OZET

MODIFIKASYONA BAGLI AKTIVITE TAHLILLERI

5  Bir modifikasyon igeren rekombinant polipeptitlerin mevcudiyetinin ve/veya aktivitesinin

olgllmesine yonelik yontemler, sistemler ve kitler burada agiklanmaktadir.
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ISTEMLER

1. Bir modifikasyon igeren bir rekombinant polipeptitin mevcudiyetinin tespit edilmesine

yonelik bir yéntem olup, yontem asad(diki adimlaricermektedir:

yakalama ajanlnl modifikasyona segici sekilde badlanmashb olanak veren kosullar
altlmda modifikasyonu secici sekilde badlayan bir vyakalama ajanlbh sahip
modifikasyonu iceren rekombinant polipeptiti kapsayan bir numunenin inkibe
edilmesi, boylelikle bir polipeptit-ajan  kompleksinin  olusturulmasd burada
rekombinant polipeptit ile iligskilendirilen modifikasyon, PEGilasyon, HESilasyon,
nisastalama veya polisiyalilasyonun en az birinden secilmektedir ve burada yakalama
ajan[bir modifikasyon-tanlma antikorudur;

numuneden polipeptit-ajan kompleksinin saflastihasve

rekombinant polipeptitin  mevcudiyetinin ve/veya bir polipeptit aktivitesinin tahlil
edilmesi, burada rekombinant polipeptit ve/veya polipeptit aktivitesinin tespit

edilmesi, modifikasyonu igeren rekombinant polipeptitin mevcudiyetinin gdstergesidir.

2. Istem 1'e gére yéntem olup, burada numune, modifiaksyona sahip olmayan bir polipeptiti

vefveya farklCbir modifikasyon drantlisine veya derecesing sahip olan bir polipeptiti
kapsamaktad(t] tercihe badlCdlarak

burada rekombinant polipeptit, bir bliyiime faktorli, bir sitokin, bir baglslkl Kl diizenleyici
ajan, bir hormon, bir antikor, bir enzim, bir enzim inhibitorii, bir proteaz, bir proteaz
inhibitérii, bir esteraz, bir transferaz, bir oksidorediiktaz, bir hidrolaz, bir asparajinaz, bir
adenozin deaminaz, bir norotoksin, bir karaciger proteini, bir pankreatik protein, bir kas
proteini, bir beyin proteini, bir akciger proteini veya bir kan proteinidir;

tercihe badlCblarak burada esteraz bir bitirilkolinesteraz veya bir asetilkolinesterazdIr}
tercihe bagl[blarak burada sitokin bir kemokin, bir lenfokin, bir timoér nekroz faktérii, bir
hematopoietik faktordiir;

tercihe baglCblarak burada badskiKl diizenleyici ajan bir interldkin veya bir interferondIt}
tercihe baglCblarak burada kan proteini bir eritropoiez-stimiilasyon ajan[Jbir proteaz, bir
proteaz inhibitorlii veya bir koagllasyon faktéridir; tercihe baglTolarak burada
eritropoiez-stimilasyon ajanCbir eritropoietin veya bir darbepoetindir; tercihe baglCblarak
burada proteaz tripsin, Kimotripsin, elastaz, pepsin veya ADAMTS13'tlir; tercihe bagld
olarak burada proteaz inhibitord, al-antitripsin, al-antikimotripsin, Cl-inhibitdri, veya o2-

antiplazmin, antitrombindir;
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tercihe badlCblarak burada koagllasyon faktérl bir Faktor II, bir Faktor IIa, bir Faktor VII,
bir Faktor VIIa, bir Faktor VIII, bir Faktor VIIIa, bir Faktor IX, bir Faktor IXa, bir Faktor X,
veya bir Faktor Xa'dlr}

tercihe baglColarak burada kan proteini ADAMTS-13, ol-antiplazmin, «2-antiplazmin,
antitrombin, antitrombin III, kanser prokoagulan[deritropoietin, Faktdr II, Faktor Ila.
Faktor V, Faktor Va, Faktdr VI, Faktor Via, Faktor VII, Faktdr VIla, Faktor VIII, Faktor
VIIIa, Faktor IX, Faktor IXa, Faktor X, Faktor Xa, Faktor XI, Faktor Xla, Faktér XII, Faktor
XIla, Faktor XIII, Faktdr XIIIa, fibronektin, fibrinojen (Faktdr I), heparin kofaktor II,
yiiksek molekiiler agmK Ckininojen (HMWK), intramiskiler immiinoglobulin, intraventz
immdnoglobulin, plazmin, plazminojen, plazminojen aktivatdr inhibitdrii-1 (PAIL),
plazminojen aktivatdr inhibitdéra-2 (PAIZ2), prekallikrein, prostasiklin, protein C, aktif
protein C (APC), protein S, protein Z, protein Z ile ilgili proteaz inhibitérd, trombomodulin,
doku faktori (Faktor III), Doku Faktérd yolak inhibitdri (TFPI), doku plazminojen
aktivatdr( (t-PA), Urokinaz, ve Von Willebrand Faktdriidir.

. Istemler 1 ila 2'den herhangi birine gére ydntem olup, burada numune, rekombinant

polipeptitin saflastifImEIbir preparasyonunu, rekombinant polipeptitin klsmen saflagtirlh ]
bir preparasyonunu, rekombinant polipeptitin saflastfimam[s bir preparasyonunu,
rekombinant polipeptitin formdile edilmis bir preparasyonunu; rekombinant polipeptitin bir
ham o6zitiind, rekombinant polipeptitin bir fraksiyonlu &ziitlind, rekombinant polipeptiti
kapsayan bir hicre lizatlnllyeya bir biyolojik numuneyi kapsamaktadIr;}

tercihe badlTolarak burada biyolojik numune, hiicreler, bir doku numunesi, bir kan
numunesi, bir viicut siMIS[Inumunesi veya bir bireyden dogrudan allbbn bir organ
numunesini icermektedir;

tercihe baglCblarak burada vicut sivIs[idrar, tikiriik, meni, digk[Jsalya, safra, serebral
sivlInazal surlintii, Grogenital siriintl, nazal aspirat, veya omurilik siIsIdlr]

tercihe bagldlarak burada biyolojik numune, bir bireyden dogrudan al@Bn bir numuneden
elde edilen bir preparasyondur;

tercihe baglJolarak burada bireyden dodrudan alldbn numuneden elde edilen
preparasycn, bir kan numunesinin bir plazma fraksiyonu, bir kan numunesinin bir serum

fraksiyonu veya bir saflastiiina prosesine ait bir eluattir

. Numunenin, rekombinant polipeptitin tespit edilebilirliinin artlthas] icin  veya

rekombinant polipeptitin aktivitesinin artillfhasTigin islem gérdiigl; tercihe badlCblarak
islemin, lisizleme, seyrelti, saflagtlfina, ozitleme, filtreleme, damina, ayltna,
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konsantrasyon, kar(san bilesenlerin inaktivasyonu, tepkenlerin ilave edilmesi veya bunlarnl

herhangi bir kombinasyonunu icerdigi, Istemler 1 ila 3'ten herhangi birine gére yontem.

. Yakalama ajan@ln, modifikasyonu iceren bir polipeptit icin 1 x 10° M*sden fazla, 1 x 10°

M7 sden fazla, 1 x 10" M s7'den fazla, veya 1 x 10° M sVden fazla olan bir birlesme
hzL3abitine sahip oldugu; tercihe bagl[dlarak yakalama ajanbln, modifikasyonu iceren bir
polipeptit icin, 1 x 107 s¥den az, 1 x 10" s'den az, veya 1 x 10®° s”den az olan bir
ayrlsima hzLsabitine sahip oldugu; tercihe baglCblarak yakalama ajanilnl, modifikasyonu
iceren bir polipeptit igin, 0.500 nM'den az, 0.450 nM’'den az, 0.400 nM'den az, 0.350
nM'den az, 0.300 nM'den az, 0.250 nM'den az, 0.200 nM'den az, 0.150 nM’den az, 0.100
nM'den az, veya 0.050 nM'den az olan bir denge ayrlsina sabitine sahip oldugu; tercihe
baglCblarak yakalama ajaniln, modifikasyona sahip olmayan bir polipeptit veya farklChir
modifikasyon 8riintiisiine veya derecesine sahip olan bir polipeptit icin, 1 x 10° M s'den
az, 1 x 10' M* s¥den az, 1 x 10° M* s¥den az, 1 x 10° M s¥den az, veya 1 x 10° M 5
"den az olan bir birlesme hEZsabitine sahip oldugu; tercihe bagl[blarak bu tiir bir
modifikasyona sahip olmayan bir rekombinant polipeptite yonelik yakalama ajaninlnl
birlesme hEzLkabitine (Ka) ve/veya farklChir modifikasyon &riintiisiine veya derecesine
sahip olan bir rekombinant polipeptite yonelik yakalama ajan@lnl birlesme hETkabitine
(Ka) gére, yakalama ajan@In, bir modifikasyon iceren rekombinant polipeptit icin, 1 x 10°
M? slden fazla, 1 x 10' M? s¥den fazla, 1 x 10> M? s'den fazla, 1 x 10° M sden
fazla, veya 1 x 10* M s"den fazla olan bir birlesme hZlkabitine (Ka) sahip oldugu;
tercihe bagl[blarak, yakalama ajan@in] bir modifikasyon igeren rekombinant polipeptit
icin, bu tiir bir modifikasyona sahip olmayan bir rekombinant polipeptite yonelik yakalama
ajannl birlesme hEkabitinden (Ka) vefveya farklCbir modifikasyon orlintiisiine veya
derecesine sahip olan bir rekombinant polipeptite yonelik yakalama ajan@ldl birlesme hizL]
sabitinden (Ka), en az 2 kat fazla, en az 3 kat fazla, en az 4 kat fazla, en az 5 kat fazla, en
az 6 kat fazla, en az 7 kat fazla, en az 8 kat fazla, en az 9 kat fazla, en az 10 kat fazla, en
az 100 kat fazla, en az 1,000 kat fazla veya en az 10,000 kat fazla olan bir birlesme h[z[J
sabitine (Ka) sahip oldugu; tercihe bagl[olarak bu tiir bir modifikasyona sahip olmayan bir
rekombinant polipeptite gore ve/veya farkl[bir modifikasyon érintlisiine veya derecesine
sahip bir rekombinant polipeptite gbre yakalama ajan(oln, bir modifikasyon igeren bir
rekombinant polipeptit icin en az 2:1, en az 3:1, en az 4:1, en az 5:1, en az 6:1, en az
7:1, en az 8:1, en az 9:1, en az 10:1, en az 15:1, en az 20:1, en az 25:1, en az 30:1, en
az 35:1, veya en az 40: 1 olan bir baglama 6zguilliigl oranlnb sahip oldugu; tercihe baglC]
olarak yakalama ajanmInl cok degerlikli bir yakalama ajanCbldudu, Istemler 1 ila 4ten
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herhangi birine gdre ydntem.

. Yakalama ajanmln, bir modifikasyon iceren rekombinant polipeptiti, aynllolan ancak

modifikasyona sahip olmayan bir polipeptitten aylrt ettigi; tercihe baglCblarak yakalama
ajanilnl, bir modifikasyon igeren rekombinant polipeptiti, aynOolan ancak aynO
modifikasyonun farklChir Orlintiisiine veya derecesine sahip olan polipeptitten ayltt ettidi,

Istemler 1 ila 5ten herhangi birine gére yontem.

. Medifikasyon tanima antikorunun, bir anti-karbonhidrat antikoru, bir anti-asetil antikoru,

bir anti-alkil antikoru, bir anti-metil antikoru, bir anti-amit antikoru, bir anti-karboksil
antikoru, bir anti-glikozil antikoru, bir anti-polisiyalik asit antikoru, bir anti-hidroksil
antikoru, bir anti-polisakkarit antikoru, bir anti-nisasta antikoru, bir anti-hidroksil-etil
nisasta (HES) antikoru, bir anti-seker antikoru veya bir anti-polietilen glikol {PEG) antikoru
oldugu, Istemler 1 ila 6'dan herhangi birine gére ydntem.

. Istemler 1 ila 7'den herhangi birine gére yoéntem olup, burada modifikasyonu iceren

rekombinant polipeptit veya modifikasyonu iceren rekombinant koagilasyon faktérd, bir
PEGile Faktér II, bir PEGile Faktor ITa, bir polisiyalillenmis Faktdr II, bir polisiyalillenmis
Faktorl IIa, bir HESile Faktdr 11, bir HESile Faktér Ila, bir nisastalanmisl Faktor I veya bir
nisastalanm(sFaktsr I1a'dlr)

veya burada modifikasyonu iceren rekombinant polipeptit veya modifikasyonu iceren
rekombinant koagiilasyon faktor(i, bir PEGile Faktdr VII, bir PEGile Faktor VIIa, bir
polisiyalillenmis Faktér VII, bir polisiyalillenmis Faktor VIIa, bir HESile Faktor VII, bir
HESile Faktér VIIa, bir nisastalanmis] Faktor VII, veya bir nisastalanmis] Faktér VIIa'dic)
veya burada modifikasyonu iceren rekombinant polipeptit veya modifikasyonu iceren
rekombinant koagilasyon faktér(, bir PEGile Faktér VIII, bir PEGile Faktér VIIIa, bir
polisiyalillenmis Faktor VIII, bir polisiyalillenmis Faktér VIIIa, bir HESile Faktor VIII, bir
HESile Faktor VIlIa, bir nisastalanmisl Faktor VIII, veya bir nisastalanmglFaktor VIIIa‘dl)
veya burada modifikasyonu iceren rekombinant polipeptit veya modifikasyonu iceren
rekombinant koagilayon faktéri, bir PEGile Faktér IX, bir PEGile Faktdr IXa, bir
polisiyalillenmig Faktor IX, bir polisiyalillenmis Faktor IXa, bir HESile Faktor IX, bir HESIle
Faktorl IXa, bir nisastalanmislFaktor IX, veya bir nisastalanm lFaktor IXa'd (]

. Yakalama ajanlll bir kat[CHestege tutturuldudu; tercihe bagdlCblarak katCHestegin, gok

kuyucuklu bir plaka, bir film, bir tip, bir tabaka, bir situn veya bir mikropartikiil oldugu,
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Istemler 1 ila 8'den herhangi birine g&re y&ntem.

