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OZET
IL-4 R ALFAYA BAGLANAN GOZYASI LIPOKALINI MUTEINLERI

Mevcut bulus, insan gbzyas! lipokalininden tiretilen, IL 4 reseptéri alfaya baglanan
yeni muteinlerle ilgilidir. Muteinlerin dizileri amino asitlerin belirli kombinasyonlarini
igerir. Ozellikle mutasyona ugratimis bir amino asit kalintisi, olgun insan gézyasi
lipokalininin dogrusal polipeptit dizisinin 27, 28, 30, 31, 33, 53, 57, 61, 64, 66, 80, 83,
104-106 ve 108 dizi konumlarinin herhangi birinde veya daha fazlasinda mevcuttur.
Mutasyona ugratiimig bir amino asit kalintisi ayrica olgun insan gozyasi lipokalininin
dogrusal polipeptit dizisinin 26, 32, 34, 55, 56, 58 ve 63 dizi konumlarinin herhangi
2'sinde veya daha fazlasinda mevcuttur. Bulug ayrica, bu tip bir muteini kodlayan bir
karsilik gelen niikleik asit molekild ve bu tip bir muteinin ve bunun kodlayici nikleik

asit moleklllndn Uretilmesi igin bir yontem de sadlamaktadr.
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iISTEMLER

1. Insan gbzyas lipokalininin bir muteini olup, ézelligi muteinin asagidakileri
icermesidir:
(i) asagidaki amino asit ikameleri Glu 27 — Arg, Phe 28 — Cys, Glu 30 —
Arg, Met 31 — Ala, Leu 33 — Tyr, lle 57 — Arg, Cys 61 — Tip, Asp 80
— Ser, Lys 83 — Arg, Glu 104 — Leu, Leu 105 — Cys, His 106 — Pro,
Lys 108 — Gin; ve
(i) amino asit ikamelerinin asagidaki kimelerinden biri
(1) Arg 26 — Pro, Asn 32 — Tyr, Glu 34 — Ser, Met 55 — Ala, Leu 56
— GIn, Glu 63 — Lys;
(2) Arg 26 — Ser, Asn 32 — Tyr, Glu 34 — Val, Met 55 — Ala, Leu 56
— Ala, Ser 58 — lle, Glu 63 — Ser;
(3) Arg 26 — Ser, Asn 32 — Val, Glu 34 — Asn, Met 55 — Ala, Leu 56
— GIn, Ser 58 — Lys, Glu 63 — Lys;
(4) Arg 26 — Asn, Asn 32 — Lys, Glu 34 — Asp, Met 55 — Ala, Leu 56
— His, Ser 58 — Arg, Glu 63 — Gin;
(5) Arg 26 — Tyr, Asn 32 — Tyr, Glu 34 — His, Met 55 — Ala, Leu 56
— His, Ser 58 — Ala, Glu 63 — Lys;
(8) Arg 26 — Lys, Asn 32 — Tyr, Glu 34 — Arg, Met 55 — Ala, Leu 56
— Lys, Ser 58 — Asn, Glu 63 — Pro; veya
(7) Arg 26 — Glu, Asn 32 — His, Glu 34 — Gly, Met 55 — Ala, Leu 56
— Met, Ser 58 — Leu, Glu 63 — Lys; ve
(iii) olgun insan gdzyas! lipokalininin dizisine en az %75 &zdeslik olup,
burada olgun insan gézyasi lipokalininin dizisi asagidakidir
FHILASOFF GDVSGTAY L KAMTYOREFPEMN. FEVTPMT TTIFGGN. FARY TS
GROICEVHKAV CEKTDZPGRYTADGGKHVAYIRSHYKDAYI=YCEGE HOKPYR GV <L
VORCPRANNLEA LEJFZKAAGARGLSTESILPR2SETCSPGS D
ve burada mutein insan IL-4 reseptdrill alfaya, 0,1 nM'nin altinda bir

ayrisma sabitiyle (Kp) baglanir.

2. Istem 1'e gére mutein olup, &zelligi ayrica, asadidaki amino asit ikameleri

kUmesini igermesidir; (1) Val 53 — Phe, Val 64 — Tyr, Ala 66 — Leu.

3. Onceki istemlerin herhangi birine gére mutein olup, ézelligi olgun insan gbzyas!

lipokalininin dizisinin ilk dért N-ucu amino asit kalintilan ve/veya olgun insan
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gbzyasi lipokalininin dizisinin son iki C-ucu amino asit kalintilan silinmig

olmasidir.

. Onceki istemlerin herhangi birine gére mutein olup, ézelligi muteinin SEQ ID

NO: 4 ve 6-11'de ortaya konuldugu (zere bir amino asit dizisine sahip

olmasidir.

. istemler 1 ila 4'ten herhangi birine gére mutein igeren bir fiizyon proteinidir.

. Istemler 1 ila 4'ten herhangi birine gdre muteini veya istem 5’e gore flizyon

proteinini kodlayan bir nikleotid dizisi iceren bir nikleik asit molekdladur.

. Istem 6'ya gbre niikleik asit molekilin{ ihtiva eden bir konak hicredir.

. Istemler 1 ila 4'ten herhangi birine gére muteini veya istem 5'e goére flizyon

proteinini igeren bir farmasétik veya bir tanisal bilesimdir.
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TARIFNAME
IL-4 R ALFAYA BAGLANAN GOZYASI LIPOKALINI MUTEINLERI

Bulusun Sahasi

Mevcut bulus, insan gézyas! lipokalininin 1L-4 reseptéril alfaya baglanan muteinleriyle
ilgilidi. Bulus ayrica, bu tip bir muteini kodlayan Kkarsilik gelen niikleik asit
molekdlleriyle de ilgilidir. Son olarak, bulus, bu tip bir lipokalin mutein igeren farmasdtik

bir bilegime yoneliktir.

Alt Yapi

Esdegerli-olmayan etkilesim yoluyla secilen hedeflere secimli olarak baglanan
proteinler, biyoteknoloji, tip, biyoanalitiklerin yani sira genel olarak biyolojik ve yasam
bilimlerinde ¢ok dnemli hir rol oynamaktadir. Antibiyotikler, yani imminoglobilinler,
proteinlerin bu sinifinin énde gelen bir 6rnegidir. Manifoldun bu tip proteinlere
ligandlann/hedeflerin  taninmasi, badlanmasi vefveya ayriimasiyla birlikte ihtiyag
duymasina ragmen, halhazirda neredeyse valnizca  imminoglobulinler
kullanimaktadir. Tanimli ligand-baglama karakteristiklerine sahip dider proteinlerin

érnegin lektinlerin uygulanmasi 6zel vakalarla sinirh kalmistir.

Antikor-benzeri fonksiyonlara sahip ilave proteinli baglayici molekiller, lipokalin
familyasinin, ligandlar baglamak igin dogal olarak evrilmig olan uyeleridir. Lipokalinler,
omurgalilar, bdcekler, bitkiler ve bakteriler dahil olmak tzere birgok organizmada
ortaya cikar. Lipokalin protein familyasinin Gyeleri {Pervaiz, S., & Brew, K. (1987)
FASEB J. 1, 209-214) tipik olarak kii¢clk, salgilanan proteinlerdir ve tek bir polipeptit
zincirine sahiptir. Bir dizi farkli molekiler-taninma ozellikleriyle karakterizedirler: gesitli,
prensip olarak hidrofob molekiillere (mesela retinoidler, yag asitleri, kolesteroller,
prostaglandinler, biliverdinler, feromonlar, tastantlar ve odorantlar) baglanma yetileri,
spesifik hicre-yiizeyi reseptorlerine badlanmalari ve makromolekiiler kompleksleri
olusturmalari. Her ne kadar bunlar, gegmiste, birincil olarak tagima proteinleri olarak
siniflandirilmig olsalar da, artik lipokalinlerin ¢esitli fizyolojik fonksiyonlari yerine
getirdigi nettir. Bunlara retinol tagsinmasindaki, koku almadaki, feromon sinyallemedeki
ve prostaglandinlerin sentezindeki roller dahildir. Lipokalinler ayrica badisikhk yanitinin

duzenlenmesine ve hicre homeostazina aracilik etmeye de dahil edilmigtir (Grnedin,
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Flower, D.R. (1996) Biochem. J. 318, 1-14 ve Flower, D.R. et al. (2000) Biochim.
Biophys. Acta 1482, 9-24'te incelenmisgtir).

Lipokalinler, siklikla %Z20'den daha az dizi 6zdesligiyle, genel dizi korunmasinin
olagandisi dislk seviyelerini paylasir. Lipokalin yapisinin merkez pargasi, kesintisiz bir
hidrojen-bagh B-haznesi olusturmak igin kendi Uzerine geri kapali bir sekiz-sarmalli
anti-paralel B-katmanindan olusur. Bu B-haznesi merkez bir bosluk olusturur. Haznenin
bir ucu, dibi boyunca ilerleyen N-ucu peptit segmentinin yani sira B-sarmallarini
baglayan U¢ peptit ozesi tarafindan sterik olarak blokedir. B-haznesinin diger ucu
¢ozlcuye aciktir ve dort adet esnek peptit 6zesi tarafindan olusturulan bir hedef-
baglama alanmim kapsar. Her biri farkll boyuttaki, sekildeki ve kimyasal karakterdeki
hedefleri barindirabilen c¢esitli farkli baglama modlarina sebebiyet veren, bagka
durumlarda rijit lipokalin iskeleleri olan &zelerin bu gesitliliidir (drnegdin, Flower, D.R.
(1996), supra; Flower, D.R. et al. (2000), supra veya Skerra, A. {2000) Biochim.
Biophys. Acta 1482, 337-350'de incelenmistir).

Uluslararasi patent bagvurusu WO 99/16873, lipokalin familyasinin, dort peptit 6zesinin
bblgesinde, baglama cebini kapsayan silindirik B-haznesi yapisinin uzunda yer alan ve
Pieris brassicae’nin bilin-baglayici proteininin 28 ila 45, 58 ila 69, 86 ila 99 ve 114 ila
129 arasindaki aming asit konumlarin igeren dogrusal polipeptit dizisindeki ©
segmentlere karsilik gelen, mutasyonlara ugratilmis amino asit konumlarina sahip
polipeptitlerini agiklamaktadir. Lipokalin familyasinin {yelerinin post-translasyonel
olarak modifiye edilmig oldugu bildirilmigtir, 6rmegin, fosforilasyon ve gdzyasl
lipokalininin glikosilasyonu (0rnedin You, J., et al. (2010) Electrophoresis 31, 1853-
1861). Yine de, bunlarin molekiler taninma ozellikleri icin hi¢ post-translasyonel

modifikasyon gerekli degildir.

Uluslararasi patent basvurusu WO 00/75308, bilin-baglayici proteinin, digoksijenine
0zgll olarak baglanan muteinlerini agiklarken uluslararas) patent basvurulant WO
03/029463 ve WO 03/029471, sirasiyla, insan notrofil jelatinaz-iligkili lipokalinin
(hNGAL) ve apoliprotein D’nin muteinleriyle ilgilidir. Bir lipokalin varyantinin ligand
afinitesinin, dzgulliginin yani sira yayllma stabilitesinin daha da gelistiriimesi ve ince
ayarl amaciyla, ilave amino asit kalintilarinin degistiriimesi gibi, lipokalin familyasinin
farkli Gyelerini kullanan yaklagimlar 6nerilmistir (Skerra, A. (2001) Rev. Mol. Biotechnol.
74, 257-275; Schlehuber, S. and Skerra, A. (2002) Biophys. Chem. 96, 213-228) PCT
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vayinl WO 2006/56464, CTLA-4 icin disik nanomolar aralikia badlanma afinitesine

sahip insan ndtrofil jelatinaz-iliskili lipokalinin muteinlerini a¢iklamaktadir.

Uluslararasi patent basvurusu WO 2005/19256, gdzyas! lipokalininin, farkll veya ayni
hedef ligand icin en az bir baglanma alanina sahip muteinlerini agiklamakta ve insan
gtzyasi lipokalinlerinin olusturulmasi igin bir yontem saglamaktadir. Bu PCT yayinina
gore, gdzyas! lipokalininin birincil dizisi, 6zellikle olgun insan gézyasi lipokalininin 7-14,
24-36, 41-49, 53-66, 69-77, 79-84, 87-98 ve 103-110 amino asitlerini iceren 6ze
bolgelerindeki belirli amino asit germeleri, baglanma afinitelerine sahip muteinler
olusturmak amaciyla mutajeneze tabi tutulur. Ortaya ¢ikan muteinler secili ligand igin
nanomolar aralikta, birgock durumda >10C nM baglanma afinitelerine (Kp) sahiptir.
Uluslararasi patent basvurusu WO 2008/015239, gézyas! lipokalininin, IL-4 reseptdri
alfa dahil olmak Uzere belirli bir dodal-olmayan liganda baglanan muteinlerini
acgiklamaktadir. Baglanma afiniteleri, ylizey plazmon rezonans deneylerinde neredeyse

1 x 10°"° M kadar diisiik seviyeye ulasacak sekilde nanomolar araliktadir.

Lipokalin-1, gdzyagi on-albimini veya von Ebner bezi proteini olarak da isimlendirilen
insan gdzyasi lipokalini (TLPC veya Tic) 6zgiin olarak insan gdzyasi sivisinin bir ana
proteini (toplam protein iceriginin yaklasik olarak Ugte biri} olarak tarif edilmistir ancak
prostat, bdbrek (istil bezi, timis, meme bezi, testis, burun mukozas ve trakeal mukoza
dahil olmak Uzere c¢esitli diger salgilayict dokulann yani sira hipofiz bezinin
kortikotroflarinda da tanimlanmistir,. Homolog proteinler resus maymununda,
sempanzede, siganda, farede, domuzda, hemstirda, inekte, kbpekte ve atta
bulunmustur. Gdzyasi lipokalini, dider lipokalinlere kiyasla olagandigi bir genis ligand
ozgullugu sergilemesi agisindan ve badil ¢cozunmez lipitler icin yuksek gelisigizelligi
acisindan oladandigi bir lipokalin Gyesidir (bakiniz Redl, B. (2000) Biochim. Biophys.
Acta 1482, 241-248). Gozyas! lipokalininin bu 6zelligi, proteinin korneada bakteriyel ve
fungal blylimeyi Onlemedeki fonksiyonuna atfedilmistir. Yagd asitleri, yag alkolleri,
fosfolipitler, glikolipitier ve kolesterol gibi farkli kimyasal siniflarin énemli bir sayida
lipofilik bilesenleri, bu proteinin endojen ligandlaridir. llging bir sekilde, diger
lipokalinlerin aksine ligand (hedef) baglamanin kuvveti, hem alkil amitleri hem yag
asitleri igin hidrokarbon kuyrugunun uzunluguyla koreledir. Boylelikle, gézyasi lipokalini
en gugli sekilde en az ¢ozinlr lipitleri badlar {Glasgow, B.J. et al. (1995) Curr. Eye
Res. 14, 363-372; Gasymov, O.K. et al. (1999) Biochim. Biophys. Acta 1433, 307-320).

Godzyas! lipokalininin 1,8-A kristal yapisi, bunun B-haznesinde olajdan disi sekilde
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blylk bir bosluk agida ¢ikarmistir (Breustedt, D.A. et al. {2005) J. Biol. Chem. 280, 1,
484-493). WO 2008/015239, insan gozyasi lipokalininin, S191.4 B24 mutanti dahil
olmak lzere, IL-4 reseptdru alfaya baglanan mutantlarimin yani sira sz konusu

mutantlarin olugturulmasi ve secilmesi igin yéntemleri agiklamaktadir.

Bu gelismeye ragmen, basit ifadeyle insan gbzyasi lipokalininin muteinlerinin tanisal ve
terapotik uygulamalarda uygunlugunu daha da gelistirmek amaciyla IL-4 reseptdri alfa
icin gelismis bagdlanma ozelliklerine, 6zellikle daha yliksek baglanma afinitesine sahip

bir insan gdzyag! lipokalini muteinine sahip olmak halen arzu edilmektedir.

Bulugun kisa agiklamasi

Dolayisiyla, bulusun bir amaci, IL 4 reseptord alfa icin yuksek baglanma afinitesine

sahip bir diger insan gdzyas! lipokalini muteini saglamaktir.

Bu amaca, istemlerde, 6zellikle istem 1'de ortaya konan dzelliklere sahip hir insan

gozyasi lipokalini muteiniyle ulagilr.

Bir birinci yénde mevcut agiklama, insan gdzyas! lipokalininin  bir muteinini
sadlamaktadir. Mutein IL 4 reseptorl alfaya baglanir. Mutein, olgun insan gdzyasi
lipokalininin dogdrusal polipeptit dizisinin 27, 28, 30, 31, 33, 53, 57, 61, 64, 66, 80, 83,
104-106 ve 108 dizi konumlarinin herhangi birinde veya daha fazlasinda bir mutasyona
ugratilmis amino asit kalintisi igerir. Mutein ayrica, olgun insan gbzyagi lipokalininin
dogrusal polipeptit dizisinin 26, 32, 34, 55, 56, 58 ve 63 dizi konumlarinin herhangi
ikisinde veya daha fazlasinda bir mutasyona ugratilimis amino asit kalintisi igerir. Insan
gbzyas! lipokalininin muteininin amino asit dizisi asagidaki amino asit kombinasyonlar
kUmelerinin birini igerir: {1) Ser 26, Glu 34, Leu 55, Lys 58, (2) Ser 26, Asn 34, Ala 55,
Lys 58, (3) Ser 26, Val 34, (4) Pro 26, Ser 34 (5) Pro 26, Ala 55, (6) Leu 26, Trp 34, Ala
55, (7) Leu 26, Trp 34, lle 58, (8) Asn 26, Asp 34, (9) Asn 26, Ala 55, (10) Tyr 26, His
34, Ala 55, (11) Tyr 26, His 34, Ala 58, (12) Lys 26, Arg 34, Ala 55, (13) Lys 26, Arg 34,
Asn 58, (14) Glu 26, Gly 34, Ala 55 ve (15) Glu 26, Gly 34, Leu 58.

“Kanum™ terimi buluga goére kullanmildiginda, ya bir amino asidin burada gosterilen bir
amino asit dizisi icerisindeki konumu veya bir nikleotidin burada gosterilen bir nikleik

asit dizisi icerisindeki konumu anlamina gelmektedir. “Karsilik gelen” terimi, burada
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kullanildii  sekliyle ayrica, yalnmizca onceki nikleotidlerin/amino asitlerin  sayisiyla
belirlenmeyen bir konumu da icermektedir. Dolayisiyla, ikame edilebilecek olan bulusa
goére belirli bir amino asidin konumu, bir (mutant veya dog@al sus) lipokalinde bagka bir
yerde amino asitlerin silinmesi veya eklenmesi nedeniyle dedisebilir. Benzer sekilde,
ikame edilebilen bulugsa goére belirli bir nukleotidin konumu da, promotdr ve/veya
(eksonlar ve intronlar dahil olmak Uzere) herhangi bir diger diizenleyici dizi veya gen
dahil olmak lizere bir mutein veya dogal sus lipokalin 5'-transle edilmemis bdlgede

(UTR) baska yerlerdeki silintiler veya ilave niikleotidler nedeniyle degisebilir.

Boylelikle, bulusa gdre bir “karsilik gelen konum”™ altinda tercihen, nikleotidlerinfamino
asitlerin gosterilen sayr ac¢isindan farkh olabilecegi ancak yine de benzer komsgu
nikleotidlere/amino asitlere sahip olabilecekleri anlagilacaktir. Degis tokusa edilebilen,
silinebilen veya eklenebilen s6z konusu nuklectidlerfamino asitler de “karsiik gelen

konum” terimi tarafindan icerilmektedir.

Spesifik olarak, agiklamanin bir Tlc lipokalininden farkh bir lipokalinin amino asit
dizsinin bir nikleotid kalintisinin veya amino asit kalintisinin, bir lipokalin muteininin
amino asit dizisinin, dzellikle SEQ ID NQ’lar: 2-11’in herhangi birinin veya Tlc'nin
dogrusal polipeptit dizisinin (SEQ 1D NO: 20) 27, 28, 30, 31, 33, 53, 57, 61, 64, 686, 80,
83, 104-106 ve 108 konumunda bir veya daha fazla amino asit ikamesine sahip
nilkleotid dizisindeki veya amino asit dizisindeki belirli bir konuma karsilik gelip
gelmedidi belirlemek amaciyla, teknikte uzman bir kisi teknikte iyi-bilinen araglar ve
ybntemleri, érnegdin, ya elle veya Temel Lokal Hizalama Arama Aracinin (Basic Local
Alignment Search Tool) kisaltmasi olan BLAST 2.0 veya ClustalWW gibi bilgisayar
programlar veya dizi hizalamalarnn olusturmak i¢in uygun herhangi bir diger program
kullanilarak hizalamalar kullanabilir. Dolayisiyla, SEQ ID NO'lar: 2-11'in herhangi
birinin veya Tlc’nin dogrusal polipeptit dizisinin (SEQ ID NO: 20) 27, 28, 30, 31, 33, 53,
57, 61, 64, 66, 80, 83, 104-106 ve 108 konumunda bir veya daha fazla amino asit
ikamesine sahip bir lipokalin muteini “6zne dizi" gdrevi gorebilirken, Tic'den farkh bir

lipokalinin amino asit dizisi “sorgulama dizisi” gérevi gordr.

Buradaki aciklama, insan gbézyasi lipokalininin bir muteininin olusturulmasinin  bir
yontemidir. Mutein IL-4 reseptorl alfaya baglanir. Yéntem, bir insan gdzyasi lipokalinini
kodlayan bir nukleik asit molekilinin, olgun insan gdzyas: lipokalininin dogrusal
polipeptit dizisinin 27, 28, 30, 31, 33, 53, 57, 61, 64, 66, 80, 83, 104-106 ve 108 amino



10

15

20

25

30

asit dizisi konumlarinin herhangi birinde veya daha fazlasinda mutajeneze tabi
tutulmasini icerir. Yontem ayrica, bir insan gozyas lipokalinini kodlayan bir nikleik asit
molekilinin, olgun insan gbzyas lipokalininin dodrusal polipeptit dizisinin 26, 32, 34,
55, 56, 58 ve 63 amino asit dizisi konumlarinin herhangi ikisinde veya daha fazlasinda
mutajeneze tabi tutulmasini igerir. Olgun insan gdzyasi lipokalininin dogrusal polipeptit
dizisinin 26, 32, 34, 55, 56, 58 ve 63 amino asit dizisi konumlarinin herhangi ikisinin
veya daha fazlasinin en az biri. Bunun bir sonucu olarak, insan gdzyasi lipokalininin bir
muteinini kodlayan bir veya daha fazla nikleik asit elde edilir. Kodlanan muteinin amino
asit dizisi, agagidaki amino asit kombinasyonlari kiimelerinin birini igerir: (1) Ser 26, Glu
34, Leu 55, Lys 58, (2) Ser 26, Asn 34, Ala 55, Lys 58, (3) Ser 26, Val 34, (4) Pro 26,
Ser 34, (5) Pro 26, Ala 55, (6) Leu 26, Trp 34, Ala 55, (7) Leu 26, Trp 34, lle 58, (8) Asn
26, Asp 34, {9) Asn 26, Ala 55, (10) Tyr 26, His 34, Ala 55, {(11) Tyr 26, His 34, Ala 58,
(12) Lys 26, Arg 34, Ala 55, (13) Lys 26, Arg 34, Asn 58, (14) Glu 26, Gly 34, Ala 55 ve
(15) Glu 28, Gly 34, Leu 58, Yontem ayrica, bu sekilde elde edilen bir veya daha fazla
mutein kodlayan niikleik asit molekillerinin bir ekspresyon sisteminde eksprese
edilmesini de igerir. Yontem bu sayede, bir veya daha fazla mutein elde edilmesini
icerir. Yontem ayrica, bu sekilde elde edilen, IL 4 reseptdri alfaya baglanan bir veya

daha fazla muteinin secim ve/veya izolasyon araciligiyla zenginlestiriimesini de icerir.

Mevcut bulus, istem 6'ya gore bir nlkleik molekilii saglar. NUkleik asit molekiili, 1 ila 4

arasindaki istemlerin herhangi birine gdre bir muteini kodlayan bir niikleotid dizisi igerir.

Mevcut bulug, istem 7’'ye gdre bir konak hiicre saglar. Konak hiicre, istem 6’ya goére bir

nikleik asit molekdlt ihtiva eder.
Mevcut bulusg, istem 8'e gore farmasdtik bir bilesim saglar. Farmasoétik bilesim, 1 ila 4
arasindaki istemlere gdre bir insan gdzyas lipokalininin bir muteinini igerir. Farmasétik

bilesim ayrica farmakolojik olarak kabul edilen bir eksipiyan igerir.

Bulus, sinirlayici-olmayan  drneklerle  ve eslik eden gizimlerle  birlikte

degerlendirildiginde ayrintili tarifname istinaden daha iyi anlagilacaktir.

Sekillerin Agiklamasi
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Sekil 1, insan gdzyasi lipokalininin, IL-4 reseptorl alfaya baglanma afinitesine haiz bir
muteini olan $191.4-B24’un polipeptit dizisini gdstermektedir.

Sekil 2, IL-4 reseptdri alfa igin yiksek afiniteye sahip emsal muteinlerin polipeptit
dizilerini (SEQ ID NO’lar: 2-11) gbstermektedir.

