu uygulama

biriminin Uretilmesine yonelik kitler saglanmaktadlr} her bir kit, bir kurutulmus proteine sahip
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olan bir birinci kabClve bir sulu formilasyona sahip olan bir ikinci kabCicerebilmektedir.
Buradatarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapl@ndIlrinalarda, tek ve gok hazneli Onceden
doldurulmus slrlbgalarCiceren kitler (7., shd§lrlngalar ve liyosktingalar) saglanmaktad(rl

Buradatarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandEinalarda, en az bir ek terapétik madde
ile veya madde olmadan, OPGL'ye kars[bir antikoru iceren, terapotik olarak kullanIdcak olan
etkili bir farmasotik bilesim miktar[d6rnegin terapétik badlama ve amaclara baglCblacaktlr]
Teknikte tecriibe sahibi kisi, tedavi icin uygun clan dozaj seviyelerinin, iletilen molekdle, en
az bir ek terapétik madde ile veya bu madde olmadan OPGL'ye karsCantikerun kullandgC
endikasyona, uygulama yoluna ve hastanil boyutuna (viicut ag ElGL viicut yiizeyi veya organ
boyutu) ve/veya kosuluna (yas ve genel saglk) baglCblarak degiskenlik gosterecek olmas(]
takdir edilecektir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandlrinalarda, klinisyen,
dozajditre edebilmektedir ve optimal terapdtik etkinin elde edilmesi igin uygulama yolunu
degistirebilmektedir. Belirli yaplandrinalarda, tipik bir dozaj, yukarda bahsi gegen faktorlere
badlClolarak, yaklagkl 0.1 ug/kg ila yaklaskl 100 mg/kg veya daha fazla bir arallkta
olabilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandlimalarda, dozaj,
yaklagklolarak 0.1 ng/kg ila yaklagkl 100 mg/kg; veya 1 ug/kg ila yaklaskl 100 mg/kg; veya
5 ug/kg ila yaklaskl 100 mg/kg aral@lnda olabilmektedir.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandirinalarda, dozaj sKIGILIOPGLye kars[]
antikorun farmakokinetik parametrelerini ve/veya kullanI@n formilasyonda herhangi bir ek
terap6tik maddeyi hesaba katacaktl Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
yaplandlinalarda, bir klinisyen, arzu edilen etkiye ulasan bir dozaj elde edilene kadar,
bilesimi uygulayacaktlr]l Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandirinalarda,
bilesim bu sekilde tek bir doz olarak veya zamanla iki veya daha fazla doz olarak (istenilen
molekiiliin aynCiniktariCgerebilen veya icermeyebilen) veya bir implantasyon cihaz[reya
kateter sayesinde bir devamlCinfiizyon olarak uygulanabilmektedir. Uygun dozajll bir diger
gelisimi, teknikte tecriibe sahibi kisi taraflbdan rutin bir sekilde olusturulmasClve bunlar
tarafinidan rutin bir sekilde uygulanan gdrevlerin alanCkerisinde olmasidir] Burada tarif edilen
ve/veya talep edilen belirli yapl@ndlrinalarda, uygun dozajlar, uygun doz-yan[l verisinin

kullan[m[3ayesinde dogrulanabilmektedir.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapldndfialarda, farmasotik bilesimin
uygulama yolu, intravendz, intraperitoneal, intraserebral (intra-parankimal),

intraserebroventrikiller, intramiskdler, intra-okiler, intraarteriyel, intraportal veya
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intralezyonel vyollar vasfdslyla; sirekli aslbimh sistmeleri veya implantasyon cihazlard
vasffasiyla oral vyollarla bilinen yontemlere gore gergeklestiriimektedir. Burada tarif edilen

ve/veya talep edilen belirli yapl@ndlrinalarda, bilesimler, bolus enjeksiyonu veya arallk5EZ]
olarak inflizyon veya implantasyon cihaz[3ayesinde uygulanabilmektedir.

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandlrinalarda, bilesim ayrica istenilen

molekiiliin, absorbe edildigi veya enkapsiile edildigi bir membranl, siingerin veya bir diger

uygun malzemenin implantasyonu vasEasia lokal olarak uygulanabilmektedir. Burada tarif

edilen ve/veya talep edilen belirli yapl@ndlrinalarda, bir implantasyon cihaznlnl kulland G
yerde cihaz, herhangi bir uygun dokuya veya organa implante edilebilmektedir ve istenilen

molekiilin iletimi, diflizyon, zaman sallmibelus veya aral KsZluygulama olabilmektedir.

Buradatarif edilen ve/veya talep edilen belirli yaplandlmnalarda, bir /n vitro sekilde en az bir
ek terapdtik madde ile veya bu madde olmadan OPGLye karsCbir antikoru iceren bir
farmasotik bilesimin kullan[m Carzu edilebilmektedir. Bu tarz durumlarda, hastadan ¢karlan
hiicreler, dokular veya organlar, hiicrelerin, dokularnl ve/veya organlaridl daha sonrasindla
hastaya geri implante edilmesinden sonra en az bir ek terapétik madde ile veya bu madde

olmadan OPGL'ye kars[hir antikoru iceren bir farmasétik bilesime maruz bEak Ithaktad ]

Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli yapl@ndirialarda, OPGL'ye kars[bir antikor
ve/veya herhangi bir ek terapdtik madde, polipeptitleri eksprese etmek ve salgldamak tlizere
burada agklananlar gibi yontemler kullanldrak genetik olarak tasarlanmis] belirli hicreler
implante edilerek iletilebilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen Dbelirli
yaplandlrinalarda, bu hicreler, hayvan veya insan hicreler olabilmektedir ve otolog,
heterolog ve ksenogenik olabilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep edilen belirli
yaplandienalarda, hicreler 8limslzlestirilebilmektedir. Burada tarif edilen ve/veya talep
edilen belirli yap@@ndifinalarda, bir immiinolojik yanfl sanslnl azaltlthasCicin, hiicreler,
cevreleyen dokularl infiltrasyonunu énlemek igin kapsullenebilmektedir. Burada tarif edilen
ve/veya talep edilen belirli yapldndiomalarda, enkapsiilasyon malzemeler genellikle biyolojik
olarak uyumlu, protein Urinlerinin sallDmhnb olanak sadlayan, fakat hastan@ immiin sistemi
sayesinde veya cevreleyen dokulardan kademeli diger faktorler sayesinde hiicre yIKkIm nl]

onleyen yarldecirgen polimerik muhafazalar veya membranlard(c]

ORNEKLER
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Yirutilen deneyler ve ulasl@n sonuglar dahil olmak lzere asadldaki 6rnekler, sadece gorsel
amaclar igin saglanmaktadrive mevcut bulusu ksERyCLdlarak yorumlanmamaktadIcl
Ornek 1

¢OPGL-1 Aglve Hafif Zincirlerin Klonlamas[]

Tam uzunlukta insan OPGL cDNA'y[ kksprese eden CHO hcreleri, insan immiinoglobulin
genleri iceren transjenik farelerini imminize edecek sekilde kullanlbhaktadid Immiinize
farelerden alloan lenf bezleri, hibridomlar(dUretmek igin mirin miyelom hcrelerine
birlestiriimektedir. Hibridom dizilerinden gelen siipernatantlar, insan OPGL ile reaksiyona
giren antikorlara yonelik bir ELISA deneyinde test edilmektedir. Hibridom hatlarl{AMG 6.5,
AMG 6.4 ve AMG 6.1) eksprese eden Anti-OPGL'nin, OPGL'ye yonelik yiksek affiniteli
antikorlar{slrasfyla 0.28 nM, 0.29 nM ve 0.23 nM Kd) eksprese ettigi bulunmaktadrlve AMG
6.5, klonlama igin segilmektedir. AMG 6.5 ve AMG 6.4'den agltlve hafif cDNA klonlar[dzdegtir
ve AMG 6.5, oOPGL-1 hafif zincirli ¢cDNA'yCklonlayacak sekilde kullanlltken, AMG 6.4,
aOPGL-1 aglclzincirli cDNA'y Klonlayacak sekilde kullanthaktad[r]

«OPGL-1 hafif zincirin klonlanmas[

0 OPGL-1 kappa hafif zincirli dedisken bodlge, AMG 6.5 toplam RNA’'dan hazldanan birinci
sarmal cDNA'dan PCR amplifikasyon yontemleri kullanl@rak elde edilmektedir. Birinci sarmal
cDNA, bir genisletilmis 5-adaptér (5-GGCCGGATAGGCCTCACNNNNNNT-3" (SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 15)) ile bir rastgele primer ve Birinci Sarmal cDNA Sentez kitine (kat. no. 18089-
011) yoénelik Gibco SuperScript II ™ Preamplifikasyon Sistemi ile sadlanan malzemeler ve
yontemler kullanldarak AMG 6.5 toplam RNA'dan hazianmaktadlll Asadidh bulunan
oligonukleotidler, PCR icin kullanlthaktad [

5’ kappa RACE primeri:

5' - GAT GAC CCA GTC TCC AGC CAC CCT G - 3’ (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 5)
3’ kappa RACE primeri:

5’ - AAG GGT CAG AGG CCA AAG GAT GG - 3’ (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 6)

Glclendirilmis DNA'lar, pCRII-TOPO'ya (Invitrogen) klonlanmaktadtlve elde edilen plazmidler
sekanslanmaktadlr] Kappa zincirli konsensilis sekans[] tam uzunlukta «OPGL-1 kappa
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zincirinin  PCR amplifikasycnuna yonelik primerleri tasarlayacak sekilde kullanIhaktad(t
5'a«OPGL-1 kappa primeri, klonlamaya yonelik bir Xbal bolgesini (TCTAGA) ve baslaticl Met
kodonundan once bir "CCACC" Kozak sekanshllicermektedir. 3'aOPGL-1 kappa primeri,
klonlamaya yonelik stop kodonundan sonra bir Sal bélgesini (GTCGAC) icermektedir.
5'«0OPGL-1 kappa primeri:

5-CAA CTC TAG ACC ACC ATG GAA ACC CCA GCG-3' (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7)
Xbal Bdlgesi Kozak M E T P A (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 16)

3'aOPGL-1 kappa primeri;

5-TTT GAC GTC GAC TTA TCA ACA CTC TCC CCT GTT GAA G -3’ (SEKANS KIiMLIK
NUMARASI: 8)

Sall Bdlgesi * * CE G R N F (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 17)

Tam uzunlukta o OPGL-1 kappa zincirli cDNA klonu, 5" ve 3'aOPGL-1 kappa primerleri ile
amplifikasyon vasftaslyla, yukarida aclklanan AMG 6.5 birinci sarmal ¢cDNA kullanlldrak elde
edilmektedir. PCR reaksiyonu, oOPGL-1 kappa zincirinin (Sekil 4, SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 4) 235 amino asit kalltBERI{20 amino asit kappa zincirli sinyal sekansCdahil)
kodlayan bir 738 bp fragmanhblCliretmektedir. Bir QIAquick PCR Saflastlrina kiti (Qiagen kat.
no. 28104) kullanM@rak yapldan saflasticmadan sonra, bu fragman, kappa hafif zincirli

ekspresyon vektérini olusturacak sekilde kullanhaktadlrl

Yukarida dretilen 738 bp tam uzunlukta kappa fragman(] Xbal ve Sal ile kesilmekte,
Promega Wizard DNA Temizleme Sistemi {(Promega kat. no. A7100) kullan@rak
saflasttihakta ve plazmid oOPGL-1-kappa/pDSRa19 lretmek (lzere pDSRal9a
klonlanmaktadl(Sekil 5). pDSRa19 éncesinde agcklanmsticl(bkz. burada herhangi bir amaca
yonelik olarak referansla dahil edilen WO 90/14363 (bkz. 6rn. Sekil 12)). Kcacas[IpDSRx19'u
olusturmak icin, pDSRa2, asagldeki yontemlerle modifiye edilmektedir: FSH polyA, yaklaskl
olarak 1400 baz cifti ile 885 baz ciftine kihltIthaktadidve simdi Ndel bélgesinde sona
ermektedir; dihidrofolat rediiktaz[{DHFR), yaklasklolarak 1 kilobaz ile 5" ucundan klsaltimis]
olan 209 baz iftini icermektedir; ve DHFR polyA sekansidan yaklaskl olarak 550 baz cift
Bglll silinmektedir.
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aOPGL-1 kappa hafif zincirli ekspresyon klonu, AMG 6.5 hibridomda tanimlanan ayn[peptit
icin kodland@Inldlogrulayacak sekilde sekanslanmaktad(cl Nihai ekspresyon vektori (cOPGL-
1-kappa/pDSRx19), 5476 bp'dir ve Tablo 2'de gosterilen 7 islevsel bolgeyi icermektedir.