10. Asag[dikileri mevcudiyetinin tespit edilmesine yonelik bir ydntem:

(i) Bir PEGile rekombinant Faktori VII, yéntem su adbhlarCigermektedir: anti-PEG
antikorunun PEGile rekombinant Faktor VII'ya secici sekilde baglanmasb olanak
veren kosullar altibda bir anti-PEG antikoruna sahip PEGile rekombinant Faktér VII'y[]
kapsayan bir numunenin inkiibe edilmesi, bo&ylelikle bir Faktér VII-antikor
kompleksinin  olusturulmasid numuneden Faktér VII-antikor  kompleksinin
saflagttmas]ve rekombinant Faktér VII'n[al mevcudiyetinin ve/veya bir Faktdr VII
aktivitesinin tahlil edilmesi, burada Faktdr VII ve/veya Faktor VII aktivitesinin tespit
edilmesi, PEGile rekombinant Faktdr VII'nlnl mevcudiyetinin gostergesidir, burada
PEGile rekombinant Faktdr VII, bir Faktdr VII ve/veya bir Faktor VIIa'd ]

(i) bir polisiyalillenmis rekombinant Faktér VII, yontem su admlarCikermektedir: anti-
PSA  antikorunun polisiyalillenmis rekombinant Faktér VII'ya segici gekilde
baglanmasib olanak veren kosullar altida bir anti-PSA antikoruna sahip
polisiyalillenmis rekombinant Faktér VII'yCkapsayan bir numunenin inklbe edilmesi,
boylelikle bir Fakttér VII-antikor kompleksinin olusturulmasdnumuneden Faktdr VII-
antikor kompleksinin saflastrihas] ve rekombinant Faktor VII'mAl mevcudiyetinin
ve/veya bir Faktor VII aktivitesinin tahlil edilmesi, burada Faktdr VII ve/veya Faktor
VII aktivitesinin tespit edilmesi, polisiyalillenmis rekombinant Faktdr VII'nlol
mevcudiyetinin  géstergesidir, burada polisiyalillenmis rekombinant Faktdr VII, bir
Faktor VII ve/veya bir Faktor VIIa'dl)

(iii) bir HESile rekombinant Faktdr VII, yontem su admlarUicermektedir; anti-S
antikorunun HESile rekombinant Faktor VII'ya secici sekilde baglanmashb olanak
veren kosullar altlida bir anti-S antikoruna sahip HESile rekombinant Faktor VII'y(Od
kapsayan bir numunenin inkibe edilmesi, boylelikle bir Faktor VII-antikor
kompleksinin  olusturulmasl numuneden Faktér VII-antikor kempleksinin
saflastithasdve rekombinant Faktdr VII'n[@ mevcudiyetinin ve/veya bir Faktdr VII
aktivitesinin tahlil edilmesi, burada Faktér VII ve/veya Faktdr VII aktivitesinin tespit
edilmesi, HESile rekombinant Faktor VII'nlo mevcudiyetinin géstergesidir, burada
HESile rekombinant Faktdr VII, bir Faktdr VII ve/veya bir Faktor VIIa'd(]

{iv) bir nisastalanmiglrekombinant Faktor VII, yontem su admlarCgermektedir: anti-S
antikorunun nigastalanmls] rekombinant Faktdr VII'ya segici sekilde badlanmasina

olanak veren kosullar altihda bir anti-S antikoruna sahip nisastalanmisl rekombinant
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Faktér VII'y(Kapsayan bir numunenin inkibe edilmesi, bdylelikle bir Faktdr VII-antikor
kompleksinin  olusturulmasil numuneden  Faktor  VII-antikor  kompleksinin
saflasttIhas(;1ve rekombinant Faktor VII'nldl mevcudiyetinin ve/veya bir Faktér VII
aktivitesinin tahlil edilmesi, burada Faktdr VII ve/veya Faktor VII aktivitesinin tespit
edilmesi, nigastalanmlgl rekombinant Faktor VII'n[Al mevcudiyetinin gdstergesidir,
burada nisastalanm(s] rekombinant Faktor VII, bir Faktor VII ve/veya bir Faktor
VIIa'd[]

{v) bir PEGile rekombinant Faktori VIII, ydntem su admlarlicermektedir: anti-PEG
antikorunun PEGile rekombinant Faktdr VIII'va segici sekilde badlanmasha olanak
veren kosullar altlada bir anti-PEG antikoruna sahip PEGile rekombinant Faktér VIIT'y[O
kapsayan bir numunenin inkibe edilmesi, bdylelikle bir Faktdér VIII-antikor
kompleksinin  olusturulmasll numuneden Faktdor VIII-antikor kompleksinin
saflastdhas(dve rekombinant Faktér VIII'n mevcudiyetinin ve/veya bir Faktor VIII
aktivitesinin tahlil edilmesi, burada Faktor VIII ve/veya Faktor VIII aktivitesinin tespit
edilmesi, PEGile rekombinant Faktdr VIII'nlnl mevcudiyetinin gostergesidir, burada
PEGile rekombinant Faktor VIII, bir Faktor VIII vefveya bir Faktor VIIIa'dlr}

{vi) bir polisiyalillenmis rekombinant Faktér VIII, yontem su adbilarCicermektedir:
anti-PSA antikorunun polisiyalillenmis rekombinant Faktér VIII'ya segici sekilde
baglanmasiolh olanak veren kosullar altbida bir anti-PSA antikoruna sahip
polisivalillenmis rekombinant Faktor VIII'yv[kapsayan bir numunenin inkiibe edilmesi,
béylelikle bir Faktér VIII-antikor kompleksinin olusturulmasiInumuneden Faktér VIII-
antikor kompleksinin saflastfihas]ve rekombinant Faktér VIIT'nal mevcudiyetinin
vefveya bir Faktér VIII aktivitesinin tahlil edilmesi, burada Faktor VIII ve/veya Faktor
VIII aktivitesinin tespit edilmesi, polisivalillenmis rekombinant Faktdr VIII'n@l
mevcudiyetinin gdstergesidir, burada polisiyalillenmis rekombinant Faktér VIII, bir
Faktér VIIT ve/veya bir Faktor VIITa'dlr}

{vii) bir HESile rekombinant Faktor VIII, yontem su admlarCicermektedir: anti-S
antikorunun HESile rekombinant Faktér VIII'ya secici sekilde badlanmasha olanak
veren kosullar altda bir anti-S antikoruna sahip HESile rekombinant Faktér VIII'y(
kapsayan bir numunenin inklibe edilmesi, bdylelikle bir Faktér VIII-antikor
kompleksinin  olusturulmasll numuneden Faktor VIII-antikor  kompleksinin
saflastlihasJve rekombinant Faktdr VIII'n[A mevcudiyetinin ve/veya bir Faktor VIII
aktivitesinin tahlil edilmesi, burada Faktdr VIII ve/veya Faktor VIII aktivitesinin tespit
edilmesi, HESile rekombinant Faktér VIII'nlal mevcudiyetinin gostergesidir, burada
HESile rekombinant Faktor VIII, bir Faktor VII ve/veya bir Faktor VIIIa'dr)
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{viii) bir nisastalanm(sl rekombinant Faktér VIII, yontem su admlarCicermektedir:
anti-S antikorunun nisastalanmE rekombinant Faktor VIII'va secici sekilde
baglanmaslob olanak veren kosullar altibda bir anti-S antikoruna sahip nisastalanmls]
rekombinant Faktér VIII'y[ kapsayan bir numunenin inklbe edilmesi, bodylelikle bir
Faktér VIII-antikor kompleksinin olusturulmasli] numuneden Faktoér VIII-antikor
kompleksinin saflastlfithas(Ive rekombinant Faktér VIII'n mevcudiyetinin ve/veya
bir Faktoér VIII aktivitesinin tahlil edilmesi, burada Faktor VIII ve/veya Faktor VIII
aktivitesinin tespit edilmesi, nisastalanmlslrekombinant Faktdr VIII'nlnl mevcudiyetinin
gdstergesidir, burada nigastalanmisl rekombinant Faktér VIII, bir Faktdr VIII ve/veya
bir Faktér VIIIa‘'dlr]

(ix) bir PEGile rekombinant Faktort IX, yontem su adlmlarClcermektedir: anti-PEG
antikorunun PEGile rekombinant Faktér IX'e secici sekilde baglanmasioh olanak veren
kosullar altda bir anti-PEG antikoruna sahip PEGile rekombinant Faktor IX'i
kapsayan bir numunenin inkiibe edilmesi, bdylelikle bir Faktdr IX-antikor kompleksinin
olugturulmasl] numuneden Faktér IX-antikor kompleksinin saflagtitithasl] ve
rekombinant Faktdér IX'in mevcudiyetinin vefveya bir Faktor IX aktivitesinin tahlil
edilmesi, burada Faktér IX ve/veya Faktdr IX aktivitesinin tespit edilmesi, PEGile
rekombinant Faktdr IX'in mevcudiyetinin gostergesidir, burada PEGile rekombinant
Faktdr IX, bir Faktor IX ve/veya bir Faktor IXa'dl)

{x) bir polisiyalillenmis rekombinant Faktori IX, yontem su admlarCicermektedir:
anti-PSA antikorunun polisiyalillenmis rekombinant Faktér IX'e segici sekilde
badlanmasiiia olanak veren kogullar althida bir anti-PSA antikoruna sahip
polisilyalillenmis rekombinant Faktér IXi kapsayan bir numunenin inklibe edilmesi,
bdylelikle bir Faktdr IX-antikor kompleksinin olusturulmasd numuneden Faktor IX-
antikor kompleksinin saflastichasl] ve rekombinant Faktér IX'ine mevcudiyetinin
ve/veya bir Faktdr IX aktivitesinin tahlil edilmesi, burada Faktdr IX ve/veya Faktor TX
aktivitesinin tespit edilmesi, polisiyalillenmis rekombinant Faktdr IX'in mevcudiyetinin
gdstergesidir, burada polisiyalillenmis rekombinant Faktdr IX, bir Faktér IX ve/veya bir
Faktér IXa'd(d]

{xi) bir HESile rekombinant Faktoérd IX, ydntem su admlarCligermektedir: anti-S
antikorunun HESile rekombinant Faktor IX'e segici sekilde baglanmasioh olanak veren
kosullar altibda bir anti-S antikoruna sahip HESile rekombinant Faktor IX'i kapsayan
bir numunenin inkiibe edilmesi, bdylelikle bir Faktér IX-antikor kompleksinin
olusturulmas;l numuneden Faktér IX-antikor kompleksinin saflagtitithas] ve

rekombinant Faktér IXin mevcudiyetinin ve/veya bir Faktdor IX aktivitesinin tahlil
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11.

12.

13.

14.

edilmesi, burada Faktdér IX ve/veya Faktér IX aktivitesinin tespit edilmesi, HESile
rekombinant Faktor IX'in mevcudiyetinin gostergesidir, burada HESile rekombinant
Faktoér IX, bir Faktor IX vefveya bir Faktor IXa'dl)

{xii) bir nisastalanmlslrekombinant Faktéri IX, ydntem su adlmlarCcermektedir: anti-
S antikorunun nisastalanmisl rekombinant Faktor IX'e segici sekilde bagdlanmasha
olanak veren kosullar altbda bir anti-S antikoruna sahip nisastalanmisl rekombinant
Faktor IX'i kapsayan bir numunenin inklibe edilmesi, béylelikle bir Faktér IX-antikor
kompleksinin  olusturulmasll] numuneden  Faktér IX-antikor  kompleksinin
saflagthas] ve rekombinant Faktér IX'in mevcudiyetinin vefveya bir Faktér IX
aktivitesinin tahlil edilmesi, burada Faktor IX vefveya Faktdr IX aktivitesinin tespit
edilmesi, nisastalanmlislrekombinant Faktor IX'in mevcudiyetinin gostergesidir, burada

nisastalanmlislrekombinant Faktor IX, bir Faktdr IX ve/veya bir Faktor IXa'dlcl

Tahlil admmn, bir niteliksel tahlil veya bir niceliksel tahlil kullan@@rak gerceklestirildigi,
tercihe bagl[dlarak tahlil adm@ln, bir in vitro tahlil, bir hiicre bazl(Hahlil veya bir in vivo

tahlil kullan@@rak gerceklestirildigi, Istemler 1 ila 10’dan herhangi birine gére yontem.

Istemler 1 ila 11’den herhangi birine gére yéntem olup, burada tahlil adEh[]spesifik
olmayan bir polipeptit tahlili veya spesifik olan bir polipeptit tahlili kullanl@rak
gerceklestiriimektedir; tercihe badlCblarak burada spesifik olmayan polipeptit tahlili bir
UV absorbsiyon tahlili, bir bitire tahlili veya bir Bradford tahlilidir;

tercihe baglColarak burada spesifik olan polipeptit tahlili bir kromojenik tahlil, bir
kolorimetrik  tahlil, bir kronometrik tahlil, bir kemiluminesans tahlili, bir
elektrokemiluminesans tahlili, bir biyoluminesans tahlili, bir florojenik tahlil, bir rezonans
enerji aktarlm tahlili, bir dizlemsel polarizasyon tahlili, bir aklg] sitometrisi tahlili, bir
immiin bazl[Fahlil veya bir aktivite tahlilidir; tercihe baglCdlarak burada aktivite tahlili bir
enzimatik aktivite tahlili, bir inhibitdr aktivitesi tahlili, bir koagulasyon aktivitesi tahlili

veya bir polimerizasyon aktivitesi tahlilidir.

Yakalama ajanhnl segici sekilde baglanmashln nétr ila alkalin arasChir pH'ta meydana
geldidi, Istemler 1 ila 12'den herhangi birine gore yontem.

Rekombinant polipeptitin bir terap&tik polipeptit oldugu; tercihe badlCblarak terapotik
polipeptitin, Faktor IX (FIX), Faktér VIII (FVIID), Faktor VIla (FVIIa), Von Willebrand
Faktorl (VWF), Faktor V (FV), Faktor X (FX), Faktor XI (FXI), Faktor XII (FXII), trombin
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{FN), protein C, protein S, tPA, PAI-1, doku faktoéri (TF), ADAMTS 13 proteaz, IL-1 alfa,
IL-1 beta, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-11, koloni stimulasyon faktora-1 (CSF-1), M-CSF,
SCF, GM-CSF, grandlosit koloni stimUlasyon faktori (G-CSF), EPO, interferon-a (IFN- «),
konsensus interferon, IFN-p, IFN-y, IFN-, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-14, IL-
15, IL-16, IL-17, IL-18, IL-19, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-24, IL-31, IL-32 alfa, IL-33,
trombopoietin (TPO), Ang-1, Ang-2, Ang-4, Ang-Y, anjiyopoietin-benzeri polipeptit 1
(ANGPTL1), anjiyopoietin-benzeri polipeptit 2 (ANGPTL2), anjiyopoietin-benzeri polipeptit
3 (ANGPTL3), anjiyopoietin-benzeri polipeptit 4 (ANGPTL4), anjiyopoietin-benzeri
polipeptit 5 (ANGPTLS), anjiyopoietin-benzeri polipeptit 6 (ANGPTL6), anjiyopoietin-
benzeri polipeptit 7 (ANGPTL?), vitronektin, vaskiler endotelyal biylime faktdéri (VEGF),
anjiyojenin, aktivin A, aktivin B, aktivin C, kemik morfojenik protein-1, kemik morfcjenik
protein-2, kemik morfojenik protein-3, kemik morfojenik protein-4, kemik morfojenik
protein-5, kemik morfojenik protein-6, kemik morfojenik protein-7, kemik morfojenik
protein-8, kemik morfojenik protein-9, kemik morfojenik protein-10, kemik morfojenik
protein-11, kemik morfojenik protein-12, kemik morfojenik protein-13, kemik morfojenik
protein-14, kemik morfojenik protein-15, kemik morfojenik protein reseptoril IA, kemik
morfojenik protein reseptorii IB, kemik morfojenik protein reseptérii II, beyin tlrevli
norotrofik faktdr, kardiyotrofin-1, siliyer nétrofik faktér, siliyer nétrofik faktdr reseptor,
kripto, kriptik, sitokin-indiikli notrofil kemotaktik faktor 1, sitokin indUklG nétrofil,
kemotaktik faktdr 2e, sitokin indukli nétrofik kemotaktik faktor 2, B-endotelyal hiicre
bliylime faktorl, endotelin 1, epidermal biyame faktorl, epijen, epiregulin, epitelyal
tirevli notrofil atraktan[(d fibroblast bliyiime faktdrli 4, fibroblast biiyiime faktori 5,
fibreblast biiyliime faktori 6, fibroblast biyiime faktérl 7, fibroblast biylime faktori 8,
fibroblast biiyiime faktéri 8b, fibroblast biiylime faktéri 8c, fibroblast biiylime faktéri 9,
fibroblast bilyime faktori 10, fibroblast blyume faktorid 11, fibroblast blylime faktdri
12, fibroblast blylime faktérii 13, fibroblast blaylime faktérii 16, fibroblast biyiime
faktdril 17, fibroblast blyime faktdéri 19, fibroblast blylme faktdrli 20, fibroblast
biiyiime faktéri 21, fibroblast biiyiime faktérii asidik, fibroblast biiyiime faktori bazik,
gliyal hiicre hattCxlrevli notrofik faktér reseptorid al, gliyal hiicre hattCtirevli ndtrofik
faktor reseptori o2, blyumeyle ilgili protein, bliyimeyle ilgili protein a, blylmeyle ilgili
protein B, biliyimeyle ilgili protein y, heparin baglama epidermal bliyime faktor(,
hepatosit blylme faktéri, hepatosit blylime faktdrl reseptorid, hepatoma tlrevli
blylme faktorl, insllin benzeri bayame faktorli I, insulin-benzeri blyume faktori
reseptoril, insilin-benzeri blylme faktéri II, insilin-benzeri biyime faktéri baglama

proteini, keratinosit biiylime faktéri, |6semi inhibisyon faktéri, 16semi inhibisyon faktéri
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15.