Sekil 3, TF-1 hicresi proliferasyonunun, IL-4 (A) ve IL-3 (B) varhiginda bulugun
muteinlerinin arttinlan miktarlariyla énlenmesini gdstermektedir.

Sekil 4, Sekil 3'Un 1Cso dederlerini ve bulusun bir insan gézyas! lipokalini muteinlerinin,
insan IL-4 reseptorl alfa gibi IL-4 reseptdrl alfaya baglanmasinin Biacore dlgiimlerinin

verilerini gostermektedir.

Bulugun Detayh Agiklamasi

Mevcut bulus, insan gozyas lipokalininin, IL-4 reseptdri alfa igin 6zellikle yuksek bir
afiniteye sahip muteinlerini saglamaktadir, Mevcut bulusun bir muteininin bir hedefi
olarak IL-4 resept6rii alfa tipik olarak bir memeli proteini, mesela bir insan proteinidir. In
vivo IL-4 reseptdr(l alfa, B hicrelerinde IgE antikoru Uretimini dizenlemek igin interldkin

4 ve interldkin 12’0 baglayabilir.

Bulusa gore muteinlerin baglanma afiniteleri 0,1 nM'nin altinda ve bazi uygulamalarda
yaklasik 1 pikomolarlik (pM) hir Kp'ye sahiptir (karsilastiriniz $ekil 4). Bulusun lipokalin
muteinleri dolayisiyla IL-4 alfa reseptori alfayr saptanabilir afiniteyle, yani en az
yaklasik 0,1 nM, yaklasik 10 pM veya daha az bir aynisma sabitiyle baglayabilir. Bir
muteinin segilen bir hedefe, mevcut durumda IL-4 reseptdri alfaya baglanma afinitesi
Ol¢ulebilir ve bu sayede bir mutein-ligand kompleksinin Kp degderleri, teknikte uzman
kigilerce bilinen birden gazla ydntemle belirlenebilir. Bu ydntemlere, bunlarla sinirli
kalmamak kaydiyla, floresan titrasyon, rekabetc¢i ELISA, izotermal titrasyon kalorimetri
(ITC) gibi kalorimetrik yontemler ve yUzey plazmon rezonansi (BlAcore) dahildir. Bu tip

yontemler igin drnekler asagida ayrintil olarak verilmektedir {Bakiniz érnegdin Ornek 2).

insan interldkin-4 reseptdri alfa zinciri, SWISS PROT Veri Bankasi Erisim No.
P24394'Gn (SEQ ID NO: 18) veya bunun fragmanlarinin amino asit dizisine sahip
olabilir. insan interlékin-4 reseptéril alfa zincirinin bir fragmaninin resmedici bir éregi,
IL-4 reseptdri alfarin 26 ila 232 arasindaki amino asitlerini igerir. Insan IL-13 reseptéri

alfa 1’in amino asit dizisi SEQ ID NO: 19'da gosteriimektedir.
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Genel olarak, burada bulusun gbzyas lipokalini muteinlerinin protein ligandlanyla ilgili
olarak kullamldigr sekliyle “fragman” terimi, tam boy ligandin bulusa gore bir mutein
tarafindan taninma ve/veya baglanma becerisini koruyan, N-ucundan ve/veya C-

ucundan kisaltiimis protein veya peptit ligandlarnyla ilgilidir.

IL-4 reseptdrl alfayi baglayan bir insan gozyasi lipokalini muteini, bir IL-4 antagonisti
ve/veya IL-13 antagonisti veya bir evrik IL-4 agonisti ve/veya evrik IL-13 agonisti gorevi
gorebilir. Evrik bir agonist belirli bir reseptdr icin bir agonistle ayni baglanma-alanina
baglanir ve ilgili reseptoriin yapisal aktivitesini tersine c¢evirir. $imdiye dek IL-4
reseptdrlerinin intrinsik kinaz aktivitesine haiz oldugu bildirilmemistir, béylece bulusun
bir muteini tipik olarak bir IL-4 antagonisti ve/veya IL-13 antagonisti gérevi gorebilir. Bir
uygulamada, insan gdzyasgh lipokalini muteinleri insan IL-4 vel/veya insan IL-13’(n
antagonistleri gbrevi gorir. Bazi uygulamalarda, mutein, sinomolgus IL-4 IL-4 reseptor(
alfayla gapraz-tepkendir ve bu itibarla IL-4 ve/veya IL-13 gibi sinomolgus ligandlarinin
bir antagonisti gérevi goriir. Bazi uygulamalarda, mutein, marmoset [L-4 |L-4 reseptori
alfayla capraz-tepkendir ve bu itibarla IL-4 vefveya IL-13 gibi marmoset ligandlarnnin bir

antagonisti gdrevi gortr.

IL-4 reseptoru alfa, insan gozyas lipokalininin bir dogal-clmayan ligandini tanimlamak
icin alinabilir. “Dodal-olmayan ligand” terimi, fizyolojik kosullar altinda natif olgun insan
gozyas! lipokalinine badlanmayan bir bilesidi ifade etmektedir. Burada kullanildidi
sekliyle “insan gozyasi lipokalini’ terimi, SWISS-PROT Veri Bankasi Erisim Numarasi
P31025'in proteinine karsilhk gelen olgun insan gdzyasi lipokalinini ifade etmektedir.
Olgun insan gézyasi lipokalini, SWISS-PROT Erisim Numarasi P31025'in dizisinde yer

alan N-ucu sinyal peptidini icermez (bakimz Sekil 2).

Bulusun bir muteininin amino asit dizisi, diger lipokalinlere (supra) dizi 6zdeslikleriyle
kiyaslandiginda olgun insan gbzyas lipokalinine ylksek bir dizi 6zdesligine sahiptir. Bu
genel baglamda bulusun bir muteininin amino asit dizisi, olgun insan gozyasi
lipokalininin amino asit dizisine en azindan blylk olgide benzerdir. Bulusun bir
muteininin, olgun insan gdzyasi lipokalininin dizilerine biyuk dlgiide benzer olan ilgili bir
dizisi, degistirilen konumun veya dizinin muhafaza edilmesi sartiyla olgun insan
gozyas! lipokalininin dizisine en az %95 dahil olmak Uzere en az %75, en az %80, en
az %82, en az %85, en az %87, en az %90 6zdeslige sahip olup burada olgun insan

g6zyasli lipokalininin dizisi agagidakidir:
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HHLLASDERIQCYSGTWYLKAMTVORESPEMNLESYTPMTL MTLEGONLEARY TWLISGRCOEVKA
VLEKTDEPGKYTADGGKHVAYI RSHVKOHYIF YCEGELHGKPYRGVKL VGRDPKNNL FAL FFFK
AAGARGLSTESI PROASETCSPGSO

“Ozdeslik” terimiyle, dizilerin, benzerliklerini veya iliskisini dlgcen bir &zelligi
kastedilmektedir. Ozdeslik, 6zdes kalintilarinin sayisinin, kalintilarin toplam sayisina

bollinmesi ve sonucun 100 ile garpilmasiyla dlgilir.

“Bosluklar®, bir hizalamada, amino asitlerin eklenmelerinin veya silinmelerinin sonucu
olan bosluklardir. Boylelikle, tam olarak ayni dizinin iki kopyasi %100 o&zdeslige
sahiptir, ancak daha az sekilde oldukca korunmus ve silintililere, eklentilere veya
degistirmelere sahip olan diziler daha dislk bir 6zdeslik derecesine sahip olabilir.
Teknikte uzman kisiler, standart parametreler kullanilarak dizi 6zdesliginin belilenmesi
icin gesitli bilgisayar programlarinin mevcut oldugunu fark edecektir, drnedin Blast
(Altschul, et al. {1997) Nucleic Acids Res. 25, 3389-3402), BlastZ (Altschul, et al.
(1990) J. Mol. Biol. 215, 403-410) ve Smith-Waterman (Smith, et al. {(1281) J. Mol. Biol.
147, 195-197).

Bir nilkleik aside veya bir polipeptide istinaden “mutasyona ugratilmis® veya “mutant
terimi, dogal olusumlu niikleik asit veya polipeptide kiyasla, bir veya daha fazla
nikleotidin veya amino asidin, sirasiyla, degisimini, silintisini veya sokuntusunu ifade

etmektedir.

Bazi uygulamalarda, a¢iklamaya gore bir mutein, 61 ve/veya 153 konumlarinda bir natif
sistein kalintisimin bir serin kalintisi tarafindan bir amino asit ikamesini igerir. Bu
baglamda, dodal sus gbdzyas! lipokalininin, (ilgili bir naif nlkleik asit kitaphg
seviyesinde) sistein kalintilar 61 ve 153 tarafindan olusturulan yapisal dis(lfit baginin
(karsilastinniz Breustedt, et al., 2005, supra) yok edilmesinin, yalnizca stabil olarak
katl gdézyasi lipokalini muteinleri dedil ek olarak belirli bir dogal-olmayan liganda
yuksek afiniteyle badlanabilen muteinler de sagladiginin bulunmus  oldugu
kaydedilmektedir. Teocrivle simirh kalmaksizin, yapisal disulfit badinin  ortadan
kaldinimasinin, dogal-olmayan suni disilfit badlarinin (spontan) clusturulmasina veya
bu baglann bulusun muteinlerinin igine kasti eklenmesine (bakiniz Ornekler), bu
sayede muteinlerin, érnegin, stabilitesinin arttinimasina olanak saglanmasi hususunda
bir diger avantaj sagladigina da inaniimaktadir. Bazi uygulamalar, agiklamaya gdre bir

mutein, 101 konumunda bir natif sistein kalintisinin bir serin kalintisi tarafindan bir
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amino asit ikamesini icerir. Ayrica, bazi uygulamalarda, ag¢iklamaya gére bir mutein,
111 konumunda bir natif arjinin kalintisinin bir prolin kalintis) tarafindan bir amino asit
ikamesini icerir. Bazi uygulamalarda, ac¢iklamaya gére bir mutein, 114 konumunda bir

natif lizin kalintisinin bir triptofan kalintisi tarafindan bir amino asit ikamesini icerir.

Bulusa gdre insan gdzyas lipokalininin bir muteini tipik olarak, olgun insan gézyasi
lipokalininin 26 amino asit konumuna karsilik gelen konumda bir asparajin, bir glutamik
asit, bir prolin, bir lizin, bir serin ve bir tirosinin birine sahiptir. Bazi uygulamalarda,
bulugun bir muteini Arg 26 — Pro ve Glu 34 — Ser amino asit ikamelerini iceren bir
diziye sahiptir. Bazi uygulamalarda bulusun bir muteini Arg 26 — Pro ve Met 55 — Ala
amino asit ikamelenin i¢eren bir diziye sahiptir. Bazi uygulamalarda bulugun bir muteini
Arg 26 — Ser ve Glu 34 — Val amino asit ikamelerin iceren bir diziye sahiptir. Bazi
uygulamalarda bulusun bir muteini Arg 26 — Ser, Glu 34 — Asn, Met 55 — Ala ve Ser
58 — Lys amino asit ikamelerin iceren bir diziye sahiptir. Bazi uygulamalarda bulusun
bir muteini Arg 26 — Asn ve Glu 34 — Asp amino asit ikamelerin igeren bir diziye
sahiptir. Bazi uygulamalarda bulusun bir muteini Arg 26 — Asn ve Met 55 — Ala amino
asit ikamelerin igeren bir diziye sahiptir. Bazi uygulamalarda bulugun bir muteini Arg 26
— Tyr, Glu 34 — His ve Met 55 — Ala amino asit ikamelerin i¢eren bir diziye sahiptir.
Baz) uygulamalarda bulusun bir muteini Arg 26 — Tyr, Glu 34 — His ve Ser 58 — Ala
amino asit ikamelerin igeren bir diziye sahiptir. Bazi uygulamalarda bulusun bir muteini
Arg 26 — Lys, Glu 34 — Arg ve Met 55 — Ala amino asit ikamelerin iceren bir diziye
sahiptir. Bazi uygulamalarda bulusun bir muteini Arg 26 — Lys, Glu 34 — Arg ve Ser

58 — Asn amino asit ikamelerin igeren bir diziye sahiptir.

Bazi uygulamalarda bulugun lipokalin muteini 26 konumunda asparajin, pirolin, lizin,
serin ve tirosinden biri olan mutasyona ugratiimig bir amino asit kalintisina sahiptir.
Baz uygulamalarda bulusun lipokalin muteini 32 konumunda histidin, lizin, tirosin ve
valinden biri olan mutasyona ugratilmis bir amino asit kalintisina sahiptir. Bazi
uygulamalarda bulusun lipokalin muteini 34 konumunda arjinin, aspartik asit, asparajin,
histidin, serin ve valinden biri olan mutasyona ugratilmig bir amino asit kalintisina
sahiptir. Bulusun lipokalin muteini 55 konumunda alanin olan biri olan mutasyona
ugratilmis bir amino asit kalintisina sahiptir. Bulusun lipokalin muteini 56 konumunda
alanin, glutamin, histidin, metionin ve lizinden biri olan mutasyona ugratiimis bir amino
asit kalintisina sahiptir. Bazi uygulamalarda bulusun lipokalin muteini 58 konumunda

alanin, arjinin, asparajin, izolésin ve lizinden biri olan mutasyona ugratilmis bir amino
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asit kalintisina sahiptir. Bazi uygulamalarda bulusun lipokalin muteini 63 konumunda
glutamin, lizin, prolin ve serinden biri olan mutasyona ugratilmis bir amino asit

kalintisina sahiptir.

Bazi uygulamalarda bulusa gore bir mutein, Met 31 — Ala, Leu 33 — Tyr, Cys 61 —
Trp, Asp 80 — Ser, Glu 104 — Leu, His 106 — Pro ve Lys 108 — GIn ikamelerinin
tamamini icerir. Bazi uygulamalarda bulusa gére bir mutein bir Val 53 — Phe ikamesi
igerir. Mutasyona ugratiimis amino asit kalintisi ayrica bir Val 64 — Tyr ikamesi de

icerebilir. Ayrica bir Ala 66 — Leu veya Ala 66 — Asp ikamesi de igerebilir.

Burada ayrica, insan gdzyasi lipokalininin, 61 ve 153 konumunda ortaya cikan en
azindan sistein kalintisinin bir bagka amino asit tarafinda ikame edilen bir amino asidini
ve olgun insan gdzyasi lipokalininin dogrusal polipeptit dizisinin 26-28, 30-34, 53, 55-
58, 63, 64, 66, 80, 83, 104-106 ve 108 dizi konumlarindaki amino asit kalintisinin
mutasyonunu igeren bir mutein de acgiklanmaktadir. 26-28 ve 30-34 konumlari AB
Ozesinde yer alir, 53 ve 55 konumlar bir beta-katmaninin en ucunda ver alir ve
ardindan 56-58 konumlari CD o&zesinde yer alir. Sagirtici sekilde, 63, 64 ve 66
konumilar bir beta-katmani (D) icerisinde bulunur ve 80 konumu bir a-helikal bdlgede
yer alir. 83 konumu, bu a-helikal bolgeyle bir beta-katani (BF) arasinda bir tekli oze-
tanimlayan amino asittir. 104-106 ve 108 konumlar, gozyasi lipokalininin B-haznesi
yapisinin acik ucundaki baglanma alanindaki GH &zesinde yer alir. Bu bdlgelerin
tanimlari burada Flower (Flower, 1998, supra, Flower, et al., 2000, supra) ve Breustedt
et al. (2005, supra)ya gore kullaniimaktadir. Bazi uygulamalarda, mutein, Cys 61 —
Trp ve Cys 153 — Ser veya Ala amino asit ikamelerini icerir. Bu tip bir ikamenin, Cys
61 ve Cys 153’0 badlayan dogdal olusumlu disilfit kdpriasunin olusumunu engellemek

ve bdylelikle muteinin iglenmesini kolaylagtirmak igin faydah oldugu kanitlanmigtir.

Baz uygulamalarda mutein, Arg 111 — Pro ve Lys 114 — Trp'den secilen en az bir
ilave amino asit ikamesi igerir. Bulusun bir muteini ayrica, natif olgun insan gdzyasi
lipokalininin dizisinin 101 konumunda, bir bagka amino asitle ikame edilen sistein

icerebilir. Bu ikame, drnegin, Cys 101 — Ser veya Cys 101 — Thr mutasyonu olabilir.

Bazi uygulamalarda, mutein, olgun insan gdzyasi lipokalininin dogrusal polipeptit
dizisinin 27, 28, 30, 31, 33, 53, 57, 61, 64, 66, 80, 83, 104-106 ve 108 dizi konumlarinin

her birinde mutasyona udratiimis bir amino asit kalintisina sahiptir.
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Kalinti bdlgesinde, yani 26-28, 30-34, 53, 55-58, 63, 64, 66, 80, 83, 104-106 ve 108
dizi konumlarindan farklihk gdsteren bélgede, bulugun bir lipokalin muteini, mutasyona
ugratilmis amino asit konumlarinin diginda dogal sus (dodal) amino asit dizisi igerebilir.
Bazi uygulamalarda, bulusa gbre bir lipokalin muteini aynca, bir dizi
konumunda/konumlarinda, bu tip bir mutasyon, en azindan esasen muteinin baglanma
aktivitesini ve katlanmasini engellemedidi veya buna midahale etmedigi slirece, bir
veya daha fazla amino asit mutasyonu tasiyabilir. Bu tip mutasyonlar, yerlesik standart
yontemler kullanilarak DNA seviyesinde kolayca yapilabilir. Amino asit dizisinin
degisikliklerinin resmedici drnekleri sokuntularin ve silintilerin yani sira amino asit
ikameleridir. Bu tip ikameler konservatif olabilir, yani bir amino asit kalintisi, kimyasal
olarak benzer, ézellikle polaritenin yani sira boyutla ilgili benzer &zelliklerde olan bir
amino asit kalintisiyla degistirilir. Konservatif ikamelerin 6rnekleri, asagidaki gruplarin
elemanlan arasindaki degistirmelerdir: 1) alanin, serin ve treonin; 2) aspartik asit ve
glutamik asit; 3) asparajin ve glutamin; 4) arjinin ve lizin; 5) izoldsin, l0sin, metionin ve
valin ve 6) fenilalanin, tirosin ve triptofan. Diger yandan, amino asit dizisinin igine
konservatif-olmayan dedisikliklerin eklenmesi de mimkindir. Ek olarak, tekli amino
asit kalintilarinin degistiriimesinin yerine, gbzyasi lipokalininin primer yapisinin bir veya
daha fazla kesintisiz amino asidinin ya sokulmasi veya silinmesi de, bu silintiler veya
sokuntular bir stabil katl/fonksiyonel muteinle sonuglandidi tzere mimkindur (bakiniz

omegin, budanmis N- ve C-uglarina sahip muteinlerin olusturuldugu deney balima).

Amino asit dizisinin bu modifikasyonlarina, mutasyona ugratiimis lipokalin geninin veya
bunun pargalarinin, belirli kisittama enzimleri icin yarnlma alanlarn katimasiyla
basitlestiriimesi amaciyla tekli amino asit konumlarinin yénlendirilmis mutajenezi
dahildir. Ek olarak, bu mutasyonlar ayrica, bir lipokalin muteininin beliri bir hedef igin
afinitesinin daha da gelistiriimesi igin de katilabilir. Ayrica, mutasyonlar, muteinin,
katlanma stabilitesinin, serum stabilitesinin, protein direncinin  veya suda
¢Ozunurligindn geligtiriimesi veya gerekirse agregasyon egiliminin indirgenmesi gibi
belirli karakteristiklerini modlile etmek amaciyla eklenebilir. Ornegin, dogal olusumiu
sistein kalintilan, disulfit kdprist olusumunu engellemek igin dider amino asitlere
mutasyon edilebilir. Ayrica, yeni tepken gruplan eklemek amaciyla, érmedin, polietilen
glikol {PEG), hidroksietil nisasta (HES), biyotin, peptitler veya proteinler gibi diger
bilesiklere konjugasyon igin veya dogal olusumlu-olmayan disilfit baglarinin olugumu

icin diger amino asit dizisi konumunun sisteine kasten mutasyon edilmesi de
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mimkdnddr. Bir insan gbzyasi lipokalin muteininin amino asit dizisinin icine bir sistein
kalintisi eklemek icin bu tip bir mutasyonun emsal ihtimallerine Thr 40— Cys, Glu 73—
Cys, Arg 90— Cys, Asp 95— Cys ve Glu 131— Cys ikameleri dahildir. 40, 73, 90, 95
velveya 131 amino asit konumlarinin herhangi birinin tarafinda olusturulan tiol béliti,
ornegdin, ilgili bir gdzyas! lipokalini muteininin serum yan-omrind arttirmak amaciyla

muteinin PEGilatlanmasi veya HESilatlanmasi igin kullanilabilir.

Mevcut bulus ayrica yukarida tanimlandidi (zere, olgun insan gdzyasi lipokalininin
dizisinin ilk dért N-ucu aming asit kalintilarinin {His-His-Leu-Leu; konumlar 1-4) ve/veya
olgun insan gbzyasi lipokalininin dizisinin son iki C-ucu amino asit kalintilarinin (Ser-
Asp; konumlar 157-158) silinmig oldugu muteinleri de kapsamaktadir (kargilastiriniz,
ayrica Ornekler ve ekli Dizi Listesi). Dodal sus dizinin bir bagka olasi mutasyonu, 5 ila 7
arasindaki dizi konumlarindaki (Ala Ser Asp) amino asit dizisinin, PCT basvurusu WO
2005/019256'da tarif edildigi lizere Gly Gly Asp’ye dedistiriimesidir.

Bulusa gore bir gdzyas! lipokalini muteini, olgun insan goézyas lipokalininine kiyasla
asagidaki amino asit ikamelerine sahiptir: Glu 27 — Arg: Phe 28 — Cys; Glu 30 — Arg;
Met 31 — Ala; Leu 33 — Tyr; lle 57 — Arg; Cys 61 — Trp; Asp 80 — Ser; Lys 83 —
Arg; Glu 104 — Leu; Leu 105 — Cys; His 106 — Pro; Lys 108 — Gin. Bazi
uygulamalarda mutein ayrica, Val 53 — Phe, Val 64 — Tyr, Ala 66 — Leu amino asit

ikameleri kiimesini de igermektedir.

Bazi uygulamalarda bulusa gdre bir gozyasi lipokalini muteini olgun insan gdzyasi
lipokalinine kiyasla Arg 26 — Pro; Asn 32 — Tyr; Glu 34 — Ser; Met 55 — Ala; Leu 56
— GIn; Glu 83 — Lys amino asit ikamelerinin kombinasyonunu icerir. Bazi
uygulamalarda bulusa gbre bir gdzyas lipokalini muteini olgun insan gdzyas
lipokalinine kiyasla Arg 26 — Ser; Asn 32 — Tyr; Glu 34 — Val; Met 55 — Ala; Leu 56
— Ala; Ser 58 — lle; Glu 63 — Ser amino asit ikamelerinin kombinasyonunu igerir.
Bazi uygulamalarda bulusa gdre bir gézyasi lipokalini muteini olgun insan gozyasi
lipokalinine kiyasla Arg 26 — Ser; Asn 32 — Val; Glu 34 — Asn; Met 55 — Ala; Leu 56
— GIn; Ser 58 — Lys; Glu 63 — Lys amino asit ikamelerinin kombinasyonunu igerir.
Arg 26 — Tyr; Asn 32 — Tyr; Glu 34 — His; Met 55 — Ala; Leu 56 — His; Ser 58 —
Ala; Glu 63 — Lys amino asit ikamelerinin kombinasyonunu icerir. Bazi uygulamalarda
buluga gdre bir gdzyas lipokalini muteini olgun insan gdzyas lipokalinine kiyasla Arg
26 — Lys; Asn 32 — Tyr; Glu 34 — Arg; Met 55 — Ala; Leu 56 — Lys; Ser 58 — Asn;
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Glu 63 — Pro amino asit ikamelerinin kombinasyonunu icerir. Bazi uygulamalarda
bulusa gére bir gdzyas lipokalini muteini olgun insan godzyasi lipokalinine kiyasla Arg
26 — Glu; Asn 32 — His; Glu 34 — Gly; Met 55 — Ala; Leu 56 — Met; Ser 58 — Leu;

Glu 63 — Lys amino asit ikamelerinin kombinasyonunu igerir.

Bulusun insan gdzyasi lipokalininin muteini, SEQ ID NO'lar: 4 ve 6-11'de ortaya konan
amino asit dizilerinin herhangi birini veya bunun bir fragmanini veya varyantini
icerebilir, esasen bunlardan olusabilir veya bunlardan olusabilir. Burada bulusun
muteinleriyle ilgili olarak kullanildidi sekliyle “fragman” terimi, tam-boy olgun insan
gbzyasi lipokalinininden tiretilen, N-ucunda ve/veya C-ucunda kisaltilmig olan, yani N-
ucu ve/veya C-ucu amino asitlerinin en az birinden yoksun proteinlerle veya peptitlerle
ilgilidir. Bu tip fragmanlar, olgun insan gdzyasi lipokalininin primer dizisinin en az 10
veya daha fazla, mesela 20 veya 30 veya daha fazla ardisik amino asidini icerebilirler

ve gogunlukla olgun insan gdzyas! lipokalininin bir immin-analizinde saptanabilirler.