Tablo 2: cOPGL-1-kappa/pDSRc19'un dzellikleri

Plazmid Baz Cifti
Sayld
2 ila 881 bovin hipofiz glikoprotein hormonunun («.-FSH) a-alt biriminden bir

transkripsiyon sonlandlrina/poliadenilasyon sinyali (Goodwin, ve ark, Nucleic
Acids Res. 1983 11: 6873-82; Genbank Erisim Numaras[X00004)

882 ila 2027 Endojen fare DHFR promoterini, cDNA kodlama sekanslar@dve DHFR
transkripsiyon sonlandlfina/poliadenilasyon sinyallerini  iceren bir fare
dihidrofolat rediiktaz (DHFR) minigeni (Gasser ve ark, Proc Natl Acad Sci U S
A. 1982 79:6522-6.; Nunberg ve ark, Cell 1980 19:355-64; Setzer ve ark, ]
Biol Chem. 1982 257: 5143-7; McGrogan ve ark, J Biol Chem. 1985 260:2307-
14)

2031 ila 3947 Amfisilin direng isaretleyici genini ve E.coli'de plazmid replikasyonun kaynagnl]
iceren pBR322 sekanslar{Genbank Erisim Numaras[J01749)

3949 ila 4292 Bir SV40 erken promoteri, gelistiricisi ve replikasyon kaynad[{Takebe ve ark,
Mol Cell Biol. 1988 8: 466-72., Genbank Erisim Numaras(102400)

4299 ila 4565 HTLV-1 LTR alaninkla bir dontstimsel gelistirici eleman (Seiki ve ark, Proc Natl
Acad Sci U S A. 1983 80: 3618-22, Genbank Erisim Numaras[102029)

4574 ila 4730 SV40 165, 19S splays dondr/allc3inyallerinden bir intron (Okayama and Berg,
Mol CellBiol. 1983 3: 280-9, Genbank Erisim Numaras[102400)

4750 ila 5476 Xbal ve Sall bolgeleri arasida o OPGL-1 Kappa hafif zincirli cDNA

Vektériin bir dairesel plazmid haritas[ISekil 5'te gésterilmektedir.

o.OPGL-1 hafif zincirin klonlanmas[]

aOPGL-1 IgG2 agltlzincir, Clontech Marathon™ ¢DNA Amplifikasyon kiti (kat. no. K1802-1) ile
iretilen AMG 6.4 hibridom gift sarmal cDNA'dan klonlanmaktadl AMG 6.4 agl zincirli
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¢DNA’n amplifikasyonu, insan germ hattCIgG2 adldzincirli sabit bdlgeye 6zgli primerler
{asagldh gosterilmektedir) ve Marathon™ cDNA amplifikasyon kitinde saglanan diger
malzemeler ve yéntemler ile uygulanan ¢cDNA uclarinlnl (RACE) 5’ ve 3’ hzIChmplifikasyon
teknikleri ile tamamlanmaktadlrl

5"1gG2 RACE primeri

5'- GGC ACG GTC ACC ACG CTG CTG AG -3' (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 9)
3" IgG2 RACE primeri
5'- CCT CCA CCA AGG GCC CAT CGG TCT -3’ (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10)

600 bp 5’ RACE Urlini ve 1200 bp 3’ RACE Urlind, pCR2.1'e (Invitrogen) klonlanmaktadiclve
sekanslanmaktad(tl Bu sekans bilgisi, tam uzunlukta sekansm klonlanmasCiin «OPGL-1 ag[c
zincire 6zgli primerleri tasarlayacak sekilde kullanIthaktadlr]l Agdzincirli 5 primeri (5« OPGL-
1 IgG2 Primeri), yolcu sarmallda karsCyonlendirilmektedir ve bir HindIII bélgesine ve dodal
baglang[cl bolgesinden 6nce konsenslis Kozak sekanshb sahiptir. AGI zincirli 3" primeri
{3'wOPGL-1 IgG2 Primeri), agldzincirli 1gG2 sekanshlnl son amino asidinden sonra bir Sai

bélgesini ve stop kodonunu iceren bir rehber primeridir.
5" aOPGL-1 IgG2 Primeri:

5'- CAGAAGCTTGACCACCATG GAG TTT GGG CTG AGC TGG CTT TTT CTT GTG GC - 3'
(SEKANS KIMLIK NUMARASI: 11) HindlllKozak MEF GL S W L F L V A (SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 18}

3'wOPGL-1 IgG2 Primeri:

5- GCA TGTCGAC TTA TCA TTT ACC CGG AGA CAG GGA GAG - 3’ (SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 12)
Sal * * KGPSLSL (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 19)

Yukaride acklanan ¢ift sarmal cDNA, 5™~ ve 3’- o OPGL-1 IgG2 primerlerle PCR amplifikasyonu
vasfaslyla tam uzunlukta agfzincirli cONA'y[liretecek sekilde kullanlhaktadlr] PCR, aOPGL-
1 IgG2 aglrizincirli proteinin 467 amino asit kallnkSIN[{19 amino asit IgG sinyal sekans[diahil)
kodlayan bir 1433 bp fragmanBlliretmektedir (Sekil 2, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2). Bir
QIAquick PCR Saflastlrina kiti (Qiagen kat. no. 28104) kullanldrak yapldn saflastrinadan
sonra, bu fragman, asadldeki gibi agld zincirli ekspresyon vektoriinii olusturacak sekilde
kullanIthaktadlrl
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Yukarida aretilen tam uzunlukta IgG2 agll fragmanClkodlayan DNA, Hindll ve Sal ile
kesilmektedir, QIAquick Jel Ekstraksiyon kiti (Qiagen kat. no.28704) kullanldrak
saflastitImaktadl] ve bu fragman, pDSRa19a klonlanmaktadlrl Elde edilen ekspresyon
plazmidi, «OPGL-1-1gG2/pDSRa 19 clarak adlandcIthaktadkl(Sekil 6). Tim vektér bilesenleri,
aOPGL-1 IgG2 agldzincirli cDNA'nAl, Xbal ve Sal bolgeleri arashda o OPGL-1 kappa hafif
zincirli cDNA'y[Odegistirmesinin haricinde yukarlda agklanan «OPGL-1-kappa/pDSRa.19
vektoriine Ozdestir. oOPGL-1 IgG2 adld zincirli ekspresyon klonu, AMG 6.4 hibridomda
tanlmlanan ayn[polipeptit icin kodland@Inldogrulayacak sekilde sekanslanmaktad!(cl

Ornek 2

CHO hiicrelerinde o.OPGL-1 ekspresyonu

oOPGL-1 antikorunun stakil ekspresyonuna, dihidrofolat rediiktazC¢ksik (DHFR™) Cin hamster
yumurtalKl hiicrelerine (CHO AM-1/D, US 6,210,924 SaylllPatent Dokimanll «OPGL-1-
kappa/pDSRc:19 ve «OPGL-1-IgG2/pDSRa19 plazmidlerinin  birlikte transfeksiyonu ile

ulaslthaktad[r] bunu da bireysel klonlardlizolasyonu ve test edilmesi takip etmistir.

Bir 100 mm doku kultird kab[1CHO dortamida (DME ylksek glikoz, %10 fetan bovin
serumu, %1 penisilin/streptomisin/glutamin, 1X NaPiruvat, %1 esas olmayan amino asitler
{NEAA))(Gibco®) ve %1 ht takviyesi (Gibco®)) transkfesiyondan onceki gin (0. Glin)
bilyiitilen 1.5x10° AM-1/D hiicrelerle plakalanmaktadEl Birinci giinde, 400 pl serumsuz RPMI
1640 ortam (Gibco®), bir 12x75mm polipropilen tiipe bélinmektedir. Yirmi dort mikrolitre
TransIT®-LT1 reaktif (Mirus Corporation), ortama damlatlidrak eklenmektedir ve kar(siminl,
oda slchklginda 10 dakika inkube edilmesine olanak saglanmaktadltl Daha sonrasida
toplam 15 pg linearize plazmid DNA (Pvul ile sindirilmis, 7.5 pg o OPGL-1-kappa/pDSR« 19 ve
7.5ug aOPGL-1-1gG2/pDSRa 19), karlsima damlatl@rak eklenmektedir ve oda sicakldinkda 10
dakikalGlnok inkube edilmektedir.

CHO d-ortam[]10 ml Dulbecco fosfat tamponlu salinle (Gibco®) ylkhnan hiicrelerden
¢karhaktadlel AltChililitre serum igermeyen, HT, L-glu, NEAA ve Na piruvat ile takviye
edilen (Gibco®) MEM ortam[Jhiicrelere eklenmektedir. DNA/LT1 kempleksi, DNA'yChiicreler
lizerine esit olarak dagfinak icin nazikce geriye ve ileriye sallanan plakalara damlatldrak

eklenmektedir. Bir doku kiltlrd inkubatériinde 6 saat kaldktan sonra, ortam, yeni CHO d-
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ortamOle dedgistiriimektedir. Ktk sekiz saat sonra, hlicreler, CHO secim ortam@bda (DMEM
ylksek glikoz, %10 diyalize fetal bovin serumu (FBS), %1 penisilin/streptomisin/glutamin,
%1 esas olmayan amino asitler ve 1X Na piruvat) {(Gibco®) on 100 mm kultir kablnh
boéliinmektedir. Ortam, koloniler gorlilene kadar haftada iki defa dedistirilmektedir.

10-14 gln sonra, koloniler, 1x tripsin-EDTA'da (Gibco®) [Elatldn 5 mm klonlama diskleri
{Labcore®) kullanldrak toplanmaktadltl ve CHO segim ortamOdle 24 hazneli doku Kultlrd
plakalarioda kiltiirlenmektedir. Hicreler birbirine karlsll hale geldiginde, serum igermeyen
ortamlar (CHO seg¢im ortaml&ksi FBS) eklenmektedir ve 48 saat sonra toplanmaktadlt] Bu
kosullandfIhs] ortamlar, «.OPGL-1 adlr] zinciri tespit etmek igin yabanturpu peroksidaz
{HRP)-konjlige kegi anti-insan IgG Fc antikoru (Pierce, Rockford, IL) ve keci anti-insan kappa
zincir antikoru (Pierce, Rockford, IL), bundan sonra aOPGL-1 hafif zinciri tespit etmek igin
HRP konjlge tavsan anti-kegi IgG (H+L) antikoru (Pierce, Rockford, IL) ile Western blotu
vaslfaslyla antikor ekspresyonu icin analiz edilmektedir. En yiksek eksprese edici klonlar

genisletilmekte ve s hitrojende depolanmaktaditl

Ornek 3

aOPGL-1 Uretimi

Hiicre Dizisi 125Q'nun Preparasyonu ve Olusumu

oOPGL-1'i Ureten CHO hiicreleri, serum icermeyen kosullar altida 96 hazneli plakada
seyreltiyi iki tur kslflayarak klonlanmaktadlcl Klonlar, gesitli slispansiyon haznelerinde Uretim
ve blylime Ozelliklerine badllblarak secilmektedir. EIA'lar, en yiiksek «OPGL-1 seviyesini
ireten klonu secmek icin uygulanmaktadt] Iki kath cKma sirelerini ve yogunluklarid
iceren blyume 6zellikleri daha sonrasinida 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1 L ve 3 L déner kaplarda
ve ayn[Zamanda 3 L Aplikon biyoreaktdrlerinde klonlarChiiyiterek dlglilmektedir. Kiiltlirde en
yliksek yogunluda ulasan en hzZICki katloh ¢ka stiresine sahip klon secilmektedir ve Hiicre
Dizisi 125Q olarak adlandFhaktadE] Klon, yaklaskl olarak 1x107 hiicre/mL miktarda 360
ampulli dondurmak Gzere yeterince hiicre sunacak sekilde genisletildiginde, hiicreler, bir
krivo koruyucu, serum icermeyen ortamda (10 ml/L esas olmayan amino asitle ve 10 ml/L L-
Glutamin (Gib-co/LTI/Invitrogen) ve %10 dimetil stilfoksit (JT Baker) ile takviye edilen %90
VM-soy Batch OrtamU (Detaylar i¢in bkz. Tablo 3) vyeniden asklyh alldmakta ve
dondurulmaktadd Ampuller, kEEOerisim sadlanan bir tesiste depolanmaktadd ve siI]
nitrojen temaslarda sl hitrojene daldrlimaktad ]
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Kiiclk olcekli ceviricilerde ve biiylk olglide biyoreaktorlerde blylimeye ve (retime bagldl

olarak, Hiicre Dizisi 125Q, «OPGL-1 (retimine yonelik hiicre dizisi olarak secilmektedir.