16.

reseptdrli a, sinir blylme faktdrl, sinir blylime faktérii reseptérl, noropoietin,
norotrofin-3, norotrofin-4, onkostatin M (OSM), plasenta blylme faktori, plasenta
bliyime faktérii 2, platelet turevli endotelyal hiicre blylume faktorl, platelet trevli
biiyime faktord, platelet tiirevli biiylime faktori A zinciri, platelet tirevli blylime faktéri
AA, platelet turevli blyime faktdr(i AB, platelet tlirevli bliylime faktéri B zinciri, platelet
tirevli blyime faktort BB, platelet tirevli biylme faktor( reseptori o, platelet tirevli
bluyime faktorli reseptorli B, 6n-B hicresi biylime stimilasyon faktorl, kék hicre
faktori (SCF), kok hiicre faktoérl reseptdrl, TNF, TNFQ, TNF1, TNF2, dodnustaricl
blyime faktori a, dénistiriici bayume faktord B, doénastlricd blyldme faktéri pl,
donlstiricl buylime faktérd pl1.2, dondstlriGcd blylime faktérda B2, donlstdrici
bliyime faktorii B3, donlstiiricii biyame faktérii p5, latent doniistiricli bilyime
faktorii pl, dénistiiricl blylime faktérl B baglama proteini I, donlstiiriicli blylime
faktoril p baglama proteini II, dénistirici blylime faktori g baglama proteini III, timik
stromal lenfopoietin (TSLP), tUmor nekroz faktorl reseptdri tip I, tUmdr nekroz faktori
reseptort tip II, drokinaz tipi plazminojen aktivator reseptord, fosfolipaz-aktivasyon
proteini (PUP), insulin, lektin risin, prolaktin, koriyonik gonadotropin, foliktl-stimilasyon
hormonu, tiroid-stimilasyon hormonu, doku plazmincjen aktivatdri, IgG, IgE, IgM, IgA,
ve IgD, a-galaktosidaz, p-galaktosidaz, DNAz, fetuin, llteinleyici hormon, &strojen,
insulin, albumin, lipoproteinler, fetoprotein, transferrin, trombopoietin, Urokinaz, integrin,
trombin, leptin, Humira (adalimumab), Prolia (denosumab), Enbrel (etanersept), veya
bunlar@ biyolojik olarak aktif bir fragmenti, tiirevi veya varyantCbldugu, Istemler 1 ila

13'ten herhangi birine gére ydntem.

Modifikasyonun, HESilasyon, nisastalama veya polisiyalilasyonun en az birinden secildigi,

Istemler 1 ila 14'ten herhangi birine gére yéntem.

Asagldakilere gbre hir modifikasyon igeren bir rekombinant polipeptitin mevcudiyetinin

tespit edilmesine yénelik bir ydntemin uygulanmasliin bir kitin kullanbh[]

(i) Istemler 1 ila 14'ten herhangi biri, kit asagdbkileri icermektedir;

(a) yakalama ajaninl modifikasyona segici sekilde baglanmashb olanak veren
kosullar altibida modifikasyona secici sekilde badlanan bir veya daha fazla yakalama
ajan[dburada rekombinant polipeptit ile iliskilendirilen modifikasyon, PEGilasyon,

HESilasyon, nisastalama veya polisiyalilasyonun en az birinden secilmektedir ve
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burada yakalama ajanDbir modifikasyon-tana antikorudur; ve
(b) bir rekombinant polipeptitin mevcudiyetinin ve/veya aktivitesinin tespit edilmesi

icin gerekli olan bir veya daha fazla tepken; veya

(ii) istem 15, kit asag[dakileri icermektedir:

(") yakalama ajaninl modifikasyona secici sekilde badlanmaslob olanak veren
kosullar altinida modifikasyona segici sekilde baglanan bir veya daha fazla yakalama
ajan[dburada rekombinant polipeptit ile iliskilendirilen modifikasyon, HESilasyon,
nisastalama veya polisiyalilasyonun en az birinden secilmektedir ve burada yakalama
ajan[bir modifikasyon-tan(ma antikorudur; ve

(b’) bir rekombinant polipeptitin mevcudiyetinin ve/veya aktivitesinin tespit edilmesi

icin gerekli olan bir veya daha fazla tepken.
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TARIFNAME

MODIFIKASYONA BAGLI AKTIVITE TAHLILLERI

RUCHAN HAKKI TALEBi

Teknik Alan

Modifikasyona baglChktivite tahlillerini olanaklCkldn ydntemler, sistemler ve kitler burada
a¢Klanmaktadlrl

Bulusun Arka Plan[]

Bircok hastallkl veya rahatszlk] viicuttaki belirli bir polipeptitin yetersiz seviyelerinden veya
bu polipeptitin kusurlu versiyonlarmlal (retiminden kaynaklanmaktadltl Genetik mihendisligi
ve molekuler biyolojinin ortaya ¢kimaslyla, replasman polipeptit tedavisi vasfasida bu tar
hastalKlar @l ve rahatsEZlKar@ tedavi edilmesi artK miimkiindiir. Ornegin, rekombinant olarak
dretilen bir polipeptitin  uygulanmasl] endojen polipeptitin  disiik seviyelerine takviye
saglanmas vaskaslyla veya vicut taraflidan Oretilen kusurlu polipeptit icin  ikame
gerceklestiriimesi vasfaskyla bir hastal@¥eya rahatsZGedavi edebilmektedir.

Etkili bir rekombinant polipeptit terapisinin tasarlanmasChak[mndan kritik olarak bir faktor,
viicuda uyguland@inda polipeptitin dolagimsal yar(Bmrinin artfmasidir]l Bir polipeptitin
viicutta aktif olarak kald@klrenin uzunludu, ornegin polipeptitin yarCBmrind artitdn cok
cesitli islevsel gruplar kullanl@rak polipeptitlerin modifiye edilmesiyle uzatldbilmektedir. Bu
tir modifikasyonlar, polipeptiti proteolitik bozunmaya kars[] kerumaktadlr) stabilitesini
articaktadlr] bunun bir baska molekdl ile etkilesimini gelistirmekte veya kolaylastirinaktadlr]
antijenisitesini azaltmaktadlc]l ve/veya vicuttan klirens hlzInClazaltmaktadkt] Uygulanan bir
rekombinant polipeptitin dolasisal yarComrinin uzatlthasCbakbhbdan faydallblan &rnek
modifikasyonlar, bunlarla shlflandIthakszlnl PEGilasyon, polisiyalilasyon, HESilasyon,

Silasyon ve sitrullinasyonu kapsamaktadt]

Hastalklar veya rahatszlklara ydnelik gelinen rekombinant polipeptit terapisinin énemli bir
yonl, modifikasyonun ve/veya bir bireye uygulanmashinl ardindan polipeptit aktivitesinin

dlgulebilmesidir. Ancak bu yeti, genellikle, rekombinant polipeptitin mevcudiyetinin veya
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aktivitesinin tespit edilmesi icin kullan@dn tahlillerin &zgilligine ve dodruluguna midahale
eden endojen polipeptitin  mevcudiyeti tarafibdan engellenmektedir. DolaySiyla, bir
rekombinant polipeptitin mevcudiyetinin  vefveya aktivitesinin belirlenmesine yénelik

yontemlerin gelistirilmesine ihtivac vardIr]

Onceki Teknik

WO 2009/086262 numaralllpatent dokiman[ld plazma proteini ve rekombinant protein
temelde ayn[oldudunda, protein glikozilasyenundaki farka dayanarak bir numunedeki plazma
tiirevli proteinin ve rekombinant proteinin tespit edilmesi ve nicelidinin belirlenmesine yénelik

yontemler ile ilgilidir.

Koseoglu M.H. ve ark. referans[doksidatif fosforilasyonun inhibisyonuna yan®olarak glukoz
taglmaya dair stimllasyon mekanizmasOile ilgilidir {(Koseoglu ve ark. (2009} Molecular and
Cellular Biochemistry, Cilt 194, NR. 1-2, syf 109-116).

Su Y.C. ve ark. referans[Jikinci jenerasyon anti-poli{etilen glikol) monoklonal antikorlard
vasfaslyla PEGile bilesiklerin hassas sekilde niceliginin belirlenmesi ile ilgilidir (Su Y.C. ve ark.

{2010) Bioconjugate Chem. 21, 1264-1270).

KISA ACIKLAMA

Modifikasyona baglChktivite tahlilleri (MDAA'lar) olarak adlandldn ydntemler, sistemler ve
kitler burada agklanmaktadl MDAA'lar, endojen polipeptitlerin mevcudiyetinde bile,
modifikasyonu iceren polipeptitler, ayClveya benzer polipeptitlerin modifiye edilmemis
versiyonlarCveya farklChir modifikasyon oriintiisl veya derecesi iceren polipeptitler ile segici
sekilde iligkilenen, maodifikasyon tanlmalll bir yakalama ajanoddan faydalanmaktadlrl
Yakalanan polipeptitin mevcudiyeti ve aktivitesi, modifikasyonu igeren polipeptitlerin

mevcudiyetinin tespit edilmesinin bir yolu olarak élclilebilmektedir.

Mevcut tarifnamenin yonleri, bir modifikasyon igeren bir rekombinant polipeptitin
mevcudiyetinin tespit edilmesine yonelik yontemleri agklamaktadltl Yéntemler; yakalama
ajan@n modifiakasyona secici sekilde baglanmasihb olanak veren kosullar althida
modifikasyonu secici sekilde badlayan bir yakalama ajanOile modifikasyonu igeren

rekombinant polipeptiti kapsayan bir numunenin inkiibe edilmesi, bdylelikle bir polipeptit-ajan
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kompleksinin olusturulmasd numuneden polipeptit-ajan kompleksinin saflastithashbl;] ve
rekombinant polipeptitin mevcudiyetinin tahlil edilmesine yonelik adlmlarCigermektedir,
burada rekombinant polipeptitin tespit edilmesi, modifikasyonu igeren rekombinant
polipeptitin mevcudiyetini gbéstermektedir. Alternatif veya es zamanl[Cblarak, ydntemler bir
polipeptit aktivitesini de tahlil edebilmektedir, burada polipeptit aktivitesinin tespit edilmesi,
modifikasyonu iceren rekombinant polipeptitin  mevcudiyetini  gdstermektedir.  Bir
modifikasyon igeren bir rekombinant polipeptit, bir PEGile, polisiyalillenmig, HESile veya
Sillenmis rekombinant polipeptit olabilmektedir. Bir yakalama ajan[Jbir antikor, bir aptamer,

bir sentetik peptit, bir badlama molekdill ve bir niikleik asit olabilmektedir.

Mevcut tarifnamenin diger yonleri, bir modifikasyon iceren bir rekombinant koagtlasyon
faktériiniin mevcudiyetinin tespit edilmesine yonelik yontemleri agklamaktadlt]l Yontemler;
yakalama ajan modifiaksyona secici sekilde badlanmashh clanak veren kosullar altida
modifikasyonu secici sekilde badlayan bir yakalama ajanOile modifikasyonu igeren
rekombinant koagiilasyon faktériini kapsayan bir numunenin inkiibe edilmesi, béylelikle bir
faktdr-ajan kompleksinin olusturulmasInumuneden faktdr-ajan kompleksinin saflagtlcimas(]
ve rekambinant koagilasyon faktdriinin mevcudiyetinin tahlil edilmesine yénelik admmlar
icermektedir, burada rekombinant koagiilasyon faktoriinlin tespit edilmesi, modifikasyonu
iceren rekombinant koagulasyon faktérinin mevcudiyetini gdstermektedir. Alternatif veya es
zamanlOolarak, ydntemler bir koaglilasyon faktdrl aktivitesini de tahlil edebilmektedir,
burada koaglilasyon faktdrl aktivitesinin tespit edilmesi, modifikasyonu igeren rekombinant
koagiilasyon faktoriniin  mevcudiyetini gdstermektedir. Bir modifikasyon igeren bir
koaglilasyon faktorid, bir PEGile rekombinant Faktér VII, bir polisiyalillenmis rekombinant
Faktér VII, bir HESile Faktori VII, bir sillenmis rekombinant Faktor VII, bir PEGile
rekombinant Faktér VIII, bir polisiyalillenmis rekombinant Faktdr VIII, bir HESile Faktér VIII,
bir sillenmis rekombinant Faktdr VIII, bir PEGile rekombinant Faktdr IX, bir polisiyalillenmis
rekombinant Faktor IX, bir HESile Faktor IX ve/veya bir sillenmis rekombinant Faktér IX

olabilmektedir.

Mevcut tarifnamenin dider yénleri, burada agKanan yodntemlerin uygulanmasCigin faydalO
olan bir veya daha fazla bilegeni ve yontemlerin gergeklestiriimesine yonelik talimatlarliseren
kitleri a¢klamaktadl Bir kit, burada aglklanan bir modifikasyonu iceren bir rekombinant
polipeptitin bir aktivitesinin ve/veya mevcudiyetinin tespit edilmesi igin gereken, burada
aglanan bir veya daha fazla yakalama ajanllbir veya daha fazla kat(az destegini ve/veya

bir veya daha fazla tepkeni icerebilmektedir.
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SEKILLERIN KISA ACIKLAMASI

Sekil 1, PEGile FVIII preparasyonu ve bir insan referans plazma preparasyonu
kullanldrak elde edilen PEGile rekombinant FVIII igin bir MDAA'n[Al konsantrasyon-

yanElegrilerine ait bir grafigin gostermektedir.

Sekil 2, farklCkompleksitelere sahip (tampona karsCblazma) numune matrislerinde
PEGile rekombinant FVIII icin bir MDAA'nll doz-yanl] edrilerine ait bir grafidi

gdstermektedir.

Sekil 3, PEGile rekombinant FVIII icin bir MDAA'nl dodrulugunu ve hassasiyetini
sergileyen iyilestirilmis tahlil standartlarml uyumunu ve ortalama kalibrasyon
edrisinin bir grafigini gostermektedir. Hata cubuklar(Jortalamalar@ tek bir standart
sapmas ol belirtmektedir.

Sekil 4, PEG 5000 ile rekabet kullanIdrak PEGile rekombinant FVIII icin bir MDAA'n[@l

spesifikligini sergileyen bir grafigi gostermektedir.

Sekil 5, anti-PEG antikoru ile rekabet kullan@@drak PEGile rekombinant FVIII icin bir
MDAA'nnl spesifikligini sergileyen bir grafigi gostermektedir.

Sekil 6, PEGile rekombinant FVIII icin bir MDAA'nA dodrulugunu ve hassasiyetini

sergileyen seyreltisel dogrusall gl bir grafigini gdstermektedir.

Sekil 7, 78 ila 2.4 mIU/mL aras[blan bir FVIIT aktivite arall@ndaki polisiyalillenmis
FVIII preparasyonu kullanldrak polisivalillenmis rekombinant FVIII icin bir MDAA'n[Ol
konsantrasyon-yanfElegrisinin ve modifiye edilmemis FVIII iceren insan plazmas/nlnl
kay[pl yanERinl bir grafigidir.

Sekil 8, tampon igerisinde belirlenene gére farklChayvan turlerine ait plazmaya
spayklanan polisiyalillenmis rekombinant FVIII kullanl3rak polisiyalillenmis
rekombinant FVIII igin bir MDAA'nd konsantrasyon-yanlE egrilerinin bir grafigini

gostermektedir.



10

15

20

25

30

35

Sekil 9, polisivalillenmis rekombinant FVIII icin bir MDAA'nIO performansbive

duyarlIGInCSergileyen konsantrasyon-yanElegrilerinin bir grafidini gostermektedir.

Sekil 10, polisiyalillenmis rekombinant FVIII icin bir MDAA'n dodrulujunu ve
hassasiyetini sergileyen ortalama kalibrasyon egrisinin bir grafidini gostermektedir.

Sekil 11, iyilestirilen konsantrasyonlarm, tim arallkl izerinden nominal olanlari =%
10'luk bir aralidinda oldugunu sergileyen, iyilestiriimis konsantrasyonlari nominal

olanlarla olan uyusmashi dair bir grafigi gdstermektedir.

Sekil 12, normal endojen FVIII seviyelerine sahip slghnlara uygulanan polisiyalillenmis
rekombinant FVIII'e yénelik bir MDAA ile elde edilen farmakokinetik profilin bir

grafidini gostermektedir.

Sekil 13, polisiyalilenmis rekombinant FVIII icin bir MDAA'nO dogrulugunu ve
hassasiyetini sergileyen ortalama kalibrasyon egrisinin bir grafigini géstermektedir.