Mevcut bulusta kullanildigi Gizere “varyant” terimi, bir protein veya peptidin, amino asit
dizisinin, ornedin ikameyle, silintiyle, sokuntuyla veya kimyasal maodifikasyonla
modifikasyonlarini  iceren turevleriyle ilgilidir. Bu tip modifikasyonlar bazi
uygulamalarda, protein veya peptidin fonksiyonelliini indirgemez. Bu tip varyantlara
proteinler dahil olup, burada bir veya daha fazla amino asit, ilgili D-steroizomerleriyle
veya Ornedin ornitin, hidroksiprolin, sitrulin, homoserin, hidroksilisin, norvalin gibi dogal
olusumlu 20 amino asitten farkli amino asitlerle degistiriimistir. Ancak, bu tip ikameler
ayrica konservatif de olabilir, yani bir amino asit kalintisi kimyasal olarak benzer bir
amino asit kalintisiyla dedistirilir. Konservatif ikamelerin &rnekleri, asadidaki gruplarin
elemanlan arasindaki degistirmelerdir: 1) alanin, serin ve treonin; 2) aspartik asit ve
glutamik asit; 3) asparajin ve glutamin; 4) arjinin ve lizin; 5) izoldsin, 16sin, metionin ve

valin ve 8) fenilalanin, tirosin ve triptofan.

Bulusun bir gozyas! lipokalini muteini bir monomerik protein olarak var olabilir. Bazi
uygulamalarda bulusa gore bir lipokalin muteini spontan olarak dimerize veya
oligomerize olabilir. Stabil monomerle olusturan lipokalin muteinlerinin kullanimi,
ornedin daha hizli diftzyon ve daha iyi doku nifuzu yizinden baz uygulamalarda
avantajli olabilir. Diger uygulamalarda, stabil homadimerleri veya multimerleri spontan
olarak olusturan bir lipokalin muteininin kullarmmi, bu tip multimerler belirli bir hedefe

(daha da) artan afinite ve/veya avidite saglayabildijinden avantajh olabilir. Ayrica,
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lipokalin muteininin oligomerik formlar daha yavas ayrisma hizlarina veya uzatimis
serum vyari-Omrine sahip olabilir. Stabil monomerle olusturan  muteinlerin
dimerizasyonu veya multimerizasyonu arzu edilirse, bu drnegdin, jun-fos alanlan veya
IGsin-fermuarlant  gibi  ilgili  oligomerizasyon alanlarinin  bulugun  muteinlerine
kaynastinimasiyla veya “Duckalinlerin® kullaniimasiyla basanlabilir (ayrica bakiniz

asagisl).

Mevcut bulusa gdre bir lipokalin muteini, insan gézyasi lipokalininin bir dogal olusumlu
formunun mutajenezi araciigiyla elde edilebilir. Burada kullanildigi sekliyle “mutajenez”
terimi, deney kosullarinin, insan gdzyasi lipokalininin belirli bir dizi konumundaki
(Swiss-Prot veri bankasi girisi P31025) dogal olusumlu aminc asidin, ilgili dogal
polipeptit dizisindeki bu spesifik konumunda mevcut olmayan en az bir amino asitle
ikame edilebilecegi sekilde secildigi anlamina gelmektedir. “Mutajenez” terimi ayrica,
dizi segmentlerinin boyunun, bir veya daha fazla amino asidin silinmesiyle veya
sokulmasiyla (ilave) modifikasyonunu da igerir. Boylelikle, ornegdin, segili bir dizi
konumundaki bir amino asidin, dogal sus proteinin ilgili segmentinin boyuna kiyasla iki
amino asit kalintisinin bir sokuntusuna yol agacak sekilde Ug rastgele mutasyonun bir
germesiyle dedistirimesi bulusun kapsami dahilindedir. Bu tip bir sokuntu veya silinti,
bulusta mutajeneze tabi tutulabilen peptit segmentlerinin herhangi birinde birbirinden
badimsiz olarak eklenebilir. Bulusun emsal hir uygulamasinda, ¢esitli mutasyonlarin bir
sokuntusu, secilen lipokalin iskelesinin AB &znesinin igine eklenebilir (karsilastiriniz
Uluslararasi patent basvurusu WO 2005/019256). “Rastgele mutajenez” terimi, belirli
bir dizi konumunda hi¢ édnceden belirlenmis tekli amino asidin (mutasyonunun) mevcut
olmadi§i ancak en az iki amino asidin belirli bir olasilikla mutajenez esnasinda &én

tanimli bir dizi kenumunda katilabildigi anlamina gelmektedir.

insan gbdzyas lipokalininin kodlama dizisi {Redl, B. et al. (1992) J. Biol. Chem. 267,
20282-20287), mevcut bulusta secilen peptit segmentlerinin mutajenezi igin bir
baslangi¢ noktasi olarak kullanilir. Anilan amino asit konumlarinin mutajenezi igin,
teknikte uzman kisi, alana-yonelik mutajenez igin gesitli yerlesik standart yontemlere
sahiptir. Yaygin olarak kullanilan bir teknik, sentetik oligonikleoctidlerin, istenen dizi
konumlarinda dejenere bir baz bilegimi tasiyan karisimlar kullanilarak mutasyonlarin
PCR (polimeraz zincir tepkimesi) araciigiyla eklenmesidir. Ornegin, NNK veya NNS
kodonunun {burada N = adenin, guanin veya sitosin veya timin; K = guanin veya timin;

S = adenin veya sitosin) kullanimi, mutajenez esnasinda 20 amino asidin tamaminin
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arti durdurma kodonunun katilmasina olanak sadlarken, VVS kodonu, Cys, lle, Leu,
Met, Phe, Trp, Tyr, Val amino asitlerini polipeptit dizisinin seg¢ilen konumunun icine
katimasindan hari¢ tuttudundan, muhtemel olarak katilan amino asitlerin sayisin
12’yle sinirlar; NMS kodonunun (burada M = adenin veya sitosin) kullanimi, Arg, Cys,
Gly, lle, Leu, Met, Phe, Trp, Val amino asitlerini secili bir dizi konumunda katilmasindan
hari¢ tuttugundan, érnegin, belidi bir secili dizi konumundaki olasi amino asitlerin
sayisini 11’le kisitlar. Bu agidan, (dizenli 20 dogal olusumlu amino asitten farkh) diger
amino asitler igin, selenosistein veya pirolizin gibi kodonlarin da bir muteinin bir nikleik
asidinin igine katilabilecedi kaydedilmektedir. Ayrica, Wang, L., et al. (2001) Science
292, 498-500 veya Wang, L. and Schultz, P.G. (2002) Chem. Comm. 1, 1-11'de tarif
edildigi uzere, diger olagandigi amino asitlerin, érnegin o-metil-L-tirosin veya p-
aminofenilalaninin sokulmasi amaciyla, ¢ogunlukla durdurma kodonlari olarak taninan

UAG gibi “suni” kodonlari kullanmak da mamkindr.

indirgenmis baz cifti 6zgulligine sahip nikleotid insa bloklarinin, érnegin inosin, 8-
okso-2'deoksiguanosin  veya 6(2-deoksi-o-D-ribofuranosil)-3,4-dihidro-8H-pirimindo-
1,2-oksazin-7-on (Zaccolo et al. (1996) J. Mol Biol. 255, 589-603) kullanimi,

mutasyonlarin segilen bir dizi segmentinin icine eklenmesi ic¢in bir baska secenektir.

Bir diger olasilik, Ugli-mutajenez olarak adlandirnlan mutajenezdir. Bu ydntem, kodlama
dizlerinin igine katilma igin, her biri bir amino asit igin kodlama yapan farkli niikleotid
uglulerinin karisimlarin kullanir (Virnekas B, et al., 1994 Nucleic Acids Res 22, 5600-
5607).

ilgili polipeptitlerin secilen bélgelerinde mutasyonlann eklenmesi igin olasi bir strateji,
her bir kismen, mutasyona ugratilacak karsihk gelen dizi segmentlerinin birinden
taretilen dért oligonUkleotidin kullanimina dayalidir. Bu oligonukleotidleri sentezlerken,
teknikte uzman bir kisi, mutasyona ugratilacak amino asit konumlarina karsilik gelen bu
nikleotid Uglilerinin sentezi icin nlkleik asit insa bloklarinin karisimlarini kullanabilir,
boylece tiim dodal amino asitleri kodlayan kodonlar rastgele sekilde ortaya gikar ve bu
da sonunda bir lipokalin peptit kitapliginin olusturulmasiyla sonuglanir. Ornegin, biringi
oligontkleotid — mutasyona udratilmis konumlardan ayn - dizisinde, lipokalin
polipeptidinin en N-ucu konumunda mutasyona ugratilacak peptit segmenti icin
kodlama sarmalina karsihk gelir. Dolayisiyla, ikinci oligontikleotid, polipeptit dizisinde

takip eden ikinci dizi segmenti icin kodlama-yapmayan sarmala karsihk gelir. Uglnci



10

15

20

25

30

35

17

oligonUkleotid bu sayede, karsilik gelen ug¢lincd dizi segmenti icin kodlama sarmalina
karsilik gelir. Son olarak, doérdldncu oligonukleotid, dérdincu dizi segmenti icin
kodlama-yapmayan sarmala karsiik gelir. ligili birinci ve ikinci oligoniikleotidle ve
gerekirse ayr olarak ilgili l¢unclh ve ddérdunch oligontkleotidle bir polimeraz zincir

tepkimesi gerceklestirilebilir.

Bu tepkimelerin her ikisinin gogaltma Grlinleri bilinen gesitli yontemlerle, mutasyonlarin
segilen konumlarda eklenmis oldugu birinciyle dordincl dizi segmentlerini igeren bir
tekli nikleik asit olarak birlestirilebilir. Bu amagla, trlnlerin her ikisi de 6rnedin, kusatan
oligonUkleotidlerin yani sira, ikinciyle G¢lncl dizi segmenti arasindaki diziye katkida
bulunan bir veya daha fazla araci nikleik asit molekali kullanilarak yeni bir polimeraz
zincir tepkimesine tabi tutulabilir. Mutajenez icin kullanilan oligonlkleotidlerin dizisi

icerisindeki say! ve dlzenin seciminde, teknikte uzman kisi sayisiz alternatife sahiptir.

Yukarida tanimlanan niikleik asit molekdilleri ligasyonla, bir lipokalin polipeptidi ve/veya
vektorl kodlayan bir nikleik asidin eksik 5'- ve 3'-dizileriyle baglantilanabilir ve bilinen
bir konak organizmaya klonlanabilir. Ligasyon ve klonlama igin birden fazla yerlegik
prosediir mevcuttur. Ornedin, klonlayici vektérin dizisinde meveut olan kisitlama
endonukleazlarn igin tanima dizileri, sentetik oligontkleotidlerin dizisinin igine islenebilir.
Boylelikle, ilgili PCR ariinGnin ve enzimatik yariimanin glglendiriimesinden sonra

ortaya cikan fragman, karsilik gelen tanima dizileri kullanilarak kolayca klonlanabilir.

Mutajenez igin secilen protein igin kodlama yapan gen igerisindeki daha uzun dizi
segmentleri de bilinen yéntemler vasitasiyla, érnegin artan hata orani kosullar altinda
polimeraz zincir tepkimesi kullamimiyla, kimyasal mutajenezle veya bakteriyel
mutasyon yapici suglarin kullaniimasiyla rastgele mutajeneze tabi tutulabilir. Bu tip
yontemler ayrica, bir lipokalin muteininin hedef afinitesinin veya 6zgulligindn daha
fazla optimizasyonu icin de kullanilabilir. Muhtemelen deneysel mutajenezin
segmentlerinin disinda olusan mutasyonlar siklikla tolere edilir veya, drnegin, lipokalin
muteininin gelismis bir yayima etkililiine wveya vyayilma stabilitesine katkida

bulunuyorsa avantajl olduklar kanitlanabilir.

Aciklamaya gore bir yontemde, bir insan gozyasi lipokalini kodlayan bir nukleik asit
molekulu ilk olarak, olgun insan gdzyas! lipakalininin dogrusal polipeptit dizisinin 27, 28,
30, 31, 33, 53, 57, 61, 64, 66, 80, 83, 104-106 ve 108 amino asit dizisi konumlarinin
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birinde veya daha fazlasinda mutajeneze tabi tutulur. ikinci olarak, bir insan gbzyasi
lipokalini kodlayan nukleik asit molekuld, olgun insan gézyasi lipokalininin dogrusal
polipeptit dizisinin 26, 32, 34, 55, 56, 58 ve 63 konumlarinin ikisinde veya daha
fazlasinda mutajeneze tabi tutulur. Mutasyona udratilacak ikinci amino asit
konumlarindan en az bir konum, 58 amino asit konumundan ve 63 amino asit

konumundan segilir.

Aciklamanin bir uygulamasinda, insan gézyas! lipokalininin bir muteininin olusturulmasi
icin yéntem, olgun insan gbzyas! lipokalininin dogrusal polipeptit dizisinin 26-28, 30-34,
53, 55-58, 63, 64, 66, 80, 83, 104-106 ve 108 amino asit konumlarinin herhangi birinin
kodonlarinin en az 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 14, 15, 16 veya 17'sinin mutasyona
ugratiimasini i¢erir. Bir uygulamada, olgun insan gézyasl lipokalininin dogrusal
polipeptit dizisinin 26, 27, 28, 30, 31, 32, 33, 34, 53, 55, 56, 57, 58, 63, 64, 66, 80, 83,
104, 105, 106 ve 108 amino asit dizisi konumlarinin kodonlarinin 22'sinin tamami

mutasyona ugratilir,

Yukarida-belirtilen ydntemin bir uygulamasinda, ek olarak olgun insan gdzyasl
lipokalininin dogrusal polipeptit dizisinin 26-28, 30-34, 53, 55-58, 63, 64, 66, 80, 83,
104-106 ve 108 amino asit konumlarinin herhangi birinin kodonlarinin en az 2, 3, 4, 5,

6, 8, 10, 12, 14, 15'i mutasyona ugratihr,

Acgiklamanin bir diger uygulamasinda, yontemler, olgun insan goézyasi lipokalininin
dogrusal polipeptit dizisindeki 61 ve 153 konumlarinda sistein kodlayan kodonlarin her
ikisinin mutasyonunu icerir. Bir uygulamada, 61 konumu, birka¢ ihtimal saymak
gerekirse bir alanin, fenilalanin, lizin, arjinin, treonin, asparajin, tirosin, metionin, serin,
prolin veya friptofan kodlamak i¢in mutasyona ugratiir. 153 konumunun mutasyona
ugratildi§y uygulamalarda, bir serin veya alanin gibi bir amino asit 153 konumunda

eklenebilir,

Burada tarif edildigi Gzere agiklamanin bir baska uygulamasinda, olgun insan gdzyasi
lipokalininin dogrusal polipeptit dizisinin 111 ve/veya 114 amino asit konumlarini
kodlayan kodonlar, érnedin 111 konumunda bir arjinin ve 114 konumunda bir triptofan

kodlamak i¢in mutasyona ugratilir.



10

15

20

25

30

35

19

Aciklamanin ydntemlerinin baska bir uygulamasi, olgun insan gézyasi lipokalininin
dogrusal polipeptit dizisinin 101 konumunda sisteini kodlayan kodonun mutajenezini
icerir, bdylece bu kodon herhangi bir bagska amino asidi kodlar. Bir uygulamada, 101
konumunu kodlayan mutasyona ugratiimig kodon bir serin kodlar. Dolayisiyla, bazi
uygulamalarda, 61, 101 ve 153 konumundaki sistein kodonlannin ya ikisi veya t¢lnun

hepsi, bir baska amino asidin bir kodonuyla degistirilir.

Yonteme gore, bir mutein, insan gdzyas! lipokainini kodlayan bir nikleik asitten
baglayarak elde edilir. Bu tip bir nikleik asit mutajeneze tabi tutulur ve rekombinan
DNA teknolojisi araciligiyla uygun bir bakteriyel veya &karyotik konak organizmanin
icine eklenir. Gozyas lipokalininin bir nukleik asit kitapliginin elde edilmesi, teknikte
antikor-benzeri dzelliklere sahip lipokalin muteinlerinin, yani belirli bir hedefe yoénelik
afiniteye sahip muteinlerin olusturulmasi icin bilinen herhangi bir uygun teknik
kullanilarak gerceklestirilebilir. Bu tip kombinatoryal yodntemlerin &rnekleri ayrintili
olarak drnegin WO 99/16873, WO 00/75308, WO 03/029471, WO 03/029462, WO
03/029463, WO 2005/019254, WO 2005/019255, WO 2005/019256 veya WO
2006/56464'te tarif edilmektedir. Mutajeneze tabi tutulmus olan nlkleik asit dizilerinin
uygun bir konakta ekspresyonundan sonra, birden fazla ilgili lipokalin muteini icin
genetik bilgi tasiyan, belirli bir hedefe baglanan klonlar, elde edilen kitapliktan
segilebilir. Bu klonlarin segimi i¢in, faj gérintileme {Kay, B.K. et al. (1996) supra;
Lowman, H.B. (1997) supra veya Rodi, D.J. ve Makowski, L. {1299) supra'da
incelenmistir), koloni tarama (Pini, A. et al. (2002) Comb. Chem. High Throughput
Screen. 5, 503-510°da incelenmigtir), ribozom gdrintileme (Amstutz, P. et al. (2001)
Curr. QOpin. Biotechnol. 12, 400-405'te incelenmistir} veya Wilson, D.S. et al. (2001)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98, 3750-3755'te bildirildigi (izere mRNA gortintiileme veya
spesifik olarak WO 99/16873, WO 00/75308, WO 03/029471, WO 03/029462, WO
03/029463, WO 2005/019254, WO 2005/019255, WO 2005/019256 veya WO
2006/56464'te tarif edilen yontemler gibi iyi bilinen teknikler kullanilabilir.

Muteini kodlayan nlkleik asit molekilld, herhangi bir uygun ekspresyon sistemi
kullanilarak eksprese edilir. Elde edilen mutein veya muteinler segim ve/veya izolasyon
aracihgiyla zenginlestirilir. Segim 6rnedin rekabetgi kosullar altinda gerceklestirilebilir.
Burada kullanildigi sekliyle rekabet¢i kosullar, muteinlerin se¢iminin, insan gozyasi
lipokalininin  muteinlerinin ve belirli dogdal-olmayan ligandinin, yani IL-4 reseptora

alfanin, muteinlerin IL 4 reseptdri alfaya baglanmasiyla rekabet eden ilave bir ligand
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varliinda temas ettirildidi en az bir adimi kapsar. Bu ilave ligand hedefin fizyolojik bir
ligandi, dérnegin IL 4, hedefin kendisinin bir fazlah@ veya hedefin, en azindan bir
ortusen epitopu bulusun muteinleri tarafindan taninan epitopa baglayan ve bdéylelikle
muteinlerin hedef baglamasina midahale eden herhangi bir diger fizyolojik-olmayan
ligand) olabilir. Alternatif olarak, ilave ligand muteinlerin baglanmasiyla, muteinlerin
baglama alanindan farkl bir epitopun, hedefe allosterik etkilerle komplekslenmesiyle

rekabet eder.

Faj gorintileme tekniginin temperan M13 faj kullanan bir uygulamasi (Kay, B.K. et al.
(1996), supra; Lowman, H. B. {(1997) supra veya Rodi, D.J., & Makowski, L. (1999),
supra’da incelenmistir), mevcut aciklamada kullanilabilen bir secim ydnteminin bir
omegdi olarak verilmektedir. Faj gérintileme teknolojisinin, a¢iklamanin muteinlerinin
secimi icin kullanilabilen bir bagka uygulamasi, Broders et al. (Broders et al. (2003)
"Hyperphage. Improving antibody presentation in phage display.” Methods Mol. Biol.
205:295-302) tarafindan tarif edildigi Uzere hiperfaj faj teknolojisidir. f1 gibi diger
temperan faj veya T7 gibi litik faj da kullanilabilir. Emsal segim yontemi igin, mutasyona
ugratilmis lipokalin niikleik asit dizisinin N-ucunda bir sinyal dizisine, mesela OmpA-
sinyal dizisine ve M13 fajinin veya bunun fragmanlarinin, C-ucunda faj kapsidinin igine
eklenebilen kapsit proteini plll'e sahip bir flzyon proteini clarak ekspresyonuna olanak
sadlayan M13 fajmidleri (retilir. Faj kapsid proteininin, dodal sus dizinin 217 ila 406
arasindaki amino asitlerini igeren C-ucu fragmani Aplll, fizyon proteinlerinin Uretilmesi
igin kullanilabilir. Bir uygulamada, plil'in, 201 konumundaki sistein kalintisinin eksik

oldugu veya bir baska amino asit tarafindan degistirildigi bir C-ucu fragmani kullanilir.

Dolayisiyla, aciklamanin yéntemlerinin bir diger uygulamasi, insan gozyasi lipokalininin
bir veya daha fazla muteini igin kodlama yapan ve 3' ucundaki mutajenezden
kaynaklanan bir nikleik asidin, belirli bir ligandin badlanmasi igin en az bir muteinin
secilmesi amaciyla M13-familyasinin bir ipliksi bakteriyofajinin kaplama protein plll
veya bu kaplama proteininin bir fragmani igin kodlama yapan bir genle uygun sekilde

kaynastirnimasini igerir.

Flzyon proteini, bir afinite etiketi gibi, flzyon proteinin veya bunun parcalarinin
hareketsizlestirimesine, saptanmasina ve/veya saflastinlmasina olanak saglayan ilave
bilesenler igerebilir. Aynica, lipokalini veya bunun muteinlerini kodlayan dizi bolgeleriyle

faj kapsid geni veya bunun fragmanlari arasinda bir durdurma kodonu yer alabilmekte
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olup, burada durdurma kodonu, mesela bir kehribar durdurma kodonu uygun bir
baskilayici sug i¢inde translasyon esnasinda en azindan kismen bir amino asidin i¢ine

transle edilir.

Ornegin, artik burada tarif edilen pTlc27 olarak da adlandirilan fajmid vektéri
pTLPC27, insan gdzyas lipokalini muteinlerini kodlayan bir fajmid kitaphginin
hazirlanmasi igin kullanilabilir. Gdzyas! lipokalini muteinleri igin kodlama yapan bulusun
nokleik asit molekilleri, iki BstX| kisittama alani kullanilarak vektorin icine sokulur.
Ligasyondan sonra, E. coli XL1-Blue gibi bir uygun konak sus, ¢cok sayida bagimsiz
klon saglamak icin ortaya ¢ikan nikleik asit kansimiyla dénustirilir. Istenirse, bir

hiperfajmid kitaphdimin hazirlanmasi i¢in ayn bir vektér olugturulabilir.

Ortaya c¢ikan kitaplhk muteakiben sivi kiltdr iginde, fonksiyonel fajmidler Gretmek
amaciyla uygun bhir M13-yardime) faj veya hiperfajla sliper enfekte edilir. Rekombinan
fajmid lipokalin muteinini ylzeyi Uzerinde, kaplama proteini plll veya bunun bir
fragmaniyla bir flizyon olarak gorintllerken, flzyon proteininin N-ucu sinyal dizisi
normal olarak yarilarak atilr. Diger yandan, yardimci faj tarafindan tedarik edilen natif
kapsid proteini plllI'in bir veya daha fazla kopyasini da tasir ve bdylelikle bir aliciyi,
genel olarak bir F- veya F’-plazmidi tagiyan bir bakteriyel susu enfekte edebilir. Hiperfaj
gorintileme durumunda, hiperfajmidler lipokalin muteinlerini yizeyleri (izerinde,
enfektif kaplama proteini plll ile ancak natif kapsid proteinsiz sekilde bir flizyon olarak
gorintliler. Yardimci faj veya hiperfajla enfeksiyon esnasinda veya sonrasinda,
lipokalin muteiniyle kapsid proteini plll arasinda flizyon proteininin gen ekspresyonu,
drnegin anhidrotetrasiklin eklenmesiyle indiiklenebilir. indiikleme kosullar, elde edilen
fajmidlerin  dnemli bir kesitinin ylzeyleri Uzerinde en az bir lipokalin muteini
goruntuledigi sekilde secilir. Hiperfaj gérintileme durumunda, indikleme kosgullar,
lipokalin muteinininden ve kapsid protein plll'ten olusan u¢ ila bes arasinda flzyon
proteini tasiyan hiperfajmidlerin bir popllasyonuyla sonuglanir. Fajmidlerin izole
edilmesi icin, polietilen glikolle gdkeltme gibi cesitli ydntemler bilinmektedir. izolasyon

tipik olarak 6-8 saatlik bir ink(ibasyon siresinden sonra meydana gelir.

izole edilen fajmidler daha sonra, arzu edilen hedefle inkilbasyonla segime tabi
tutulabilecek olup, burada hedef, muteinleri tasiyan o fajmidlerin, kaplamalarinda
fuzyon proteinleri  olarak istenen baglama aklivitesiyle en azindan gecici

hareketsizlestiriimesine olanak saglayan bir bicimde sunulur. Teknikte uzman Kisi
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tarafindan bilinen cesitli uygulamalar arasindan, hedef, 6rnegdin, serum albimin gibi bir
tasiyict proteinler konjuge edilebilir ve bu tasiyici protein vasitasiyla bu protein
baglayici yuzeye, 6megin polistirene baglanabilir. Ornegin ELISA teknikleri igin uygun
olan veya “immin-gubuklar” olarak adlandirlan mikrotitre plakalar hedefin bu tip bir
hareketsizlestiriimesi icin kullanilabilir. Alteratif olarak, hedefin, biyotin gibi diger
baglayici gruplarla konjugatlar kullanilabilir. Hedef daha sonra, bu grubu se¢imli clarak
baglayan bir ylzey, ormegin streptavidin, ndtravidin veya avidinle kapli mikrotitre
plakalan veya paramanyetik partikiiller (zerinde hareketsizlestirilebilir. Hedef bir
immunoglobilinin bir Fc kismina kaynastinlirsa, hareketsizlestirme, protein A veya
protein G ile kapl yizeylerle, &6rnedin mikrotitre plakalariyla veya paramanyetik

partikillerle elde edilebilir.