Hiicre Kiltiri

aOPGL-1, plazmidlerden (¢ OPGL-1-kappa/pDSRa19 ve aOPGL-1-1gG2/pDSRa19) o OPGL-1'i
eksprese eden CHO hiicrelerinin bir klonal dizisi olan Hiicre Dizisi 125Q'da ekspresyonla
dretilmektedir. «OPGL-1'in hiicre kiltdr sdreci, Sekil 19'da goésteriimektedir. Her bir Cretim
¢allsinasCd¢in, Hucre Dizisi 125Q'nun bir ilac sisesinden gelen hicreler, ilk olarak 125 ml
erlenmeyer calkalay[clldrida 5 glinliigliine 100 rpm’de 10 ml/L dnemsiz amino asitler ve 10
ml/L L-glutamin (Gibco/LTI/Invitrogen) (VM-Soy Supp) ile desteklenen 50 mL VM-Soy Batch
Ortama (bilesim igin bkz. Tablo 3) biyltiilmektedir. Tim kiltiir daha sonrasiida, VM-Soy
Supp’yi 500 ml bir déner kapta, 3x10° canlChiicrelere/ml (3E5 ve/ml) as@yacak sekilde
kullanlaktad[r13-4 glnligine 70 rpm dondirme ile gosterilimektedir. 500 ml déner siseden
tim kdltdr, bir 3L doner kapta VM-Soy Supp'yi 3E5 vc/ml'ye asl@yacak sekilde
kullan@ihaktadtlve 3-4 glinliigline 70 rpm ile dénddriilerek blyltiilmektedir.

3L doner kaptan gelen kiltir, fenol kimnEISCblmadan VM-Soy Supp’de 3E5 vc/ml'de iki 3 L
doner kaba bélinmektedir ve aynCkosullar altioda biyiitilmektedir. Bu déner kaptan gelen
kilttrler, fenol kimEZIsLbimadan VM-Soy Supp’de 3E5 vc/ml'de dort doner kaba aglldnacak
sekilde kullanlhaktadlrlve ayn[kosullar altlhda biyGtilmektedir. Dort 3 L doner kaptan dort
litre kiltir, bir 20 L biyoreaktorde fenol kibnzEIbimadan 10 L VM-Soy Supp'yi aslByacak
sekilde kullanOaktadltlve biyoreaktor, 7-10 glinligline beslemeli modda callsttlthaktad k]
Beslemeli modda, konsantre ortam bilegenlerini igeren bir besin maddesi (asadlda Tablo 3'te
belirlenen “besleme maddesi” terimi), hiicre biyimesini ve kiltir canlIBINCSGrdlirmek igin

eklenmektedir.

20L biyoreaktérden allhn tim kiltdr, bir 150L biyoreaktdrde fenol kinZSLblimadan 70 L
VM-Soy Supp'yi asll@yacak sekilde kullanlihaktadlrlve biyoreaktdr, 9-10 giinligiine beslemeli
modda callsmaktadltl Son olarak, 150 L biyoreaktdrden allnbn tim kiltlr, bir 2000L
biyoreaktérde vyaklaskl olarak 880L VM-Soy (takviye veya fenol klmnEZIS[Jicermeyen)
asl@dyacak sekilde kullanlhaktadlr] ve biyoreaktér, beslemeli modda callsticIrhaktad(r]

Beslemeli mod esnasinida besleme oranl] kiltirde bulunan glikoz seviyesinin, her bir
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biyoreaktsr icin 0.6 g/L miktarda stirdUriildigu sekilde belirlenmektedir. Hiicre yogunlugu ve

glikoz konsantrasyonu gunluk olarak olcilmektedir ve besleme oran[bu sekilde ayarlanmst(r]

2000L biyoreaktorde iiretim, «OPGL-1'in, temel olarak hiicreler taraflnldan dretildigi ve hiicre
kdltlird ortam(nk salgland@isire esnasihida yaklagklolarak iki hafta stirmektedir.

Uretim reaktérii, pH, sicBklK ve ¢oziilmiis oksijen seviyesinin ayarlanmasbda kontrol
edilmektedir: pH, 7.0'dlrlve karbon dioksit gaz[ e sodyum karbonat eklentisi ile kontrol
edilmektedir; ¢dziilmis oksijen, 120 mmHg'dir ve hava, nitrojen ve oksijen gaz akarOle
kontrol edilmektedir. Hiicreler, sireg boyunca 37°C'de slirdirtulmektedir. Tim gazlar, 0.22

um veya daha az gézenek boyutuna sahip membran filtreleri lizerinden gegirilmektedir.

Uretimin sonunda, hiicre suyu, bir disk y@mnlOsantrifijune beslenmektedir ve Kiltir
supernatant[Jhicrelerden ayrlithaktadlcl Sentrat, bir Cuno 90SP derinliginde filtre ve bundan
sonra bir 0.2 um Posidyne filtresi (Pall Co.) lizerinden daha fazla saflastitihaktad(t]
Saflagtldrak kosullandElmig] ortamlar, 50kD NMWL membranlar (Millipore Biomax 50)
kullan@@rak tegetse akBlultrafiltrasyon (UF) ile konsantre edilmektedir. KosullandtIm(s]
ortam, 15- ila 30- kat konsantre edilmektedir. Elde edilen konsantre kosulland tIth[s] ortam
(CCM), saflastina vaslaslyla islenmekte veya sonraki bir tarihte saflastlcna icin

dondurulmaktadE Uretim siireci, Sekil 19'da dzetlenmektedir.

Hiicre Kiltird Ortam

Tim hidcre kiltlr streci boyunca kullanima yénelik hicre kiltird ortam(J Dulbecco’nun
Modifiye Edilmis Eagle Ortam[/Ham’lAl Besini F12ye (DMEM/F12, 1:1) badlidirl ve amino
asitlerin, ek besinlerin ve tuzlarl takviye seviyelerini, bir soya hidrolisatCve rekombinant
insan insdlini (Nucellin®Zn, Eli Lilly) icermektedir. Bilesenler, Tablo 3'te listelenmektedir. Bu
ortam, VM-Soy olarak ifade edilmektedir. Ortam cozeltileri, kullan &ncesinde 0.2 um

gdzenek boyutunun membran filtreleri vasEasida filtrelenmektedir.

Tablo 3. Hiicre Kiiltiirii Ortam[Bilegenleri
BAZAL Ortam ve BESLEME MADDELERINE YONELIK BILESENLER

BILESEN VMSoy Y§@ OrtamO BESLEME
(mg/L) MADDESI
(mg/L)
DMEM/F12 BILESENLERI
Inorganik Tuzlar
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CaCl, {anhidrit) 116.60 233.2
CusS0,.5H;0 0.0026 0.0052
Fe(NO3);.9H;0 0.1000 0.2
FeS04.7H20 0.8340 1.668
KCl 311.80 623.6
MgCl; (anhidrit) 57.280 114.56
MgSQ, (anhidrit) 97.680 195.36
NaCl 905.990 1811.98
NaH>P04.H50 125.00 250
Na,HPQ, 142.040 284.08
ZnSQ,.7H,0 0.8640 1.728
Diger Bilegenler
D-Glikoz 3151.00 12302
Na Hipoksantin 5.40 10.8
Linoleik asit 0.090 0.18
Lipoik asit 0.2060 0.412
Fenol KienzIs[] 8.10 16.2
Putresin.2HCI 0.1620 0.324
Sodyum Piruvat 110.00 220
Amino asitler
L-Alanin 26.70 53.4
L-Arjinin HCI 295.00 590
L-Asparajin.H,O 45.00 90
L-Aspartik asit 39.90 79.8
L-Sistein.HCI.H,0O 35.120 70.24
inorganik Tuzlar
L-Sistin.2HCI 62.580 125.16
L-Glutamik asit 44.10 88.2
L-Glutamin 657.00 1314
Glisin 52.50 105
L-Histidin.HCI.H,0 62.950 125.9
L-izolésin 108.940 217.88
L-Lésin 118.10 236.2
L-Lisin HCI 182.50 365
L-Metiyonin 34.480 68.96
L-Fenilalanin 70.960 141.92
L-Prolin 57.50 115
L-Serin 73.50 147
L-Treonin 106.90 213.8
L-Triptofan 18.040 36.08
L-Tirosin.2Na.2H,0 111.580 223.16
L-valin 105.70 211.4
Vitaminler
Biyatin 0.0073 0.0146
D-Ca Pantotenat 4.480 8.96
Kolin Klor(ir 17.960 35.92
Folik Asit 5.30 10.6
i-Inositol 25.20 50.4
Niasinamid 4.040 8.08
Piridoksal HCI 4.00 8
Piridoksin HCl 0.0620 0.124
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Riboflavin 0.4380 0.876
Tiamin HC 4.340 8.68
Timidin 0.3635 0.727
B12 Vitamini 1.360 2.72
EK BILESENLER
Etanolamin 0.0012 0.0037
Nuselin Zn, (rhu insulin) 5.00 15
Selenoz Asit 0.0050 0.015
Triiodotironin 0.000040 0.00012
Hidrokortizon 0.020 0.06
Ferik Sitrat 122.450 122.450
Pluronik F-68 1000.00 500
Soya Hidrolisat 6000.00 6000.00
NaHCO; 3000.00 3000.00
NaCl 3500.00

SaflastlFina Sireci

CHO hucrelerinde eksprese edilen «OPGL-1, hiicre disJortama salglldnmaktadll Saf
malzemeyi Uretecek sekilde bir dizi ad@m kullanBbilmektedir. Sireg, bir dislik pH adbhGre
viral filtre ile birlikte hidrofobik yiik indlksiyonunu, katyon dedisimini ve hidrofobik etkilesim
kromatografisini kullanmaktadfl Asadlde bu prosedirler agklanmaktad ]

A. Hidrofobik Yiik Indiksiyon Kromatografisi (HCIC)

Bu kromatografi, konak hiicresi proteinlerinin ve DNA'n@ gogunlugunu ¢khrmaktad[t]
Konsantre kosullandlIthislortam (CCM), bir Cuno 30SP filtresi vasaslida ve daha sonrasinda
bir Cuno VR07 yikli sellloz bazl[Tiltre vasfaskyla filtrelenmektedir ve daha sonrasibda bir
MEP HyperCel reginesine yliklenmektedir. Yiklemeden sonra, kolon, denge tamponu (20 mM
Tris pH 7.2) ile ykhnmaktadltl Antikor, bir disik pH tamponu kullanldrak recineden
ayrEtiihaktadlr] (20 mM Sodyum Asetat, pH 5.0). Kolondan ayr[strId@l Tizere, 280 nm
kolon akkidh abscrbansa dayalliriin toplanmaktad ]

B. Viral Inaktivasyon

MEP havuzu, pH 3.7've titre edilmektedir ve potansiyel olarak kontamine edici retroviriisii
etkisiz hale getirecek sekilde yaklaslkl olarak 60 dakikalldlnh tutulmaktad(r] Tutma slresinden
sonra, pH, yaklasklolarak 6.0'a ayarlanmaktadlrl
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C. Viral Filtrasyon

pH'd ayarlanm(s] havlz) bir Millipore Viresolve NFR filtre veya esdegeri vasfasiyla
filtrelenmektedir. Antikor, filtre vasEasida akarken, potansiyel olarak kontamine edici virlsler
= 50 nm, tutulmaktadll