Hata cubugu, ortalamalarmltek bir standart sapmashi¥ermektedir.

Sekil 14, polisiyalik asit ile bir rekabet kullan@@rak polisivalillenmis rekombinant FVIII
icin bir MDAA'nDl 6zglilligind sergileyen bir grafigi gdstermektedir.

Sekil 15, polisiyalillenmis rekombinant FVIII icin bir MDAAnIN hassasiyetini sergileyen
bir grafigi gdstermektedir. Vurgulanan alan, elde edilen ortalamanil 2-SD aral@InC]

vermektedir.

Sekil 16, polisiyalilenmis rekombinant FVIII icin bir MDAA'nA dogrulugunu ve
hassasiyetini sergileyen hayvan plazmasCnumunelerindeki doz-yanil egrilerinin  bir

grafigini gostermektedir.

Sekil 17, PEGile FIX preparasyonu ve bir insan referans plazma preparasyonu
kullan@@rak elde edilen PEGile rekombinant FIX icin bir MDAA'n[l konsantrasyon-yan(tl

egrilerine ait bir grafigi gdstermektedir.

Sekil 18, bir koagilasyon tahlil formatLkullanarak, PEGile rekombinant FVIII igin bir
MDAA'n[l bir grafidini géstermektedir.
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Sekil 19, bir koagulasyon tahlil format[kullanarak, polisiyalillenmis rekombinant FVIII

igin bir MDAA'n[l bir grafigini gdstermektedir.

AYRINTILI ACIKLAMA

Hemofili veya diger rahatszklar icin tedavi bilesikleri gelistiriimesinin énemli bir yond, dogdal
tedavi ortamlb uygulanmashin ve/veya modifikasyonunun ardidan tedavi bilesiginin
aktivitesinin dlgllebilmesidir. Ancak bu yeti skikla, aktivite tahlilinin test sonuclarb ait
ozgulliik ve dodruluga miidahale eden tedavi ortambdaki benzer bilesiklerin mevcudiyeti ile

engellenmektedir.

Ornegin tedavi edilen bireyin genomundan Uretilen, dodal olarak meydana gelen veya
endojen polipeptitler de dahil olmak Uzere, aynClveya benzer polipeptitlerin modifiye
edilmemis versiyonlarflnl mevcudiyetinde rekombinant polipeptitlerin ayrlthashl e tespit
edilmesini olanaklCkl@n, modifikasyona badglCaktivite tahlilleri (MDAA'lar) olarak adlandrIan
sistemler ve yontemler burada ag¢lklanmaktadll ShltdandEklJolmayan bir érnek olarak,
hemofili tedavilerinin gelistirilmesinde, uygulamadan sonra bir PEGile rekombinant Faktor
VIII bilesidinin aktivitesinin Slglilmesi gerekebilmektedir. Bilesik Faktor VIII'U yetersiz
insanlara uygulanmadan &nce, genellikle, Faktér VIII'G yetersiz olabilen veya olmayan
laboratuvar hayvanlarbb uygulanmaktadle] Mevcut bulusun  MDAA'larC] olmadan,
uygulamadan sonra oOlglilen mevcudiyetin veya aktivitenin, uygulanan PEGile rekombinant
Faktér VIII'den veya dogal olarak meydana gelen Faktor VIII'den kaynaklColup olmad(Ginlnl
belirlenmesi mimkin olmayabilmektedir. Burada ac¢klanan MDAA'lar bu ayrim@l yapIthasnl
mimkin klthaktadIr]

Belirli yapl@ndlrinalarda, mevcut bulusun MDAA'lar[dkat[bir destede baglanan bir yakalama
ajanCcermektedir. Bir test numunesi kat[dlestek ile inkiibe edilebilmektedir, burada modifiye
edilen bilesik, immabilize yakalama ajankaraflodan segici sekilde baglanmaktadltl Belirli
yaplandlinalardaki endojen, modifiyesiz bilesikler de dahil olmak (izere dider tim bilesikler,
ykima ile giderilebilmektedir. Yakalanan modifiye bilesik Gzerinde bir aktivite tahlili
gerceklestirilebilmektedir.

Burada aglklanan MDAA’laril admlarCkunlardan birini veya daha fazlaslCgerebilmektedir:

bir antikorun bir katCldestede baglanmas[] kat[destedin ylizeyi Ulzerinde bir numunenin
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inkiibe edilmesi; katCdestedin ykinmas[dve katCHestek lizerinde bir kromojenik tahlilin
yurutilmesi. Belirli bir yapldndlrnada, yontemler yalnZzta inkiibe etme admnl]ykama
adm l¥e/veya kromojenik tahlil adm kapsamaktad[c] Baglama adm[Inétr ila hafif oranda
alkalin pH'ta bir antikorun bir plakaya baglanmasnlEapsayabilmektedir.

Mevcut tarifnamenin yonleri, bir rekombinant polipeptiti agklamaktadirl Bir rekombinant
polipeptit, molekiiler biyoloji teknikleri kullanlarak sentezlenmektedir. Bir modifikasyon
iceren, rekombinant sekilde eksprese edilen herhangi bir polipeptit, burada acklanan
yontemlerde tespit edilebilmektedir. “Polipeptit”, “peptit” ve “protein” terimleri, amino asit
kallntIdr@lnl bir polimerine isaret etmek icin birbirinin yerine kullanlthaktadk] Terimler, bir
veya daha fazla amino asit kalloksInln, dogal clarak meydana gelen ilgili bir amino asidin bir
yapay kimyasal taklitcisi oldugu amino asit polimerlerinin yan3ld, modifiye kallbk[@rCgeren,
dodal olarak meydana gelen amino asit polimerlerine ve dodal olarak meydana gelmeyen

amino asit polimerleri igin gegerlidir.

Tipik olarak, bir rekombinant polipeptit, kiltirleme icin uygun olan hiicrenin igerisine verilen
rekombinant poliniikleotitten eksprese edilmektedir. Yaygl olarak, rekoambinant polinikleotit,
eksprese edilecek poliniikleotiti kodlayan bir ackl okuma c¢ergevesinin yanOsltd DNA
replikasyonu, poliniikleotit ekspresyonu, antibiyotik direng, genomik entegrasyon ve dider
Ozelliklere dahil edilen 6zel regilatdr kodlama sekanslarilCkapsayan bir ekspresyon vektori
icermektedir. Ornedin, prokaryot ekspresyon vektorleri tipik olarak, bir replikasyonun
kaynagnll ] uygun bir baslatcIcl ve/veya artlficl lelementleri ve ayrich ribozom bagdlama,
poliadenilasyon, transkripsivonel terminasyon icin gereken bolgelerin yanOlslch 5° yan
transkripsiyonsuz sekans[e diger transkripsiyonsuz genetik elemanlarOcermektedir. Ornek
prokaryotik vektorler, drnegin bir bakteriyofaj T7 baslaticlsLgibi baslaticlidrCkullanan pET ve
pRSET'i kapsamaktadlr]

Okaryotik ekspresyon vektérleri tipik olarak bir replikasyonun kaynagmlJuygun bir baslatElyl]
ve/veya artldcl]elemanlarCIve ayrich, gerekli ribozom badlama, poliadenilasyon, uc
birlestirme, transkripsiyonel terminasyon igin gerekli bdlgelerin  yanO sk& 5'yan
transkripsiyonsuz sekanslarClve transkripsiyonsuz dider genetik elemanlariblicermektedir.
Ornek maya vektorleri, drnedin AOX1, AUG1, GAP, ve GAL1 gibi baslatCl@rkullanan pAOQ,
pMET, pPIC, pPICZ, ve pYES'i kapsamaktadE Ornek bocek vektorleri érnedin PH, p10, MT,
Ac5, OplE2, gp64 ve polh gibi baslaticldrClkullanan pAc5, pBAC, pIB, pMIB, pMTYi

kapsamaktadEl Ornek memeli vektérleri, 6rnedin beta-kazein, beta-laktoglobulin, peynir altC]
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suyu asit baslatlcIsILJHSV timidin kinaz, erken ve ge¢ simian virlst 40 (SV40), retrovirlisten
LTR’ler ve fare metallotiyonein-1 gibi baslaticlar[kullanan pBPV, pCMV, pCMVTNT, pDNA,
pDisplay, pMSG, p0OG44, pQBI25, pRc/RSV, pSECTag, pSECTag2, pSG, pSVZcat, pSVK3,
pSVL, pUCIG-MET, pVAX1l, pWLneo, ve pXT1l'i kapsamaktadlrl Secilebilen isaretciler,
Ampisillin, Kloramfenikol transferaz, Kanamisin, Neomisin ve Tetrasiklini kapsamaktad[r]

Uygun ekspresyon vektorleri teknikte bilinmektedir ve piyasada mevcuttur

Béceklerden elde edilen bdcek hiicreleri ve hiicre hatlar[d6rnedin Spodoptera frugiperda,
Trichoplusia ni, Drosophila melanogaster ve Manduca sextddan hicreleri kapsamaktadIr]
Bocek hicre hatlarilnl shlflay i dlmayan drnekleri High-Five, K¢, Schneiderin Drozofila hatt]
2 (82), SF9, ve SF21 hiicre hatlaribl]kapsamaktadlcl Memeli hiicreleri ve memeli
hiicrelerinden elde edilen hiicre hatlar[J6rnegin fare, sichn, hamster, domuz, siglr) at, primat
ve insana ait hicreleri kapsamaktadd Memeli hiicre hatlar@i shldaycldimayan drnekleri
1A3, 3T3, 6E6, 10T1/2, APRT, BALB/3T3, BE (2)-C, BHK, BT, C6, C127, CHO, CHP3, COS-1,
COS-7, CPAE, ESK-4, FB2, GH1, GH3, Hela, HEK-293, HepG2, HL-60, IMR-32, L2, LLC-PK1,
L-M, MCF-7, NB4, NBL-6, NCTC, Neuro 2A, NIE-115, NG108-15, NIH3T3, PC12, PK15, SBAC,
SH-SY5Y, SK-Hep, SK-N-DZ, SK-N-F1, SK-N-SH, ST, SW-13, ve VV-1 hiicre hatlarmC
kapsamaktad[r]l Hiicre hatlar[JAmerican Type Culture Collection, European Collection of Cell
Cultures ve/veya the German Collection of Microorganisms and Cell Cultures isimli

kurumlardan elde edilebilmektedir.

Cesitli prokaryot ve/veya okaryotik ekspresyon sistemleri, burada agklanan bir proteinin
rekombinant sekilde eksprese edilmesi icin kullanl@bilmektedir. Ekspresyon sistemleri,
bunlarla shlfddColmamak Uzere, indiklenebilir ekspresyon, indiklenemeyen ekspresyon,
yaphl ekspresyon, dokuya 6zgl ekspresyon, hiicreye &zgl ekspresyon, viral-araclll
ekspresyon, stabil-entegre ekspresyon ve gegici ekspresyonu kapsayan cesitli zelliklerden
herhangi birini kapsayabilmektedir. Bu tdr ekspresyon sistemlerinin meydana getirilisi ve
kullan[m[eknikte bilinmektedir.

Burada agKlanan bir rekombinant polipeptit tipik olarak bir terapétik polipeptittir. Terapotik
bir polipeptitin shiday([cl dlmayan drnekleri, Faktor IX (FIX), Faktor VIII (FVIII), Faktor VIIa
(FVIIa), Von Willebrand Faktérii (VWF), Faktor V (FV), Faktor X (FX), Faktor XI (FXI), Faktor
XII (FXII), trombin {FII), protein C, protein S, tPA, PAI-1, doku faktorii (TF), ADAMTS 13
proteaz, IL-1 alfa, IL-1 beta, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-11, koloni stimiilasyon faktor(i-1 (CSF-
1), M-CSF, SCF, GM-CSF, grantlosit koloni stimulasyon faktdri (G-CSF), EPQO, interferon-a
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(IFN-a), konsensus interferon, IFN-g, IFN-y, IFN-o, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-
14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, IL-19, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-24, IL-31, IL-32 alfa, IL-
33, trombopoietin (TPO), Ang-1, Ang-2, Ang-4, Ang-Y, anjiyopoietin-benzeri polipeptit 1
{ANGPTL1), anjiyopoietin-benzeri polipeptit 2 (ANGPTL2), anjiyopoietin-benzeri polipeptit 3
{ANGPTL3), anjiyopoietin-benzeri polipeptit 4 (ANGPTL4), anjiyopoietin-benzeri polipeptit 5
{ANGPTL5), anjiyopoietin-benzeri polipeptit 6 (ANGPTL6), anjiyopoietin-benzeri polipeptit 7
{ANGPTL7), vitronektin, vaskiler endotelyal bliyime faktéri (VEGF), anjiyojenin, aktivin A,
aktivin B, aktivin C, kemik morfojenik protein-1, kemik morfojenik protein-2, kemik
morfojenik protein-3, kemik morfojenik protein-4, kemik morfojenik protein-5, kemik
morfojenik protein-6, kemik morfojenik protein-7, kemik morfojenik protein-8, kemik
morfojenik protein-9, kemik morfojenik protein-10, kemik morfojenik protein-11, kemik
morfojenik protein-12, kemik morfojenik protein-13, kemik morfojenik protein-14, kemik
morfojenik protein-15, kemik morfojenik protein reseptdori IA, kemik morfojenik protein
reseptdrll 1B, kemik morfojenik protein reseptdri II, beyin tlrevli nérotrofik faktor,
kardiyotrofin-1, siliyer nétrofik faktor, siliyer notrofik faktor reseptord, kripto, kriptik, sitokin-
indikli notrofil kemotaktik faktdr 1, sitokin indikli notrofil, kemotaktik faktoér 2a, sitokin
indUkla notrofik kemotaktik faktér 23, p-endotelyal hicre blyime faktérii, endotelin 1,
epidermal blylime faktorii, epijen, epiregulin, epitelyal tirevli nétrofil atraktan[Ifibroblast
biylme faktérii 4, fibroblast bliyiime faktorii 5, fibroblast biylime faktori 6, fibroblast
biuylme faktorli 7, fibroblast blylme faktdrli 8, fibroblast biylme faktérii 8b, fibroblast
blylme faktérii 8¢, fibroblast blylime faktorii 9, fibroblast blyime faktori 10, fibroblast
biiyiime faktorii 11, fibroblast bilyime faktori 12, fibroblast blylime faktorii 13, fibroblast
biiylme faktoérii 16, fibroblast buyime faktori 17, fibroblast blyime faktorl 19, fibroblast
biylme faktérii 20, fibroblast blyiime faktéri 21, fibroblast biylme faktdori asidik,
fibroblast biiyime faktorll bazik, glival hiicre hattChiirevli nétrofik faktdr reseptori al, gliyal
hiicre hattCXiirevli nétrofik faktdr reseptorii a2, blylmeyle ilgili protein, blylmeyle ilgili
protein a, blyimeyle ilgili protein B, bliylimeyle ilgili protein y, heparin baglama epidermal
blylme faktérl, hepatosit blylme faktori, hepatosit blyime faktdrl reseptdri, hepatoma
tirevli blylme faktéri, insilin benzeri blyime faktdrld I, insdlin-benzeri buyime faktori
recseptor(i, insllin-benzeri blylime faktorl II, insilin-benzeri blylme faktord badlama
proteini, keratinosit buylime faktérd, l6semi inhibisyon faktérid, I6semi inhibisyon faktora
reseptdrli a, sinir bllylime faktdrli sinir bliylime faktorl reseptéri, ndropoietin ndrotrofin-3,
norotrofin-4, onkostatin M (OSM), plasenta blylume faktorl, plasenta blylme faktorl 2,
platelet tlrevli endotelyal hiicre bliyiime faktéri, platelet tirevli biyUime faktoril, platelet

tirevli blytime faktdrli A zinciri, platelet tirevli bllylme faktori AA, platelet tiirevli bliylime
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faktori AB, platelet tirevli bliylime faktdri B zinciri, platelet tlirevli bilyme faktdrl BB,
platelet tlrevli blyume faktoru reseptoril «, platelet tirevli blylime faktord reseptora g, 6n-B
hiicresi blyime stimilasyon faktérd, kék hicre faktorli (SCF), kok hicre faktéri reseptori,
TNF, TNFO, TNF1, TNF2, dondstiriict blylme faktdrd .alfa., dénlstirici blytme faktdri f,
donustarict blylme faktéri p 1, donustarticld blylme faktord p 1.2, dénistiricl bdyime
faktoril p 2, donustlrici biylime faktori p3, dondstirict biylime faktoéri p5, latent
donlstiiriicli biylime faktérii B1, donistirlicii bilylme faktérii  baglama proteini I,
donistirici blylme faktorl p baglama proteini II, donastliriici blylme faktorl p baglama
proteini III, timik stromal lenfopoietin (TSLP), tiimdr nekroz faktéru reseptérd tip I, timor
nekroz faktorl reseptori tip II, Grokinnaz tipi plazminojen aktivator reseptorii, fosfolipaz-
aktivasyon proteini (PUP), insdlin, lektin risin, prolaktin, koriyonik gonadotropin, folikil-
stimulasyon hormonu, tiroid-stimilasyon hormonu, doku plazminojen aktévatord, IgG, IgE,
IgM, IgA, ve IgD, a-galaktosidaz, f-galaktosidaz, DNAz, fetuin, liteinleyici hormon, dstrojen,
insudlin, albumin, lipoproteinler, fetoprotein, transferrin, trombopoietin, Urokinaz, integrin,
trombin, leptin, Humira (adalimumab), Prolia (denosumab), Enbrel (etanersept), veya
bunlaridl biyolojik olarak aktif bir fragmenti, tlirevi veya varyantll kapsamaktadlcl Diger
terap6tik polipeptitler, referans olarak buraya dahil edilen, Siekmann, ve ark., Nucleophilic
Catalysts for Oxime Linkage, US 2012/0035344 referansiinl Tablo 1'inde agklanmaktadlcl

Burada a¢klanan bir rekombinant polipeptit, bunlarla sldldimakszIn, bir bliylime faktéru,
bir sitokin, bir bagSKIK diizenleyici ajan, bir hormon, bir antikor, bir enzim, bir enzim
inhibitdrd, bir proteaz, bir proteaz inhibitdrd, bir esteraz, bir transferaz, bir oksidorediiktaz,
bir hidrolaz, bir asparajinaz, bir adenozin deaminaz, bir nérotoksin, bir karaciger proteini, bir
pankreatik protein, bir kas proteini, bir beyin proteini, bir akcider proteini ve bir kan

proteinini kapsamaktad(t]

Bu bulusun yénlerinde, bir esteraz, slhlfandirina olmaksizln, bir bitirilkolinesteraz veya bir

asetilkolinesterazkapsayabilmektedir.