Ylzeyler Uzerinde mevcut olan ozgul-olmayan fajmid-badlama alanlan, ELISA
yontemlerinde bilindikleri sekilde bloke edici sclisyonlarla doyurulabilir. Fajmidler daha
sonra tipik olarak, fizyolojik bir tampon varlidinda yiizey lzerinde hareketsizlestirilen
hedefle temas ettirilir. Baglanmamis fajmidler birden fazla yikamayla yok edilir. Yizey
tzerinde kalan fajmid partikulleri daha sonra ayrigtinilir. Ayristirma igin, gesitli yontemler
mimkiindir. Ornedin, fajmidler proteazlarin eklenmesiyle veya asitlerin, bazlarin,
deterjanlarin veya kaotropik tuzlarin varliginda veya ihmh densirme kosullan altinda
ayrigtirlabilir. Bu tip bir yéntem, 2,2 pH'lik tamponlar kullanilarak aynstirma olup,
burada eluat multeakiben noétrlestirilir. Alternatif olarak, fajmidlere badlanma igin
hareketsizlestiriimis hedefle rekabet etmek amaciyla serbest hedefin bir sollisyonu
eklenebilir veya hedefe-6zgu fajmidler, ilgi konusu hedefe 6zgll olarak baglanan

imminoglobiilinlerle veya dogal ligand yapici proteinlerle rekabetle ayristirilabilir.

Daha sonra, E. coli hicreleri ayrigtirlan fajmidlerle enfekte edilir. Alternatif olarak,
nukleik asitler aynistinlan fajmidlerden ekstrakte edilebilir ve dizi analizi, gogaltma veya
hicrelerin baska bir sekilde dénustirialmesi icin kullanilabilir. Bu sekilde elde edilen E.
coli klonlarindan baslayarak, taze fajmidler veya hiperfajmidler, M13 yardimci fajlarla
veya yukarida tarif edilen yonteme gore hiperfajla sliper enfeksiyonla yeniden Uretilir ve
bu sekilde gogaltilan fajmidler bir kez daha hareketsizlestiriimis hedef (zerinde bir
secime tabi tutulur. Yeterince zenginlestiriimis bicimde bulusun muteinlerine sahip
fajmidler elde etmek amaciyla sikhikla birden fazla sec¢im dénglisu gereklidir. Secim
déngilerinin sayisi bazi uygulamalarda, miteakip fonksiyonel analizde, caligilan

klonlarin en %0,1’inin belirli hedef igin saptanabilir afiniteye sahip muteinler Grettigi bir
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sekilde secilir. Kullamlan kitaphdin boyutuna, yani kompleksligine badli olarak, bu

amacla tipik olarak 2 ila 8 déngu gereklidir.

Segilen muteinlerin fonksiyonel analizi i¢in, bir E. coli susu, secim ddngilerinden elde
edilen fajmidlerle enfekte edilir ve karsilik gelen c¢ift sarmalli fazmid DNA izole edilir. Bu
fazmid DNA'dan ve ayrica fajmidlerden ekstrakte edilen tek-sarmalll DNA’dan
baslayarak, bulusun secili muteinlerinin nikleik asit dizileri teknikte bilinen yontemlerle
belirlenebilir ve amin asit dizisi bundan g¢ikarilabilir. Tim gdzyasi lipokalini muteininin
mutasyona ugratilmis bolgesi veya dizisi bagka bir ekspresyon vektorl Gzerinde alt
klonlanabilir ve uygun bir konak organizmada eksprese edilebilir. Ornegdin, artik pTic26
olarak da adlandinlan pTLPC26 vektort, E.coli TG1 gibi E.coli suslarinda ekspresyon
icin kullanilabilir. Bu sekilde dretilen gézyas! lipokalininin muteinleri ¢esitli biyokimyasal
yontemlerle saflastirilabilir. Omegin pTIlc26 ile uretilen bir gdzyas! lipokalini muteini,
6rmegdin C-ucunda afinite etiketi olarak adlandinlan bir afinite peptidi tasiyabilir ve bu
nedenle afinite kromatografiyle saflastinlabilir. Bir afinite etiketinin &rneklerine, bunlarla
sinirh kalmamak kaydiyla, biyotin, Strep-etiketi, Strep-etiketi Il (Schmidt et al., supra),
oligohistidin, polihistidin, bir immunoglobulin alani, maltoz-badlayici protein, glutation-

S-transferaz (GST) veya kalmodulin badlayici peptit {CBP) dahildir.

Baz1 afinite etiketleri haptenlerdir, &medin bunlarda sinirh kalmamak kaydiyla,
dinitrofenol ve digoksijenindir. Bazi afinite etiketleri, FLAG®-peptidi (Asp-Tyr-Lys-Asp-
Asp-Asp-Asp-Lys-Gly), T7 epitopu (Ala-Ser-Met-Thr-Gly-Gly-GIn-GlIn-Met-Gly), maltoz
baglayici protein (MBP), herpes simpleks virtsii glikoproteini D’nin GIn-Pro-Glu-Leu-
Ala-Pro-Glu-Asp-Pro-Glu-Asp dizisinin HSV epitopu, Tyr-Pro-Tyr-Asp-Val-Pro-Asp-Tyr-
Ala dizisinin hemaglutinin {HA) epitopu, Vezikuler Stomatit viral glikoproteinin {Cys-Tyr-
The-Asp-lle-Glu-Met-Asn-Arg-Leu-Lys) VSV-G epitopu, Gly-Ala-Pro-Val-Pro-Tyr-Pro-
Asp-Pro-Leu-Glu-Pro-Arg dizisinin E epitop etiketi, Gly-Val-Ser-Ser-Thr-Ser-Ser-Asp-
Phe-Arg-Asp-Arg dizisinin E2 epitop etiketi, Glu-Glu-Thr-Ala-Arg-Phe-GIn-Pro-Gly-Tyr-
Arg-Ser dizisinin memeli MAPK/ERK kinazlarinin C-uglarinin Etiket-100 epitop etiketi,
Lys-Glu-Thr-Ala-Ala-Ala-Lys-Phe-Glu-Arg-Gin-His-Met-Asp-Ser dizisinin S-etiketi, Glu-
Gin-Lys-Leu-lle-Ser-Glu-Glu-Asp-Leu dizisinin ¢c-myc transkripsiyon faktorinin “myc”
epitopu ve Simyan Virlsl 5'in (Gly-Lys-Pro-lle-Pro-Asn-Pro-Leu-Leu-Gly-Leu-Asp-Ser-
Thr) paramiksovirisunun P ve V proteinleri Uzerinde mevcut kiguk V5 epitopu gibi
epitop etiketleridir. Ek olarak, ancak genellikle bir tekli etiket olmayarak, NusA,
tivoredoksin (TRX), kli¢lk ubikutin-benzeri modifiye edici (SUMO) ve ubikutin (Ub) gibi
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bir ¢bzinme-glclendirici etiket kullanilabilir. Haptenler ve epitop etiketleri, karsilik gelen
bir antikorla veya badlayici partner olarak bir antikor benzeri proteinli molekulle
kombinasyon halinde kullanilabilir. Lys-Glu-Thr-Ala-Ala-Ala-Lys-Phe-Glu-Arg-Gln-His-
Met-Asp-Ser dizsinin S-peptit epitopu, ilgili bir antikorla birlikte veya bir baglayici
partner olarak S-proteinle kombinasyon halinde bir epitop etiketi olarak kullanilabilir
(Hackbarth, JS, et al., BioTechniques (2004) 37, 5, 835-839).

Segim ayrica, diger yontemler araciidiyla da gergeklestirilebilir. Birgok karsilik gelen
uygulama teknikte uzman kisi tarafindan bilinmektedir veya literatlirde tarif
edilmektedir. Ustelik, yéntemlerin bir kombinasyonu uygulanabilir. Ornedin, ‘“faj
gérintulemeyle™ secilen veya en azindan zenginlestirilen klonlar ek olarak “koloni
taramaya” tabi tutulabilir. Bu prosediir, munferit klonlarin, bir hedef igin saptanabilir
baglanma afinitesine sahip bir gdzyas! lipokalini muteininin uretimiyle ilgili olarak

dogrudan izole edilebilir,

“Faj gorintileme” tekniginde veya “koloni tarama” ydnteminde konak organizma olarak
E. coli kullanimina ek olarak, diger bakteriyel suslar, maya veya ayrica bocek hiicreleri
veya memeli hlcreleri de bu amacla kullanilabilir. Bir gézyasi lipokalini muteininin
yukarida tarif edildigi Uzere bir rastgele kitapliktan seciminin yani sira, tekrarlanan
tarama dongiilerinden sonra hedef icin afiniteyle veya dzgllliikle ilgili olarak hedef igin
bir miktar badlanma aktivitesine coktan haiz olan bir muteinin optimize edilmesi

amaciyla sinirli mutajenez dahil olmak tizere evrimsel ydntemler de uygulanabilir.

Teknikte uzman kisi tarafindan, kompleks olugsumunun, baglayici partnerlerin
konsantrasyonu, rekabetcilerin varligi, tampon sisteminin iyon siddeti vb. gibi bir¢ok
faktdre bagh oldugu kolayca anlagsiimaktadir. Se¢cim ve zenginlestirme genellikle,
istenen hedefle kompleks halinde, en az 200 nM'lik bir ayrisma sabitine sahip lipokalin
muteinlerinin izolasyonuna olanak saglayan kosullar altinda gergeklestirilir. Ancak,
yikama ve aynstirma adimlan dedisen sertlik altinda gergeklestirilebilir. Kinetik
karakteristiklerle ilgili bir secim de mimkundur. Ornegin, secim, hedefin hedeften yavas
bir ayrismasini veya diger bir deyigle dlisik bir kor hizi gdsteren muteinlerle kompleks
olusumunu Kkolaylastiran kosullar altinda gergeklestirilebilir. Alternatif olarak, secim,
muteinle hedef arasindaki kompleksin hizli olusumunu veya diger bir deyisle yuaksek bir
kon hizin kolaylastiran kosullar altinda gergeklestirilebilir. Bir diger drekleyici altematif

olarak, tarama, (ya dogal sus gdzyas! lipokalinine veya ¢oktan én-se¢imli bir hedefe
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yBnelik afiniteye sahip bir muteine kiyasla) muteinlerin gelismis termostabilitesini secen

kosullar altinda gerceklestirilebilir.

Belirli bir hedefe afiniteye sahip bir mutein secilmis oldugunda, bu tip bir muteini, daha
da yUksek afiniteli varyantlarin veya daha ylksek termostabilite, gelismis serum
stabilitesi, termodinamik stabilite, gelismis ¢dzinirllk, gelismis monomerik davranig,
termal densirmeye, kimyasal densirmeye, proteolize veya deterjanlara vb. karsi
gelismis direnc gibi gelismis o&zelliklere sahip varyantlarin miteakiben segilmesi
amaciyla bir baska mutajeneze ek tabi tutmak da ek olarak mamkindir. Daha yiksek
afiniteyi  hedefleme durumunda in vitro “afinite  olgunlastirmasi” olarak
degerlendirilebilen bu diger mutajenez, rasyonel tasanm veya rastgele bir mutasyona
dayall alana 6zgl mutasyonla elde edilebilir. Daha ylksek bir afinite veya gelismis
ozellikler elde etmek icin baska bir olasi yaklasim, lipokalin muteininin dizi konumlarinin
secili bir aralii lOzerinde nokta mutasyonlariyla sonuglanan hata-egilimli PCR
kullanimidir. Hata-egilimli PCR, Zaccolo et al. J. Mol. Biol. 255, 583-603 tarafindan tarif
edilen gibi bilinen herhangi bir protokole gore gergeklestirilebilir. Bu amaglar igin uygun
rastgele mutajenezin diger yontemlerine, Murakami, H et al. (2002) Nat.Biotechnol. 20,
76-81 tarafindan tarif edilen rastgele sokma/silme (RID) mutajenez veya Bittker, J. A et
al. (2002) Nat. Biotechnol. 20,1024-1029 tarafindan tarif edildigi Gzere homolog-
olmayan rastgele rekombinasyon (NRR) dahildir. Istenirse, afinite olgunlastirmasi
ayrica, digoksijenine yliksek afiniteye sahip bilin-baglayici proteinin muteinlerinin elde
edilmis oldugu WO 00/75308 veya Schlehuber, S. et al., (2000) J. Mo/, Biol. 297, 1105-

1120’de tarif edilen prosedire gore de gergeklestirilebilir.

Bulugsun bir gdzyas lipokalini muteini, IL 4 reseptord alfayla kompleks clusumu icin
kullamilabilir. Mutein ayrica, IL 4 reseptérid alfamin immunojenik bir fragmanina da
baglanabilir. IL-4 reseptord alfanin immuinojenik bir fragmani, bir veya daha fazla
epitopa, mimotopa veya diJer antijenik determinantlara sahip olan ve boylelikle bir
bagisikhk yamti veya bir antikorun ortaya ¢ikabildigi bir bagisikhk yaniti indikleyebilen
bir fragmandir. immiinojenik fragman tekbir epitop igerebilir veya birden fazla epitopa
sahip olabilir. Bir antijen-sunucu sistem, 6regin bir tasiyici protein, bir bagisiklik
sistemi tarafindan taninma igin gereken boyutu sadlamak icin kullanilabildidinden,
imminojenik fragman i¢in hicbir belirli boyut sinirlamasi gecerli degildir. Dolayisiyla,
immiinojenik fragman ayrica bir “hapten”, yani bizzat antijenik clmasi gerekmeyen veya

Ozellikle kigik molekiler agirhidi ve dolayisiyla boyutu nedeniyle disguk
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imminojenesiteye sahip olabilen bir fragmandir. Tipik olarak, immunojenik bir fragman,
tek bagina veya bir tasiyici Uzerinde sunuldugunda, MHC molekilleri tarafindan
sunulursa bir immunoglobalin tarafindan veya bir T hicresi reseptdrd (TCR) tarafindan
baglanabilir. Bir immunojenik fragman tipik olarak, tek basiha veya antijen-sunucu
sistem formunda sunuldugunda, 6rnegin B- ve/veya T-lenfositlerinin aktivasyonuna yol
acan bir humoral bagisiklik yanitini ve/veya hiicresel bagdisikhk yanitini indikleme

kapasitesine sahiptir.

Bulugun bir muteininin hedefi, bir transmembran protein olan, 207 amino asitlik bir
hiicre digi alan ihtiva eden interldkin-4 reseptdrinin alfa zinciridir. Hicre disi alanin
salgilanan bir formu olan, CD124 olarak da bilinen ve IL-4 aktivitelerini bloke edebilen
sIL-4R alfa mevcuttur. Bulusun bir muteini slL-4 reseptdri alfanin yani sira IL 4

reseptorl alfanin hicresel alaninin herhangi bir kismini baglayabilir.

Bu badlamda, ilgili muteinle ligandi arasindaki kompleks olusumunun, ilgili baglayici
partnerlerin konsantrasyonlar, rekabetgilerin varhigi, kullanilan tampon sisteminin pH’i
ve iyon sgiddeti ve ayrigma sabitinin Kp belilenmesi igin kullanilan deney yontemi
(birkacimi saymak gerekirse 6rnegin floresan titrasyon, rekabetgi ELISA veya ylzey
plazmon rezonans) veya hatta deneysel verinin degerlendiriimesi igin kullanilan

matematiksel algoritma gibi birgok farkl faktorden etkilendigi de kaydedilmektedir.

Bu nedenle, teknikte uzman kisi tarafindan burada verilen Ko degerlerinin {ilgili
muteinle ligand1 arasinda olusan kompleksin ayrnigma sabiti), belirli bir lipokalin
muteininin belirdi bir ligand icin afinitesinin belilenmesi icin kullanilan yénteme ve deney
diuzenegine bagh olarak belidi bir deneysel aralik icerisinde dedisebilecegi
bilinmektedir. Bu da, drnegin, Kp degerinin ylzey plazmon rezonansiyla mi (Biacore)
yoksa rekabetgi ELISA ile mi belirlendigine bagli olarak dlgllen Kp dederlerinde hafif bir

sapma veya bir tolerans arahdi olabilecegi anlamina gelmektedir.

Mevcut bulusun kapsaminda ayrica, yukaridaki muteinlerin, ilgili muteinin potansiyel
immiinojenesitesine gore degistiriimis veya modifiye edilmis oldugu bigimleri de yer

almaktadir.

Sitotoksik T-hicreleri, bir simif | majér histokompatibilite kompleksiyle (MHC) iligkili bir

antijen-sunucu hicrenin hlcre yizeyi (zerindeki peptit antijenlerini tanir. Peptitlerin
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MHC molekillerine badlanma yetisi alele ézgidir ve imminojenesiteleriyle koreledir.
Belirli bir proteinin immunojenesitesinin indirgenmesi amaciyla, bir proteindeki hangi
peptitlerin helirli bir MHC molekilune badlanma potansiyeline sahip oldugunu dngdrme
yetisi cok dederlidir. Potansiyel T-hicresi epitoplarinin tanimlanmas, i¢in bilgisayimsal
bir parca yaklagimi kullanan yaklagim ¢nceden, belirli bir peptit dizisinin MHC sinif |
molekillerine baglanmasini dngdrmek icin tarif edilmistir (Altuvia et al. (1995) J. Mol
Biol. 249, 244-250).

Bu tip bir yaklasimdan ayrica, bulugsun muteinlerindeki potansiyel T-hlcresi
epitoplarinin tanimlanmasi i¢cin ve hedeflenen kullanimina bagh olarak éngérilen
imminojenesitesi  temelinde spesifik bir muteinin  bir sec¢imini  yapmak icin
faydalanilabilir. Ayrica, T-hlcresi epitoplari ihtiva ettikleri éngérilmiis olan peptit
bolgelerinin, bu T-hicresi epitoplarini indirgemek veya ortadan kaldirmak ve boylelikle
imminojenesiteyi minimize etmek igin ilave mutajeneze tabi tutmak da mimkanddr.
Amfipatik epitoplarin genetik olarak iglenmis antikorlardan yok edilmesi tarif edilmigtir
(Mateo et al. (2000) Hybridoma 19, 6, 463-471) ve mevcut bulusun muteinlerine

uyarlanabilir.

Bu sekilde elde edilen muteinler, asagida tarif edilenler gibi terapotik ve tanisal
uygulamalarda kullanimlari i¢in arzu edilen, minimize edilmis bir imminojenesiteye haiz

olabilir.

Bazi uygulamalar igin, bulugsun muteinlerini etiketli bir bicimde kullanmak da faydalidir.
Dolayisiyla, bulus ayrica, enzim etiketleri, radyoaktif etiketler, renklendiriimis etiketler,
floresan etiketler, kromojenik etiketler, luminesan etiketler, haptenler, digoksijeninler,
biyotin, metil kompleksleri, metaller ve koloidal altindan olusan gruptan segilen bir
etikete konjuge edilen lipokalin muteinlerine ydneliktir. Mutein aynca bir disdk
molekiler agirhkli organik bilesige de konjuge edilebilir. Burada kullanildigi sekliyle
“diisilk molekiiler agirlikh organik hilesik” terimi, alifatik, alisiklik ve/veya aromatik
bolltlere sahip olabilen bir monomerik karbon-esasl bilesigi ifade etmektedir. Tipik
uygulamalarda, distk molekller agirhkli bilesik, en az iki karbon atomlu ve bazi
uygulamalarda 7 veya 12'den fazla olmayan déner karbon bagina sahip bir ana zincire
sahip bir organik bilesiktir. Bu tip bir bilesik, yaklagik 100 ila yaklagik 2000 Dalton
arasinda, mesela yaklasik 100 ila yaklagik 1000 Dalton arasinda bir molekuler agirhga

sahiptir. Opsiyonel olarak bir veya iki metal atomu igerir.
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Genel olarak, lipokalin muteininin, bir kimyasal, fiziksel, optik veya enzimatik tepkimede
dogrudan veya dolayh olarak saptanabilir bir bilesik veya sinyal olusturan herhangi bir
uygun kimyasal madde veya enzimle etiketlenmesi mimkdndir. Fiziksel bir tepkime ve
ayni zamanda optik tepkime/markor icin bir ornek, bir radyoaktif etiket kullanilirken X-
iIsinlarinin 1ginlanmasi veya yayllmasi (zerine flonsimanin yayllmasidir. Alkalin
fosfataz, yaban turpu peroksidaz veya [B-galaktosidaz, kromojenik tepkime (riinlerinin
olusumunu katalize eden enzim etiketlerinin (ve ayni zamanda optik etiketlerin)
drnekleridir. Genel olarak, antikorlar i¢in yaygin olarak kullanilan tim etiketler (yalnizca
imminoglobilinlerin Fc pargasindaki seker bélutiyle kullanilanlar harig), mevcut
bulusun muteinlerine konjugasyon icin de kullanilabilir. Bulugsun muteinleri ayrica,
ormegdin, bu tip ajanlarin, hiicrelerin belirli bir hiicreye, dokuya veya organa hedeflenmis
aktariimasi veya hudcrelerin, érnedin, timoér hicrelerinin ¢evredeki normal hdcreleri
etkilemeden sec¢imli hedeflenmesi icin herhangi bir uygun terapdtik olarak aktif ajanla
da kanjuge edilebilir. Bu tip terapotik olarak aktif ajanlarin érneklerine, radyoniiklidler,
toksinler, klglk organik molekiller ve terapotik peptitler (mesela bir hiicre yiizeyi
reseptdrinin agonistleri/fantagonistleri gdrevi goren veya belirli bir hicresel hedef
Gzerindeki bir protein badlanma alani icin rekabet eden peptitler) dahildir. Ancak,
bulusun lipokalin muteinleri ayrica, antisens nlkleik asit molekuller, kigik etkilesen
RNA'lar, mikro RNA'lar veya ribozomlar gibi terapétik olarak aktif nikleik asitlerle de

konjuge edilebilir. Bu tip konjugatlar, teknikte iyi bilinen yéntemlerle Uretilebilir.

Bir uygulamada, bulusun muteinleri ayrica, bulusun muteinlerini viicut igerisinde arzu
edilen bir bélgeye veya alana aktarmak amaciyla spesifik bir vicut bdlgesini
hedefleyen bir hedefleyici bdlite de eglenebilir. Bu tip modifikasyonlarin  arzu
edilebildigi bir drnek, kan-beyin-bariyerinin geg¢ilmesidir. Kan-beyin bariyerini gegmek
amaciyla, aktif tasima bu bariyeri geger (bakiniz, Gaillard PJ, et al., Diphtheria-toxin
receptor-targeted brain drug delivery. International Congress Series, 2005 1277, 185-
198 veya Gaillard PJ, et al. Targeted delivery across the blood-brain barrier. Expert
Opin Drug Deliv. 2005 2, 2, 299-309. Bu tip bolltler érnegin 2B-Trans™ markasi
altinda mimkundir {(BBB technologies BV, Leiden, Hollanda)).

Yukarida belirtildigi Gzere, bulusun bir muteini bazi uygulamalarda, muteinin serum
yar-omruni uzatan bir bélite konjuge edilebilir (bu baglamda ayrica bakiniz, bu tip

konjugasyon stratejilerinin, insan ndétrofil jelatinaz-iligkili lipokalinin, CTLA-4 igin



10

15

20

25

30

35

29

badlanma afinitesine sahip muteinlerine istinaden tarif edildidi PCT yaymm WO
2006/56464). Serum yar-Omrund uzatan bolut, birkacini saymak gerekirse, bir
polialkilen, glikol molekuld, hidroksietil nisasta, yag asidi molekilleri, mesela palmitik
asit (Vajo & Duckworth 2000, Pharmacol. Rev. 52, 1-9), bir immunoglobdlinin bir Fc
pargasi, bir immunoglobdlinin bir CH3 alani, bir immuanoglobulinin bir CH4 alani, bunun
albimini veya bir fragmani, bir albimin baglayici peptit veya bir albiimin baglayici
protein, transferin olabilir. AlbUmin baglayici protein bir alblimin baglayici protein, bir
antikor, alan antikorlar dahil olmak (zere bir antikor fragmani (bakiniz émegin US
patenti 6.696.245) veya alblimin igin baglanma aktivitesine sahip bir lipokalin bolhtd
olabilir. Dolayisiyla, bulusun bir lipokalin muteininin yar-dmrinin uzatiimasi icin uygun
konjugasyon partnerlerine albimin (Osbomn, B.L. et al., 2002 supra J. Pharmacol. Exp.
Ther. 303, 540-548) veya bir albiimin baglayici protein, érmedin, bir bakteriyel alblmin
baglayici alan, mesela streptokokal protein G'ninki (Kénig, T., & Skerra, A. {1998) J.
Immunol. Methods 218, 73-83) dahildir. Konjugasyon partneri olarak kullanilabilen
alblimin badlayici peptitlerin  diger Ornekleri, 6rnegin, US patent basvurusu
2003/0069395'te veya Dennis et al. supra (2002)de tarif edildidi tGzere bir Cys-Xaas-
Xaay-Xaas-Xaas-Cys konsensis dizisine sahip olanlar olup, burada Xaai Asp, Asn,
Ser, Thr veya Trp'dir; Xaaz Asn, GIn, His, lle, Leu veya Lys'dir; Xaas Ala, Asp, Phe, Trp
veya Tyr'dir ve Xaas Asp, Gly, Leu, Phe, Ser veya Thrdir.