D. Katyon Degisim Kromatografisi (CEX)

Antikor, SP Sepharose HP (Amersham Pharmacia) veya esdederi kullanl@rak katyon degisim
kromatografisi ile daha fazla saflastlclihaktad(r] Katyon degdisim kromatografisi adm[Jek CHO
hiicre proteinleri, DNA, disiik molekiler agldkta proteinler ve «OPGL-1‘in kiimelenmig
formlarmC¢KarmaktadF] Katyon degisim reginesine, viral filtrelenmis havuz yiiklenmektedir.
Yiklemeden sonra, kolon, denge tamponu (20 mM NaMES pH 6.2) ile ykhnmaktadltl Daha
sonrasloda, antikor, artan tuzun (20 mM NaMES pH 6.2, 0 M NaCl ila 20 mM NaMES pH 6.2,
0.3 M NaCl) bir lineer gradyanOle ayristiiihaktadt]l Kolondan ayrStrIdiTlizere, 280 nm
kolon akinkida absorbansa dayal(iiriin toplanmaktad(r]

E. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi (HIC)

Antikor, Phenyl Toyopearl 6505 {Tosoh Biosep) veya esdederi kullanl@rak hidrofobik
etkilesim kromatografisi ile daha fazla saflastllihaktadlc]l Katyon degisim kromatografisi
adim[Jek cilalama admh[blarak kullanlthaktadltlve ek CHO hiicre proteinleri, DNA, disik
molekiiler agldkl proteinleri ve «OPGL-1'in kiimelenmis formlarblIgkarmaktadlrl Katyon
degisim havuzu, 15-25°C'de >105 mS/cm bir iletkenlige amonyum siilfat eklentisi ile kolona
ylklenmeden 8nce kosullandlrithaktad[r] Yiikleme sonraslnda, kolon, denge tamponu (1M
Potasyum Fosfat pH 8) ile ylkbnmaktadltl Daha sonrasinda, antikor, artan tuz
konsantrasyonuun bir lineer gradyanCle ayrtithaktadEl{1M Potasyum Fosfat, OmM Tris pH
8 ila OM Potasyum Fosfat, 20 mM Tris pH 8). Kolondan ayrStirldigldizere, 280 nm kolon
aknklds absorbansa dayallliriin toplanmaktad(rl

F. Konsantrasyon ve Diafiltrasyon

HIC kolon havuzu, 50kD NMWL membranlar (Millipore Biomax 50) kullanl3rak tegetsel akls]

ultrafiltrasyon ile formilasyon tamponuna konsantre edilmekte ve diafiltrelenmektedir.

64



10

15

20

25

Formilasyon tamponu, 10 mM Asetat, %5 Sorbitol, pH 5.2%i icermektedir ve 30 mg/mL
o.OPGL-1'i icermektedir,

Son Filtrasyon ve Depolama

Saflastlcithls]l y@n, bir 0.22 pm PVDF filtresi (Millipore) (izerinden geciriimekte,
drneklenmekte ve sabitlenmis bir dondurucuda yaklasK olarak -30°C'de depolanmaktad(r]
Ornek 4

aOPGL-1'in Baglant[Dzgilliigii

Ornek 1 ve 2'de a¢Kland@izere iki ekspresyon vektori ile transfekte olan CHO hiicrelerinde

Uretilen antikorlar, asagldaki ornekler 4, 5 ve 6'da kullan@bilmektedir.

Inasn OPG, slchnlarda, farelerde ve sinomolgus maymunlarda ve ayn[Zamanda insanlarda
OPGL'yi baglamakta ve notrlestirmektedir. aOPGL-1, insan ylksek affiniteli insan OPGL'ye
badlanmaktadlr] fakat mirin OPGL'sine 6nemli dlglide baglanmamaktad(Tablo 4).

Tablo 4: Insan, Sinomolgus, Maymun veya Fare Sekans@M Hiicre MembranCEksprese Edilen OPGL'ye
«OPGL-1'in Affinitesi

OPGL Tiirleri aOPGL-1 EDgo (ng/ml}
insan 16
Sinomolgus 19
Fare Herhangi Spesifik BaglantCYok

Bu tiirlerin OPGL'si, tam uzunlukta, membrana baglCprotein clarak CHO hiicrelerinde eksprese edilmektedir. Hlicre
ylizeyi eksprese OPGLve «OPGL-1'in baglanmas[d«OPGL-1 ile inkube edilen hiicrelerin FACS analizi ve insan
IgG2'ye bir FITC-isaretli ikincil antikoru ile dederlendirilmektedir. «OPGL-1, insan ve sinomolgus OPGL'sini
badlamaktad[r) fakat fare OPGL'sine herhangi bir spesifik baglantCoktur.

Ek olarak, insan OPG'sinin, TNF ailesinin ilgili bir elemanldlan, DNA'y[¥e OPGLye amino asit
sekans homolojisini sergileyen tlimér nekroz faktérii ile iliskili apoptoz indiikleyici liganda
(TRAIL) (Truneh ve ark, 2000) zayflbaglantCsergiledigi bildirilmistir (Lacey ve ark., 1998).
Fakat OPG, TNFa, TNF veya CD40 ligandLCgibi TNF ile iliskili diger proteinlere tespit edilebilir
sekilde baglanmamaktadirl
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aOPGL-1, spesifik olarak EIA plakalariokla OPGL'ye baglanmaktadtl{Sekil 7). Rekombinant
goziilebilir OPGL (2 pg/ml), 16 ila 24 saatlijine oda slchkl@lnda 96 hazneli EIA plakalarinb
kaplanmaktadlE] PBS'de %1 BSA ile bloklama sonrasiida, %1 BSA/PBS'de seyreltilen cesitli
aOPGL-1 konsantrasyonlard (yaklaskl olarak 2 ng/ml ila 1000 ng/ml), haznelere
eklenmektedir ve plakalar, oda slchkliginda yaklaskl 2 saatlifine inkube edilmektedir. TMB-
H202 (tetrametilbenzidin ve hidrojen peroksit) Siibstrat kokteyli kullan@rak keci anti-Insan
IgG (Fab")-HRP ile baglCantikor tespit edilmektedir. Absorbans, 450 nm ve 650nm’de
okunmaktad ]

aOPGL-1, transfekte hicrelerin ylzeyinde eksprese edilen OPGLye spesifik olarak
baglanmaktadtl FACS tamponunda (PBS, %0.1 BSA, %0.01 Sodyum Azid) seyreltilen
aOPGL-1 (100 ng/ml), OPGL, TNFa, TNFb, TRAIL veya CD40 ligandldl {yaklaskl olarak 0.1
ng/ml ila 1000 ng/ml) cesitli konsantrasyonlarla dnceden inkube edilmektedir ve daha
sonrasida, hiicre yizeyinde membrana bagdlCJOPGL'Yi stabil olarak eksprese eden CHO
hicreleri olan yaklaskl olarak 200,000 CHO REN 218-9 hiicrelerine eklenmektedir. 2-8°C'de 1
saat sonra, baglanmamisl antikor, santriflijleme ve ylkbma ile c¢Karlhaktadlrl Daha
sonrasMda hiicreler, FITC-isaretli F(ab"), Kegci anti-Insan IgG (Fcy fragmana 6zgi) ile 2-
8°C'de 30 dakikall@lna inkube edilmektedir. Santifiijleme ve ylkhma sonrasloda, hiicre yiizeyi
floresanlJakisl sitometrisi kullanldrak olglilmektedir. Sekil 8, aOPGL-1in, CHO REN 218-9
hiicrelerine baglantidl spesifik oldugunu ve ¢ozilebilir OPGL eklentisi ile, fakat TNFa, TNFb,
TRAIL veya CD40 ligandinl eklentisi olmadan, rekabetci bir sekilde azaltldGoCl

gostermektedir.

Rekabet deneylerinde, EIA plakalarioda OPGL'ye badlanan «OPGL-1, eksojen OPGL eklentisi
ile (Sekil 9), fakat TNFa, TNFB, TRAIL veya CD40 ligand eklentisi olmadan (Sekil 10), inhibe
edilmektedir. Bu prosedir, ¢« OPGL-1'in bir sabit konsantrasyonunun (100ng/mL}, OPGL kapl[J
plakalara eklenmeden o6nce cozilebilir OPGL veya diger ligandlarm cesitli
konsantrasyonlarfyla (her birisi igin yaklagKl olarak 1 ng/ml ila 1000 ng/ml) 6nceden inkube
edilmesinin haricinde EIA plakalaribda oOPGL-1in OPGLye badlanmasCi¢in biyik olglide
yukarlda oldugu gibi ayn[3Sekilde uygulanmaktadicl

Ornek 5

aOPGL-1 Notrlegtirme Aktivitesi
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Osteoklast Olusumunun Inhibisyonu

RAW 264.7 (ATCC No. TIB-71, Manassas, VA), bir Abelson murin l6semi virus ile indiklenmis
timorden tidrevlendirilmis bir murin makrofaj hiicre dizisidir. RAW 264.7 hicreleri, OPGL
mevcudiyetinde osteoklast benzeri hiicrelere ayrlGhcaktll OPGL mevcudiyetinde RAW
hiicrelerinden kiltiirde osteoklastlar@l clusumuna yonelik temel deney, Simonet ve ark
(1997) Cell 89 s. 309, and Lacey ve ark (1998) Cell 93 s. 165 referansinkla kapsamlCbir
sekilde ag¢klanmlstlt]

RAW hiicreleri, osteoklast benzeri hlcrelere farklldsmak (zere ligand tarafiidan
uyarlhaktadlve farkl[@sim, osteoklastlaril bir 6zellidi olan TRAP aktivitesi ile dlglilmektedir.

Bu sebepten 6tirli, osteoklastogenezde o OPGL-1 etkisi 6lglilebilmektedir.

RAW hucreleri, hiicre kiltiirii ortambida (DMEM, %10 FBS, 0.292 mg/ml L-Glut, 100 birim/ml
Penisilin G, 100 ug/ml Streptomisin sulfat) bir sabit OPGL miktar@@d (40 ng/ml) ve ¢esitli
«OPGL-1 miktarlarl (6.3 ng/ml ila 200 ng/ml) mevcudiyetinde 4 glinlidine inkube
edilmektedir. 4. gliniin sonunda, hiicreler, gecirimli hale getirme ve asitlestirme vasaslyla ve
bundan sonra, 5 dakikall§ing para-nitrofenilfosfat ile tedavi vasfaslyla tartrata direngli asit
fosfataz (TRAP) aktivitesi icin boyanmaktadlrl Klshcas[Jortamlar, hiicrelerden emilmektedir
ve 100 ul sitrat tamponu (410 ml 0.1M sitrik asit, 590 ml 0.1 M sitrat, trisodyum tuz, 1 mL
triton X-100), her bir hazneye eklenmektedir ve plakalar, oda sichkl@lnda 3 ila 5 dakikal@lnk
inkube edilmektedir. Daha sonrasioda, PNPP ¢ézeltisinin yliz mikrolitre eklenmektedir (157.8
mg asit fosfataz reaktifi (Sigma 104-100), 7.2 ml tartrat ¢ozeltisi {Sigma kat. no. 387-3) ve
22.8 ml sitrat tamponu) ve plakalar, oda sichki@Inda 3 ila 5 dakikal@lnh inkube edilmektedir.
Reaksiyon, 50 pl 0.5 M NaOH c¢ozeltisinin eklentisi sonland cihaktad [t

TRAP, 405 nm’de optik yodunluk &lciim ile dlglilebilen para-nitofenilfosfatCpara-nitrofenole
déniistiirecektir. Osteoklast gelisimine yonelik bir vekil isaretleyici olan TRAP aktivitesi, 405
nm’de optik yodunlukla iliskilidir. Optik yogunluga karsd:OPGL-1 konsantrasyonun bir cizimi,
Sekil 11'de gosteriimektedir ve aOPGL-1'in, bu deneyde ostecklast olusumunu inhibe ettidini

gbstermektedir.