Bu bulusun yénlerinde, bir sitokin, shldandlrina olmakszlnl, bir kemokin, bir lenfokin, bir
timér nekroz faktorii, bir hematopoietik faktor, dérnedin bir grandlosit koloni stimilasyon

faktéril ve bir grandlosit makrofaj koloni stimiilasyon faktériind kapsayabilmektedir.

Bu bulusun yonlerinde, bir bag Bkl Kl diizenleyici ajan, sDldandtina olmakszIn, bir interlokin

ve bir interferonu kapsayabilmektedir.
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Bu yaplI@ndliinan(ol yonlerinde, bir kan proteini, shlfandirina olmaks[zInl bir eritropoietin, bir
eritropoietin, bir ertropoyetin ve bir farbepoetini kapsayan bir eritropoez-stimulasyon ajan]

olabilmektedir.

Bu bulusun vyOnlerinde, bir kan proteini, shiflndirina olmakslzin, ADAMTS-13, ol-
antiplazmin, «2-antiplazmin, antitrombin, antitrombin III, kanser prokoagiilan, ertropoietin,
Faktor II, Faktor ITa, Faktdr V, Faktdr Va, Faktér VI, Faktdr VIa, Faktdr VII, Faktor VIia,
Faktor VIII, Faktor VIIIa, Faktor IX, Faktor IXa, Faktdr X, Faktor Xa, Faktor XI, Faktor Xla,
Faktdr XII, Faktor XIla, Faktor XIII, Faktor XIlIa, fibronektin, fibrinojen (Faktor I), heparin
kofaktor II, yilksek molekiler agiiklkininojen (HMWK), intramiskiler imminoglobulin,
intravendz immineglobulin, plazmin, plazminojen, plazminojen aktivator inhibitdri-1 (PAI1),
plazminojen aktivator inhibitori-2 (PAI2), prekallikrein, prostasiklin, protein C, aktif protein C
{APC), protein S, protein Z, protein Z ile ilgili proteaz inhibitéri, trombomodulin, doku faktori
(Faktor III), Doku Faktérii yolak inhibitdéri (TFPI), doku plazminojen aktivatéri {t-PA),
irokinaz, ve Von Willebrand Faktorini kapsayabilmektedir.

Bu yapldndmmanbl yonlerinde, bir kan proteini, hem aktif hem de inaktf formlar bl kapsayan
bir kan koagilasyon proteini olabilmektedir. Bir kan koaglilasyon faktori, ic, disl ve ortak
koagiilasyon yolaklaridaki bilesenleri iceren kan koagiilasyon yolagminl faktorlerine isaret
etmektedir. Terim, bir numune igerisinde endojen bilesenler olarak bulunan (&rnedin kan
numunesine 6zgi olan) veya egzojen faktérler olarak ilave edilen faktérleri kapsamaktadic]
Fosfolipid(ler), ayrlch, koagllasyonun aktivasyonu icin ic, dlslveya ortak yolaklardan herhangi
birinin  kullanId@ bir ydntemde eklendidinde, koagiilasyon faktorleri olarak dahil
edilebilmektedir. Bu yaplandlrmaninl yonlerinde, bir kan proteini, shhlrlandlrina olmaks(zinl
Faktor II, Faktor VII, Faktdr VIII, Faktor IX ve Faktdr X'i kapsayan bir kan koagulasyon

faktorl olabilmektedir.
Bu yapldndlrinaninl yonlerinde, bir kan proteini, shilrfandlrma olmakszIn al-antitripsin, al-
antikimotripsin, Cl-inhibitorl, ve o2-antiplazmin, antitrombini kapsayan bir proteaz inhibitori

olabilmektedir.

Bu yapEndman@l yonlerinde, bir kan proteini, shldiand ina olmaksZ tripsin, kimotripsin,
elastaz, pepsin ve ADAMTS13'U kapsayan bir proteaz olabilmektedir.
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Mevcut tarifnamenin yonleri bir modifikasyonu ac¢Kklamaktadld Burada ag¢klanan bir
modifikasyon, burada agKlanan bir rekombinant polipeptit ile iligkilendirilen bir
modifikasyondur. Bir yakalama ajanllnl segici sekilde baglanabildigi bir baglama bdolgesine
veya kiSmbh sahip herhangi bir modifikasyon, burada acgklanan y&ntemlerde
kullanl@bilmektedir. Bu sekilde, dodal olarak meydana gelen bir yakalama ajanhinl mevcut
oldugu veya bir yakalama ajanmin hazlanabildigi herhangi bir modifikasyon, burada
acklanan yontemlerde kullanl@bilmektedir. Burada aclklanan bir modifikasyon, burada
acklanan rekombinant polipeptitin ekspresyonu slrasinda veya bundan sonra meydana gelen

bir modifikasyonu kapsamaktad(t]

Bir yapldndlinada, bir modifikasyon bir post-translasyonel modifikasyon olabilmektedir. Bir
post-translasyonel modifikasyon, tipik olarak bir biyokimyasal islevsel grubun, polipeptitin bir
amino asidine tutturulmasXastdshda, bir polipeptitin bir kimyasal modifikasyonudur. Burada
a¢lKlanan bir rekombinant polipeptit, teknikte uzman kisileri tarafiidan anlasl@caglizere,
yakalanacak olan polipeptitin belirli bir modifikasyonuna dayanarak bu biyokimyasal islevsel

gruplardan herhangi birine polipeptitin baglanmasfyla modifiye edilebilmektedir.

Bir modifikasyonun ornekleri, bunlarla shlrlandriaksZInl, bir asetat grubu, bir fosfat grubu,
bir lipid grubu, veya bir karbonhidrat grubu, bir miristat grubu, bir palmitat grubu, bir
izoprenoid grubu, ©rnedin bir farnesol grubu ve geranilgeraniol grubu, bir
glikozilfosfatidilinositol (GPI) grubu, bir lipote grubu, bir flavin grubu, bir hem C grubu, bir 4'-
fosfopanteteinil grubu, bir retiniliden grubu, bir diftamid grubu, bir etanolamin fosfogliserol
grubu, bir hipusin grubu, bir asetil grubu, bir formil grubu, bir alkil grubu, bir metil grubu, bir
amid grubu, bir amino asit, bir butil grubu, bir karboksil grubu, bir glikozil grubu, bir
polisiyalik asit (PSA) grubu, bir hidroksil grubu, bir malonil grubu, bir iyodin grubu, bir fosfat
grubu, bir adenilil grubu, bir siiksinil grubu, bir siilfat grubu, bir selenyum grubu, bir
karbohidrat grubu, bir nigsasta grubu, bir hidroksil-etil nigsasta (HES) grubu, bir polisakkarit
grubu, bir seker grubu, bir polietilen glikol (PEG) grubu, bir ubikitin grubu, bir pullulan grubu,
bir kitosan grubu, bir hiyallronik asit grubu, bir kondroitin siilfat grubu, bir dermatan siilfat
grubu, bir dekstran grubu, bir karboksi-metil dekstran grubu, bir polialkilen oksit (PAQ)
grubu, bir polialkilen glikol (PAG) grubu, bir polipropilen glikol (PPG) grubu, bir polioksazolin
grubu, bir poliakriloilmorfolin grubu, bir polivinil alkol (PVA)} grubu, bir polikarboksilat grubu,
bir polivinilpirrolidon (PVP) grubu, bir polifosfazen grubu, bir polioksazolin grubu, bir
polietilen-ko-maleik asit anhidrit grubu, bir polistiren-ko-maleik asit anhidrit grubu, bir poli(1-

hidrokimetiletilen  hidroksimetilformal) (PHF) grubu, ve bir 2-metakriloiloksi-2'-
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etiltrimetilamonyum-fosfat (MPC) grubunu kapsamaktad(c

Polipeptitin bir amino asidine bir biyokimyasal islevsel grubun tutturulmashbb yénelik olarak
bilinen prosesler, bunlarla shldandlithakszinl miristoilasyon, palmitoilasyon, izoprenilasyon
{prenilasyon), glipiasyon, lipoilasyon, flavinilasyon, fosfopanteteinilasyon, retinilidenilasyon,
diftamidilasyon, etanolamin fosfoglicerilasyon, hipusinilasyon, asilasyon, asetilasyon,
formilasyon, alkilasyon, amidasyon, arginilasyon, poliglutamilasyon, poliglisilasyon,
butirilasyon, = gammakarboksilasyon,  glikozilasyon, polisiyalilasyon, malonilasyon,
hidroksilasyon, iyodinasyon, niikleosilasyon, oksidasyon, fosforoesterfikasyon,
fosforamidasyon, fosforilasyon,  adenililasyon,  propiyonilasyon, piroglutamat, S-
glutatyonilasyon, S-nitrosilasyon, siksinilasyon, silfasyon, selenoilasyon, glikasyon,
biyctinilasyon, asilasyon, PEGilasyon, HESilasyon, Silasyon (Nisastalama), sitrullinasyon,
deamidasyon, eliminilasyon, karbamilasyon, deiminasyon, pupilasyon, neddilasyon,
ubikitinasyon, SUMQilasyon, ve 1SGilasyonu kapsamaktad(r]

Mevcut tarifnamenin ydnleri, kisimen, burada agklanan bir rekombinant polipeptiti iceren bir
numuneyi icermektedir. Bir numune, burada acklanan bir rekombinant polipeptitin
mevcudiyeti veya aktivitesi icin test edilecek olan herhangi bir malzeme olabilmektedir.
Burada acklanan bir ydnteme gdre cesitli numuneler tahlil edilebilmekte olup, bunlar,
shlfandfkcl] olmakszIn, burada acklanan saflastithls] klsmen saflastidIhis] veya
saflasttIihamIisibir rekombinant polipeptit; formile edilmig bir rekombinant polipeptit Grind;
ornedin bakteri, maya, bdcek veya memeli kaynaklardan ham, fraksiyonlara ayrlin[sl veya
klsmen saflasticIhis] veya saflagticimis] hiicre lizatlar(d ve hiicre, doku veya organ
numunelerini kapsamaktadlcl Bir numune, bunlarla shidandlrihakszIn, bécekler veya
memeliler, 6rnedin insan, kus, domuz, at, s(dir] faregil, kedi, sichn, kopek veya koyun da

dahil olmak tzere herhangi bir siije bireyden allfabilmektedir.

Bu bulusun bir ydniinde, bir numune, burada agklanan bir rekombinant polipeptiti kapsayan
veya potansiyel olarak kapsayan bir biyolojik numune olabilmektedir. Bir biyolojik numune,
bir bireyden dogrudan al@an herhangi bir hiicre veya organ numunesini kapsayabilmektedir.
Biyolojik bir numune, ayrich, bunlarla shldCdlmaks[zIn, kan, idrar, tukarik, meni, disk[Isalya,
safra, serebral sivlInazal sUrintl, Urogenital slrintll, nazal aspirat, omurilik siIsT¥e benzeri
de dahil bir bireyden dogrudan allbbn herhangi bir viicut siISThumunesi olabilmektedir.
Biyolojik bir numune ayrich, bunlarla shlflllolmakszIn, bir kan numunesinin bir plazma

fraksiyonu, bir kan numunesinin bir serum fraksiyonu veya bir saflastlrina prosesine ait bir
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eluat da dahil olmak (izere bir bireyden dogrudan all@man bir numuneden elde edilen herhangi
bir preparasyonu kapsayabilmektedir. Bir kan numunesi, ornegin bir tam kan numunesi, bir
kan plazma numunesi veya bir kan serum numunesi gibi, kandan elde edilen veya allBn

herhangi bir numuneye isaret etmektedir.

Bir numune, burada agKlanan bir rekombinant polipeptitin tespit edilebilirliginin veya bunun
numune igerisindeki aktivitesinin gelistiriimesi icin islenebilmektedir. Bu tir islemler, 6rnegin
numunenin viskozitesini azaltmaktadlc] veya numuneden bir bilesen fraksiyonunu
saflastfnaktadlE] Islem yéntemleri lisizleme, seyreltme, saflastfina, 6zitleme, filtreleme,
damfina, aylfina, konsantre etme, kar(Ghn bilesenlerin inaktivasyonu ve tepkenlerin
eklenmesini  kapayabilmektedir. Ilaveten, burada acKlanan bir rekombinant polipeptiti
icerdidinden siiphelenilen bir katOOmalzeme, skl bir ortamll olusturulmasCicin veya
rekombinant polipeptitin salMmasOicin moedifive edildidinde bir test numunesi olarak
kullan@dbilmektedir. Testten once biyolojik numunelerin segilmesi ve 6n iglemi teknikte iyi

bilinmektedir ve burada agklanmas(oh gerek yoktur.