Diger uygulamalarda, albliminin kendisi veya albiminin bir biyolojik aktif fragmani,
bulusun bir lipokalin muteininin konjugasyon partneri olarak kullanilabilir. “Alblimin”
terimi, insan serum alblmini veya bovin serum albimini veya sigan albimini gibi tim
memeli alblminlerini icerir. Alblmin veya bunun fragmani US patenti 5.728.553'te veya
Avrupa patenti bagvurulart EP 0 330 451 ve EP 0 361 991'de ftarif edildigi Gzere
rekombinan olarak JUretilebilir. Rekombinan insan albimini {Recombumin®)
Novozymes Delta Ltd. (Nottingham, BK), muteinin yari-mrini uzatmak amaciyla bir

lipokaline kanjuge edilebilir veya kaynastirilabilir.

Albimin-badlayici protein bir antikor fragmaniysa, bir alan antikoru olabilir. Alan
Antikorlari (dAb’ler), optimal givenli ve etkililik Grin profili yaratmak igin biyofiziksel
Ozellikler ve in vivo yarn-omir Uzerinde kesin kontrol sadlamak igin iglenir. Alan
Antikorlari, érmegin, Domantis Lid. (Cambridge, BK ve MA, ABD) firmasindan temin

edilebilir.
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Bulusun muteinlerinin serum yar-dmriindi uzatmak i¢in bir bolit olarak transferin
kullanilarak, muteinler glikosilatli-olmayan trasferinin N veya C ucuna veya her ikisine
genetik olarak kaynastinlabilir. Glikosilatli-olmayan transferin 14-17 gunlik bir yari-
Omre sahiptir ve bir transferin proteini benzer bir uzatimis yari-dmre sahip olacaktir.
Transferin tasiyic aynca yiksek biyoyararlanim, biyodadihm ve dolagimda stabilite
sadlar. Bu teknoloji piyasada BioRexis (BioRexis Pharmaceutical Corporation, PA,
ABD) firmasindan temin edilebilir. Bir protein stabilizorl/yan-omir uzatma partneri
olarak kullanim igin rekombinan insan transferini de {(DeltaFerrin™} Novozymes Delta

Ltd. (Nottingham, BK) firmasindan satin alinabilir.

Bir immuncglobulinin bir F¢ parcgasi, bulusun muteinlerinin serum yari-0mriand uzatmak
amaciyla kullamhyorsa, Syntonix Pharmaceuticals, Inc (MA, ABD) firmasindan satin
alinabilen SynFusion™ teknolojisi kullanilabilir. Bu Fe-fuzyonu teknolojisinin kullanimi
daha uzun-etkili biyofarmasoétiklerin  yaratlmasina olanak sadlar ve Gmedin
farmakokinetiklerin, ¢dziniriglin ve Uretim etkililiginin gelistiriimesi igin bir antikorun

Fc bolgesine bagl muteinin iki kopyasindan olusabilir.

Bulugun bir muteininin yar-dmrini uzatmak ic¢in yine baska bir altematif, bulugun bir
muteininin N- veya C-ucunu uzun, yapisi, esnek glisin-zengini dizilere (émegin yaklasik
20 ila 80 ardisik glisin kalintisina sahip poli-glisin) kaynastirmaktir. Ornegin,
W{02007/038619'da agiklanan bu yaklasik ayrica “rPEG” (rekombinan PEG) olarak da

adlandirilmstir.

Konjugasyon partneri olarak polialkilen glikol kullaniliyorsa, polialkilen glikol ikameli,
ikamesi, dogrusal veya dalli olabilir. Ayrica aktive edilmis bir polialkilen turevi de
olabilir. Uygun bilegiklerin édmekleri, WO 99/64016°da, US patenti 6.177.074'te veya
interferonla ilgili olarak US patenti 6.403.564'te tarif edildigi Gzere veya PEG-modifiye
asparajinaz, PEG-adenosin deaminaz (PEG-ADA) veya PEG-sliperoksit dismutaz gibi
diger proteinleri igin tarif edildigi (izere paolietilen glikol {(PEG) molekiilleridir (bakiniz
omegin, Fuertges et al. (1990) The Clinical Efficacy of Paly(Ethylene Glycol)-Modified
Proteins J. Control. Release 11, 139-148). Polietilen glikol gibi bu tip bir polimerin
molekiler agirhdi, érnedin, yaklasik 10.000, yaklasik 20.000, yaklagik 30.000 veya
yaklagik 40.000 Dalton dahil olmak lizere yaklasik 300 ila yaklasik 70.000 Dalton
arasinda degisebilir. Ustelik, érmegin US patentler 6.500.930 veya 6.620.413'te tanf

edildi§i Uzere, nisasta veya hidroksietil nisasta (HES) gibi karbohidrat oligo- ve
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polimerleri de, serum yar-6mrid uzatimas) amaciyla bulusun bir muteinine konjuge

edilebilir.

Yukaridaki béldtlerin biri bulusun insan gbézyas lipokalini muteining konjuge edilirse, bir
amino asit yan zincirine konjugasyon avantajli clabilir. Uygun amino asit yan zincirleri,
insan gdzyasl lipokalininin amino asit dizisinde dogal olarak olusabilir veya mutajenezle
eklenebilir. Uygun bir baglanma alaninin mutajenez vasitasiyla eklenmesi durumunda,
bir olasilik, bir amino asidin uygun konumda bir sistein kalintisiyla degistiriimesidir. Bir
uygulamada, bu tip mutasyon, Thr 40— Cys, Glu 73— Cys, Arg 90— Cys, Asp 95—
Cys veya Glu 131— Cys ikamesinin en az birini icerir. Bu konumlarin herhangi birinde
yeni yaratilan sistein kalintis1 ardindan, muteinin, muteinin serum yari-6mrinud uzatan

PEG veya bunun aktive edilmig bir tirevi gibi ballite konjuge edilmesi igin kullanilabilir.

Bir baska uygulamada, uygun amino asit yan zincirlerinin, bulugsun muteinlerinin
yukandaki bélltlerinin birine konjuge edilmesini engellemek amaciyla, suni amino
asitler mutajenezle eklenebilir. Genel olarak, bu tip suni amino asitler daha tepken
olacaklari ve bdylelikle istenen bélite konjugasyonu kolaylastiracaklari gekilde
tasarlanir. Bu tip bir suni amino asidin suni bir rRNA vasitasiyla eklenebilen bir 6rmedi

para-asetil-fenilalanindir.

Burada aciklanan muteinlerin g¢esitli uygulamalar i¢in, bunlan flizyon proteinleri
biciminde kullanmak avantajli olabilir. Bazi uygulamalarda, bulusun insan gdzyasi
lipokalini muteini N-ucunda veya C-ucunda bir protein alanina veya bir sinyal dizisi

velveya hir afinite etiketi gibi bir peptide kaynastirilir.

Farmasétik uygulamalar icin bulusun bir muteini, muteinin in vivo serum yari-6rini
uzatan bir flzyon partnerine kaynastinlabilir {yine bakiniz, uygun flizyon partnerlerinin,
insan notrofil jelatinaz-iligkili lipokalinin, CTLA~4 icin bagdlanma afinitesine sahip
muteinlerine istinaden tarif edildigi PCT yayinit WO 2006/56464). Yukarida tarif edilen
konjugatlara benzer sekilde, flizyon partneri, birkagini saymak gerekirse, bir
imminoglobilinin  bir Fc pargasi, bir immiunoglobulinin  bir CH3 alani, bir
imminoglobiilinin bir CH4 alani, albdmin, bir albomin badlayici peptit veya bir albimin
baglayici protein olabilir. Yine, albumin baglayici protein, bir bakieriyel albimin
baglayici protein veya albumin icin baglanma aktivitesine sahip bir lipokalin muteini

olabilir. Dolayisiyla, bulugun bir lipokalin muteininin yar-dmriintin uzatiimasi i¢in uygun
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fuzyon partnerlerine albimin (Osbom, B.L. et al., (2002) supra J. Pharmacol. Exp.
Ther. 303, 540-548) veya bir albimin baglayici protein, dmedin, bir bakteriyel alblimin
baglayici alan, mesela streptokokal protein G’ninki (Konig, T., & Skerra, A. (1998) J.
immunol. Methods 218, 73-83) dahildir. Dennis et al. (Dennis, M. 5., Zhang, M., Meng,
Y. G., Kadkhodayan, M., Kirchhofer, D., Combs, D. & Damico, L. A. (2002) J Bioi Chem
277, 35035-35043)de veya US patent hagvurusu 2003/0069395te tarif edilen, Xaa,
Asp, Asn, Ser, Thr veya Trp; Xaaz Asn, GIn, His, lle, Leu veya Lys; Xaas Ala, Asp, Phe,
Trp veya Tyr ve Xaas Asp, Gly, Leu, Phe, Ser veya Thr oldudu bir Cys-Xaa-Xaaz-
Xaas-Xaas-Cys konsensus dizisine sahip albimin baglayici peptitler de flizyon partneri
olarak kullanilabilir. Ayrica, bulusun bir lipokalin muteini i¢in fizyon partneri olarak
albuminin kendisini veya albiminin biyolojik olarak aktif bir fragmanimi kullanmak da
mumkdndir. “Albdmin” terimi, insan serum albumini, bovin serum albimini veya si¢an
serum alblmini gibi tim memeli albdminlerini igerir. Albdminin veya bunun
fragmanlarinin rekombinan dretimi teknikte iyi bilinmektedir ve 6rnedin US patenti
5.728.553'te, Avrupa patent basvurusu EP 0 330 451 veya EP 0 361 991'de tarif

edilmektedir.

Flzyon partneri bulusun lipokalin muteinine, enzimatik aktivite veya diger molekdller
icin baglanma afinitesi gibi yeni karakteristikler kazandirabilir. Uygun flzyon
proteinlerinin érnekleri alkalin fosfataz, yaban turpu peroksidaz, glutation-S-transferaz,
protein G’'nin alblmin-baglayici alani, protein A, antikor fragmanlari, oligomerizasyon
alanlan, ayni veya farkli 6zgullige sahip (“Duokalinlerin” olugsumuyla sonuglanan,
karsilagtirniz Schlehuber, S. ve Skerra, A. (2001), Duocalins, engineered ligand-
binding proteins with dual specificity derived from the lipocalin fold. Biol. Chem. 382,
1335-1342) veya toksinlerdir.

Ozellikle, bulusun bir lipokalin muteinini, ortaya ¢ikan fizyon proteinin her ik
“bileseninin” belirli bir terapdtik ajan Uzerinde birlikte eylemde bulundugu sekilde ayn
bir enzim aktif alaniyla kaynastirimasi mimk(n olabilir. Lipokalin muteininin badlanma
alani, enzimin hedefin biyolojik fonksiyonunu ortadan kaldirmasina neden olarak,

hastalija-neden olan hedefe eklenir.

Rekombinan proteinlerin  kolay saptanmasina vefveya saflastinimasina olanak
saglayan Strep-tag® veya Strep-tag® Il (Schmidt, T.G.M. et al. J. Mol. Biol. 255, 753-
766), myc-etiketi, FLAG-etiketi, Hiss-etiketi veya HA-etiketi gibi afinite etiketleri veya
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glutation-S-transferaz gibi proteinler de uygun fiizyon partnerlerinin diger drnekleridir.
Son olarak, vesil floresan protein {GFP) veya san floresan protein (YFP) gibi
kromojenik veya floresan ozelliklere sahip proteinler de bulugun bir lipokalin muteini igin

uygun flzyon partnerleridir.

Burada kullanildig sekliyle “flizyon proteini” terimi ayrica, bir sinyal dizisi ihtiva eden
bulusa gore lipokalin muteinlerini de igerir. Bir polipeptidin N-ucundaki sinyal dizileri bu
polipeptidi spesifik bir hicresel bdlmeye, 6redin E. colfnin periplazmina veya
Okaryotik hicrelerin endoplazmik retikulumuna ydnlendirir. Teknikte ¢ok sayida sinyal
dizisi bilinmektedir. Bir polipeptidin £. colinin periplazminin igine salgilanmasi igin

ornek bir sinyal dizisi OmpA-sinyal dizisidir.

Mevcut bulus ayrica, burada tarif edildigi uzere muteinler i¢in kodlama yapan nukleotid
dizileri igeren nukleik asit molekiilleriyle de (DNA ve RNA) ilgilidir. Genetik kodun
esenerjililigi belirli kodonlarin, ayni amino asidi 6zgllleyen diger kodonlar tarafindan
ikamelerine izin verdiginden, bulus, bulusun bir muteinini kodlayan spesifik bir nikleik
asit molekdliyle sinirh dedildir, bir fonksiyonel mutein kodlayan nikleotid dizilerin

iceren tim nikleik asit molekiillerini kapsar.

Bu nedenle, mevcut bulus ayrica bulusa goére bir muteini kodlayan bir nikleik asit dizisi

de igerir.

Burada tarif edildigi Uzere bulus ayrica, gdzyagsl lipokalini muteinlerini kodlayan,
deneysel mutajenezin gdsterilen dizi konumlarinin disinda ilave mutasyanlar igeren
nukleik asit molekullerini de icermektedir. Bu tip mutasyonlar siklikla tolere edilir veya,
omegin muteinin gelismis bir yayilma etkililigine, serum stabilitesine, termal stabiliteye

veya ligand baglanma afinitesine katkida bulunuyorsa avantajli ¢cikabilir.

Bu basvuruda acgiklanan bir nikleik asit molekiilli, bu nikleik asit molekiliinlin
ekspresyonuna olanak saglamak icin bir diizenleyici diziye {veya dlzenleyici dizilere)

“uygun sekilde bagli” olabilir.

DNA gibi bir nikleik asit molekild, transkripsiyonel ve/veya translasyonel duzenlemeye
dair bilgi ihtiva eden dizi édeleri icerirse ve bu tip diziler polipeptidi kodlayan niikleotid

dizisine “uygun sekilde badliysa”, “bir nikleik asit molekilini eksprese edebilen” veya
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“bir nikleotid dizisinin ekspresyonuna olanak sadlayabilen” olarak ifade edilir. Uygun
bir badlanti, dizenleyici dizi 6gelerinin ve eksprese edilecek dizinin, gen
ekspresyonunu saglayan bir sekilde baglandigi bir bagdlantidir. Gen ekspresyonu igin
gereken dizenleyici bdlgelerin kesin yapisi turler arasinda degisebilir, ancak genel
olarak bu bolgeler, prokaryotlarda, hem bizzat promotdrd, yani transkripsiyonun
baglamasini yoneten DNA ogelerini ve ayrica, RNA igine transkribe edildiginde,
translasyonun baslamasini sinyalleyecek olan DNA &gelerini ihtiva ettidi bir promotor
igerir. Bu tip promotdr bolgeleri normal olarak -, transkripsiyon ve translasyonun
baglamasinda yer alan, -35/-10 kutularn ve prokaryotlarda Shine-Dalgarno elemani
veya TATA kutusu, CAAT diziler ve dkaryotlarda 5'-capping elemanlari gibi 5' kodlayici-
olmayan diziler i¢erir. Bu bdlgeler ayrica, giclendirici veya baskilayici elemanlarin yani
sira natif polipeptidin, bir konak hicrenin spesifik bir bélmesine hedeflenmesi igin

transle edilen sinyal ve lider dizilerini de icerebilir.

Ek olarak, 3' kodlayici-olmayan diziler, transkripsiyonel sonlandirma, poliadenilasyon
veya benzerlerinde yer alan dizenleyici elemanlar ihtiva edebilir. Ancak, bu
sonlandirma dizileri belirli bir konak hiicrede tatmin edici sekilde fonksiyonel dedilse, bu

durumda o hicrede fonksiyonel olan sinyallerle ikame edilebilirler.

Bu nedenle, bulusun bir niikleik asit molekilld, bir promotér dizisi gibi bir dlizenleyici
dizi igerebilir. Bazi uygulamalarda bulusun bir niikleik asit molek(ll bir promotdr dizisi
ve bir transkripsiyonel sonlandirma dizisi icerir. Uygun prokaryotik promotérler, drnegin,
tet promotdrl, facUV5 promotdrii veya T7 promotoriidir. Okaryotik hiicrelerde
ekspresyon icin faydali promotérerin  drnekleri SV40 promotérd veya CMV

promotorudur.

Bulusun nukleik asit molekilleri ayrica bir vektdrlin pargasi veya bir plazmid, bir fajmid,
bir faj, bir bakuloviris, bir kozmid veya bir suni kromozom gibi herhangi bir bagka tirde

klonlama araci da olabilir.

Bir uygulamada, niikleik asit molekult bir fazmid iginde yer alir. Bir fazmid vektort, M13
veya f1 gibi bir temperan fajin genler arasi bdlgesini kodlayan bir vektéri veya bunun
ilgi konusu cDNA'ya kaynastinlan bir fonksiyonel parcasini simgeler. Bakteriyel konak
hucrelerin bu tip bir fajmid vektdriyle ve uygun bir yardimer fajla (dmegin M13K07,

VCS-M13 veya R408) stiper enfeksiyonundan sonra, bozulmamis faj partikdlleri Oretilir,
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bu sayede kodlanan heterolog cDNA'nin, faj yizeyi lUzerinde gdruntilenen karsilik
gelen polipeptidine fiziksel eslenmesi saglanir (bakimz érnegin Lowman, H.B. (1997)
Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 26, 401-424 veya Rodi, D.J. ve Makowski, L.
(1999) Curr. Opin. Biotechnol. 10, 87-93).

Bu tip klonlama araglarn, yukanda tarif edilen dizenleyici dizilerin ve bulusun bir
lipokalin muteinini kodlayan bir niikleik asit dizisinin disinda, ekspresyon igin kullanilan
konak hiicreyle uyumlu bir tirden tiretilen replikasyon ve kontrol dizilerinin yani sira
donustirdlmis veya transfekte edilmis hicreler Gzerinde secilebilir bir fenotip saglayan
secim markorleri icerebilir. Cok sayida uygun klonlama vektdri teknikte bilinmektedir

ve piyasada mevcuttur.

Bulusun lipokalin muteinlerini kodlayan DNA molekill ve 6zellikle bu tip bir lipokalin
muteininin kodlama dizisini ihtiva eden Klonlama vektdrl, geni eksprese edebilen bir
konak hicre olarak ddndstirilebili. Dondstirme standart teknikler kullanilarak
gergeklestirilebilir. Boylelikle, bulus ayrica, burada agiklandi§i Gzere bir niikleik asit

molekli ihtiva eden bir konak hilicreye de yoneliktir.

Dénustlrilen konak hacreler, bulusun bir fizyon proteinini kodlayan nikleatid dizisinin
ekspresyonu i¢in uygun kasullar altinda kultirlenir. Uygun konak hicreler, Escherichia
coli {E. coli) veya Bacillus subtilis gibi prokaryotik veya Saccharomyces cerevisiae,
Pichia pastoris, SF9 veya High5 bdécek hicreleri, dlimsuzlestiriimis memeli hicre
gizgileri (0rnegin HelLa hicreleri veya CHO hiicreleri) veya primer memeli hicreleri gibi

Okaryotik olabilir.

Aciklama ayrica, bulugun bir muteininin tretilmesi i¢in bir yontemle de ilgili olup, burada
mutein, muteinin bir fragmani veya muteinin bir fizyon proteini ve bir baska polipeptit,
genetik isleme yobntemleri araciifiyla mutein igin kodlama yapan nikleik asitten
baslayarak tretilir. Yntem in vivo gergeklestirilebilir, mutein drnedin bir bakteriyel veya
Okaryotik konak organizmada Uretilebilir ve daha sonra bu konak organizmadan veya
klltirinden izole edilebilir. Ayrica, bir proteini in vitro, dérnedin bir in vitro translasyon

sisteminin kullanimiyla retmek de mimkanddr.

Mutein in vivo Uretilirken, bulugun bir muteinini kodlayan bir nikleik asit {yukarida

onceden genel hatlariyla verildigi Ozere) rekombinan DNA teknolojisi aracihdiyla uygun
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bir bakteriyel veya 6karyotik konak organizmanin igine eklenir. Bu amagla, konak hiicre
ilk olarak, yerlesik standart yontemler kullamlarak bulusun bir muteinini kodlayan bir
nukleik asit molekili iceren bir klonlama vektdriyle dénugtirilir. Konak hicre daha
sonra, heterolog DNA'nin ekspresyonuna ve dolayisiyla karsihk gelen polipeptidin
sentezine olanak saglayan kosullar altinda kultlrlenir. Miteakiben, polipeptit ya

hiicreden veya yetistirme vasatindan geri kazanilir.

Bulusun gdzyasi lipokalin muteinlerinde, Cys 61 ila Cys 153 arasindaki dogal olusumlu
disulfit bag! yok edilir. Dolayisiyla, bu tip muteinler (veya bir intramolekiler distlfit bagi
icermeyen herhangi bir diger gdzyas! lipokalin muteini), indirgeyici bir redoks ortama
sahip bir hicre bdlmesinde, &6rnedin Gram-negatif bakterilerin  sitoplazmasinda
Uretilebilir. Bulusun bir lipokalin muteininin intramolekiler disilfit baglan icermesi
durumunda, yeni olusan polipeptidi, uygun bir sinyal dizisi kullanilarak oksitleyici bir
redoks ortamina sahip bir hiicre bdlmesine ydénlendirmek istenebilir,. Bu tip bir
oksitleyici ortam, E. coli gibi Gram-negatif bakterilerin periplazmasi tarafindan, Gram-
pozitif bakterilerin hicre digi ortaminda veya Okaryotik hicrelerin endoplazmik
retikulumunun limeninde sadlanabilir ve gogunlukla yapisal disiilfit baglarin olugumunu
kolaylastirir. Ancak, bulusun bir muteinini, £ coli gibi bir konak hiicrenin sitosolu iginde
dretmek de mimkundir. Bu durumda, polipeptit ya dogrudan bir ¢bzdndr ve yayimis
durumda elde edilebilir veya inklizyon cisimcikleri biciminde geri kazanilabilir ve
ardindan in vitro yeniden dodallastinlir. Bir diger opsiyon, oksitleyici bir hiicre i¢i ortama
sahip, boylelikle sitosol iginde disllfit baglarinin olusumuna olanak saglayan spesifik
konak tlrlerin kullammidir (Venturi M, et al. (2002) J. MoL Biol. 315, 1-8).

Ancak, bulusun bir muteininin yalnizca genetik muhendislik kullanilarak olugturulmasi
veya Uretiimesi gerekli olmayabilir. Daha ziyade, bir lipokalin muteini ayrica, Merrifield
kati evre polipeptit sentezi gibi kimyasal sentezle veya in vitro transkripsiyon ve
translasyonal da elde edilebilir. Ornedin, umut vaat eden mutasyonlari molekiiler
modelleme kullanmlarak tanimlanmasi ve daha sonra istenen (tasarlanan) polipeptidin in
vitro sentezlenmesi ve belirli bir hedef igin baglanma aktivitesinin incelenmesi
mimkindir. Proteinlerin kati evre ve/veya sollisyon evresi sentezi icin yontemler
teknikte iyi bilinmektedir {bakiniz 6érnegin Bruckdorfer, T. et al. (2004) Curr. Pharm.
Biotechnol. 5, 29-43).
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Bir bagka uygulamada, bulusun muteinleri, teknikte uzman kigilerce bilinen iyi-oturmus

yontemler kullanilarak in vitro transkripsiyon/translasyonal tretilebilir.

Bulus ayrica, en az bir adet bulusun insan gdzyasi lipokalininin muteinini veya bir
fuzyon proteini veya bunun bir konjugatini ve farmakolojik olarak kabul edilen bir

eksipiyan iceren farmasétik bir bilesimle de ilgilidir.

Bulusa gore lipokalin muteinleri, proteinli ilaglar igin terapétik olarak etkili olan herhangi
bir parenteral veya parenteral-olmayan (enteral) yol vasitasiyla verilebilir. Bulusun
muteinleri sistemik olarak veya topikal olarak, istendidi sekilde konvansiyonel toksik-
olmayan farmakolojik olarak kabul edilen eksipiyanlar veya tagiyicilar, katkilar ve

araglar ihtiva eden formilasyonlarda verilebilir.

Mevcut bulusun bir uygulamasinda, farmasdtik bir memeliye ve Gzellikle insanlara
parenteral olarak verilir. Farmasoétik bilesim bir sulu soliisyon, bir suda-yag emiilsiyonu

veya bir yagda-su emiilsiyonu olabilir.

Bu baglamda, Meidan VM and Michniak BB (2004) Am. J. Ther. 11, 4, 312-316’da tarif
edildidi Uzere transdermal aktarim teknolojilerinin, drnegin iyontoforez, sonoforez veya
mikro igne-giclendirilmis aktarimin da, burada tarif edilen muteinlerin transdermal
aktanmi igin kullanilabilecedi de kaydedilmekiedir. Bulugsun muteinleri sistemik olarak
veya topikal olarak, cesitli konvansiyonel toksik-olmayan farmakolojik olarak kabul
edilen eksipiyanlar veya tasiyicilar, katkilar ve araclar ihtiva eden formilasyonlarda

verilebilir.