Reseptére OPGL BadlantEhInl Inhibisyonu
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oOPGL-1 potansiyeli, ayn[tlrden reseptére, osteoklast farkl@smnh ve aktif hale getirici
reseptore (ODAR, RANK olarak da bilinmektedir) OPG ligand@ld baglantEhlbloke edebilme
kabiliyeti vasitaslyla gosteriimektedir. Bu deney, Evropiyum-konjlige osteoprotegerin liganda
(Eu-OPGL) «OPGL-1 baglantcnlltespit etmek icin homojen zamanla c¢ozilen floresan
rezonans[{HTRF) kullanmaktad] AOPGL-1'in, ODAR'a Eu-OPGL badlantSnlCInhibe etmesi
halinde, floresan ¢KIsazaltacaktElve mevcut o OPGL-1 miktar[dfloresan miktarCle tersten
iliskili olacaktlrl

OPGL, 337 nm EKa uyarldidinda 620 nm’de [SIGayan evropiyum ile isaretlenmektedir.
ODAR, FLAG'ye ve Fc'ye birlestiriimektedir ve Fc-ODAR-FLAG flizyon proteini, 620 nm’de
slkla uyard@inda 665 nm [SIK yayan bir florofor olan allofikosiyanine (APC) badlanan bir
anti-FLAG antikoru ile igaretlenmektedir. Bu sekilde, Eu isaretli OPG ligand[d Fc-ODAR-
FLAG/anti-FLAG-APC kompleksine badland@nda, (gl kompleks, 337 nm'de [sKla
uyar(d@lnda 665 nm [SIgyayacaktlr]

0.05 pug/ml Eu-OPGL, yaklask olarak bir saatligine (On inkiibasyon karslm) oda sichk!Ginda
deney tamponunda (50 mM Tris pH 8, 100 mM NaCl, %0.05 NaN;, %0.1 BSA ve %0.05
Tween 20) «OPGL-1in cesitli konsantrasyonlarida (0.1 ila 150 ng/ml) Gnceden inkube
edilmektedir. Bir Fc-ODAR-FLAG (1 pg/ml) ve anti-FLAG-APC (2.5 pg/ml) kariglm[layn[]
zamanda deney tamponunda hazldanmaktadlt] ve bir saatligine (Florokrom karSIoh[}] oda
skthki@inda inkube edilmektedir. On inkubasyon karGImDID ve Florokrom karSmDA esit
hacimleri daha sonraslida birlestirimekte ve 3 saatlijine oda sichklidinda inkube
edilmektedir. Floresan, 337 nm bir uyarld dalga uzunludu ve 665 nm bir emisyon dalga
uzunlugu kullanldrak Packard Discovery HTRF mikroplaka analiz cihazlnda plakalar Cokuyarak

olctimektedir.

aOPGL-1, OPG ligandOile Onceden inkube edildiginde ve daha sonrasiida Fc-ODAR-
FLAG/anti-FLAG-APC ile karEtidld(dinda, 665 nm floresan yogunlugu, Sekil 12'de gosterildigi
gibi bir doza badimiCsekilde azalabilmektedir, bu da «OPGL162'nin, ODAR’a OPGL
bagdlantEInla&tkili bir sekilde inhibe edebildidini gdstermektedir.

Ornek 6

Sinomolgus Maymunlarda Farmakokinetikler
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4.5 vasdan blylk olmayan ve 2 ila 4 kg agdidinda olan altCérkek ve altCElisi sinomolgus
maymunu, 4 doz grubuna atanmaktadit] 1. Grup, 3 erkekten ve 3 disiden olusmaktadltl 2, 3
ve 4. gruplar, 1 erkek ve 1 disiden olusmaktad(r]l 1. grupta bulunan hayvanlara, tek bir 1
mg/kg aOPGL-1 SC dozu uygulanitken, 2, 3 ve 4. Gruplarda bulunan hayvanlara, slraslyla
0.1, 1.0 veya 10.0 mag/kg caOPGL-1'nin tek IV dozlarQygulanmaktadlcl

Hayvanlar, transfekte Cin hamster yumurtalkl (CHO) hiicrelerinden eksprese edilen «OPGL-1
ile dozlanmaktadlr] Serum numuneleri, cOPGL-1 seviyelerinin, antikor analizinin ve kemik
donglsu belirteg serumu N-telopeptidin (serum N-Tx), alkalin fosfatazlol (ALP} ve serum
kalsiyumun (serum Ca) analizini saptamasOicin al@maktadlt] Urin aynOzamanda, N-

telopeptidin (lrin N-Tx) ve kreatinin analizi icin toplanmaktadIc]

IV uygulamasdan sonra serum konsantrasyon-sire profilleri, bir tri-fazik daglii ile
karakterize edilmektedir (Sekil 13). Ik olarak, bir hAHagdfh asamasCmevcut olmaktadl(r]
bunu konsantrasyona badlmlClolarak goriilen, 6nemli dlglide yavas plato asamas[takip

etmistir. Uglincli gdzlemlenen asama, hZbir eliminasyon asamasIdIF]

WinNonlin Professional (v1.5) kullanldrak tam serum konsantrasyon siiresi profillerinin
bélimli olmayan analizi ve test maddesinin uygulanmasltan sonra 14 gline kadar ve SAAM
IT (v1.1.2) kullanldrak 10,000 ng/mL miktarll Gzerinde Ustel veri analizi, maymunlarda
aOPGL-1'in farmakokinetiklerini inceleyecek sekilde kullanlmaktadlr] Tim IV dozlaribdan ilk
dagllm hacmi, plazma hacmine benzer olarak 28.9 ml/kg’dir. Dadlli il hazlrlkosulda hacmi
(Vss), tim IV dozlarCboyunca 39 mi/kg'dir. Ustel analiz, «OPGL-1'in, 6.02 saatlik bir ortalama
daglim yarOémriine (t.,,), 0.1 mg/kg bir dozda 86.0 saat ila 10.0 mg/kg bir dozda
maksimum 444 saat arall@loda dozla artls] gdsteren bir yar[Bmirle (tw;) genisletiimis bir
ikinci asamaya sahip oldugunu gostermektedir. Terminal eliminasyon yarComri (ty.;), tim IV
doz gruplar®oyunca b&limli olmayan 31 saatlik ortalamalarOahmin etmistir. «OPGL-1 (CL,
CL/F) Kklerensinin, 0.1 mg/kg (0.401 ml/saat/kg) alanlardan 3.3 kat daha disuk olan bir
ortalama klerense (0.120 ml/saat/kg) sahip olan 10 mg/kg IV dozlarlhlan hayvanlarla
lineer olmad[@lResfedilmistir.

Subkiitandéz olarak uygulandkian sonra, 132 saatte 11,600 ng/ml ortalama zirve

konsantrasyonlarla absorpsiyon yavastll SC uygulamasiodan sonra maruziyet aralldinda
ylksek bir dediskenlik vardlE) bu da 0.387 + 0.281 ml/saat/kg bir ortalama klerense ve 202
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= 80.1 saatlik bir ortalama slreye (Cnhax) neden olmaktadld Ortalama biyoyararlan(m,

%89'dur.

Onceki veriler, Tablo 5'te &zetlenmektedir.

Tablo 5: c OPGL-1 IV ve SC'nin Tek Bir Dozu UygulandKtan Sonra Sinomologus Maymunlarda
Ortalama (£ SD)B6liimlii Olmayan Farmakokinetik Parametreler®

Bdliimlii Olmayan Parametre Tahminleri

1.0 mg/kg 0.1 mg/kg 1.0 mg/kg 10 mg/kg
Parametre Birim SC (n-6) IV {n=2) IV (n=2} IV (n=2)
Ortalama sD Ortalama |Ortalama Ortalama
Tinax saat 132 60.2 0 0 b}
Cinax ng/ml 11600 3410 4330 38200 326000
Tijz saat 34.9 11.1 30.7 314 ND"
AUC(0-x) H.g¥saat/ml 3520 1750 253 3950 99900
CL, CL/F ml/ saat /kg 0.387 0.281 0.401 0.256 0.120
MRT saat 202 80.1 84.8 124 519
Vss mi/kg N/AC N/A 33.7 31.7 55.9

“Degerleri, 3 onemli sekle bildiriimektedir

®Belirlenmemis, plato {§) asamas[] bu sekilde terminal asamasO esnasbda sona eren PK numuneleri
gdzlemlenmemektedir
“Uygulanabilir dedil

aOPGL-1, dozdan sonra 24 saat icerisinde serum N-Tx seviyelerinde hZ[bir azalmaya yol
acmaktadld] IV dozlar(J0.1 ila 10 mg/kg arasibda artlgl gdsterirken, dozdan sonra 12 saat ve
7 giin arasinda ve 1.0 mg/kg bir SC dozunu alan hayvanlarda 12 saat ve 11 gUn arasda
maksimum etkili ortalama siirenin olustugu gézlemlenmektedir. Maksimum etki, 0.1 ila 1
mg/kg doz aral@lizerinde yaklasKl olarak %80 ila 91 arallnda dozla artE géstermektedir.
Fakat, daha yilksek dozlarda, maksimum %91 inhibisyonla herhangi bir diger siipresyon
gbzlemlenmemektedir. Ortalama serum N-Tx seviyeleri, 0.1 mg/kg IV uygulandktan sonra
28. giin itibariyle ve 1 mg/kg SC uygulandktan sonra 70. giin itibariyle referans degerine geri
dénmektedir. Urin N-Tx, tiim gruplar@ 105 giin itibariyle referans dederlerine geri
dénmesinin haricinde serum N-Tx'inkilere benzer egdilimler sergilemektedir {Sekil 15).

Serum (Ca) sapresyonu, 10.0 mg/kg IV uygulamasian ortalama yedi giin sonra referans
dederinin altlhda bir ortalama %31.6 dozla artls] géstermektedir. Tiim diger doz gruplar(]
serumda (Ca), referans degeri ortalamalariidan %26.4'den daha az ortalama azalmalara
sahiptir. 17. gln itibariyle, tedavi edilen hayvanlarda tiim serum (Ca) seviyeleri, referans

degeri ortalamalarnl %10°u igerisine geri donmektedir (Sekil 20).
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Kemik rezorpsiyonu ve olusumu yakbdan baglaniken, kemik olusumu belirteglerinde (ALP)
olan degisimler de ALP seviyelerinde, olusum belirtecinden (N-Tx) ¢ok daha yavas diisiile ve
¢ok daha uzatlrhlsl stipresyonla gézlemlenmektedir (Sekil 21). AOPGL-1 ile dozlamay[takip
eden kemik olusum belirteglerinden (ALP) once kemik rezorpsiyon belirteglerindeki diglsin

gozlemlenmesi, aOPGL-1'in, bir kemik anti-rezorptif madde oldugunu onaylamaktadItl

Hayvanlaril biylk codunlugu (12'den 9'u), o OPGL-1'e antikorlar[gelistirmektedir. «OPGL-1'e
kargChantikorlar@ insidans[]doza veya uygulama yoluna baglCidegildir. Herhangi bir doz
grubu, antikoru negatif ve pozitif hayvanlara sahip olmad@inda, 0.1 mg/kg lizerinde «OPGL-
1 farmakokinetiklerindecOPGL-1'e antikorlarl etkisini 6lgmek mimkin degildir. 0.1 mg/kg
IV'de, oOPGL-1'in biiylik codunludu, antikor gelisiminden ©nce temizlenmektedir ve bu
sekilde, «:OPGL-1 birikimine dair etkiler gézlemlenmemektedir (Sekil 16).

Yukarldeki bulusun yoénleri, asag(dhki 6zel maddeye referans agklanacaktlri

1.Bir agDzinciri ve bir hafif zinciri iceren, agMzincirin, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2'de
belirlenen bir amino asit sekans@reya bunun bir fragman@gerdigi ve hafif zincirin,
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4te belirlenen bir amino asit sekansilveya bunun bir
fragmaniCkerdigi bir antikor.

2.Bir agDzinciri ve bir hafif zinciri iceren, agDzincirin, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 13'te
belirlenen bir amino asit sekansbl¥eya bunun bir fragmanlCceren bir degisken bélgeyi
ve hafif zincirin, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 14te belirlenen bir amino asit sekansinl]
veya bunun bir fragmanlCikeren bir dedisken bdlgeyi icerdigi bir antikor.

3.Ad[0 zincirin ve hafif zincirin, tek zincirli bir antikoru olusturmak Uzere esnek bir
baglaylcLile bagland@Tek zincirli bir Fc antikoru olan madde 3’e gore antikor.

4.Bir tek zincirli Fv antikoru olan madde 3’e gore antikor.

5.Bir Fab antikoru olan madde 2'ye gére antikor.

6.Bir Fab’ antikoru olan madde 2'ye gdre antikor.