Bir ozltlemeyi kapsayan islemlerde, belirli yapl@ndinalarda bir &ziitleme tamponu,
tamponlu bir ¢dzelti icerisinde yaklagkl 0.75 ila yaklaskl 1.125M tuz icerebilmektedir, ancak
bu sOldaycl blmayan bir aralktltlve 0.75M'nin altidaki ve/veya 1.25M'nin lzerindeki diger
molariteler de kullanl3bilmektedir. Bir yapldndlinada, tamponlu ¢6zelti icerisindeki bir tuz
yaklaskl 0.75M, 1M, 1.1M veya 1.125M‘dir. Diger yaplandlinalarda, bir zwitteriyonik ajan
{6rnegin Zwittergent 3/12), bir veya daha fazla maodifiye bilesigin ¢ziitlenmesini artfinak igin
saglanabilmektedir. Ornegin bir zwitteriyon ajan[Jbir dziitleme tamponu icerisinde yaklaskl
%0.1 ila yaklaskl %1.5 degerinde bulundurulmaktadltl Dider yaplandltinalarda ise bir
Zwittergent ajanCyaklaslkl %0.1, %0.15, %0.175, %0.2, %0.225, %0.25, %0.275, %0.3,
%0.325, %0.350, %0.375, %0.4, %0.425, %0.450, %0.475, %0.5, %0.525, %0.550,
%0.575, %0.6, %0.7, %0.75, %1.0, %1.1, %1.2, %1.3, %1.4, %1.5, %1.6, %1.7, %1.8,
%1.9 veya %?2.0'lik bir konsantrasyondad(cl Zwitteriyonik ajan &rnekleri, Zwittergent 3/12;
Good tamponlaribda tamponlama ajanlarClolarak kullanlan fizyolojik pH'taki cogu amino
asitler: amino-silfonik asit bazlO MES, MOPS, HEPES, PIPES veya CHAPS (3-[(3-
kolamidopropil)dimetilammonio]-1-propansilfonat); amino-karboksilik asit (amino asit) bazl[]
glisin, bunun  tlrevleri bisin ve trisin, ve alanin; CHAPSO  (3-[(3-
kolamidopropkl)dimetilamonyum]-2-hidroksi-1-propansilfonat); CAPSO (3-siklohekzillamino)-
2-Hidroksi-1-Propansiilfonik Asit); dogal Uriinler, érnegin alkaloidler psilosibin ve liserjik asit;

betainler; Kinoit zwitterionlar; ilaglar, drnedin Feksofenadin (Allegra) ve Segaloridin; 2-(N
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Morfolino)etanstlilfonik  asit,  (3-[N-Morfolino])propnesiilfonik  asit,  2-[(2-Amino-2-
oksoetil)amino]-etansllfonik asit, piperazin-N,N’-bis(2-etansulfonik asit), 3-(N-Morfolino)-2-
hidrokdpropansiilfoik  asit,  N,N-Bis{2-hidroksietil)-2-aminoetansiilfonik  asit,  3-(N-
Morfolino)propansiilfonik  asit, N-(2-Hidroksietil) piperazin-N-(2-etansulfonik asit), N-
Tris(hidroksimetil)metil-2  aminoetansilfonik  asit,  3-[N,N-Bis(2-hidroksietil)aming]-2-
hidroksipropansilfonik  asit, 3-[N-Tris(hidroksimetil)-metilamino)-2-hidroksipropansulfonik
asit, N-(2-hidroksietil)piperazin-N-(2-hidroksipropansilfonik  asit), piperazin-N,N’-bis(2-
hidroksipropansiilfonik asit), N-(2-Hidroksietil)piperazin-N-(3-propansilfonik asit), N-Tris
{(hidroksimetil)metil-3-aminopropansilfonik  asit,  3-[(1,1-Dimetil-2-hidroksietil)amino]-2-
hidroksi-propansulfonik, asit, 2-(N-Siklohekzilamino)etansulfonik asit, 3-(siklohekzilamino)-2-
hidroksi-1-propansiilfonik  asit, 2-Amino-2-metil-1-propanol, 3-(siklohekzilamino)-1-
propansulfonik asit veya bunlarid karSmlarblkapsamaktadltl Segilen zwitteriyon ajanlar(]
ve/veya kir sdklcller, belirli bir tahlilde &lclilen bilesgin modifiye edilmesi icin kullanlan belirli

entiteyi (0rnedin PEG, HES, ve benzeri) icermemelidir.

Mevcut tarifnamenin yonleri bir yakalama ajanhblh¢klamaktadlt]l Bir yakalama ajanlveya
modifikasyon tanlyhn bir yakalama ajan[Jburada acklanan bir modifikasyon lzerinde mevcut
olan bir klsma secici bir sekilde veya bliylik oranda segici bir sekilde (yani shlflCkcapraz-
reaktivite ile) baglanabilen veya burada ac¢Klanan bir modifikasyon ile iligkili olabilen herhangi
bir molekiile isaret etmektedir. Burada kullanId{Tizere, “secici sekilde” terimi, 6zgiin bir
etkiye veya tesire sahip olma veya yalnzta bir sekilde veya yalnlzta bir sey ile reaksiyon
gosterme anlamiba gelmektedir. Burada kullanldi@lliizere, “secici bir sekilde baglamak”
terimi, bir yakalama ajanlob referansla kullanld@lnda, antikorun hedef olmayan epitoplar ile
biiylk oranda capraz reaksiyona girmeyecedi sekilde, yakalama akanmln belirtilen hedef
epitopa ayl edici sekidle baglanmasinb isaret etmektedir. Burada aglklanan bir rekombinant
polipeptit lizerinde mevcut olan bir modifikasyona segici bir sekilde badlanabilen herhangi bir
yakalama ajan[dburada acklanan yontemlerde kullanldbilmektedir. Bir yakalama ajanLgenel
olarak tek bir 6zgillige sahiptir, ancak burada acklanan iki veya daha fazla rekombinant
polipeptit icin ¢oklu dzgiillliklere sahip yakalama ajanlarCkullanl3dbilmektedir. Bir yakalama
ajanninl shlfayCColmayan Grnekleri bir antikor, bir aptamer, bir sentetik peptit, bir baglama

molekulll ve bir niikleik asidi kapsamaktadlrl

Bir yakalama ajanbld segici sekilde badlanmas[] ornedin badlama afinitesi, badlama
ozgllligl ve baglama aktivitesi gibi badlama ozelliklerini kapsamaktad[t]l Baglama afinitesi,
bir yakalama ajanhlnl kendi badlama bolgesinde veya kEmda bulundugu siirenin
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uzunluguna isaret etmektedir ve bir yakalama ajanninl kendi baglama bolgesini veya klsmnOC
badlad@glic olarak gorilebilir. Baglama afinitesi, dengede Kd/Ka oran[blarak tanmlanan,
bir yakalama ajanllnl denge ayrlsimh sabiti (KD) olarak agklanabilmektedir. Burada Ka, bir
yakalama ajaninlnl birlesme hizLsabitidir ve kd ise bir yakalama ajaninlnl ayrisiha hizI[3abitidir.
Baglama afinitesi hem ayr§na hem de iliski tarafdidan belirlenmektedir ve yalnzta yliksek
iliski veya diisiik ayrlsina yikek afinite saglamamaktadlf]l Birlesme hEL$abiti (Ka) veya aglkl
hlzlsabiti (Kon) birim zaman baslok baglama olaylarilnl saysln¥eya bir yakalama ajan(nlnl ve
bunun badlama bdlgesi veya kismnln, kendi ajan-kEm kompleksine tersinir sekilde birlesme

edilimini dlcmektedir. Birlesim hZIkabiti, M* s

olarak ifade edilmektedir ve su sekilde
sembolize edilmektedir: [CA] x [BS] x Kon. Birlesim hzI[3abiti bliylidiikce, bir yakalama ajan]
kendi baglama bdlgesine veya kizmbbk daha hzlbaglanmaktadllveya bir yakalama ajan¥e
bunun bagdlama bdlgesi veya kismCrasidaki baglama afinitesi yiikselmektedir. Ayrisma hz[]
sabiti (Kd) veya kapal 3Babiti (Koff) birim zaman basb ayriSha claylaril saySD¥eya ajan-
ksIm kompleksinin, kendi bilesen molekiillerine, yani yakalama ajanClive kendi badlama
bolgesi veya kismng tersinir gekilde ayrlhash (ayrlsmashb) yonelik egilimi dlgmektedir.
AyrBima hzL3abiti, s olarak ifade edilmektedir ve su sekilde sembolize edilmektedir: [CA +
BS] x Koff. AyrSima hzL$abiti kiclldiikce, bir yakalama ajanCkendi badglama bdlgesine veya
kEmhb daha sk bir sekilde badlanmaktadlFlveya bir yakalama ajanCive bunun badlama
bolgesi veya klsm[Chrasindaki badlama afinitesi yikselmektedir. Denge ayrlsina sabiti (KD),
yeni ajan-kSIm komplekslerinin olustugu hizInl, ajan-kEImh komplekslerinin dengede ayrtigo
hzd esit olmashidélcmektedir. Denge ayrisma sabiti M olarak ifade edilmektedir, ve
Koff/Kon=[CA] x [BS]/[CA + BS] olarak tanlmlanmaktadl] burada [CA], bir yakalama
ajaniblnl molar konsantrasyonudur, [BS], badlama boélgesi veya klSnAl molar
konsantrasyonudur ve [CA + BS], ajan-kisIm kompleksinin molar konsantrasyonudur, burada
tim konsantrasyonlar, sistem dengedeyken bu bilesenlere aittir. Denge ayrisima hzL kabiti
kiigiildlikge, bir yakalama ajanCkendi badlama bdlgesine veya kisinih daha sKIbir sekilde
baglanmaktadltlveya bir yakalama ajanClve bunun badlama bélgesi veya kism[Chrasdaki

baglama afinitesi yiikselmektedir.

Bir yap@ndinada, burada agKanan bir yakalama ajan@il baglama afinitesi, ¢rnegin 1 x
10° Mt sVden az, 1 x 10° M! sden az, 1 x 107 M* s'den az veya 1 x 10® M s¥den az
olan bir birlesme hE[sabitine sahip olabilmektedir. Bir baska yaplandldmda, burada
acKlanan bir yakalama ajaninl baglama afinitesi, érnedin 1 x 10° M sden fazla, 1 x 10°
M sden fazla, 1 x 10” M™ s'den fazla veya 1 x 10° M s"den fazla olan bir birlesme hZ

sabitine sahip olabilmektedir. Dider yonlerde, burada agKlanan bir yakalama ajanninl
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baglama afinitesi, 1 x 10° M?stilal x 10 M's?, 1 x10° M stila1 x 108 ML sl 1 x 10°
M1stilalx 10" M's? veyal x 10° M1 stila 1 x 10° M s arasita bir birlesme hZ

sabitine sahip clabilmektedir.

Bir baska yapl@ndfnada, burada acKlanan bir yakalama ajan@lfl baglama afinitesi, 1 x 10
sden az, 1 x 10 s'den az, veya 1 x 10” s”den az olan bir ayrSina hEZL¥abitine sahip
olabilmektedir. Bu yapl@ndlrinan(l diger yonlerinde, burada aclklanan bir yakalama ajan(ninl
baglama afinitesi, 6rnegin 1.0 x 10 s”den az, 2.0 x 10™* s¥den az, 3.0 x 10 s'den az, 4.0
x 10 sVden az, 5.0 x 10* s¥den az, 6.0 x 10 sden az, 7.0 x 10* s¥den az, 8.0 x 10" &
den az, veya 9.0 x 10™ s den daha az olan bir ayr&ma hELabitine sahip olabilmektedir.
Bir baska yaplandlinada, burada agklanan bir yakalama ajanmlnl baglama afinitesi, drnegin
1 x 102 sden fazla, 1 x 10 sVden fazla, veya 1 x 10 sVden fazla olan bir ayrSma hz[
sabitine sahip olabilmektedir. Bu yapl@ndianil dider yoénlerinde, burada aclanan bir
yakalama ajan[@lAl baglama afinitesi, érnedin 1.0 x 10 s'den fazla, 2.0 x 10"* s"den fazla,
3.0 x 10 sVden fazla, 4.0 x 10™ s™Vden fazla, 5.0 x 10™ s'den fazla, 6.0 x 10 s"den fazla,
7.0 x 10™ s'den fazla,8.0 x 10™ sden fazla, veya 9.0 x 10™ s¥den daha fazla olan bir

ayrEima hz[3abitine sahip olabilmektedir.

Bir baska yaplandlinada, burada aclklanan bir yakalama ajanminl baglama afinitesi, 0.500
nM’den daha az olan bir denge ayrisina sabitine sahip olabilmektedir. Bu yaplandlrinan(nl
yonlerinde, burada acklanan bir yakalama ajanilnl baglama afinitesi, érnedin 0.500 nM‘den
az, 0.450 nM'den az, 0.400 nM'den az, 0.350 nM'den az, 0.300 nM'den az, 0.250 nM'den az,
0.200 nM'den az, 0.150 nM’den az, 0.100 nM'den az, veya 0.050 nM'den az olan bir denge
ayrlsma sabitine sahip olabilmektedir. Bir baska yapl3ndlnada, burada ac¢klanan bir
yakalama ajannlnl baglama afinitesi, 0.500 nM'den daha fazla clan bir denge ayrisina sabitine
sahip olabilmektedir. Bu yap@ndinanl yonlerinde, burada ag¢Klanan bir yakalama ajaninlnl
baglama afinitesi, 6rnegin 0.500 nM'den fazla, 0.450 nM’den fazla, 0.400 nM'den fazla, 0.350
nM’den fazla, 0.300 nM'den fazla, 0.250 nM'den fazla, 0.200 nM'den fazla, 0.150 nM’den
fazla, 0.100 nM'den fazla, veya 0.050 nM'den fazla olan bir denge ayrlsima sabitine sahip

olabilmektedir.

Bir baska yapl@ndltnada, burada ag¢klanan bir yakalama ajanin baglama afinitesi, bir
modifikasyona sahip olmayan bir polipeptit veya farklClbir modifikasyon &riintlisne veya
derecesine sahip bir polipeptit icin, rnedin 1 x 10° M™' s™den az, 1 x 10' M™* s¥den az, 1 x
10° M?! s'den az, 1 x 10° M'! s¥den az, veya 1 x 10* M sden az olan bir ayrEima hzJ
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sabitine sahip olabilmektedir. Bir dider yapldndltinada, burada acKlanan bir yakalama
ajan@nl baglama afinitesi, bir modifikasyona sahip olmayan bir polipeptit veya farklChir
modifikasyon ériintiisne veya derecesine sahip bir polipeptit icin, 8rnegin en fazla 1 x 10° M
s! enfazla1lx 10! M's?, enfazla 1 x 10° M? s, en fazla 1 x 10° M s, veya en fazla 1 x
10* M1 5! olan bir ayrGina hizI3abitine sahip olabilmektedir.

Baglama ©zgulligl, bir yakalama ajan(nlnl, baglama bolgesini veya kisminlldceren bir molekiil
ve badlama boélgesi veya kEhhmnlCdcermeyen bir molekil arasiida ayrloh yapma yetisidir.
Badlama &zgllligind &lgmenin bir yolu, badlama bdlgesi veya kEmnicermeyen bir
molekiile ydnelik bir yakalama ajanmlnl Kon birlesme hzLdle badlama bélgesi veya kEmnC]
iceren bir molekile yonelik bir yakalama ajanhil Kon birlesime hiznlnl kargldstitimas (dir]
Ornedin, bir modifikasyona sahip olmayan bir rekombinant polipeptite gére bir modifikasyon
iceren bir rekombinant polipeptite yonelik bir yakalama ajan@il birflesme hEZLSabitinin (Ka)
kars[@stfIthas(d Bu yapl@ndirman@l yonlerinde, farklCbir modifikasyon oriintistine veya
derecesine sahip bir rekombinant polipeptite veya bir modifikasyona sahip bir olmayan bir
rekombinant polipeptite yoneilk hirlesme hzL3abitine (Ka) kibsla, bir modifikasyon iceren bir
rekombinant polipeptite segici sekilde baglanan bir yakalama ajan(dbu tir bir modifikasyon
icermeyen bir rekombinant polipeptit icin, drnedin 1 x 10° M sden az, 1 x 10' M* s-den
az, 1 x 10> M s¥den az, 1 x 10° M sden az veya 1 x 10° M s'"den az olan bir birlesme
hz[sabitine (Ka) sahiptir. Bu yapl@ndirinannl dider yonlerinde, bir modifikasyon igeren bir
rekombinant polipeptite segici sekilde baglanan bir yakalama ajan(dbu tiir bir modifikasycna
sahip olmayan bir rekombinant polipeptit icin, érnedin en fazla 1 x 10° M’ s, en fazla 1 x
10' Mtst enfazla 1 x 102 Mts?, en fazla 1 x 10° M s veya en fazla 1 x 10° M* s olan
bir birlesme hEL sabitine (Ka) sahiptir. Bu vapl@ndlttmand baska yonlerinde, bir
modifikasyona sahip olmayan bir rekombinant polipeptite yonelik yakalama ajan[nlnl birlesme
hz[sabitine (Ka) ve/veya farklClbir modifikasyon orltlsiine veya derecesine sahip bir
rekombinant polipeptite yoénelik yakalama ajaninlnl birlesme hzLlsabitine (Ka)} gére, bir
modifikasyon iceren bir rekombinant polipeptite secici sekilde baglanan bir yakalama ajan(J
bir modifikasyon iceren rekombinant polipeptit icin, 1 x 10° M! sden fazla, 1 x 10 M &
den fazla, 1 x 10° M s"den fazla, 1 x 10°* M s”den fazla veya 1 x 10* M sden fazla

olan bir birlesme hzL3abitine (Ka) sahiptir.