Uygulanan muteinin dozaji, istenen engelleyici etkinin ya terapdtik yanitin elde edilmesi
igin genis sinirlar icerisinde degisebilir. Ornegin, bilesigin secilen bir ligand igin
afinitesinin yani sira muteinle ligand arasindaki kompleksin in vivo yarn-dmrine bagl
olacaktir. Ayrica, optimal dozaj muteinin veya bunun fizyon proteinin veya konjugatinin
biyodadilimina, verilis yoluna, tedavi edilmekte olan hastaliin/bozuklugun ciddiyetine
ve ayrica hastanin tibbi durumuna bagh olacaktir. Omegin, topikal uygulamalar igin bir
merhemde kullanildiginda, gbzyasi lipokalini muteininin yiksek bir konsantrasyonu
kullanilabilir. Ancak, istenirse, mutein ayrica bir surekli salim formulasyonunda, érnegin
lipozomal dispersiyonlar veya PolyActive™ veya OctoDEX™ (karsilastirniz Bos et al.,

Business Briefing: Pharmatech 2003, 1-6) gibi hidrojel-tabanli polimer mikroklreler
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olarak da verilebilir. Mevcut olan diger sirekli salim formilasyonlari drnedin PLGA
tabanh polimerler (PR pharmaceuticals), PLA-PEG tabanl hidrojeller (Medincell) ve
PEA tabanh polimerlerdir (Medivas).

Dolayisiyla, mevcut bulusun muteinleri, farmakolojik olarak kabul edilen iceriklerin yani
sira yerlesik hazilama ydntemleri kullanilarak bilegsimler halinde formiile edilebilir.
Farmasdtik bilesim ayrica, ornegin, dolgular, hadlayicilar, islatici ajanlar, glidantlar,
stabilizorler, koruyucular, emiilgatdrler gibi katki maddeleri ve ayrica ¢dzlicller veya
¢oziinduriciler veya bir depo etkisi elde etmek icin ajanlar da ihtiva edebilir. ikincisi,
fuzyon proteinlerinin, lipozomlar ve mikrokapstller gibi yavas veya sirekli salim veya

hedeflenmis aktarim sistemlerinin icine de katilabilmesidir.

FormUlasyonlar, bir bakteri-tutucu filtre Gzerinden filtrasyon dahil clmak Uzere cesitli
araclarla veya kullanimdan hemen once steril suda veya dijer steril vasatta
gbzunebilen veya dagilabilen steril kati bilesimler bigiminde sterilize edici ajanlarin

katiimasiyla sterilize edilebilir.

Burada tarif edilen bir lipokalin muteini, bizzat bir insan hasta dahil olmak Gzere bir
organizmaya veya farmakolojik olarak etken maddeler veya uygun tasiyicillar veya
eksipivan{lar) icerebilen veya bunlarda karistinlabilen bir farmasétik bilesim iginde
verilebilir. ligili bir lipokalin muteini bilesiminin formilasyonu ve verilisi igin teknikler,
teknikte iyi oturmus dusik molekiler agirhkli bilesikler igin olanlara benzer veya
bunlarla 6zdestir. Emsal yollara, bunlarla sinirli kalmamak kaydiyla, oral, transdermal

ve parenteral aktarim dahildir.

Bulusun bir lipokalin muteinini iceren bir bilesim érnegin deri Uzerinde veya bir yara
Gzerine uygulanabilir. Bazi uygulamalarda bir lipokalin muteini veya ilgili bir bilesim

sistemik bicimden ziyade bir lokal bi¢imde, drnedin, enjeksiyon vasitasiyla verilebilir,

Mevcut bulusun bir lipokalin muteinini igeren farmasotik bilesimler kendiliginden bilinen
bir bicimde, drnegin, konvansiyonel karistirma, ¢éziindirme, grantlleme, draje-yapimi,
duzlestirme, emdulsiyonlastirma, kapsullleme, yakalama veya liyofilize etme islemleri
aracihgiyla Cretilebilir. Meveut bulusa gore kullanim icin bir farmasoétik bilesim
boylelikle, hidrojelin  velfveya peptidin/peptoidin farmasétik  olarak  kullanilabilen

preparasyonlar olarak islenmesini kolaylastiran eksipiyanlar ve yardimc) maddeleri
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dahil olmak zere bir veya daha fazla fizyolojik olarak kabul edilen tasiyici kullanilarak
konvansiyonel bir bicimde formile edilebilir. Dogru formilasyon, secilen verilis yoluna

baglidir.

Enjeksiyon igin, lipokalin mutinin veya ilgili bir bilesim sulu solisyonlar olarak, dmegin
Hanks soliisyonu, Ringer solilsyonu veya fizyolojik salin tamponu gibi fizyolojik olarak
uygun tamponlar olarak formiile edilebilir. Transmukozal verilis igin, nifuz edilecek
bariyere uygun penetranlar formilasyonda kullanilir. Bu tip penetranlar teknikte genel

olarak bilinmektedir.

Oral verilig i¢in, lipokalin muteinin veya ilgili bir bilesim, bunlarin teknikte iyi bilinen
farmakolojik olarak kabul edilen tasiyicilarla birlestiriimesiyle kolayca farmlle edilebilir.
Bu tip tasiyicilar lipokalin muteininin veya ilgili bir bilesimin yani sira mevcut oldugu
durumda farmasotik olarak aktif bilesidin, tedavi edilecek olan bir hasta tarafindan oral
sindirimi igin tabletler, haplar, drajeler, kapsiller, sivilar, jeller, suruplar, bulamaglar,
stspansiyonlar ve benzerleri olarak formile edilmesini saglar. Oral kullanim igin
farmasotik preparasyonlar, tabletler veya draje icleri elde etmek igin, istenirse, uygun
yardimci maddelerin eklenmesinden sonra bir kati eksipiyanin eklenmesiyle, opsiyonel
olarak olugan bir kansimin égutalmesiyle ve grandllerin karigsiminin islenmesiyle elde
edilebilir. Uygun eksipiyanlar, tzellikle, laktoz, siikroz, manitol veya sorhitol dahil olmak
Uzere sekerler gibi dolgular; érmegdin, misir nisastasi, bugday nisastasi, piring nisastasi,
patales nisastasi, jelatin, gam tragasant, metil seliiloz, hidroksipropilmetil-seliiloz,
sodyum  karboksimetilseliloz  ve/veya polivinilpiralidon  (PVP) gibi  seliloz
preparasyonlardir. istenirse, capraz-bagh polivinil pirolidon, agar veya aljinik asit veya

bunun sodyum aljinat gibi bir tuzu gibi par¢alayici ajanlar eklenebilir.

Draje igleri uygun kaplamalarla saglanir. Bu amagla, opsiyonel olarak gam arabik, talk,
polivinil pirolidon, karbopol jel, polietilen glikol ve/veya titanyum dioksit, lake
solisyonlar ve uygun organik g¢ozliciler veya ¢Ozlicl kanigimlan ihtiva edebilen
konsantre seker sollisyonlari kullanilabilir. Tanimlama igin veya aktif bilesik dozlarinin
farkli kombinasyonlarinin karakterize edilmesi igin tabletlere veya draje kaplamalarina

boyarmaddeler veya pigmentler eklenebilir.

Oral olarak kullanilabilen farmasétik preparasyonlara, jelatinden yapilan siki-gecirme

kapsullerin yani sira jelatinden ve gliserol veya sorbitol gibi bir plastiklestiriciden
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vapllan sizdirmaz kapsuiller dahildir. Siki-gecirme kapstller, laktoz gibi dolgular,
nisastalar gibi baglayicilar ve/veya talk veya magnezyum stearat gibi kaydiricilar ve
opsiyonel olarak stabilizérlerle karisim halinde etken maddeleri ihtiva edebilir. Yumusgak
kapstllerde, peptitler/peptoidler, yad asitleri, sivi parafin veya sivi polietilen glikoller gibi
uygun sivilarda suspanse edilebilir. Ek olarak, stabilizérler eklenebilir. Oral verilig icin

tiim farmiilasyonlar, bu tip verilig icin uygun dozajlarda olmalidir.

Lipokalin muteini, enjeksiyonla, drnegin, intramuskiiler enjeksiyonlarla veya bolus
enjeksiyonlarla veya surekli inflUzyonla parenteral verilis igin formule edilebilir.
Enjeksiyon icin formilasyonlar eklenen bir koruyucuyla birlikte birim dozaj formlarinda,
érnegin, ampuller olarak veya c¢ok-dozlu konteynirdar olarak formile edilebilir. llgili
bilesimler, yagh veya sulu ara¢larda siispansiyonlar, sollisyonlar veya emilsiyonlar gibi
formlarda olabilir ve slspanse edici, stabilize edici ve/veya dagitici ajanlar gibi

formiilator ajanlar ihtiva edebilir.

Bu tip bir tedaviye ihtivaci olan sije, birkag 6mek saymak gerekirse bir insan, bir
kdpek, bir fare, bir sigan, bir domuz, sinomolgus gibi bir maymun gibi bir memeli
olabilir. Meveut bulusun bir muteini, bu tip bir hastalik veya bozuklugun gelismesinde
mevcut agiklamanin bir nilkleik asit kitaplhidinin ekspresyon (randne gorintilenebilen
veya diger sekillerde elde edilen gbzyasi lipokalini muteinlerine gdriintilenebilen IL-4
reseptoril alfanin dahil oldugu herhangi bir hastalik veya bozuklugun tedavi edilmesi

igin kullanilabilir.

Bu baglamda, cesitli timdr hicrelerinin normal hicrelerden daha yiksek bir sayida
yuksek afiniteli IL-4 reseptorleri eksprese ettigi kaydedilmektedir. Bu tip hucrelere
melanom, meme kanseri, yumurtalik karsinom, mezotelyom, gliyoblastom, astrositom,
renal hicre karsinom, bas ve boyun karsinom, AIDS’le iliskili Kaposi sarkomu = AIDS
KS, hormon badimh ve bagimsiz prostat karsinom hiicreleri ve prostat timéorlerinden
primer kdltirler gibi kati insan timorii igerir, drnegin (karsilastinniz Omegin Garland, L,
et al., (2005) Journal of Immunoctherapy 28, 4, 376-381, Rand, RW, et al. Clinical
Cancer Research. (2000) 6, 2157-2165; Husain SR, et al. (1999) Nature Medicine 5,
817-822; Puri RK, et al. Cancer Research (1996) 56, 5631-5637; Debinski W, et al
veya Husain SR, et al. Cancer Research (1998) 58, 3649-3653, Kawakami K, et al.
(2000) Cancer Research, 60, 2981-2987 veya Strome SE, et al. Clinical Cancer
Research (2002) 8, 281-286). IL-4 reseptdrlerinin asirn ekspresyonunu belgeleyen
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hicrelerin spesifik érneklerine, bunlarla sinirh kalmamak kaydiyla, Burkitt lenfoma
hiucre c¢izgisi Jijoye {B-hucresi lenfom), prostat karsinom (LNCaP, DU145), bas ve
boyun karsinom (SCC, KCCT873), Pankreatik kanser (PANC-1 hucre cizgisi), SCC-25:
13.000 (+/-500) h bas ve boyun kanseri hilcre ¢izgisi (ATCC) dahildir. IL4R alfa zinciri,
IL4-i¢sellestiriimesinde blyak bir rol oynamaktadir. Dolayisiyla, bir toksine
kaynastinldiginda veya konjuge edildiginde, IL-4 Reseptdri alfa zincirine baglanan
gozyas! lipokalini muteinleri bu nedenle timorerin (kanser) tedavisi igin de
kullanilabilir. Uygun toksinlerin 6rneklerine Psddomonas eksotoksin, pertiisis-toksini,
difteri toksini, risin, saporin, psddomonas eksotoksin, kalikeamisin veya bunun bir
tarevi, bir taksoid, bir maytansinoid, bir tibulisin ve bir dolastatin analogu dahildir.
Dolastatin analoglarinin 6rneklerine, bunlarla simirh kalmamak kaydiyla, auristatin E,

monometilauristatin E, auristatin PYE ve auristatin PHE dahildir.

Kanserin tedavisi icin, IL-4 Reseptdri alfa zincirine baglanan muteinlerin sitostatik bir
ajana konjuge edilmesi de mimkiinddr. Bu tip sitostatik ajanlarin érmeklerine Sisplatin,
Karboplatin, Oksaliplatin, 5-Florourasil, Taksoter (Dosetaksel), Paklitaksel, Antrasiklin
(Doksorubisin), Metotreksat, Vinblastin, Vinkristin, Vindesin, Vinorelbin, Dakarbazin,
Siklofosfamid, Etoposid, Adriamisin, Kamptotesin, Kombretastatin A-4 iligkili bilesikler,
sulfonamidler, oksadiazolinler, benzo[b]tiyofenes sentetik spiroketal piranlar,
monotetrahidrofiiran bilesikleri, kurasin ve kurasin tlrevleri, metoksioestradiol tiirevleri

ve Lokovorin dahildir.

Yukaridaki agiklamadan goraldigu Gzere, mevcut bulusun bir muteini veya bunun bir
fuzyon proteinin veya bir konjugati birgok uygulamada kullanilabilir. Genel olarak, bu tip
bir mutein, spesifik olarak Fc pargasinin  glikosilasyonuna dayananlar hari¢

antibiyotiklerin kullamldigr tim uygulamalarda kullanilabilir.

Bu nedenle, aciklamanin bir baska ydninde, bulusun insan gézyas: lipokalini
muteinleri, insan gozyas) lipokalininin  dogal-olmayan belidi  bir ligandinin
saptanmasinda kullanilir. Bu tip kullanim, muteinin uygun kosullar altinda, belirli ligandi
ihtiva ettiginden siphelenilen bir numuneyle temas ettiriimesi, bu sayede muteinle
belirli ligand arasinda bir kompleksin olusturulmasina olanak saglanmasi ve

komplekslenmis muteinin uygun bir sinyalle saptanmasi adimlarini icerebilir.



10

15

20

25

30

35

42

Saptanabilir sinyale, yukarida aciklandi§i tzere bir etiket veya kendisine baglanma,
yani kompleks olusumunu nedeniyle fiziksel dzelliklerde bir degisiklik neden olabilir.
Bunun bir érmedi, degeri bir altin folyo gibi bir ylzey Gzerinde hareketsizlestiriimis
olandan bagdlayici partnerlerin  baglanmasi eshasinda dedigsen plazmon ylizey

rezonanstir.

Burada agiklaman insan gozyas! lipokalininin muteinleri ayrica, insan gdzyasi
lipokalininin belirli bir dogal-olmayan ligandinin ayrilmasi igin de kullanilabilir. Bu tip bir
kullanim, muteinin uygun kosullari altinda, séz konusu ihtiva etmesi gereken bir
numuneyle temas ettirilmesi, bu sayede muteinle belirli ligand arasinda bir kompleksin
olusturulmasina olanak saglanmasi ve muteinfligand kompleksinin numuneden

ayriimasi adimlarini igerebilir.

Muteinin hem belirli bir dogal-clmayan ligandin saptanmasi icin hem belirli bir ligandin
ayrilmasi igin kullaniminda, mutein ve/veya hedef uygun bir kati faz Uzerinde

hareketsizlestirilebilir.

Bulugsun insan gdzyas! lipokalini muteinleri ayrica, bir bilesigin énceden secilen bir
alana hedeflenmesi igin de kullanilabilir. Boyle bir amag igin, mutein, kompleks
olusumuna olanak saglamak amaciyla ilgi konusu hilesikle temas ettirilir. Daha sonra,
muteini ve ilgi konusu bilesidi iceren kompleks dnceden secilen alana aktarlir. Bu
kullanim 6zellikle bir ilacin (segimli olarak), ilagla tedavi edilmesi gereken bir enfekte
vicut parcgasi, doku veya organ gibi bir organizmadaki &nceden secilen bir alana
aktariimasi icin uygundur ancak bununla sinirl degildir. Muteinle ilgi konusu bilesik
arasinda bir kompleks olusumunun yaninda, mutein ayrnica, muteinin ve bilesigin bir
konjugatinin saglanmasi igin belirli bilesikle de tepkimeye sokulabilir. Yukardaki
komplekse benzer sekilde, bu tip bir konjugat, bilesigin 6nceden segilen hedef alana
aktariimasi icin uygun olabilir. Mutein ve bilesigin bu tip bir konjugat! aynca, muteini ve
bilesigi birbirine esdegerli olarak bagdlayan bir baglayici da igerebilir. Opsiyonel olarak,

bu tip bir badlayici kan dolasiminda stahildir ancak hiicresel bir ortamda yarilabilir.

Burada ag¢iklanan muteinler ve tlrevleri béylelikle, antikorlara wveya bunlann
fragmanlarina benzer birgok alanda kullanilabilir. Belirli bir muteinin veya bir konjugatin
hedefinin veya bu hedefin bir fuzyon proteininin hareketsizlegtirimesine veya

ayriimasina olanak saglayacak gekilde bir destege badlanma igin kullanimlarina ek
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olarak, muteinler bir enzim, bir antikor, bir radyoaktif madde veya biyokimyasal
aktiviteye veya tammh baglama karakteristiklerine sahip herhangi bir diger grupla
etiketleme icin kullanilabilir. Bunu yaparak, bunlarin ilgili hedefleri veya bunlann fuzyon
proteinlerinin konjugatlar saptanabilir veya bunlarla temas ettirilebilir. Ornegin, bulusun
muteinleri, yerlesik analitik yontemler (6rnegin, ELISA veya Western Lekeleme)
aracihigiyla veya mikroskopi veya imminosensoriklerle kimyasal yapilarin saptanmasi
gorevini de gorebilir. Burada, saptama sinyali ya dodrudan uygun bir mutein
konjugatinin veya flizyon proteinin kullaniimasiyla veya dolayli olarak badli muteinin bir

antikor vasitasiyla immunokimyasal saptanmasiyla olusturulabilir.

Tipta bulugun muteinleri i¢in sayisiz olasi uygulamalar da mevcuttur. Bunlarin tanisal
ve ilag aktarimi igin kullanimina ek olarak, bulusun, émegin, dokuya- veya tumdre-5zg(
hicresel ylzeyi baglayan bir mutant polipeptidi olusturulabilir. Bu tip bir mutein,
ormegdin, “timdr gorintileme” icin konjuge formda veya bir flizyon proteini olarak veya
dogrudan kanser terapisi igin kullanilabilir. Dolayisiyla, mevcut bulus, bulusun bir
muteinini ve eksipivanlar, tamponlar (muteinlerin etiketlenmesi igin kullanilabilen)

etiketler gibi tani igin araglar iceren bir tanisal bilesim saglar.

Baylelikle, mevcut bulus ayrica, bulusun insan gézyas! lipokalini muteinlerinin, belirli bir

dogal-olmayan ligandla kompleks olugsumu igin kullanimini da icermektedir,

Burada tarif edilen bir baska ilgili kullanimi hedef dogrulamadir, yani bir hastalik veya
bozuklugun gelismesinde veya ilerleyiginde yer aldii varsayilan bir polipeptidin
gercekien de bir sekilde o hastalik veya bozuklugun nedeni olup olmadidini analizidir.
Bir proteinin farmakolojik ilag hedefi olarak dogrulanmasi icin bu kullanim, mevcut
bulusun bir muteininin, natif konformasyonunda bir proteinin bir yuzey alanini ézgul
olarak tanima, yani natif bir epitopa baglanma yetisinden faydalanir. Bu bagdlamda, bu
yetinin yalnizca siniri bir sayida rekombinan antikorlar icin bildirilmis oldugu
kaydedilmektedir. Ancak, bulusun bir muteininin, bir ila¢ hedefinin dogrulanmasi igin
kullanimi proteinlerin hedefler olarak saptanmasiyla sinirli degildir, ayrica protein
alanlarinin, peptitlerin, nilkleik asit molekdllerinin, organik molekdllerin veya metal

komplekslerinin saptanmasini da icerir.

Bulugun Emsal Uygulamasi
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Sekil 1, dnceden acgiklanan, IL-4 reseptdri alfa igin baglanma afinitesi sergileyen bir
insan gozyas! lipokalini muteininin (S191.4-B24) primer yapisini géstermektedir. ik 21
kalinti (alti gizili}, periplazmik ekspresyon Uzerine yarlan sinyal dizisini olugturur. N-ucu
T7-etiketi (italik) ve C-ucu Streptag-ll (koyu), karakterize edilen proteinin pargalaridir.
Sekil 1 ayrica, dogal sug gozyas! lipokalininin 4 N-ucu amino asit kalintisinin (His1 His2
Leu3 Alad) yani sira son iki C-ucu amino asit kalintisinin (Ser157 ve Asp158) bu

muteinde silindigini de gostermektedir.

Sekil 2, IL-4 reseptoril alfa igin ylksek afiniteye sahip emsal muteinlerin polipeptit
dizilerini (SEQ ID NO’lar: 2-11) gostermektedir. 'SwissProt P31025' ile gdsterilen
sayllar, SwissProt veritabaninin girdisinin islenmemig oncul dizisinin karsihk gelen
amino asit konumu numaralandirimasini gdstermektedir. Wt TLc26 esasen, pTLc26
vektorinde dodal sus gdzyas! lipokalininin dizisine karsilik gelmektedir. Ancak, wt
TLc26, olgun proteinin 61 ve 153 konumlarindaki sistein kalintilan serin kalintilanyla
degistirildiginden, bir disiilfit badi igcermez. Benzer sekilde, olgun proteinin 101
konumundaki bir serin kalintisi bir serin kalintisiyla degistirilir. Ek olarak, olgun
proteinin 111 konumunda bir arjinin kalintisi bir prolinle degistiriimigtir ve olgun
proteinin 114 konumunda bir lizin kalintisi bir triptofan ile dedistirilmistir. Ayrica,
SwissProt girisi P31025'in dizisinde yer alan iki C-ucu amino asit dizide yer almaz.
AB4004, uluslararasi patent basvuru WO 2008/01523%da acgiklanan, mutasyona
ugratimis  konumlarin  koyu olarak gosterildigi bir randomizasyon kitaphgidir.
Randomize diziler, 53 ve 55 konumu haricinde J14’e 6zdestir. M3-B24(PSM), PSM

B24’ten sicak noktalar gostermektedir.

Sekil 3, TF-1 hdcresi proliferasyonu analizlerinin sonuglarnni gdstermektedir. TF-1
hucreleri 1 saat sireyle 37°C’de, bulusun gdsterilen muteinleriyle (S276.2 K04, S308.5
FO8, S308.5 N01, S308.5 L20, S308.5 L04, S308.5 N20, S308.3 010, $191.4 B24
[SEQ ID NO'lar: 2-11]), 72 saat sureyle 0,8 ng/ml IL-4 (A) veya 12 ng/ml IL-13 (B)
eklenmesinden &nce bir seyreltme serisinde inkiibe edilmistir. Proliferasyon, *H-timidin

katilmasiyla dlgtimustdr.

Sekil 4, Sekil 3'Un 1Cso degerlerini ve IL-4 reseptorl alfa igin afiniteye sahip insan
gozyasi lipokalininin muteinlerinin Biacore olgumlerinin sonuclarnni gostermektedir.
Yaklasik olarak 400 RU IL-4 reseptdri alfa-Fc, dnceden bir anti insan-Fc monoklonal

antikorla kaplanmig olan bir CM-5 ¢ipi lizerinde yakalanmistir. Miteakiben, 25 n\Mlik bir
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tekli konsantrasyondaki mutein akis hdcresi Gzerinden gecirilmis ve rezonans
birimlerindeki degisiklikler kaydedilmistir. Herhangi bir IL-4 reseptord alfa-Fc¢'ye sahip
olmama diginda esit olarak muamele edilen bir akig hucresinden referans sinyalleri
¢clkartimistir ve ortaya clkan veriler, BlAevaluation yazilimi kullanilarak bir 1:1
Langmuir modeline uydurulmustur. Yavas ayrisma kinetikleri nedeniyle, sinyallerin
herhangi bir IL-4 reseptdrii alfa-Fc'ye sahip olmama diginda esit olarak muamele edilen
bir akis hicresinden sinyallerin ¢ikartiimasi ve yalnizca numune tamponunun enjekte
edilmis oldugu bir deneyden sinyalin gikartilmasi igin cift referanslama kullaniimistir.
Ortaya cikan veriler, BlAevaluation yazilimi kullanilarak kitle-tagima sinirlamasina

sahip bir 1:1 Langmuir modeline uydurulmustur.

Aksi belirtimedidi sirece, teknikte rekombinan gen teknolojisinin yerlesik yéntemleri

kullanilmisgtir,

Ornekler

Ornek 1: $191.4-B24 muteinin bir alana-yénelik rastgele yaklasik kullanilarak

afinite olgunlastirilmasi

PCT bagvurusu WO 2008/015239'da tarif edilen $191.4-B24 muteinine (SEQ ID NO:2)
dayali varyantlarin bir kitaphgi, bu konumlar (zerindeki 20 amino asidin tamamina
olanak sadlamak igin 26, 32, 34, 55, 56, 58 ve 63 konumlarinin randomizasyonuyla
tasarlandi. Kitaplik esasen WO 2008/015239'un Omek 1'inde tarif edildigi sekilde
yapilandirildi.