7.Bir (Fab)2 antikoru olan madde 2‘ye gdre antikor.

8.Tamamen insan olan madde 2'ye gdre antikor.

9. Antikorun, OPGL'nin bir osteoklast farkl@smm ve aktivasyon reseptdriine (ODAR)
badlantisinldhhibe ettidi madde 2'ye gore antikor.

10.SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2’de belirlenen bir amino asit sekansBlveya bunun bir
fragman(lLeren bir agllzincir.

11.SEKANS KIMLIK NUMARASI: 13'te belirlenen bir amino asit sekansBl¥eya bunun bir
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fragmankeren bir agtzincir.

12.SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4te belirlenen bir amino asit sekansmVeya bunun bir
fragman(oliteren bir hafif zincir.

13.SEKANS KIMLIK NUMARASI: 14'te belirlenen bir amino asit sekansBl Veya bunun bir
fragman@lOteren bir hafif zincir.

14.Bir agldzinciri ve bir hafif zinciri igeren, bir agdzincirin ve bir hafif zincirin, SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 2de belirlenen bir amino asit sekans@veya bunun bir fragmanm
icerdigi bir antikor.

15.Bir a§ Elzinciri ve bir hafif zinciri iceren, agElzincirin, SEKANS KIMLIK NUMARAST: 13'te
belirlenen bir amino asit sekansm@l¥eya bunun bir fragmanhliceren bir dedisken bdlgeyi
icerdigi bir antikor.

16.Bir agltzinciri ve bir hafif zinciri iceren, bir hafif zincirin SEKANS KIMLIK NUMARASI:
4'te belirlenen bir amino asit sekans¥eya bunun bir fragmankerdidi bir antikor.
17.Bir agFlzinciri ve bir hafif zinciri iceren, hafif zincirin, SEKANS KIMLIK NUMARASI:
14'te belirlenen bir amino asit sekansblYeya bunun bir fragmanmligeren bir degisken
bélgeyi icerdigi bir antikor.

18.Bir agltizinciri ve bir hafif zinciri iceren,

(a)agldl zincirin, bir birinci dedisken bblgeyi icerdigi ve birinci dedisken bélgenin,
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 13%te belirlenen amino asit sekans@h en az %90
Ozdeslije sahip olan bir sekanslCiterdigi ve

(b)hafif zincirin, bir ikinci dedisken bdlgeyi icerdigi ve ikinci degisken bdlgenin,
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 14‘te belirlenen amino asit sekansbh en az %90
Ozdeslige sahip olan bir sekansCkerdigi bir antikor ve

(c)burada antikor, bir osteoprotegerin ligand[{JOPGL) ile etkilesime gecmektedir.

19.Birinci degisken bdlgenin, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 13te belirlenen amino asit
sekans(oh en az %95 6zdeslige sahip olan bir sekansCicerdigi ve ikinci degisken bélgenin,
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 14‘te belirlenen amino asit sekansbh en az %95 dzdeslige
sahip olan bir sekansCkerdigi madde 8’e gére antikor.

20.Birinci degisken bélgenin, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 13'te belirlenen amino asit
sekans(bh en az %99 6zdeslige sahip olan bir sekansCicerdigi ve ikinci degisken bélgenin,
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 14‘te belirlenen amino asit sekansbh en az %99 6zdeslige
sahip olan bir sekans(kerdigi madde 18’e gére antikor.

21.Madde 1 ila 9 veya 14 ila 20 araslndan herhangi birine gére bir antikoru iceren bir
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farmasdétik bilesim.

22.Bir kemik morfojenik faktoriinden, dodnusturicli bilylime faktdri-p‘dan (TGF-B), bir
interldkin-1 (IL-1) inhibitérinden, IL-1ra Kineret™'den, bir TNFo inhibitdriinden, bir
¢ozllebilir TNFo reseptoriinden, Enbrel™, bir anti-TNFa antikorundan, Remicade™, D2E7
antikorundan, bir paratiroid hormonundan, bir paratiroid hormonunun bir analogundan,
bir paratiroid hormonu ile iliskili proteinden, bir paratiroid hormonu ile iliskili bir proteinin
bir analogundan, bir prostaglandinden, bir bifosfonattan, bir alendronattan, floriirden,
kalsiyumdan, bir steroidal olmayan antiinflamatuvar ilagtan (NSAID), bir COX-2
inhibitériinden Celebrex™, Vioxx™; bir immiinosiipresandan, metotreksattan, leflumidden,
bir serin proteaz inhibitdrinden, bir salgldylclIbkosit proteaz inhibitérinden (SLPI), bir IL-
6 inhibitérinden, IL-6'va karsCbir antikordan, bir IL-8 inhibitdriinden, IL-8'e karsCbir
antikordan, bir IL-18 inhibitoriinden, bir IL-18 baglaylc[] proteinden, bir IL-18
antikorundan, bir Interokin-1 dénlstariici enzim (IC) modilatériinden, bir fibroblast
biyame faktérinden (FGF), bir FGF modilatérinden, bir PAF antagonistinden, bir
keratinosit bilylme faktoriinden (KGF), bir KGF ile iliskili bir molekiilden, bir KGF
modiilatdriinden; bir matris metaloproteinaz (MMP} modiilatériinden, bir nitrik oksit sintaz
(NOS) modulatdrinden, glukokortikoid reseptérinin  bir modilatérunden, glutamat
reseptorinin - bir  modilatérinden, bir  lipopolisakkarit  (LPS)  seviyelerinin - bir
modilatériinden, bir ndradrenalinden, bir néradrenalin mimetidinden ve bir néroadrenalin
moddlatdrinden secilen en az bir terapétik maddeyi iceren madde 21’e gére farmasétik
bilegim.

23.En az bir terapbtik maddenin, Kineret™, Enbrel™, Remicade™, D7E7 antikor ve
metotreksattan secildidi madde 22'ye gére farmasotik bilesim.

24.Madde 2'ye gbre antikorla numunenin temasa gegciriimesini igeren, bir biyolojik
numunede OPGL seviyesinin tespit edilmesine yonelik bir ydntem.

25.Madde 21’e gore farmasdtik bilesimin uygulanmaslnlikeren, bir hastada bir osteopenik
rahats@@INl tedavi edilmesine yonelik bir yontem.

26.Madde 22'yve gbdre farmasotik bilesimin uygulanmashlliceren, bir hastada bir
osteopenik rahatsZ@nl tedavi edilmesine yonelik bir yontem.

27.Madde 22'ye gore farmasttik bilesimin uygulanmaslnlliceren, bir hastada kemik
kayblyla sonuglanan bir inflamatuvar kosulun tedavi edilmesine yonelik bir ydntem.
28.Madde 22'yve gore farmasottik bilesimin uygulanmasinlliceren, bir hastada kemik
kayblyla sonuglanan bir otoimmuin kosulun tedavi edilmesine yonelik bir yéntem.
29.Madde 22'ye gbre farmasotik bilesimin uygulanmasinliceren, bir hastada bir romatoid

artritin tedavi edilmesine yonelik bir yontem.
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SEKANS LISTESI

<110>» Boyle, William J

Martin, Francis H
Corvalan, Jose R
Davis, C. Geoffrey

<120> OPGL’ye kars antikorlar

<130>» 06843.0049-00000

<150>
<151>

60/301,172
2001-06-26

<le60> 20

<170>PatentIn siurim 3.1

<210> 1
<211» 1426
<212> DNA
<213>» Mus muskulus

<400> 1

azgottygaca
cgtceagtet
ccrogagacta
cogocagges
tLazatactac

cangeitgtet

accetggagt
gaggtgcagce
teztgtgeag

ceagggaa

WQ

g
gcagactccy

ctgcaaatga

ttgggetgac
tgtrggaqgto
ccbetggatt
ggetggagtg
t.gaagggccg

zcagcctgag

ctggelttt:

tgggggagge
zacclittage
gataeteaggl
gttcazcatce

agcegaggac

74

cttgtggcia
Ltygtacage
agctatycca
attactggga
Lecdgagaca

zcggecghat

ttttaaaagg
ctggggygtc
Tgagetggat
g-ggctagtag
attccaagasn

attactgtge



azagatcca gggactacyge tgattateag ttggttegac ceoctggggec agggaacces 420
gutcaccgte tecteageoct ccaccaeccg cccateggte ticocececotgg cgeectgete 480
caggageace tocegagagea cageggcoct gggctgectg gtrasggact acttocceega 54cC
aeggtgacg gtgtcgtgga actcaggecce tetgaccage cgogtgecaca ccottcoccage 60C
tgtectacag tcectecaggac tetacteoect cageagegtg gtgaccgtye ccotecageaa a6C
ckbtoggeace cagacctaca cctgcaacgt agatcacaag cccagcaaca cceaaggtgga 72C
ceagacagtt gagegeaaat gttgtgtega glhocceaceg tgeeccageac cacctgtgge 78C
aggaccgtca gtettectet teccccoccaaa acccaaggace accctcalga tctceeggac 84¢C
cectgaggtc acgtgeetygg tggtggacgt gegceccacgaa gacccecgagg Lecagktceaa 800
clLgatacgtg gacggeglbyy aggigeataa tgccaagaca‘aagcéacggg aggagcagtt 560
caacageacy tteeghotgy tecagectoot cacegtitgtg caccagyack ygetgaacgg 1820
canggactac aagtgaonagy tetccaacaa aggectecca geocccecatcg agaazaccat 1C80
ctocaaaacc aaagggeage coccgagaacs acaggtgtac accotgoccece cahceccggga 1140
ggagatgacc aagaaccagg tcagcctgas ctgcctggte azaggettcel aceccagega 12C0
catcgecegta gagtoggaca gcaatgggea ycocggagaac aactacaaga coacacctce 1260
catygotggac tcocygacaggelt ccocttctteut ctzecageang ctecaccgtgy acaagagcag 1320
giggcagecag gggagcgtet tctcatgete cgigatgeat gaggetcltyce acaaczacta 1380
cacgcagaag agecteteeoc tgtetecgyy taaatgataa gtcgac 1424
<210> 2
<z211l> 467
<212> PRT
<213> Mus muskulus
<400> 2
Met Glu Pne Gly Leu Ser Trp Zeu Phe Leu Val Ala Ile Lou Lys Gly
1 5 10 13
val <ln Cys Slu Val Glr Leu Leu Glu Ser GLy Gly Gly Leu Val Gla

20 25 30
ro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Nla Ala Ser Gly Phe Thr Phe
35 40 £5
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Leu
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s
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Ser
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Thr
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Pro

Val

aAla

Lys
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Thr

Arg

Tyr

ys

Pro

AsSp

A3p
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©
-
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110
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Pre

Tyr
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Pro

Thr

270

Val

Lys
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Trp

=
o
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Sar

M e

Yal

Val

255

Leu
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_eu

Als

80

Asn

Phe
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Cys
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24C

Ala

Met

T
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liis

305

Arg

Lys

Glu

Mat

NNis

Fro
&5

Asp
2380

Asn i

Val

Giu

L"js

Tar

370

Glu

G.lu
450

Goy

<210> 3
<211> 728

<212> DNA

Pro

Pyr

L.eu F

Ser
435

Nla

Glu

ys
340

Ile

© Asn

Ser
420

ATy

Leu

<213» Mus muskulus

Val

Thry

Val

325

Cys

Gln

IJYS

310

Leu

]-:}’ 5

Sar

Gly

Gln

e
6]
3

Phe

295

Pro

Thr

Val

Pro

Ser

Hi.s
455

280

Asn -

Arg

Val

Fhe

Glu

Phe

Gly
440

77

Slua

val

Asn ]

345

Gle

Tyr,

Pne
425

Asn

Thr

rllyr

Glu

Pro

Val

Gln

313

Gln

Gly

2ro

Thr

Sex
385

sn Tyr

Leu

Val

Gln

Tyr

Phe

Lys

Asp

3Ga0

Phe

Asp

Leu

Arg G

Lys

380

Lys

Ser

Ser

Ser

469

Thr

Lys

Cys

445

Leu

F Val

Leu

Pro

. Gln

Ala

Thr

Leu
430

Glu

Asn
335

Pro

Gln

Vao

V&l

val

Val

Ser

a. Glu.