Bu yaplandiani diger yonlerinde, bir modifikasyon iceren bir rekombinant polipeptite
segici sekilde badlanan bir yakalama ajan[dbu tiir bir modifikasyona sahip clmayan bir
rekombinant polipeptit igin, Ornedin en az 2 kat veya daha fazla, en az 3 kat veya daha fazla,
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en az 4 kat veya daha fazla, en az 5 kat veya daha fazla, en az 6 kat veya daha fazla, en az
7 kat veya daha fazla, en az 8 kat veya daha fazla veya en az 9 kat veya daha fazla olan bir
birlesme hzLkabitine (Ka) sahiptir. Bu yaplandlrinan(nl diger yonlerinde, bir modifikasyon
iceren bir rekombinant polipeptite secici sekilde badlanan bir yakalama ajan[Jbu tir bir
modifikasyona sahip olmayan bir rekombinant pclipeptit igin, érnedin en az 10 kat veya daha
fazla, en az 100 kat veya daha fazla, en az 1,000 kat veya daha fazla veya en az 10,000 kat
veya daha fazla olan bir birlesme hlzIsabitine (Ka} sahiptir. Bu yap@ndlinanhl baska
yonlerinde, bir modifikasyon iceren bir rekombinant polipeptite segici sekilde baglanan bir
yakalama ajan[Jbu tir bir modifikasyona sahip olmayan bir rekombinant polipeptit igin,
ornedin en fazla 1 kat veya daha fazla, en fazla 2 kat veya daha fazla, en fazla 3 kat veya
daha fazla, en fazla 4 kat veya daha fazla, en fazla 5 kat veya daha fazla, en fazla 6 kat veya
daha fazla, en fazla 7 kat veya daha fazla, en fazla 8 kat veya daha fazla veya en fazla 9 kat
veta daha fazla olan bir birlesme hEZlsabitine (Ka) sahiptir. Bu yaplandani baska
yonlerinde, bir modifikasyon igeren bir ekeombinant polipeptite secici sekilde baglanan hir
yakalama ajan[l!bu tiir bir modifikasycna sahip olmayan bir ekombinant polipeptit icin,
drnegin en fazla 10 kat veya daha fazla, en fazla 100 kat veya daha fazla, en fazla 1,000 kat
veya daha fazla veya en fazla 10,000 kat veya daha fazla olan bir birlesme hzI3abitine {(Ka)
sahiptir.

Bir yakalama ajan(lnl badlama 6zgUlligl, ayrich, bir modifikasyon icermeyen bir rekombinant
polipeptite gbre bir modifikasyon iceren bir rekombinant polipeptitin bir baglama &6zgulligi
oran[Dblarak da karakterize edilebilmektedir. Bu yapldandinanil ydnlerinde, bir yakalama
ajan[bir modifikasyona sahip olmayan bir rekombinant polipeptite gore bir modifikasyon
iceren bir rekombinant polipeptit icin, 6rnedin en az 2:1, en az 3:1, en az 4:1, en az 5:1, en
az6:1,enaz7:1,enaz 8:1,en az 9:1, en az 10:1, en az 15:1, en az 20:1, en az 25:1, en az
30:1, en az 35:1, veya en az 40:1 olan bir badlama 6zgllligli oranmhb sahiptir. Bu
yapl@ndimnanl diger yonlerinde, bir modifikasyona sahip olmayan bir rekombinant
polipeptite gére bir modifikasyon igeren bir rekombinant polipeptit igin, 6rnedin en az 2:1, en
az 3:1, en az 4:1, en az 5:1, en az 6:1, en az 7:1, en az 8:1, en az 9:1, en az 10:1, en az
15:1, en az 20:1, en az 25:1, en az 30:1, en az 35:1, veya en az 40:1 olan bir bagdlama
Ozgulligl oranbb sahiptir. Bu yapl@ndmanml baska yonlerinde, bir modifikasyona sahip
olmayan bir rekeambinant polipeptite gére bir modifikasyon igeren bir rekombinant polipeptit
igin, 6rnegin en az 2:1, en az 3:1, en az 4:1, en az 5:1, en az 6:1, en az 7:1, en az 8:1, en
az 9:1, en az 10:1, en az 15:1, en az 20:1, en az 25:1, en az 30:1, en az 35:1, veya en az

40:1 olan bir badlama 6zgullidl oranbl sahiptir.
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Ayn[Z2amanda islevsel afinite olarak bilinen baglama afinitesi, cok dederlikli bir ajan ve bunun
baglama bdlgesi veya klsm[larasdaki islevsel baglama glictiniin genel toplambb isaret
etmektedir. Bir yakalama ajanCbirden fazla baglama bélgesine sahip olabilmektedir ve ¢odu
modifikasyon, birden fazla baglama bdlgesi veya klsmCgermektedir. Bir yakalama ajanminl
badlama aviditesi, bireysel yakalama ajanCdbaglama alanlarblnl badlama afinitelerine
bagllyken, bir yakalama ajan(nlnl tamamen ayrlsmasCigin tim ajan-k[SImh interaksiyonlarninl
es zamanl[blarak kltIhas[gerektiginden dolay[baglama aviditesi, baglama afinitesinden
daha fazladlf] Bir yakalama ajan@ln, bu yakalama ajanhb yonelik tim badlama alanlaring
veya kSImlarfl veya bunlardan herhangi birine segici sekilde badlanabildigi dngorilmektedir.

Tipik olarak, yakalama ajan[dburada agklanan bir modifikasyon igeren bir rekombinant
polipeptiti, modifikasyon icermeyen veya farkl[bir modifikasyon ériintlisiine veya derecesine
sahip olan polipeptitten ay® edebilmektedir. Modifiye edilmemis bir polipeptitin yan3[ta bir
modifilasyon icermeyen bir polipeptit, burada agklanan bir rekombinant polipeptitte mevcut
olan modifikasyonu icermeyen bir polipeptite isaret etmektedir. Mcdifiye edilmemis bir
polipeptit bir numunede mevcut clabilmektedir, ancak polipeptit yakalama icin gereken
modifikasyona sahip olmadidindan dolayClburada acglklanan bir yakalama ajania segici
sekilde badlanmayacaktlt]l Modifiye edilmemis bir polipeptitin sldaylclblmayan bir érnedi,
numunenin dogrudan ald§¥veya elde edildigi bireye ait genomdan eksprese edilen, dogal
olarak meydana gelen veya endojen bir polipeptittir. Modifiye edilmemis bir polipeptitin
shifaycblmayan bir baska drnegi, bir prokaryotik ekspresyon sisteminden eksprese edilen
bir rekombinant polipeptittir.

FarklCbir modifikasyon 6ériintlisii veya derecesi iceren bir polipeptit, burada aglklanan bir
rekombinant polipeptitte mevcut olan modifikasyona sahip olan, ancak bu maodifikasyonun,
burada acKklanan ydntemlerin iki polipeptit tipini aylt etmesini saglayan bir oriintlide veya
derecede oldudu bir polipeptite isaret etmektedir. Ornegin, farkl(bir modifikasyon drintiisiine
veya derecesine sahip bir polipeptit bir numunede mevcut olabilmektedir, ancak polipeptit,
yakalama igin gereken modifikason &riintiisiine veya derecesine sahip olmadidCigin burada
aclKlanan bir yakalama ajanlbb secici sekilde badlanmayacaktlr] FarklCdbir modifikasyon
orlntlisti veya derecesine sahip bir polipeptitin shiflayl blmayan bir érnegi, numunenin
dogrudan allbdi@veya elde edildigi bireye ait genomdan eksprese edilen, dogal olarak
meydana gelen veya endojen bir polipeptittir. FarklObir modifikasyon &rlntlisi veya
derecesine sahip bir polipeptitin shlflaylcllolmayan bir baska &rnedi, bir prokaryotik
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ekspresyon sisteminden eksprese edilen bir rekombinant polipeptittir. Farklbir modifikasyon
orlintlisii veya derecesine sahip bir polipeptitin sbllaylclblmayan bir diger 6rnedi, burada
aclklanan bir rekombinant polipeptitin eksprese edilmesi igin kullan@dn bir hiicre kultiru
hattlln! hiicrelerinden farklColan bir hicre kiltiirli hattinh ait hicrelerden eksprese edilen bir
rekombinant polipeptittir. FarklObir modifikasyon orlntdsl veya derecesine sahip bir
polipeptitin shirlaylcl]olmayan bir dider ¢rnedi ise, burada acklanan bir rekombinant
polipeptitin eksprese edilmesi icin kullanlan dretim prosesinden farklCdlan bir Gretim prosesi

kullanldrak eksprese edilen bir rekombinant polipeptittir.

Bir yapl@ndlfimada bir yakalama ajan[bir antikordur. Bir antikor, bir antijene spesifik olarak
baglanan belirli bir antijene yanlolarak meydana getirilen bir immiin sistemi taraflodan
uretilen bir molekiile isaret etmektedir ve hem dodal olarak meydana gelen antikorlarChem
de dodal olarak meydana gelmeyen antikorlarCkapsamaktadd Bir antikor, bir poliklonal
antikor, bir moncklonal antikor, bir dimer, bir multimer, bir monospesifik antikor, bir
bispesifik antikor, &rnegin disilfir stabilize Fv fragmentleri, scFv tandemleri [(scFv)2
fragmentleri], bir multispesifik antikor, bir ¢ok degderlikli angikor, bir insanlastitIths] antikor,
bir develestirilmis antikori bir kimerik antikor, iki islevli bir antikor, bir Ig reseptéri gibi bir
hiicre ile iligkilendirilmis antiker, bir lineer antikor, bir diabody, bir tribody, bir tetrabody, bir
minibody veya fragment istenen aktiviteyi sergiledigi stirece bunlarnl herhangi bir tiirevi veya
analogu ve bunlarml tek zincirli tirevleri olabilmektedir. Bir antikor, V4 ve V_ alanlariln yanJ
slead bir hafif zincir sabir alan({C.) ve Cy;, Cqx ve Cys aglilzincir sabit alanlarlCigeren tam
uzunluktaki bir immiinoglobulin veya drnedin bir Fab fragmenti, bir F(ab"), fragmenti, bir Fc
fragmenti, bir Fd fragmenti, bir Fv fragmenti, bir tek zincirli Fv (scFv) gibi tam uzunluktaki bir
immdnoglobulin molekllinin imminolojik olarak aktif bir fragmenti olabilmektedir. Bir
antikor herhangi bir omurgalfiiriinden (6rnedin insan, kegi, at, esek, faregiller, sican, tavsan
veya tavuk) elde edilebilmektedir ve herhangi bir tipte (6rnedin 1gG, IgE, IgM, IgD, ve IgA),
shiffa (6rnegin IgA, IgD, IgE, IgG, ve IgM) veya alt siniffla (IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4, IgAl ve
IgA2) olabilmektedir.

Burada agklanan yontemlerin uygulanmasitla faydalColan antikorlar piyasada mevcuttur
veya teknikte iyi bilinene ydntemlere gére meydana getirilebilmektedir. Ornedin, monoklonal
antikorlar hibridom yontemi ile meydana getirilebilmektedir. Antikor fragmentleri, intakt
antikorlarm proteoclitik sindirimi vaslfdsida meydana getirilebilmektedir veya dogrudan
rekombinant konak hiicreler ile iretilebilmektedir. Ornedin, Fab’ fragmentleri, dogrudan

E.coli'den geri kazanlabhilmektedir ve F{ab")2 fragmentlerinin olusturulmaslligin kimyasal
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olarak birlestirilebilmektedir. Bir baska yapl@ndlinada, F(ab")2, F(ab’)2 molekilinin
birlesiminin kolaylastifihasgin 10sin fermuarCIGCN4 kullanldrak olusturulabilmektedir. Bir
baska baklsl agklnh gore, Fv, Fab veya F(ab’)2 fragmentleri, dogrudan rekombinant konak
hiicre kiltliriinen izole edilebilmektedir. Antikor fragmentlerinin Uretimine yonelik dider

teknikler, teknikte orta derecede uzman kisiler tarafindan bilinmektedir.

Burada agklanan yontemler icin uygun olan bir antikorun érnekleri, bunlarla sl dlmaks(zIn],
bir anti-asetat antikoru, bir anti-fosfat antikoru, bir anti-lipid antikoru, veya bir anti-
karbohidrat antikoru, bir anti-miristat antikoru, bir anti-palmitat antikoru, bir anti-izoprencid
antikoru, ©rnedin bir anti-farnesol antikoru ve geranilgeraniyol antikoru, bir anti-
glkozilfosfatidilinositol (GPI) antikoru, bir anti-lipoat antikoru, bir anti-flavin antikoru, bir anti-
hem C antikoru, bir anti-4'-fosfopanteteinil antikoru, bir anti-retiniliden antikoru, bir anti-
difthamit antikoru, bir anti-etanolamin fosfogliserol antikeru, bir anti-hipusin antikoru, bir
anti-asetil antikoru, bir anti-formil antikoru, bir anti-alkil antikoru, bir anti-metil antikoru, bir
anti-amit antikoru, bir anti-amino asit antikoru, bir anti-biitil antikoru, bir anti-karboksil
antikoru, bir anti-glikozil antikoru, bir anti-polisiyalik asit antikoru, bir anti-hidroksil antikoru,
bir anti-malonil antikoru, bir anti-iyodin antikoru, bir anti-fosfat antikoru, bir anti-adenilil
antikoru, bir anti-siiksinil antikoru, bir anti-siilfat antikoru, bir anti-selenyum antikoru, bir
anti-karbohidrat antikoru, bir anti-polisakkarit antikoru, bir anti-nisasta (anti-S) antikoru, bir
anti-hidroksil-etil nisasta (HES) antikoru, bir anti-seker antikoru, bir anti-polietilen glikol
(PEG) antikoru, bir anti-ubikitin antikoru, bir anti-pullulan antikoru, bir anti-kitosan antikoru,
bir anti-hyallronik asit antikoru, bir anti-kondroitin stilfat antikoru, bir anti-dermatan siilfat
antikoru, bir anti-dekstran antikoru, bir anti-karboksimetil-dekstran antikoru, bir anti-
polialkilen oksit (PAQO) antikoru, bir anti-polialkilen glikol (PAG) antikoru, bir anti-polipropilen
glikol (PPG) antikoru, bir anti-policksazolin antikoru, bir anti-poliakriloilmorfolin antikoru, bir
anti-polivinil alkol (PVA) antikoru, bir anti-polikarbpksilat antikoru, bir anti-polivinilpirrolidon
{(PVP) antikoru, bir anti-polifosfazen antikoru, bir anti-polioksazolin antikoru, bir anti-
polietilen-ko-maleik asit anhidrit antikoru, bir anti-polistiren-ko-maleik asit anhidrit antikoru,
bir anti-poli(1-hidroksimetiletilen hidroksimetilformal} (PHF) antikoru, ve bir anti-2-

meakriloiloksi-2'-etiltrimetilamonyum-fosfat (MPC) antikorunu kapsamaktad[t]

Burada aglklanan bir yakalama ajan(dyakalama ajanCdgin bir destek olarak bir kat(Faza
tutturulabilmektedir. Burada kullanldidlizere, “kat(Ifaz destegi” terimi “kat[Ifaz” ile es
anlamlldlt] ve burada agklanan immobilize yakalama ajanUgin kullanldbilen herhangi bir
matrise isaret etmektedir. Bir kat[faz, bir yakalama ajanl‘badlamak bakmindan yeterli
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ylzey afinitesine sahip, uygun olan herhangi bir malzeme kullanl3rak olusturulabilmektedir.
Secilen kat[ffaz destegdi, bunu ¢ozlinebilir veya baglanmamislmalzemeden kolaylkla ayridbilir
hale getiren ve genel olarak drnegin fazlalkltepkenler, reaksiyon yan Griinleri veya gziicller
gibi badlanmamisl malzemelerin, kat[faz destedine bagltahlil bileseninden ayrlhasink veya
gideriimesine {0rnedin ykbma, filtreleme, santrifiijleme, ve benzeri vasKasila) olanak
saglayan bir fiziksel Ozellige sahip olabilmektedir. Bir kat[Ifaz desteginin nasldmeydana
getirildigine ve kullanId@nka dair shllaycl blmayan Ornekler, érnedin Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, supra, (2001); ve Current Protocols in Molecular Biclogy, supra, (2004)
referanslarida agklanmakta olup, bunlardan her biri buraya biitiin y&nleriyle referans olarak
dahil edilmektedir.