Fajmid secimi WO 2008/015239'un Omek 2'sinde tarif edildigi Uzere, IL-4 reseptori
alfaya karsi rekabetgi bir monoklonal antikorla birlikte, sirasiyla, uzatimis yikama
sureleriyle (MAB230, R&D Systems; 1 saat ylkama) veya kisa inklibasyon slreleriyle
(10 dakika) birlesik halde sinirli hedef konsantrasyon (IL-4 reseptori alfanin 0,5 nM ve
0,1 nM'si, Peprotech) kullanilarak gerceklestiriidi. U¢ veya dort tur segim
gerceklestirildi.

IL-4 reseptdru alfaya-6zgl muteinlerin hazirlama dretimi, pTLPC10 (SEQ ID NO: 1)
ekspresyon vektorl Uzerinde kodlanan ilgili muteini barindiran E. coli K12 susu JM83
veya, yiksek miktarlarda proteinin gerekli oldugu durumlarda, WO 2008/015239'da tarif
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edildigi Gzere ilgili ekspresyon vektdrlinii barindiran E. coli susu W3110 kullanilarak

gerceklestirildi.

Ornek 2: Biacore kullanilarak afinite él¢iimii

Afinite élglimleri esasen WO 2006/56464'(in Omek 9unda tarif edildigi tzere, (WO
2006/56464'te hedef yerine kullanilan 2000 RU insan CTLA-4 veya murin CTLA-4-Fc
yerine) vyaklasik olarak 400 RU IL4 reseptori alfa-Fc'nin (R&D Systems)
hareketsizlestiriimesi ve (WO 2006/56464’'te kullanidigi Gzere & - 0,3 uM
konsantrasyonlarda 40 pl numune saflastiriimig lipokalin muteinlerinin yerine) 25 niM’lik
bir konsantrasyonda 100 pl muteinin  enjekte edilmesi modifikasyonlanyla

gerceklestirildi.

Ornek 3: TF-1 hiicresi proliferasyonu analizleri

IL-4 ve IL-13-uyarilmis TF-1 hiicresi proliferasyonu testleri esasen, Lefort et al. (Lefort
S., et al, (1995) FEBS left. 366, 2-3, 122-126)da tarif edildi§i (zere ve PCT
basvurusu WO 2008/015239'un Ornek 10’unda tarif edildidi Gzere gerceklestirildi. TF-1
hicreleri 1 saat sureyle 37°C'de bulusun gosterilen muteinleriyle (5276.2 K04, S308.5
F08, S308.5 NO1, S308.5 L20, S308.5 L04, S308.5 N20, S308.3 010, S191.4 B24
[SEQ ID NO'lar: 3-11]), 72 saat slreyle 0,8 ng/ml IL-4 (a) veya 12 ng/ml IL-13 (b)
eklenmesinden Once bir seyreltme dizisinde inkiibe edildi. Proliferasyon *H-timidin
katiimasiyla olguldi. Bir TF-1 proliferasyonu analizinden alinan sonuglar $ekilde
gbsterilmektedir ve ylksek afiniteli varyantlar olan $276.2 K04, S308.5 F0O8, S308.5
NO1, S308.5 L20, S308.5 L0O4, S308.5 N20 ve S308.3010'un, IL-4’liin yan sira

induklenmig IL-3’an kuvvetli antagonistlerini oldugunu gdstermektedir.

Bulus burada genis kapsamli ve jenerik olarak tarif edilmigtir. Jenerik agklama
dahilinde yer alan daha dar tirlerin ve alt jenerik gruplamalarin her biri de bulusun
parcasini olusturmaktadir. Buna, kesilip ¢ikartiimis materyalin burada spesifik olarak
anihp anilmadigina bakilmaksizin, familyadan herhangi bir ana maddeyi ¢ikartan bir

sartla veya negatif kisittamayla bulusun jenerik tarifnamesi de dahildir.

Diger wuygulamalar asagidaki istemlerde bulunmaktadir. Ek olarak, bulusun

ozelliklerinin veya ydnlerinin Markush gruplar agisindan tarif edildigi yerlerde, teknikte
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uzman kisiler bulusun ayrica bu sayede, Markush grubunun herhangi bir minferit Uyesi

elemani veya uyelerinin alt grubu acisindan da tarif edildigini fark edecektir.
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ccatcgaatg
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FETcgoasgt
rtoccaggggr
ttgagaaagc
GUJAAATCAG
Facctgtgaa
ctactgogte
gt tacqoge
ctioocttcoc
coctttaggqg
tgatggrtca
Ftocacgttc

gonatantot

taattcocctaa
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tassaxatga
caatttcoagg
Aaalazatig
attgasnang
ogyIatttey
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cettottatt
gtpprtctta
tctagyytjaa
tocuetgnge

tgogoItaat

grrgatttaa
tIgcactrrt
daat argrat
Jaagagraty
cotteoctgtt
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tocccogas
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tgectt gyt
agaartatje
AAFALGGRA
tcgecocttgat
cacgatgolt
totagrtean
tctgcgctcy
tggoenr ogo
raroracang
sgytgooroe
agrgattaac
L adArt oo
QTITICRELG
coctttayaa
tgotttacta
acagtatgaa
GAAL oA A
tomsgagicat
attattacga
gt rgam
asayragrat
gatcctrert
et osgaciro

ctgyctgettg

canasattta

CcQQQuaaatqg

Frgggttaca
gascgTttTso
arrgacqQerg
gegractoas
agTgczqQeea
QYACCQ ALY
cgTigggaac
gtageaaryyg
OGYUAACAAT
gcccocttccoqqg
FITATCALT ]
angQggagee
orgAcTaags
agogeattayg
CAgaAgCet ey
ctogacgect
gyggaaages
et atogey
acicicqQass
LAT QRACLOA
Casiteges s
caagctatcg
ttgatcatat
aaccTTtto
Fatzatctcoa
gtagaasags

CaazZCalaaln
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acgegasttt
tqgcg=-gqgaac
JACAAL AALL
attt oot
cagaaasgsot
toegaactggn
caatgrtgag
ggcaagagea
cagtlncage
taaccatgag
AL ALY
cggagotgas
cadacascgtt
tgatagactg
ctqgctqatt
CAGUACTgYg
aggraacrat
attggtagye
agetgottaa
Grgtagagsa
tagotattga
ggcaagattt
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Jrnagarggr
FFargaarga
ataatgatyg
tyapytogga
g At teg
Fatgttmgatr
trtacytaat
wgtacattta
cottteatsc
gratyetrant
Do LT BAN Ridhd
toaczaaggt
sanncanctt
sottosctag
cocttaacgt
teottgnygat

|- Qedbad- La dofopon - 4

traacgcrta
tta-ttttes
CLY CAataat
coosrrresg
daagatgeotg
Tt aageton
gtectgeras
cgearacact
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AACAL 00
ccasaggacyg
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cggatcaags FCTacciact otttttocgl ag@taactgqg cttcagoaga gogcajatis J_8C
caaalactgl cottoctagtg tagoeglagl taggeocacca clicaagasac ‘clglagrac 324C
sgcctacata SroIcgciotg craatcoctgt taccagtggo tgttgocagt ggogataagt 332¢C
agtgtottac oggghrggac toaagangat agrtacogga %aaggogoag oggnogaget LRI
FaacgaqgaIgq ttocgtgroaca cagoccagct tgQgagogsas gaTtotacacs gaactgagat 342¢C
acctacagjcg tgagotatga Jaaagcgeoca cgotioocga aggzgagasaj gojgacaggt 344cC
atcoggtang Cggoagdggtc Juascagyay agjogracgagd guasgcttoos gugugsascy 354¢C
coctggtator ttatagtoct 3togagttic gocacctoig acttgagogt cgattttigt 3600
QM FELCHLT AYYYIYTICPY AgICLAL JUA AAIACPICAT TAIDJPEGYST Lt tacgg 35€C
tcotggeoots ttgotgQgoct tttgoTomaca tgaccoogaca 372¢C
<210= 2
<211> 154
<212> PRT
<213> Yapay
<220>
<223> IL-4R alfa igin baglanma afinitesi olan insan goézyas! lipokalinin $191.4-B24
muteini
<400> 2
Ala Ser Asp Glu S_a Ile 31n Asp Val Ser Gly Thr Trp Tyr leu Lys
t S 1¢ 15
Ala Met Thr Val Asp Ser Arg Cys Pro Arg Ala Tyr Tyr Ser 3er Val
20 2% EIN
Tar Pro Ma: Thr Leu Thr Thr Lau Clu Cly Cly Asx lLac Clu Ala Lys
s 40 45
Phe Thr Ala Gln Arg Ser 5ly Aryg Tzp Slo Gl Tyr Lys Leu Val Len
A % &0
Gle Lya Thr Regp Gl Pro 5ly Lyg Tyr Thre Ala Ser Gly Gly Arg His
L 70 18 8
val Ala Tyr Ile Ile Arg Ser His Val Lya Asp His Tyr Zle Zhe His
BS B ne
Ser Glu Gly Lea Cys Pro 3ly Gln Fro Val Pro Gly Val Tip Lea val
100 itm 1o
Gly Arg RARp Prno Lys AsSn Asn Lew Glu Ala ey Glu ARp Pha Glu Lys
115 120 w25
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Ala Alz Gly Ala Arg 4.y leu Ser Thr Glu Ser Ile lLeu Ile Pro Arg
3¢ 13s 142

Clr. Sar Clu Thr Sar Sar Pr> Zly Ser Ala

P B 153

<210>3

<211> 154

<212> PRT

<213> Yapay

<220>

<223> |IL-4R alfa igin badlanma afinitesi olan insan gozyas! lipokalinin S351.5-M21
muteini

<400> 3

Ala Ser Asp Glu

(S

3 I.e 3ln Asp val Ser Gly Thr Trp Tyr Leu Llys
1

Ala Mt Thy Val Asp Sar Arg Tys Pro Arg Ala Tyr Tyr Glu Say Val

&

20 2= 32
The Pro Met Thr Leg Thr The Leu Glu Gly Gly Asn Les Glu Ala Lys
% 40 4%
loap Thr lan Gln Arg Lys Sly Arg Trp Gln Glu Met lys Asn Val Teo
%l %% (3

Gle Lys Thr Asp Gla Fro 4L4ly lys Tyr Thr Ala Ser 4Gy Gly Arg His
&5 70 14 Al

Val Ala Tyr Ila Ila Arg 3Sar His Val Lys Asp His Tyr Zle Prha His
s 3¢ &

Ser Glu Gly Leu Cys Fro Gly 4ln Pro val Prc Gly val Trp Leu Vval
140 105 L1c

Gly Arg Asp Fro Lys Aan Asn Leu Glu Ala Leu Gl Asp Phe Glu Lya
115 an 12%

Ala Ala Gly Ala Arg G.y leu 3a&r Thr Glu Ser lle lLei Ile Pro Arg
L3 L35 143

Gl Ser 35lu Thr Ser Ser Pro 3ly Ser Ala
an 1%

<210> 4
<211> 154
<212> PRT
<213> Yapay
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<220>

<223> IL-4R alfa icin baglanma afinitesi olan insan gozyasi lipokalinin $276.2-K04
muteini

<400> 4

Ala Ser Asp Glu Glu Ile 3ln Asp Val Ser Gly The Trp Tyr Lleu Lys

Ala Mat Thr Va. Asp Pro Arg Tys Pro Rrg Ala Tyr Tyr Ser Sar Val
20 28 3

Thr Bro Mer Thr Leu Thr Thr lLewn Glu Gly Gly Asn Lea Glu Ala Lys
iz 40 45

Fhea Thr Ala Gln Arg Ser Gly Arg Tep GIn Iya Tyr Lys lag Val Teon
52 5% (A

Clu Lys Trhr Asp G.u Pro Tly Lys Tyr Thr Ala Ser Cly Cly Arg Hia
65 0 15 at

Val Alad Tyr Tlé Tle Arg Ser Hig Val Lys Asp His Tyr Tle Phe Hia

T
gy $C ELY

Ser Glu Gly Leu Cys Pro hLly 4Gln Pro vVal Prc Gly Yal Trp Leu Val
140 105 L1c

Gly Arg Asp Pro Lys Asn Asn Leu Glu Ala Leu Glu Asp Phe Glu Ly=
11s 120 12%

Ala Ala Gly Ala Arg Gly Lau Sar Thr Glo Sar Ila Lay Tla Pro Arg
PV L35 145

¢lr. Ser Glu Thr Ser Ser Pro Sly Ser Ala
14% 1%

<210>5

<211> 154

<212> PRT

<213> Yapay

<220>

<223> IL-4R alfa i¢in baglanma afinitesi olan insan gbzyasi lipokalinin S308.5-K12

muteini
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<400> 5

Ala Ser Asp G_u 5.u [le Gln Asp Val Ser Gly Thr Trp Tyr Leu Lys
z S 170 15

Ala Met Thr val AsSp Lleu Arg Cys vrc ADg Ala Tyr Tyr Top Ser val
4Q 5 an

Thar Fro Maz Thr Zau Thr Thr Lan <lu Cly Uly Asn Leu Clu Ala lys

Tnr Ala Leu Arg I'e 5ly Arg Trp Gln Ser Tyr Lys lLeu Val Leu
A "% &0

Glu Lys Thr Aep Gla Pro Sly Lye Tyr Thr Ala § Gly Arg Hia
6% T0 % LEN

»
n
%]
e

o

Wal Ala Tyr Ile Ile Arg Ser His Val Lys Asp His Tyr Ile Pha His

Ser Glu Gly Leu Cys Bro 3ly 51n Pro Val Pro Gly Wal Trp Leu val
100 104 Z1c

Gly hrg ARp FPro Lys Asn Asn L&a Gluo Ala Leu Glu Asp Phe Glu Lys
115 120 125

Ala Ala Cly Ala Arg S.y leau Ser Thr Clu Ser Ile Leu Ile Pro Arg
3G 138 143

Gilr. S&r Glu Thr Sar Zar Pro Dly Sar Ala
.45 152

<210> 6

<211> 154

<212> PRT

<213> Yapay

<220>

<223> |L-4R alfa igin baglanma afinitesi olan insan gézyasi lipokalinin S308.5-F08

muteini
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<400> 6
Ala Ser Asp Glu S_.u Ile 31n Asp Val Ser Sly Thr Trp Tyr Leu Lys
s 3 10 15

Ala Met Thr Val Asp Sar Arg Cys
20

n Arg Ala Yal Tyr ARn Far Val
3L

ho %]
Lnory

“hr Pro Met Thr Leu Thr Thr Leu Glu Gly Gly Asn lev Glu Ala Lys
3& 40 45

Pne Thr Ala Gln Arg Lys 3ly Arg Trp Gln lys Tyr lys leu Val Leu
ae 5% 23]

Glu Lys Thkr Asp G141 Pro Gly Lys Tyr Thr Ala Ser Gly Gly Arg His
6% 73 15 B

val Ala Tyr lle l.e Arg Ser His Val Lys Asp H.s Tyr lle rhe His
BN 0 gL

Ser Glu Gly Leu Cys Pro 3ly Zln Pro Val Pro Gly Yal Trp Leu Val
100 10% 18

Gly Arg Asp F1o Lyas Aan Asn Leu Glu Ala Leu Glu Aap Phe Glu Lys
115 120 12%

Ala Als Gly Ala Arg Giy leu Ser Thr Glu Ser lle Leus lle Pro Arg
P 1] L3 142

Glr. Ser Glu Thr Ser Ser Pro Zly Ser Ala
A% 1%2

<210>7

<211> 154

<212> PRT

<213> Yapay

<220>

<223> IL-4R alfa igin badlanma afinitesi olan insan gézyas! lipokalinin S308.5-L4

muteini
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<400>7

Ala Ser Asp Glu G_a Ile 31ln Asp Val fer Gly Thr Trgp Tyr lLeu Lys
. - .

Ala Met Thr Val Asp Ser Arg Jys Pro Arg RAla Tyr Tyr Val Sar Val
20 25 EN]

~Wr Pro Met Thr Leu Thr Thr Leu Glu Gly Gly Asa Leua Glu Ala Lys

Paa T™r Ala Ala Arg Tle 31y Arg Trp Gle Séar Tyr Lys lsac Val Taeo
] 5% eQ

Clu Lys Thr Agp C.u Tro Zly Lys Tyr Thr Ala Sar Gy Gly Arg His
&5 0 5 ac

Val Alag Tyr Tle e Arg Fer Hig Val Lys Asp His Tyr “la Pre Hig

Ser Glu Gly Leu Cys Pro Gly 4ln Pro val Pro Gly Val Trp Leu Val
140 105 L1C

Gly Arg Asp Pro Lys Asn Asn Leu Clu Alas Leu Gla Asp Phe Glu lys
115 ta2e 12%

Ala Ala Gly Ala Arg G.y Lau Sar Thr Glu Sar Ila laa Tle Pro Arg
PV L3% 143

Glr. Ser 5lu Thr Ser Ser Pro Zly Ser Ala
4% 15)

<210> 8

<211> 154

<212> PRT

<213> Yapay

<220>

<223> IL-4R alfa igin badlanma afinitesi olan insan gézyas! lipokalinin S308.5-L.20

muteini
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<400> 8
Ala Ser Asp Glu G_a Ile 31ln Asp Val fer Gly Thr Trgp Tyr lLeu Lys
- 5 g 5%

Ala Mot Thr Val Asp Asn Arg Tys Pro Arg Ala Lys Tyr Asn Sar Val
20 2t 33

Thr Pro

5%
o

Thr Let Uhr The Leu Glu Gly Gly As: Les Glu Ala Lye
40 45

Pae Thr Ala His Arvg Arg 3ly Arg Trp Gle Gln Tyr Lys lag Val Jeo
] 5% eQ

Gle Lys Thr A Glu Fro Gly Lys Tyr Thr Ala Ser Gy Lly Arg Has
6% 70 s at

Val Ala Tyr Ile Ila Arg Sar His Val Lys Asp His Tyr Ile Pha His
g5 3¢ EL)

Ser Glu Gly Leu Cys Pro Gly 4ln Pro val Pro Gly Val Trp Leu Val
140 105 L1C

Gly Acg Asp Fro Lys Asn Aan Leu Glu Ala Leu Gla Asp Phe Glu Lye
1% 20 1z%

Ala Ala Gly Ala Arg G.y leu 3e@r Thr Glu Ser lle lei Ile Pro Arg
L3G L35 142

Glr. Ser Glu Thr Ser Ser Pro Zly Ser Ala
4% 1%)

<210>9

<211> 154

<212> PRT

<213> Yapay

<220>

<223> IL-4R alfa igin baglanma afinitesi olan insan gézyas! lipokalinin $308.5-N1
muteini

<400> 9

Ala Ser Asp GIu Glu Tle Gln Asp Val Ser Gly Thr Trp Tyr Leu lys



10

Ala

Fhe

Sar

Gly

Ala

Glr

by 1%

Met

Pro

Thr

52

Lys

Aln

Glu

ATy

Seer

Thr

Mt

as

Ala

The

Tyr

Gly

hap

115

Gly

Glu

<210> 10

<211= 154
<212> PRT
<213> Yapay
<220>
<223> IL-4R alfa
muteini
<400> 10

Ala Ser Asp

Ala

Thr

Phe

Met

Pro

Thkr
A

Thr

Ala

Val

20

Thr

Eis

Asp

11le

Lau

100

Pin

Ala

Thr

va_
0

Thr

Lys

Ln

ABp

Losnes

AIg

Cys

Lys

Tyr

Thr

Ala

Fro

L]

Arvgg

Fro

Amn

Arg Ol

icin

Sl
Asp

et 3

ATg

- Ser

152

baglanma afinitesi olan insan gozyasi lipokalinin $308.3-010

Ile

Lys

The

Asn

Arg

The

L
o
~

Sly

AAN

Lau
L3

Fro =

Arq

Thr

Gly
%h

Zys

lau

40

Lys

Hie

Azp

Laeru
40

Arg

Glu

Trp

Tys

Val

Pro

105

Gln

Thr

Ser

val

ToF

A-g

I;Iy

Gln

Thy

Lys

50

Val

Ala

Glu

Ala

Ser
1o
Arg

Gly

Gln

57

Ala

Anp

Pro

Tamg

Sar

Sly

Ala

Pro

Tyr

Axn

Sar

1§ Y]

Sly

Ila
142

Thro

Axn

Tyr
&d

Ty:z

Val

Asp
12%

Tyr

Leru
4%

Lys

His 3

ER!

Loeuw

Gly

Trp

t1c

Pre

Arag
ac

Glu

Leu

Ala

val

Arg

Plhe

3%

Lau

3lu

Leu

1%

Ser

Ala

val

val

Tys

Hisk

ac

i

val

Tyx

Arg

Lys

ve_

Lys

Leu
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Glu

Val

Ser

Gly

Ala

Glr

4n

Lys

Ala

Glu

Arg

Ala

L300

Ser

Thr

Tyx

Gly

Anp

1%

Cly

Glu

<210> 11

<211> 154
<212> PRT
<213> Yapay
<220>
<223> IL-4R alfa
muteini
<400> 11

Ala Ser Asp

Ala

Tne

Fha

val

GCly

Mt

Pro

Thr
5C

: Lys

Ala

Glu

Arg

T~

Ala

Thx

Tyx

Gly

Asp

Aep G

Ilw

Leu

100

Ala

Thr

Val
20

. Thr

ABE

Teants
100

rrn

Ilw

g5

Cya

Ly=

Arg

Ser

Fro

T2

Arg

Fro

ATl

Oly

Ser
150

Sar

Sly

Axn

lau
t3s

Pro 3

Lys

Hig

31ln

Tyr

Val

Pro

105

lu

Thr

Ser

Thr

Ly=s

val

Ala

CGlu

Ala

58

Ala

7%

Asp

Fro

ast]

Sar

Ser

Kism

Gly

Gla

Ile
143

Gly

Tyr

wal

Anp

pra

Laa

Gly

“la

Phe

Tla

icin baglanma afinitesi olan insan gdzyasi

Sla

hap

Arg

Lysa

ITle

The

Zau

Arg

Pro 5

Aan

3ln

Arg

The

se-

Aan

Aep

Lau

40

ALy

Lys

Mix

Eln

Laon

val

?rn

Glu

Ip

Tyr

val

Tra

P

Glu

Ser
10

Ary

Gln

Thr

Lya

0

Val

Aln

Sly

Ala

Gly

ys

Ala

15

Asp

Thr

ASgn

Tyr
64

H-98

L

45

Lys

Gly

Tyr

Val

lau

Gly

Ile

-rp
10

Pra

ArC3

Glu

Pro

lipokalinin S308.5-N20

Leu

15

Ala

val

Aryg

Ttz

Gl

Him

8¢

His

val

Ly=

Arg

Lyo

- Val

Lys

Lau

His

B

His

Val

Ly



10

15

Ala Ala Gly Ala Arg Go

i

Clr. Sear Clu Thr Ser Ser Pro

45

<210> 12
<211= 456
<212> DNA

¥y Teu
13%

15]

<213> Yapay

<220>

59

Se- Thr Glu Ser Tle Lag

Cly Sar Ala

142

Tle Pro Arg

<223> IL-4R alfa igin baglanma afinitesi olan insan goézyas! lipokalinin $276.2-K04

muteininin nikleotid dizisi

<400> 12

Foctcagacqg
QACC LI
FRAJFHTF A
aagtt gyt oo
FUIGCALANA
tgccoogggce
FRaAagarttgo

Ttcatooooa

<210> 13
<211> 459
<212> DNA

aggagattea
QUCTYCQYICT
anctggaaga
I UELEET YT
LAY CAggro
agcoggottec
aggasbet ga

JUCAIAgGTIa

<213> Yapay

<220>

Jgatgrgrea
Qractacayc
caagttoana
tgat gaguoy
GUrAngrgaag
agggatgtag
GRAAJCOGUA

ascoagotot

9ggacgtggr
toqQtyacac
gegragoggr
Jyasnatata
GACCAQY ANA
ctogtgggca
Fagrocgng

=Cagaq

At =t galgge
ccatyacoct
ngggoaggryg
ChepUet CLge
rotrrcante
gagaccooaa

GAS! CAGITAC

catgacggrg
cacgecicty
JCAGAAGrLAT
FJUTL agGUas
tLgagggantyg
gaacaacctyg

gyagAgAtae

n

<223> |L-4R alfa igin baglanma afinitesi olan insan gbzyas! lipokalinin S308.5-F08

rmuteininin nikleotid dizisi



10

15

<400> 13

Joctcagacg
Facagrogot
Jaaglagggoa
aagttggtee
Jrggcataca
tacocooqaac
Qaagrrtigy
ttcatoornTa
<210> 14

<211> 456
<212> DNA

aggagattca
QPUCOGLIIFC
acctggaage
tggagasasaac
tcatcaggte
agcogotcooe
aggacLiLiga

JIcagagega

<213> Yapay

<220>

Jgatgtgtca
@otgracaat
caagtrcace
tgatgagceq
gca=gtgaag
aggIItgtag
QAaaageeQra

aacoageotot

60

gugacgtggt
roggrgacac
Fetcagogga
gJaasataca
Jacsactaca
ctoqrgaIca
PAYTTEQCY

~CagIyage

atctgaaggc
cCargacoct

agggoegygrg

tctrrcactce
JagaccoTaa

Qactcagrac

catgacggtg
CACQACTIL T
gcajaagtac
Jdgcaggcac
tgagggcctg
Jaacaacceg

Qagajygcalc

60

20

]