Pro

415

Thr

Val

Liew

40q

Val

Ser
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<400> 3

tcizagaceac
ataccacegg
aaagagccas
acoaycagaa
ctggeatece
gzagasigga

ggacgstoyg

tgaataactt
cgggteactc
gcagcacsct

tcacouatca

Ini

zzobogan
<210> 4

235
PRT

<211>
<212>
<213> Mus

<400> 4

=
0
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Liena

1ot

o

<
w
'. i

n

Arg

Thr

Thr

catygaaacc
agaaattgtyg
cehetocigt
z¢crggetag
agacaggttc
gcctgaagat
CCaagggace
gecakbotgat
chaltcocaga
crcaggagagt
gacgctgage

gggcctgagce

muskulus

o

20

Pro Ala

Cly Glu

Fro
35

_eu Leuy Tl=

Gly Glu

Arg Pyr

ttgacgcagt
agygccagtce
geLeecagge
agtggeagtg
ttigcagigt
aagoteygaaa
gaguagiiga
gaqgccaaég
g:icacacaga
saageagach

tegoeegtoa

Gln Leq

Ile Val

Arg Ala

Ala
35

Gly

ttetettost
cteccaggeac
agagtygtteg
tceteatceta
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aztctggaac
tacagtggaa
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cazagagctt

Leu Phe
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caaagictac

caacagggga

Leu

Leu
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tggetacceay
tetecagggy
ttagectgygt
agecagggoes
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gtgtgocotge
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tacagccetca
ccetgegaag

cagtgttgat

Trp

Thx
30

Gly

Thx
490

Tx

Ala

Leun

78

Arg Ala

Gln Lys Pro Gly

60

ad
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<3

Ary Thr

o
L

129
180
249
300
360
420
4390
540

€00

Leu

13

Leu

Gln

Gln

Ile

Pro

Ser
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<212> DNA
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R
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0
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<210> 6
<211» 23
<212> DNA

<213>Yapay Sekans

<220>

<223> 3’ kappa RACE primer
<400> &
aagggtcagaggccaaaggatgg

<210> 7
<211> 30
<212> DNA

<213>Yapay Sekans

<220>
<223» 5’ anti-0PGL-1 kappa primer
<400> 7

caactctagaccaccatggaaaccccageg 30

<210> 8

<211» 37

<212> DNA
<213>»Yapay Sekans

<220>
<223> 37 anti-0OPGL-1 kappa primer
<400>B

tttgacgtcgacttatcaacactctccecctgttgaag

<210> 9

<211> 23

<212> DNA
<Z213»Yapay Sekans

<220>

<223> 57 IgGZ RACE primer
<400> 9
Ggcacggtcaccacgcectget gag

<210> 10

80

37

23

23
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<212> DNA
<213>Yapay Sekans

<220>
<223>» 3’ IgG2 RACE primer
<400> 10

cotecaccaagggceccateggtet

<210>» 11

<211> 51

<212> DNA
<213>»Yapay Sekans

<220>
<223> 5’ anti-0OPGL-1 IgGZ2 Primer
<400> 11

cagaagcttgaccaccatggagtttgggetgagetggetttttettgtgyg ¢

<210> 12

<211> 37

<212> DNA
<213>Yapay Sekans

220>
<223>» 37 anti-OPGL-1 IgGZ2 Primer
<400> 12

gcatgteocgacttatcatttaccecggagacagggagag 37

<210> 13
<211» 122
<212> PRT

<213> Mus muskulus

<400> 13

81

51

24
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35 49
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<210> 15

<211> 24

<212> DNA
<213>»Yapay Sekans

<220>

<223> rastgele primer

<220>

<z21>» dider oOzellik

<222> (18)..(23)

<223» N; A, C, G, veya T'dir

<400> 15
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<212> PRT
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<220>

<Z223> 5’ anti-OPGL-1 kappa primerin b&lumininkal_t ckumaslL

<400> 16
Mot Giu Thr Pro Ala
1 5
<210> 17
<Z11> &
<212> PFRT

<213»>Yapay Sekans

<220>

<223> 37 anti-0PGL-1 kappa primerin bdéliminiin kaldt okumasC

<400> 17
Cvyg 1lu Gly Arg Asn Fne
1 5

<210> 18

<211>» 12

<212> PRT

<213>»Yapay Sekans

<220>
<223> 5’ anti-0OPGL-1 IgGZ Primerin bdluminin kaldt ckumasC

<400> 18
¥et Clu Phe Gly Lea Sex Trp Leu Zhe Lesu Val Ala
1 5 10

<210> 19

<211>» 7

<212> PRT

<213»Yapay Sekans

<220>
<223> translation of portion of 37 anti-0OPGL-1 IgG2 Primerin bdlimiiniin

kal t ckumas’|

<400> 19

Lys Gly Fro Ser Leu Ser Leu
; 5

. -
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<210> 20
<211> 10
<212> PRT

<213>Yapay Sekans

<220>

<223> LHRH antagonist peptid

<220>

<221>DIGER OZELLIK

<222> (1)..1(1)

<223>»¥aa,Ac-D-Nal’dir, Nal, 3-(2-naftil)alaninildir

220>
<221>DIGER OZELLIK
222> (2)..(2)

<223>Xaa (4’ -klorofenul)alaninildir

<220>
<221>DIGER OZELLIK
<222> (3)..1(3)

<223»Xaa, D-Pal’'dir, Pal, 3-(3’-piridil)alaninildir

<220>
<221»>DIGER OZELLIK
222> (5)..1(5)

<223>¥aa, N-metil tirosindir

<220>
<221>DIGER OZELLIK
<222> (6)..(86)

<z223»Xaa, D-asparajindir

<220>

<221>DIGER OZELLIK

<222> (8)..1(8)

<z23>Xaa, N-epsilon-Z-propil-lisinildir

<220>

<221>DIGER _OZELLIK

€222> (10)..(10)

<223»Xaa, D-alanin,-NH2'dir
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<400> 20

Aaa Xaa Xaa Ser Xaa Xaa Leu RXaa 210 XZaa
] ) 1C

86



SEKIL 1

o OPGL-1 AgdZincirli cDNA

1/21

Sall bélgesi boyunca HindIIl bdlesinde baglayan aglrizincirli ekspresyon plazmidinin DNA
sekans[d Baslangiglkodonu, nt 14te baslamaktad[c) stop kodonu nt 1415'te baslamaktad(cl

AAGCTTGACC
TGTCCAGTGT
COTGAGACTC
CCGCCAGGLT
TACATACTAC
CACGCTGTAT
GRAAGATCCA
GGTCACCGTC
CAGGAGCACC
ACCGOLTGACG
TGTCCTACAG
CTTCGOCACC
CAAGACAGTT
AGGACCGTCA
CCCTGAGGTC
CTGGTACGTG
CAACAGCACG
CAAGGAGTAC
CTCCAAAACC
GGAGATGACC
CATCGLCGTG
CATGCTGGAC
GTGGCAGCAG
CACGCAGAAG

ACCATGGAGT
GAGGTGCAGT
TCCTGTGCAG
CCAGGGAAGG
GCAGACTCCG
CTGCAAATGA
GGGACTACGG
TCCTCAGCCT
TCCGAGAGCA
GTGTCGTGGA
TCCTCAGGAC
CAGACCTACA
GAGCGCAAAT
GTCTTCCTCT
ACGTGCATGG
GACGGLOTAG
TTCCGTGTGG
AAGTGCAAGG
AAAGGGLAGC
AAGAACCAGG
GAGTGGGAGA
TCCGACGGLT
GGGAACGTCT
AGCCTCTCCC

TTGGGCTGAG
TGTTGGAGTL
CCTCTGGRATT
GGLTGGAGTG
TGAAGGGCCG
ACAGCCTGAG
TGATTATGAG
CCACCAAGGH
CAGCGGLCCT
ACTCAGGCGC
TCTACTCCCT
CCTGCAACGT
GTTGTGTCGA
TCCCCCCAAA
TGGTGGACGT
AGGTGCATAA
TCAGCGTCCT
TCTCCAACAA
CCCGAGAACC
TCAGCCTGAC
GCAATGGGCA
CCTTCTTCCT
TCTCATGCTC
TETCTCCGGG

CTGGCTTT 1T
TGGGGGAGGC
CACCTTTAGC
GGTCTCAGGT
GTTCACCATC
AGCCGAGGAC
TTGGTTCGAC
CCCATCGGTC
GOGCTGLCTG
TCTGACCAGC
CAGCAGCGTG
AGATCACAAG
GTGCCCACCG
ACCCAAGGAC
GAGCCACGAA
TGCCAAGACA
CACCGTTIGTG
AGGCCTCCLA
ACAGGTGTAC
CTSLCTGGTC
GCCGGAGAAL
CTACAGCAAG
CGTGATGCAT
TAAATGATAL

CTTGTGGCTA
TTGGTACAGC
AGCTATGCCA
ATTACTGGGA
TCCAGAGACA
ACGGCCGTAT
CCCTGGGGLC
TTCCCCCTGG
GTCAAGGACT
GGCGTGCACA
GTGACCGTGC
CCCAGCAACA
TGLCCAGCAC
ACCCTCATGA
GACCCCGAGG
ALGCCACGGG
CACCAGGACT
GCCCCCATCG
ACCCTGCCCC
AAAGGCTTCT
AACTACAAGA
CTCACCGTGG
GAGGCTCTGC
GTCGAC

TTTTAAAAGG
CTGLGGLGTC
TGAGCTGGGT
GTGGTGGTAG
ATTCCAAGAA
ATTACTGTGC
AGGGAACCCT
COCCCTGCTC
ACTTCCCCGA
CCTTCCCAGC
CCTCCAGCAA
CCAAGGTGGA
CACCTGTGGC
TCTCCCGGAC
TCCAGTTCAA
AGGAGCAGTT
GGCT GAACGG
AGAAAACCAT
CATCLCGHGA
ACCCLAGCGA
CCACACCTCC
ACAAGAGCAG
ACAACCACTA

(SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1)



SEKIL 2

61
121
181
24}
301
3Bl
421

2/21

o OPGL-1 AgriZincirli Amino Asit Sekans[]

IgG2 sinyal peptidinin altldizimektedir, dedisken bdlge hiiyiik harfle yazlhaktadirlve alt[]
gizilmemektedir ve sabit bdlge, kiigiik harfle yazlhaktad[t]

MEFGLSWLFL VAT KGVOCE

GKGLEWVSGT
TFVIMSWFDP
swnsgaitsg
rkccvecppe
gvevhnaktk
goprepgvyt
dgsFflyskl

TGSGGSTYYA
WGOGTLVTVS
vhtfpavigs
pappvagpsy
preeqfnstf
Ippsreemtk
tvdksrwqqg

VOLLESGGGL
DSVKGRFTIS
Sastkgpsvf
sglyslssvy
f1fppkpkdt
rvvavitvyvh
ngvs1tcivk
nvfscsvmhe

VQPGGSLRLS
RDNSKNTLYL
plapcsrsts
tvpssnigtq
Tmisrtpevt
qdwlngkeyk
gfypsdiave
alhnhytgks

CAASGFTFSS YAMSWVRQAP
QMNSLRAEDT AVYYCAKDPG
estaalgciv kdyfpepvty
tytcenvdhkp sntkvdktve:
cvvvdvshed pevgfnwyvd
ckvsnkglpa piektisktk

wesngdpenn ykttppmids
TsTspglk (SEKANS KIMLIK NUMARASL: 2)



SEKIL 3

aOPGL-1 kappa Hafif Zincirli cDNA

3/21

Sall bélgesi boyunca Xbal bolgesinden kappa zincirli ekspresyon plazmid sekansilnl DNA
sekansl1Baslanglglkodonu, nt 12'de baslamaktad(r) stop kodonu nt 717'de baglamaktad ]

1
&1
121
181
241
301
361
421
481
541
601
€61
721

TCTAGACCAC
ATACCACCGO
AAAGAGCCAC
ACCAGCAGAA
CTGGLATCCC
GCAGACTGGA
GGACGTTCGG
TCATCTTCCC
TOGAATAACTT
COGGTAACTC
GCAGCACCCT
TCACCCATCA

CATGGAAACC
AGAAATIGTG
CCTCTCCTGT
ACCTGGLCAG
AGACAGGTTC
GCCTGAAGAT
CCAAGGGACC
GCCATCTGAT
CTATCCCAGA
CCAGGAGAGT
GACGCTGAGL
GGGCCTGAGC