<40

330

360

4210

45

<223> IL-4R alfa i¢in baglanma afinitesi olan insan gbzyasi lipokalinin $308.5-L4

muteininin nukleotid dizisi

<400> 14
Jcctcagacqg
o L_Tuh sads [ Ay Foid
yaaglgggea
aagttggtcc
gtggcatasa
tgcooeqgqggc
gaagootlgg
ctcatcoooa
<210> 15
<211> 456
<212> DNA

aggajattca
PUolGogIge
acctygaago
t3ggagaaaac
ttatcaggyte
agcoggicac
agyactityga

JICaJagcqga

<213> Yapay

<220>

ggatgtgtca
gratrracguy
caagttcace
tgatgagcog
gcacmgtgaag
aggalgtqtgyg
QAAAYCIQTA

aacTagotcot

Fggacgtygt
tcgrgacac
JCgIcgTaga
Jgasaataca
gaccactaca
ctogtgQglca
GPAGCCOYCiY

-caqaq

at-tgaaggc
coatgacooy
ttgaccgyty
ctgoctoogg
tettteants
gagaccooaa

Paclcagray

catjacggtg
cacgacccty
goeagagttan
gugcagquac
tgajyggcety
gaacaacctqg

guAQagratc

240

oo

36l

9

<223> |IL-4R alfa igin badlanma afinitesi olan insan gézyas! lipokalinin S308.5-L20

muteininin nikleotid dizisi



10

15

<400> 15

3cctzaganqg
Jacaatcges:

FJaagygggea
dagltgglog
Ftggcataca
tgcccegyge
FAGITCLLQy

TtCatoctoa

<210> 16
<211> 456
<212> DNA

aggagattea
gocogeqauc

acctggaagc
Lggagaaaac
tcat-aggtc
agcoggtsac
a3gactitge

JacagagTyga

<213> Yapay

<220>

ggataotgtca
gaagtacgat

Caagttcacc
Ll Qagiey
Jcacgtgaag
3ggagrgtag
gaaagcogoa

aacTagotot

61

aggacgtagt
tcggtgacsac

FJcgoatoggeoe
Qyasdal aca
Jaccactaca
cteqtgggca
VIAGLOTYCY

-Cagyaqg

atctgoaagge
ccatgacsct

qgFIyccgItyg
ctguctesyg
toctttcacto
gagaccooaa

Jact caglag

catgacaatg
cacgacsotg

gcagcagtac
PYFTIFQCAc
tgagggoctg
Jaacaazety

ggagagoats

U
120

2490

o0

360

420

n

<223> IL-4R alfa i¢in baglanma afinitesi olan insan gbzyasi lipokalinin S308.5-N1

muteininin nukleotid dizisi

<400> 16

JFoctcagaong
Joctercgly
FARFIFTPA
sagttgrtoee
Frggratana
tgcccoggge
aagnntl gg

ctcatccccoca

<210> 17
<211> 456
<212> DNA

aggagattca
YCCTQCIIVC
ACCTgIaaAge
Eyaaasac
tratcaggre
agcoggtToe
aggantit ga

Jgcagag-ga

<213> Yapay

<220>

Fuatgtgtca
qtattacTet
caageroana
tat gaguey
Grargtgaag
29g93tgtay
QRAARJOCGNA

asccagctct

F9gacgtygt
teQutygacec
garoAarggy
Jyasaatuca
gacractaca
ctogtggIca
FYAGreagey

-caqgq

atstgaaggo
cCat Jageey
crLggoeggrg
ctguetosgyg
rotrroants
gagaccooaa

JAN CAFIAC

catgjacggtg
cacgecscty
gaagaagean
FUGUAgIUAT
tgagggoctyg
gaacaazctg

JyagaAgrate

(Y]

120

1HDL

240

300

<223> |IL-4R alfa igin badlanma afinitesi olan insan gdzyas! lipokalinin S308.5-N20

muteininin nikleotid dizisi



10

<400> 17

Joctcagacg
FACIRICIIT
Jaagygggca
aagttggtee
Jrggcataca
tacocooqaac
Qaagrrtiqy

Ttcatoctoa

<210> 18
<211> 825

<212> PRT

aggagattca
QUCOGIFIFCT
acctggaage
tggagaaaac
tcatcaggte
agcogotcoc
aggactitga

JacagagTga

<213> Homo sapiens

<220>

Jgatgtgtca
Qrattacggyg
caagttcace
tgatgagceq
gcasgtgaag
agglItItaqg
QAaaayxcoQra

aacTagotet

<223> insan IL-4 reseptori

<400> 18

62

g9gacgtggt
roggrigacac
Fetatgoggt
gQassataca
Jaccactaca
ctogtQaIca
QUAGLCOQCY

TCaqgqg

atctgaaggo
ccatgacoct
tgggccgyry
ctgoetooqg
tetrteoacts
gagaccooaa

Pgact cagrac

catgacggtrg
CACQAC DTN
geagaagtacs
JQacaggrac
tgajggoctyg
gaacsacctq

JYAQagTatc

¥Met Gly Trp Leu Cys Ser CGly Leu L.eu Phe Prc Val 3er Cys Leu Val

5

17

15

Lav Lau Gln Val Ala Ser Ser Cly Asn Ma® Lys Val Leu Cln Clu Pra

20

2%

ac

240

aoe

360

e



The

A=zn

Asp

By

Lau

Asn

144

Val

Yal

AsD

Tyr
225

Lyn

Cyn

Gly

AL

Fra

Ala

Asn

Trx
130

FLo

Asn

T

210

Arg

Ilc

Ile

Len

Pro

Lay

Gly

Tyr

Ph=

P

Val

Tyt

Thr

Gl

Val

Seer

Thr

legaiy

ye

Thr
100

uye

His

I'sp

)
180

Ser

Ile

Lyw
260

Ala

Aug

Asn

wval

8L

Pro

Thr

Pro

Ser

TEY

Glu

Y

Sar

Ham

245

la

ppy ]

Tyr

Asp

Asn

Slu

Dl

Fa0

Ala

lle

Mt

Ala

Hie

val
138

; AMn

Asr

Ala

T

1%

val

Try

lle

Snar

Ll

Thr

Fim

Lou

Trp

I'is

127

Tyr

ABp

Lay

Arg

Pk

sar

Cys

Rwuyp

Gln
ZED

Ile

Glo

Lew

Ala

10%

Val

ARD

Lasys

Fro

ALKy

185

val

rrz

lamye

Gl
2ES

Asp

Lleu

TyR

Lys

Thr

Tyt

ALa

17490

Arg

saer

Lmyy

: Lau

#h0

Iin

A

63

Azg

Ila

15

Asp

Gln

Ly

Arn

1o5o

Asp

Ala

Aln

Thr

e
215

Cye T

Leoa

[

Bro

ALE

Gla

Lat

t4)

(1 bY. ]

Phe

ALA

Lys
22)

Sl

val

v

Ala

125

Q1)

atr 1l

Car

»

[ S
=
[

Val

val

ser
iB6%

Tr

Tyr

val

Laa

212

Pro

Thr

Tat

ile

Thr

| )

B31A

His

3ar

Ala
270

Gla

Lys

Sln

Asn

Ser

9

Trp

@ly

Trp

Tyr

Tyr

175

p -8}

Cy=

Asn

Trp

Mast

Lev

Gly

80

Ala

Lys

Aprn

Ala

16C

A

Lysr

Tyr

Sar

Ser

24C

Thr

Glo



Ly

Zys

305

Asp

ra

Yal

Oysa

3%5

Sly

Gy

lLau

Lau
455

Ak

Tyr

Leu

Lys

Gl

Glu

e

Ala

e

Gl

Fro

His

T

Arg

~hr

Asp

sSear

(SN
(W )
o

Sar

val

At

Pre

435

Laa

~“hr

Lys

Ala

40

Ila

Glu

Fro

Alm

Gly

LI

Sar

Cywn

Fro

nte

Asp

Cys

Ty

Trp

23

Gl

Argy
40

[}
]

Gly

Pro

Pro

hr

435

Pro

val

-1

e

Lya

lye

val

Glua

SEar

lanty

Fhm

car

Ly

.3

4T

Gln

Aen

1l
29%

Pro

Ala

wal

314

RS-

The

Cyw

~he

1

(1!

Fro

~hne

1n
LXL

Fro

Ala

val

Arqg

360D

Glu

Arg

3l

Gl

Car

440

Ala

Fro

Ern

Lou

Ala

Sl

_eu

Ala
Phe
Lys
Glu
14%

Cys

Val

5ln

\r

Ala

dra

Ala

Ther:

Sor

nin

Arg

Yer

Ly=

Leu

L €3
It
P

Ile

Wal

Glu

Anp

Ley

410

Asp:

Els

Hro

Eis

Glu

64

Cys

Ser

Gl

Phx
15¢

Phe

Mat

Trn

Tla

Ser

Leau

bro

Lys

Lau

e
San

380

oln

Lesty

5
("3

Fro

Pro

Thr

Hie

Azn

Thr

Iha
3ES

Lys

Gla &

Awp

Gla

Trp

q44c

Lyg

Gln

Gly

Cye

Clu

Th=o

TIp

Mct

Sly

ser

£10

Aap

53l

Ser

Aarx

Pro

nll

val

Lyn

Lye

Leu

Ala

Arjy

lemia

41>

Cy=

Zlo

xln

Zlu

LY-H!

Arq
327

TIrE

Pro

Pl

Gl

437

"

Sly

Pha

Hro

Asp

437

Ala

Dec

Gla



His

Val

"

L
[ R
e

-~

Tysa

Asy
s

Tys

Feeo

1lw
TER

Val

Glu

Goy

Fhe

Cly

Lec

6.0

Ser

Fro

Az

Hro
(018

Val

ikro

Smy

Pre

AlLn

val

Als

Gly

21y

AL

H1s

Mo t

Ica

R3]

Lau

Glu

31ln

Aln

Has
&RE8C

u Cly

Ser

Gl

Asp

Gl

L1

Pro

Cly

Aln
T4

Glu

Lyw

The

Ala

56%

hla

31

Fra

642

daa

Fra

Sar

fer

Thr

Al

Sex

ALs

wal

Ala

Lay

Cly

Tid

3lr

P

805

Pre

3.

Va.
L5

Tvr

Pro

Gy

('}':!

Leu

G.n

Sln

Wal

Lys

‘il & ]

Val

His

g

Arg

el

-ys

Tr:

Jer

Ala

Fru

3101

Tyz

Gly

[‘o]"'

T4

Ala

FIo

Swr

Pro

hla

-t

p aly

Zly

Fhee

Yal
=50

&in

Sln

730

yw

s

Ala

Jue

~ys

Gly Pro Thr Tyr Met Arg Val Ser
825

820

65

hry

053

Prea

Tht

Tyy

Gor
633

Soy

r

Ty

Azp

Sor

Plim

B

T.e

810

Ary

Thr

Gln

_ys

Cys

el

Asp

lad

Thr

ann

Asp.

Cyn

I'ea

Lo
TR

Him

Val

LYYH

[
k4
I

Ala

Ala

[ o)

Sly

Laers

e

His

Lyd

[ R

Arp

-
Dl r )
L

Ala

Fiu

Aen

Val

Gly

Fne

Iles

Thr

Ly

670

val

Fro

Axp:

780

Lro

Pro

Ala

Fhe

Lwu

Ty

bR

Ala

w
1 2l
1"

Gly

Fro

Mt

&2

Glu

Lew

Ees

Cly

val

Zla
KT

1A

VaL

Ala

3ly
64

1y

%]
¥
]

Lop

Val

- Thr

Gly
ROG

Ser

815



66

<210> 19

<211> 427

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> insan IL-13 reseptdri alfa 1
<400> 19

Met Glu Trp Pro Ala Arg leu Cys Gly Leu Trp
B S ¢

kla Gly Gly Gly Gly Sly Sly Gly Gly Ala Ala
20 25

Pro Pro Val Thr Asa Leu Ser Val Sor vel Gla
is 40

Ila Tep Thr Trp Asa Pro Pro Glu Gly Ala Rar
5¢ 55

Trp Tyr Fhe Ser Hos Phe Gly Asp Lys Gln Asp
5 Ta 15

Glu Thr Arg Arg Ser Lle 31u val Lt Amsct
B% 30

n:
r
a

Clr. Val Cly S5ar S.n Cys 3er Thr Asn Clu Sar
100 1£5

Leu Val Glu Lys Tys Ile Ser Pro Fru Glu Gly
11s 120

"

.

Val Thr Glu Ty Gin Cys Ile Trp Hia Ran lag
P ] 13t

Ser Trp leu Pro Gly Arg Asn Thr Ser Prc Asp
.45 150 155

Tyt Tyr Tep KHia Arg Ser Loaw Glu Lys Ile has
165 170

Fae Argy Glu Gly Gin Tyr Phe Gly Cye Ser Fhe
180 185

Pro

As=n

Sar

[

Lys

A=p

Ser

143

Thr

ASEp

Ley

Thr

Lew

45

Lys

Arey

Lys

Preo

4%

Tyr

Asr

Leu

Gluy
3C

Cyz

. Cys

Ile

ile

Pro

1c

5lu

Mat

Glu

Leu

15

TLx

Sér

Ala

Cys

yr

3ar

Ser

Tys

Thr

Asn
175

r Lysz

Gln

val

Loty

Pro

1Y

Leata

Ila

Ala

Lot
1€0

Ilw

vas



Lys

Arg

225

Ausa

Cys

Aar.

Tyr

Gly

Fro

Aty

e

38¢

Lys

Val

Asp

. hla

210

val

Anyr

val

Asn

230

Ty

Lysa

val

Leens

K]l

Ly=s

TYyr

I

Ser
195

Gly

Lys

Leiz

A

275

Val

Tty

Asp

Lys

Ile

ss

Lys

Glu

Asp

The

<210> 20
<211> 176
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Lys

rro

Tyt

Tyr

260

Tyr

Glu

Ash

Aep

Arg

340

val

Ilm

1le

Gl
4z0

Fhe

Asp

o

Val

LY H

The

Lys
12%

Asn ¢

Ala

Ile

. Fha

Tyr -

405

Axnt

(2PN

Lya

Fro

z232

Val

Thr

val

32

Laa

SGly

Ile

Pro

21%

Tiyp

Slu

Ser
FE

Atg

Trp

- Thr

Ala

Plie

avk

AAD

Lys

lys

His
200

» Hig

Slu

Val

Ala

280

Ty

Tla

L&an

Lle

360

Pro

oln

ln

Tarm

Ser

Phe

Aun

RAN

2E5

Lys

Phe

Atg

Agn

Tyr

345

Ile

Pro

RRAN

Thr

val

Asn

Lys

ARf

Cys

Met

Val

Top

130

val

Ile

ARp

Lys
410

67

GLn

Ila

S«r

Glu

Val.

Thr

ecu

Pro

Glu

Gln

Ile

8]
[
(%

Lay

Axn

Gln

Asa

Pro
103

a Thr

Zea

Aup

g1

Thr

510

Het

70%

Pro

Ser

Flhree

Thr

Gy

Aan

Llea
368

Pro

Thr

Val

Phe

-

Glu

27¢C

Cluc

Val

Lys

Met

Ayrs

Asp

“le S

Ly=

Hig

Leny

Lauy

Tla

Lcu

Lyx

Trp

ser
415

Asp

Asn

240

Aty

His

Clu

Pro

Cys

ey

Ile

val

Ly=

Lys
qCC

val



68

<220>

<223> insan gdzyas! lipokalin (Tlc)

<400> 20

gct Lys *ro Leu Zeus Leu Ala Val Ser Leu SGly lLeu Zle Als Ala Leu

B bl 10 15

Glr. Ala dig KHis Loy Leu Ala Se:r Asp Glu 3lu Ile Gl Asp Val Sar
a0 P34 ac

Cly Thr Trp Tyr Zau Zys Ala Mat Thr Va_. Asp Arg GClu PrRe Pro Clu

Met Asn Leu Glu Ser Val tho Pro Met Thr Leu Tho Thro leu Glu Gly

a0 %5 60
Gly Aan Tau Gly Ala Lys Val Thr Met Leu Tle Ser Gly Arg Cys Gln
a% T - BL

Glu Wal Lys Ala Val Zau Slu Lys Thr Asp Glu Pro Gly Lys Tyr Thr
BS5 0 98

Ala Asp Cly Cly Zys His Val Ala Tyr Tle Tle Arg Ser His Vva. Lys
100 1C5 10

Asp Hie Tyr lle bhe Uyr Cye Glu Gly Glu ey His Gly Lye Pro Val
115 120 4%

Arg Gly val Ly= Les Val 5ly Aryg Asp Pro Lys Azt Asr Leu 5lu Ala
L0 Lis 142

-
[} 3

Lai Glu Asp Pha Glu Lys Ala Ala Gly Ala Arg Gly lau Sr Thr Glu
-4q5 150 152 1&0

Ser “le leu Ile Fro Arg 51ln Ser Glu Thr Tys Ser Pr> Gly Ser Asp
165 17Q 175
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5308.3-010 s VvV T PMTILTTLETGTGN L
$308.5-N20 S v TPMTLTTLETGTGN L
SwssProtPUID28| w3 R | 20 T 2573 T4 ' TRV TE A A A g1 an I
AB4004 sol st el ea|=alen]s6 sv|ss|calac|e [an]an]na
wh L2t = - K, v ] M L | S G R S 3 E v
M3.B24{PSM| [=.n[a1[=.:[53]=4[55]56 sv]s&[m].r[r-].-;:-*]53].:-:4
' E ) K F T Y [ R = G 2] v [N E ¥
F I 8 | T | I K K 3 R OW 1 F Al
F L3 I, F T A O R 5 G R W 0 K Y
F N 28 F T I | R | G R W o R A
EoA K oOF 1A 2 B oK DKW D K Y
E 2 K F T A A Iz | 3 R VW G 5 Y
F 4 3 F T A H R R [} R W 0 A)
E & K F I & H K A G B W @ K v
2 M [ F T I [ 5 N 3RO QP Y
F 4 K, F T A M R G R W 2 K Y
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SwissProtP31025 83 [ 84 [ 85 |86 | 87 |88 [ 89 | 90|91 92| 93|94 | 95|96 |97
AB4004 65|66 |67 68|69 |70 71|72 73|74 |75] 76|77 [ 78] 79
wl TLc26 K AV L E KT DEUPGK VY T A
m3-B24(PsM) [65[66 (67|68 |69 7071 |72| 73|74 |75 76[77[78]79]
$191.4-B24 K L V L E K TDEUPGK Y T A
$351.5-M21 K DV L E K T DEUZPGK Y T A
$276.2-K04 K L V L E K T DEUFPGK Y T A
$308.5-K12 K L VvV L E KT DEUFPGK Y T A
$308.5-F08 K L VvV L E K TDEVFPGIK Y T A
$308.5-L4 K L vV L E K TDEUPGIK Y T A
$308.5-L20 K L V L E K TDETUFPGIK VY T A
$308.5-N1 K L V L E K TODTET PGIK Y T A
$308.3-010 K L V L E K T DEUFPG K Y T A
$308.5-N20 K L VvV L E K T DEUPGK Y T A
SwissProt P31025 44 D0 a1 oz ea o ros | s sS toa o et s
AB4004 80 r1 | sz |83 aaas [ [araaealaw ooz s oa
o TLRT D G G K + W oA ¥ 1 | K 5 H v K
M3-B24iPSM)  an r1 |42 [ e |aa [as [ [ar ] safan ] an [ar[ar]ai] ae]
S5t § BId 55 6 R H vV A Y 1 I R 5 H W K
CRIT R YIS 5 G G R OH ¥ A Y 1 1 kK 5 H W K

5 6 6 R H Vv A Y 1 I R 5 H v K

5 [EI F H 3 A, Y | | |14 5 H W K
ST EFS 5 5 6 R H vV A Y 1 I RFE 35 H v K
G308 L4 S 3 G R H Vv & Y 1 1 R 5§ H w K
o : 5 46 G R H ¥ A Y 1 1 R 5 H v K
a3 353 G R H OV oA Y 1 I R 5 H v oK

5 G G R H ¥ A Y 1 1 R 5 H W OK

5 5 G R H vV A Y 1 I R 5 H W K
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SwissProtP31025|113]|114|115]116|117| 118119120 121122123124 125|126 | 127

AB4004 95 |96 | 97 [ 98 | 99 |100] 101|102|103[104]105]106] 107 | 108 109
wt TLc26 D HY |I F Y S EGTETLUHTGEKP
M3-B24(PSM) |95 |96 | 97 | 98 | 99 [100[101]102]103[ 104[ 105]106] 107] 108 109
$191.4.B24 D HY I FHSETGTLT GCU®PGO QFP
$351.5-M21 D HY I FY SEGTLTG CZPGa QZP
$276.2-K04 D HY | FHSETGTLT CU®PGO QQFP
5308.5-K12 D H ¥ | F H 8§ E G L C P G Q P
5308.5-F08 D H Y | F H S E G L C P G Q P
$308.5-L4 D HY I FHSETGTLT CZPG QFP
$308.5-L.20 D HY I FHSEGTLT CZPG QSFP
5308.5-N1 D H Y | FH § E G L C P G Q P
$308.3-010 D HY I FHSETGTLT CZ®PGTO QP
$308.5-N20 D HY I FHSETGTLTC CEPTG QSFP

SwiscProt PI1025 10k s 1] st e e i s [l st |l

AB4004 INIEI ER A RV BE KR A SR 1Y RH B R R A R R R I B P RN R
et T_idv woP oo W LY G R OD P K NN L
R TR R EE R B B B R R S S R
N I 3 3 R N P = W | W G R o P " M N |
SURT RN Y P {: W us L 3 : K = F " N N L
S07n DKRNA W P {: N Wy L 'y Gz R . = " M N l
HACH B K N P & N W L Y G R .l B L8 M N L
SATd S FDE voOPZ v W L v G R P A NN OL
S3T4 N voP S W LW kK F < N N L
SATAELIN Y P G u Wy L W G R . = L N M |
SI0H AN W F i N W | ) G R T3 F " A8 N |
SAA L) Yy B i Wy L / G H i ! " N N L
SATA R NTT N P {: N W L 3 G R . P L N N |
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SwissProt P31025 | 1431441145146 147 | 148149 150| 151152 153|154 155 156|157

AB4004 125 126|127 128[ 120 130131 | 132|133 134 [ 135 | 136 | 137 | 138|130
wt TLc26 E A L EDFE KA ATGATRG L
M3-B24(PSM)  125]126]127]128]129] 130]131]132[ 133] 134 135] 136 | 137 | 138 ] 139]
$191.4-B24 E A L E D F E K A A G A R G L
$351.5-M21 E A L EDTFEKAATGA ARG L
$276.2-K04 E A L EDF E K AATGATZ RG L
S308.5-K12 E A L EDFE KAATGATRG L
$308.5-F08 E A L EDFE K AATG G AT RG L
$308.514 E A L EDF E K AU ATGATZ RG L
5308.5-L20 E A L EDF E KA AG AT RG L
$308.5-N1 E A L EDFE KAA ATG G AT RG L
$308.3-010 E A L EDF E K AAGATZ RG L
$308.5-N20 E A L EDF E K AAGAURG L

SwissProt P25 SR 1| R 1A [ R ISE [ R TES | “RA | 1FT | AR [ 1R Tr 1T 1TC

AB4004 AR TN IRECR N IR Pl Y IR0 I A0 B - (R T - 3 (B IR3=] BT IR B0 I BVl I R-ac) IR
Wt TLa2h 5 ! | | - | S . T a5

M3-B24{PSM) 'ltfll 141] '.1;'1 1::’.1 '44] 1-:!11 '.t-:;] r47] ’.:-.q] 14!1[".::1 h

ST 4.H24 s 1 & > 0 - 1 K K 2 s & s 8
R TAR I Uk 3T F 5 I P R I = F T 3 &
FOT0 KN R - R L T - T 508
SA06 5 KD s T E S o+ _ 1 P R IZ =T E T 35 &
5308 Lpa 5 1 E &% 1 - I P R 5L s & T 5 04
SA0E 5 L4 5 T s 4+ . 1P R O 5 © T 3 5
A0 S 2D 5 T B 5 - I PR LI 5 &= 7 3 a
538 N 5 1T E S 1 - 1 P R LS B T &5 0%
HANE 301D 5 T £ 5 I P R 2 & © ~ 35 &
5308 5-K20 5 1 & 5 0 - | BF KH I 5 E T 3 5
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SwissProt P31025] 17|17+

AB4004 e T Sekil 2 {onceki sayladan devam)
wt TL.26 FG
M3-824(PSM)
191 2y P G
SN R I (U PG
SATE T K4 P G
HANGLAEK1D PG
3306 58-FCA PG
53065 L4 PG
SANE A 2D P G
LR INLEON [ S
H30R.3 00 PG
SANE SN P G
150
® B2 PAl #9484
s KG4 PALA2341
€ 100 * 104 FAaL#2438
Y * K20 PALT 2448
L)
> - OB PA & a5k
E
3 - 20 FAL#Z2453
£ 307 ® 010 FAL#2454
® SO EALR2ANH
o T T T T
0001 001 01 1 10
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% Stimulasyon
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IC.80 F 7 Pro {ferayyon 1250 TF* Praliferasyor | Biacote af aitesi
analiziiL-" 3 {mM; , Atz g nng) <M
S276 2 KNd ‘18 36 2 30F 11
SIE L FCE ) 74 . J& | 201E-11
SINE § N T 44 J41E 1
S3INB L L20 ) B 3 . b2 I 2 49E-11
S35 A 57 B 1
5308 5 MN2C 276 . 5G J48E-11
S3IE 30N 51 75 1 32F 17
S19° 4 Bid | 364 . a1 T0E- 13
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