CCAGCGCAGC
TTGACGCAGT
AGGGCCAGTC
GCTCCCAGRC
AGTGGLAGTG
TTITGCAGTGT
AAGGTGGAAA
GAGCAGTTGA
GAGGCCAAAG
GTCACAGAGC
AAAGCAGACT
TCGCCCGTCA

AAGTCGACT  (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 3)

TTCTCTTLCT CCTGCTACTC

CTCCAGGCAC
AGAGTGTTCG
TCCTCATCTA
GLGTCTGGGAL
TTTACTGTCA
TCAAACGAAC
AATCTGGAAC
TACAGTGGAA,
AGGACAGCAA
ACGAGAAACA
CAAAGAGCTT

CCTGTCTTTG
CGGCAGGTAC
TGGTGCATCC
AGACTTCALT
GCAGTATGGT
TCTGGCTGCA
TGCCTCTGTT
GOTGGATAAC
GGACAGCACC
CAAAGTCTAC
CAACAGGGGA

TGGCTCCCAG
TCTCCAGGGG
TTAGCCTGGT
AGCAGGGCCA
CTCACCATCA
AGTTCACCTC
CAATCTGTCY
GTGTGCCTGC
GCCCTCCAAT
TACAGCCTCA
GCCTGCGAAG
GAGTGTTGAT
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SEKIL 4

aOPGL-1 kappa Hafif Zincirli Amino Asit SekansO

Kappa sinyal peptidinin alt@izilmektedir, dedisken bdlge biiyiik harfle yazlfhaktadrlve
altgizilmemektedir ve sabit bdlge, kiigiik harfle yazlhaktad(tl
1 METPAQLLFL LLLWLPDTTG FIVLTQSPGT LSLSPGERAT LSCRASQSVR
51 GRYLAWYQQK PGQAPRLLIY GASSRATGIP DRFSGSGSGT OFTLTISRLE
101 PEDFAVFYCQ QYGSSPRTFG QGTKVEIKrt vaapsvfifp psdeglksgt
151 asvvelinnf ypreakvgwk vdnalgsgns gesvteqdsk dstyslsst]
201 tlskadyekh kvyacevthq glsspvtksf nrgec (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4)




SEKIL 5

o.OPGL-1-kappa/pDSRa19'un Dairesel Plazmid Haritas(d

Sal (5471)
aOPGL-1 Kappa.
Xid (4730)
i1 (4745).
Sv40 16s Al — :Ecdd (351)
SV40IVS aFSH PolyA
Bamill (464)) Ndd (382}
Dondri ) s Promoteri
Sed {1198
SV440 pro/ori uOPGL-1-KappaprGRI1' a
5476
EcR) (P48} l'g .
Sea GISL__ P DHFR PotyA
Pl {3325) o Mad (2028)

Amp
pBRJ22
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SEKIL 6

aOPGL-IgG2/pDSRc19'un Dairesel Plazmid Haritas[

Hind1 (6161
Sl (6168} _EcRI(231)
aOPGL.1 |gG2 Ny e
] DHFR
HirdH) ($143) Promoteri
SV4( 15s AllCIsT]
SVaD IVS . Sad |1 )95
Bostril (441 )
SV40 165, _—
195 Donorl
B 1TH
Homd) (45500
A DHFR
V40 pro‘on PolvA

EcRi(19ety T

Hand| {1496) * I ey
Seg 839

Pl (3325)° pBR3Z2
F



SEKIL 7

o OPGL-1 Doza Bagmhl[Bir Sekilde EIA Plakasrda Kaplanan

Coziilebilir OPG Ligand@a Baglanmaktad[r

o
”

el il

i -

el o
am«___:—-—*"““"""’/ir

1 10

«OPGL-1 ngPeml

100

1000 |

96 hazneli EIA plakalarldrekombinant cézllebilir OPGL ile kaplanmaktadir]l o OPGL-1'in
gesitli konsantrasyonlarCOhaznelere eklenmektedir ve oda skchkl@inda 2 saatligine
inkube edilmektedir. Kegi anti-Insan IgG (Fab')-Yaban Turpu Peroksidaz Absorbans,

450 nm ve 650 nm’de okunmaktadItl
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SEKIL 8

0/ OPGL-1 Membrana Bagl[OPGL'ye Belirgin Bir Sekilde BaglanmaktadIr]

13 51 $ | y ;

2 40 4

"3 35 E "—+— OPGL ||
Z 50" —'—TNF—aIfa!i
R 25 1 |: —%— TNF-beta
S 20| i —3— TRAIL “
= s { = CD4OL "

" E 1. |

'

- * e |

a 0

§ 0.1 1 10 100 1000

OPGL ligandIng/ml] J

—_— — -

o OPGL-1 bir doza bagml$ekilde transfeke CHO REN 218-9 hiicrelerin bir hiicre ylizeyinde
eksprese edilen OPGL'ye baglanmaktadldl Bu baglant[Jeksojen olarak eklenen insan OPGL ile
tamamlanmaktadlr) fakat TNF-o, TNF-B, TRAIL veya CD4Q ile tamamlanmamaktadlt] « OPGL-
1 (100 ng/ml), cozilebilir OPGL'nin veya dider ligandlarmiol gesitli konsantrasyonlarida
dnceden inkube edilmektedir ve daha sonrasbla, ylizeyde OPGLYyi eksprese eden CHO REN
218-9 hiicreleri ile inkube edilmektedir. Hiicreler, Fey Fragman@h Ozgli FITC-isaretli F(ab'),,
Keci anti-Insan IgG ile 2-8°C'de 30 dakikalGiia inkube edllmektedlr Santrifijleme ve ylkhma
sonrashda, hiicre yiizeyi floresanlJakslsitometrisi kullanlarak dlgiilmektedir.
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SEKIL 9

aOPGL-1 Coziilebilir OPGL'ye BaglanmaktadIr]

OPOL ngimi

Bir EIA plakasinda OPGL'ye baglanan o.OPGL-1, eksojen olarak eklenen
¢ozllebilir OPGL.
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Sekil 10

oOPGL-1, TNF aile elemanlarda (TNF-o, TNF-3, TRAIL veya
CD40 ligand[}l

L4

[

(¢}

o1 1 10 100 ‘OW!
ngimi '

: ® TNFGGOPQL-1 ™ TNFP aOPGL-i
& TRAIL' GOPGL-I O CD4uL GOFGL-

bir EIA plakasiiida OPGL'ye baglanan «.OPGL-1, eksojen olarak eklenen TNF-c, TNF-B, TRAIL
veya CD40 ligandOle azaltIhamaktad[cl
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SEKIL 11

RAW 264.7 Hiicrelerinde OPG LigandLile indiiklenen TRAP
Aktivitesinin « OPGL-1 ile Doza Bagmhi[Inhibisyon

i

[OPG ligand[= 50 ng/mL ;

1.5?{— |
g 4 .
o 14F :
>
% 1.2;"
> :
g 1-
S -
~ |
< 0.8
3 ;
= o8f
- L N
0 150 200

aQOPGL-1, ng/mL
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SEKIL 12

ODAR-FLAG/anti-FLAG-APC'ye Baglanan Evropiyum-isaretli OPG
Liganddd «OPGL-1'i ile Doza BaghlICInhibisyon

[OPG ligand= 9.4 ng/mL

1000 x Kanal A/B CranlJ
(0]
B

¢ 30 100
aOPGL-1, ng/mL
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SEKIL 13

aOPGL-1'in, 0.1, 1 ve 10.0 mg/kg IV (n=2/doz) ve 1.0 mg/kg SC
(n=6/doz) Dozlarda Sinomolgus Maymunlara Tek Dozlu
Uygulamadan Sonra Ortalama (£ SD) Serum-Konsantrasyon Siire
Profilleri

1800000 ]

—C— 10 mphp 5L
—o— i mghg Y
— 1 g Y
- 0k IV

Serum Konsantrasyonu (ng/mL)

[ 14 b a7 L ] [ 2] ”n 12 124

Sre (GUn
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SEKIL 14

oOPGL-1'in tek bir dozunun IV (n=2/doz) veya SC (n=6), 0.1,1 ve
10.0 mg/kg Dozlarda Sinomolgus Maymunlara uygulanmas(ddan
sonra serum N-Tx Konsantrasyonunda Ortalama (x SD) Yizde
Degisimi.

Referans Degerinden
- - ——SNTx %’si Degisimi

Siire (Giin) !
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SEKIL 15

oOPGL-1'in tek bir dozunun IV (n=2/doz) veya SC (n=6), 0.1,1 ve
10.0 mg/kg Dozlarda Sinomolgus Maymunlara uygulanmas(ndan
sonra Urin N-Tx Konsantrasyonunda Ortalama (+ SD) Yiizde
Degisimi.

]
= |

Referans Degerinden UNTX %
Dedisimi

[+ id 2! «Q ] 79 [ o8 112 12¢
Sire {Giin)

—
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SEKIL 16

oOPGL-1 IV'iin tek bir dozunun, 0.1, 1 ve 10.0 mg/kg Dozlarda
Sinomolgus Maymunlara Uygulanmasidan Sonra Antikor pozitif (a¢k
siyah semboller) ve Negatif (kapal(klrm[Z[$emboller) Hayvan Serum-
Konsantrasyon Sure Profilleri

r- e ——
| 130000 —e~ Hayvan 99086 (13}
| —C~ Hayvan 99115 (22)
~
_|
£
o 10080 4
5 -
= EQ‘%&
5
= X0 4 Sy
E -““-\_
-
c \‘\
: " k\
C
S
V4
E 0
> 1_ “
o] K
N .
4 T T v L=y T T "
C 9 7 3 & % b T 8 B W o 1) e 13 g N7
Siire (Giin)
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SEKIL 17
o OPGL-1 AgriZincirli Degisken Bolge Amino Asit

1 EVQLLESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS SYAMSWVRQA
41 PGKGLEWYSG ITGSGGSTYY ADSVKGRFTI SRDNSKNTLY
81 LOMNSLRAED TAVYYCAKDP GTTVIMSWFD PWGQGTLVTV
121 55 (SEKANS KIMLIK NUMARAST: 13)
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SEKIL 18
oOPGL-1 Hafif Zincirli Degisken Bolge Amino Asit Sekans[(]

1 EIVLTQSPGT LSLSPGERAT LSCRASQSVR GRYLAWYQQK
41 PGQAPRLLIY GASSRATGIP DRFSGSGSGT DFTLTISRLE
81 PEDFAVFYCQ QYGSSPRTFG QGTKVEIK (SEKANS KIMLIK NUMARASL: 14)
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SEKIL 19
Hiicre Kiiltiirii Siireci Akl Semas(]

1250 Coziiniir ilac Sisesi

Ilac Sisesi

v

T 1
Calkalay[dTar, Dondiiriiciller Hucre Genislemesi

v

20 L Bivoreaktor Hiicre Genislemesi
150 L Bivoreaktér | Hiicre Genislemesi

v

2000 L Bivoreaktor

v

Uretim Reaktorii

Uriin: Hiicreleri, kosullandfIin[s

Disk YgmCSantrifiijii
ortamdan ¢Kar@
!
L 4
Filtre Sentrat[emizlevin

UF Capraz Akl Filtrasyonu
Kosulland [FIm[§ ortamkonsantre

¢ edin
Arnodrimaya veya -30 £ 10 °C’'de

CcM dondurulmus olarak saklamaya
devam edin
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SEKIL 20

aOPGL-1"in tek bir dozunun, Sinomolgus Maymunlara

Uygulanmas(ndan Sonra Referans Degerinden Ortalama Serum

Kalsiyum Yiizde Degisimi

Referans Dederinden
Kalsiyum %!’si Degisimi

Vo ESTTTa
{ H |-~—!.oumw '
H —o— WM Gmzag v

| =D~ 10 mgihy 5C I

-

t ] e} 47 o b 24 %1 1mg 194

Sire (Giin)
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SEKIL 21

aOPGL-1'in tek bir dozunun, Sinomolgus Maymunlara
Uygulanmasmdan Sonra Referans Degerinden Ortalama Serum

Alkalin Fosfataz Yiizde Degisimi

Referans Dederinden
ALKP %’si Degisimi

Sdre (Gln)