FaydalOkatCldestekler sunlarCkapsamaktadlrd dogal polimerik karbohidratlar ve bunlarol
sentetik olarak modifiye edilmis, capraz badlanmBlveya ikame edilmis tiirevleri, érnedin agar,
agaroz, capraz badl[dljinik asit, ikameli ve capraz badlCguar zamklar[Idekstran, diazoseliiloz,
karbohidratlar, nigasta, seliiloz esterleri, Ozellikle nitrik asit ve karboksilik asitli olanlar,
karBtEIms] seliiloz esterleri, ve seliiloz eterleri; nitrojen igeren dodal polimerler, 6rnegdin
capraz baglClveya modifiye jelatinler de dahil olmak Uzere proteinler ve tirevleri; dogal
hidrokarbon polimerleri, 6rnegdin lateks ve kauguk; sentetik polimerler, 6rnegin, polietilen,
polspropilen, polistiren, polivinilklorlr, polivinilasetat ve bunun klSmen hidrolize tiirevleri,
poliakrilamitler, polimetrakrilatlar dahil olmak Uzere vinil polimerler, kopolimerler ve
yukaridbki polikondensatlar terpolimerleri, ©Ornegin poliesterler, poliamitler, ve diger
polimerler, érnegin poliliretanlar veya poliepoksitler; inorganik maddeler, ¢rnedin baryum
sulfat, kalsiyum silfat, kalsiyum karbonat da dahil olmak lzere alkalin toprak metallerinin
sulfatlarClveya karbonatlarClve magnezyum, alkali ve alkalin toprak metallerinin silikatlar(d
aliminyum ve magnezyum; ve alliminyum veya silikon oksitler veya hidratlar, 6rnegin killer,
alumina, talk, kaolin, zeolit, silika jel, veya cam (bu malzemeler, yukarldgki polimerik
maddeler ile birlikte filtreler olarak kullanl@bilmektedir); ve vyukarldbki shlflara ait
kopolimerlerin karlsImlar[Jérnegin 6nceden mevcut olan dodal bir polimer GUzerinde sentetik
polimerler polimerizasyonunun baslatlhashda elde edilen asllkopolimerler. Nitroselliloz ve
naylon da kullan@@bilmektedir. Bu maddelerin tamam[Jfilmler, tabakalar, tipler, situnlar;
pimler veya “seviye cubuklarZ} bir manyetik partikil, partikilatlar, mikropartikiller, boncuklar
veya plakalar gibi uygun sekillerde kullan@@bilmektedir veya kad] cam, plastik filmler,
kumaglar veya benzeri gibi uygun inert taglylcldr (zerine kaplanabilmektedir, bunlara

bagdlanabilmektedir veya laminatlanabilmektedir.
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Alternatif olarak, bir katCXaz mikropartikiller olusturabilmektedir. Uygun mikropartikiller,
polistiren, polimetakrilat, polipropilen, lateks, politetrafloroetilen, poliakrilonitril, polikarbonat
veya benzer maddelerden olusanlarCkapsamaktadlr]l Dahasl]bir manyetik alan igerisinde
mikropartikilin  manipllasyonunun sadlanmas] icin mikropartikiiller, manyetik veya
paramanyetik mikropartikiiller olabilmektedir. Mikropartikiller, ¢dzlnebilir tepkenler ve
biyclojik numunenin karGImbda asklds tutulabilmektedir veya bir destek malzemesi
vasfaslyla alkbyulabilmekte ve immobilize edilebilmektedir. Ikinci durumda, destek
malzemesi Uzerindeki veya igerisindeki mikropartikiller, destek malzemesi igerisindeki
herhangi bir yerdeki pozisyonlara ciddi élglide hareket etme kabiliyetine sahip degildir.
Alternatif olarak, mikropartikiller, c¢okeltme veya santrifijleme vasfasida ¢oziinebilir
tepkenler ve biyolojik numune karkImbdaki slspansiyondan  ayrldbilmektedir.
Mikropartikdllerin manyetik veya paramanyetik olmasOdurumunda, mikropartikiller, bir
manyetik alan vas@ashda c¢6zlnebilir tepkenler ve biyolojik numune karEhdaki

suspansiyondan ayrl3dbilmektedir.

Bir yakalama ajan[Jadsorpsiyon vaslaslyla kat faza tutturulabilmektedir, bruada hidrofonik
kuvvetler vasfasya tutulmaktadl Alternatif olarak, bir kat(faz@ yiizeyi, yakalama ajanninl
destede kovalent baglanmasibh yol acan kimyasal prosesler vasfasila aktif hale
getirilebilmektedir. Bir yakalama ajanl] iyonik yakalama vaslaslyla kat[d faza

tutturulabilmektedir, burada yUkll bir polimer vasifasida tutulmaktadlrl

Burada aglklanan inkiibasyon admnidan sonra, dérnedin bir rekombinant p-ajan komplekss,
bir koagilasyon faktorli-ajan kompleksi, bir Faktér VII-antikor kompleksi, bir Faktér VIII-
antikor kompleksi ve bir Faktor IX-antikor kompleksi gibi bir yakalama ajanCkompleksinin
zenginlestirilmesi igin bir saflastlcina adlm[gerceklestirilebilmektedir. Genel olarak, kompleks
saflagttina islemi, kompleksin daha konsantre bir forma vyakalanmashl] katlgkl@rnl
giderilimesine yonelik ara saflastiiina adlmlaril]ve/veya ilave katigkldrnl ve protein
varyantlarmlnl giderilmesine yonelik parlatma islemini kapsayabilmektedir. Baknlz] 6rnegin,
Current Protocols in Protein Science, “Conventional chromatographic Separations,” Bdliimler
8-9, (John Wiley & Sons Inc., Hoboken, N.J., 1995). Yayg[d saflastliina ydntemleri, bunlarla
shirlC]lolmakszIn, afinite kromatografisi, jel filtrasyonu, cokelti ve/veya boyut dlslama
kromatografiyi kapsamaktadll Ara veya parlatma admlarClolarak faydalCdolan prosesler,
katyon-degisim  kromatografisi, anyon-dedisim  kromatografisi,  hidrofobik-etkilesim
kromatografisi ve seramik hidroksiapatit kromatografisi, ters-faz HPLC, jel filtrasyonu, ¢okelti,

diafiltrasyon, afinite kromatoegrafisi veya kromatofokuslamay[kapsamaktadlrl
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Burada aclklanan bir rekombinant polipeptitin mevcudiyetinin veya bir aktivitesinin tespit
edilmesi, bunlarla shitdandlclithakszInl bir /7 vitro tahlil, bir hiicre bazl(Xahlil veya bir /i vivo
tahlil de dahil olmak Uzere, izlenen polipeptit ile iliskilendirilen mevcudiyeti veya bir aktiviteyi
gdsteren bir 6zelligi niteliksel veya niceliksel sekilde dlgebilen herhangi bir tahlil vasEasila
gerceklestirilebilmektedir. Ilaveten, bir tahlil, spesifik olmayan bir polipeptit tahlili, drnegin UV
absorbsiyen tahlili veya bir Bradford tahlili veya bir bilire tahlili gibi kimyasal bazl(bir tahlil
veya bir spesifik polipeptit tahlili, érnedin bir kromojenik tahlil, bir kolorimetrik tahlil, bir
kronometrik tahlil, bir kemiluminesans tahlili, bir elektrokemiluminesans tahlili, bir
biycluminesans tahlili, bir florojenik tahlil bir rezonan enerji aktarlm tahlili, bir dizlemsel
polarizasyon tahlili, bir akls] sitometrisi tahlili, bir immun bazl[tahlil veya bir enzimatik
aktivite, bir inhibitor aktivite, bir koagilasyon aktivitesi veya bir polimerizasyon aktivitesi gibi
bir aktivite tahlili olabilmektedir. Burada ag¢klanan bir polipeptitin bir 6zellidinin tespit
edilmesinde kullan@@n gergek tahlil, bunlarla shlffandElthaksZIal tahlil edilen polipeptit,
mevcut olan polipeptit miktar[Jtahlil edilen 6zellik ve teknikte orta derecede uzman Kisinin
tercihi gibi faktorler géz oninde bulundurularak teknikte orta derecede uzman bir Kkisi
taraflbdan belirlenebilmektedir. Burada ag¢lklanan bir rekombinant polipeptitin mevcudiyetinin
veya bir aktivitesinin tespit edilmesi, tek dizeyli veya c¢ok dizeyli sekilde
gerceklestirilebilmektedir.

Bir polipeptitin mevcudiyetinin veya aktivitesinin tespit edilmesi, modifikasyon igeren

rekombinant polipeptitin mevcudiyetini gdstermektedir.

Immun bazlXahlillerin shlay €l blmayan drnekleri, immdnblot analizi, érnedin Werstern blot
ve noktasal-blot, immiinopresipitasyon analizi, enzime baglCdmmiinosorbent analizi (ELISA)
ve sandvi¢ ELISA'y[kapsamaktadl] Sinyalin tespit edilmesi, gdrintilemeli otoradyografi,
fosfor goruntlileme (AU), kemiluminesans (CL), elektrokemiluminesans (ECL),
biyoluminesans (BL), floresan, rezonans enerji aktarlm[Jdiizlemsel polarizasyon, kolorimetrik
veya ak§l sitometrisi (FC) kullan@@rak gerceklestirilebilmektedir. Immiin-bazld tespit
sistemlerinin aglamalar(Jodrnegin Michael M.Rauhut, Chemiluminescence, In Kirk-Othmer
Concise Encyclopedia of Chemical Technology (Ed. Grayson, 3Uncl bask[JJohn Wiley and
Sons, 1985); A. W. Knight, A Review of Recent Trends in Analytical Applications of
Electrogen-erated Chemiluminescence, Trends Anal. Chem. 18(1): 47-62 (1999); K. A.
Fahnrich, ve ark., Recent Applications of Electrogenerated Chemiluminescence in Chemical
Analysis, Talanta 54(4): 531-559 {2001); Commonly Used Techniques in Molecular Cloning,
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syf. A8.1-A8-55 (Sambrook & Russell, eds., Molecular Cloning A Laboratory Manual, 3'Gncl
Cilt, 3’tnclh Bask[12001); Detection Systems, syf. A9.1-A9-49 (Sambrook & Russell, eds.,
Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cilt 3, 3'Unci bask[d 2001); Electrogenerated
Chemiluminescence, (Ed. Allen J. Bard, Marcel Dekker, Inc., 2004) referanslarinda
agKlanmakta olup, bunlar@ her biri burada bltun yénleriyle referans olarak dahil

edilmektedir.

Spesifik bir oligopeptit veya polipeptit klSmlhdan olugan peptit substrastlarlnl veya bir
kromoforun (boya tashCISIY kullanld@Cbir kromojenik tahlil, proteaz aktivitesine sahip
faktorlerinin belirlenmesi icin, 6rnedin kan ve plazma numunelerindeki koagllasyon
faktorlerinin belirlenmesi igin al5Id@sekilde kullanltaktadll Baslanglcta renksiz olan
kromojenik peptit substratl] numunede mevcut olan, burada agklanan bir rekombinant
polipeptitin miktarb ve/veya aktivitesine badllblarak bélinmektedir, bdylelikle kromofor
serbest blfdklthaktadlrl Bolinme, boliinmeyen substrastil dzelliklerinden farklClolan ve
spektrofotometre vasltasfyla dlglilebilen, Griiniin optik dzelliklerini degistirmektedir. Bir peptit
substrastinke baglanabilen kromojenik gruplarnl shiffaylcl blmayan drnekleri, para-nitroanilin
{pNA), 5-amino-2-nitrobenzoik asit (ANBA), 7-amino-4-metoksikumarin (ANC), kinonilamit
{QUA), dimetil 5-aminoizoftalat (DPA) ve bunlar[al tiirevleridir. Florojenik substratlar, bunlarla
sl olmamak Uzere, Z-Gly-Pro-Arg-AMC  [Z=Benzilloksikarbonil, AMC=7-amino-4-
metilkumarin], homovanillik asit, 4-hidroksi-3-metoksifenilasetik  asit, indirgenmis
fenoksazinler, indirgenmis benzotiazinler, Amplex®, resorufin j-D-gataktopiranosit, floresin
digalaktosit (FDG), floresin diglukuronit ve bunlarl yapsal varyantlar(d(5,208,148;
5,242,805; 5,362,628; 5,576,424 ve 5,773,236 numaraldJU.S. Patent Dokimanlarld 4-
metilumbelliferil p-D-gaiaktopiranosit, karboksiumbelliferil p-D-galaktopiranosit ve florlu

kumarin p-D-gaiaktopiranositleri kapsamaktadlrl(5,830,912 numarall).S. Patent Dokimanl]

Shlrlay[cl dimayan bir aktivie tahlili, FVIII aktivitesinin tespit edilmesi igin kullanI@bilen kan
koagulasyon kaskada dayanan bir kromojenik tahlildir. Bu tahlilde, trombin aktiveli Faktér
VITI, Faktér IXa ile bir kompleks olusturmaktadiflve ardidan bu kompleks Faktdr X'i aktive
etmektedir. Aktiflestirilmis Faktér X'e, p-nitro-anilin (pNA) gibi bir kromojenik grubu serbest
birakan bir kromojenik substratol hidrolizi vaslaslyla erisilebilmektedir. dOD'de 405 nm’de
Olclilen dakika basha absorbanstaki bir degisim ile belirlenen pNA sallmmblnl baslanglcl hizl]
Faktor Xa aktivitesine ve arddan aynChumunedeki FVIIT aktivitesine orantShldlE] Faktor
IXa'nM fazlal@ve Faktor X kullanl@rak, Faktér Xin aktivasyon hzldyallzta, numunede
meveut olan trombin ile bélinmis Faktor VIII'On miktarbk orantBaldE] Alternatif olarak,
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Faktor IXa aktivitesi, kosullarid dedistiriimesiyle belirlenebilmektedir, boylelikle Faktor VIII ve
Faktor X fazlalklolmaktadltlve bu sekilde Faktor IXa hizlshiday €l dlmaktadt]l Benzer sekilde,
Faktor X aktivitesi, kosullarin degistirilmesiyle belirlenebilmektedir, boylelikle Faktér VIII ve
Faktér IXa fazlalkl olmaktadlrlve bu sekilde Faktdr X hizl shidaycl_bimaktadir] DolaylSiyla,
Faktér VIII aktivitesinin yan[scd Faktor IXa ve Faktér X, kan koagllasyon kaskadbha

dayanarak bir kromajenik tahlilin kullanmlya belirlenebilmektedir.

Shlrkaylcl Jolmayan bir baska aktivite tahlili, trombin aktivitesinin tespit edilmesi igin
kullan@bilen kan koagiilasyon kaskadinb bagdlhir kromojenik tahlildir. Bu tiir tahliller, pNA'ya
bad|Cpeptit substrastCAla-Gly-Arg-pNA (PE-FACHROM®TG, Pentapharm Ltd., Basle, Isvicre)
veya AMC'ye bagl[peptit substrast[Gly-Cly-Arg-AMC'yi (Bachem) kullanabilmekedir. Trombin
taraflddan bolinen dider uygun peptit substratlar[dMsc-Val-Xaa-R; genel formile sahip
olanlard ) burda Msc, metilsulfonil-etiloksikarbonildir, Val amino asit valdir ve Xaa bir amino
asit kallatisIblup, bu en az iki karbon atomu vasfasida peptit omurgasiidan ayrl@n bir
terminal gaunidino grubunu veya lreido grubu icermektedir, ve burada R;, Msc-Val-Arg-R,
veya Msc-Val-Arg-pNA peptitine sahip bir kromojenik gruptur. Farkl[]proteazlar igin
ozgulliiklere sahip kromojenik peptit substratlarinl diger érnekleri érnegin U.S. 4,508,644
numaralCdiokiimanda bulunabilmektedir.

ShlrlaylclL dlmayan bir aktivie tahlili, FVIII aktivitesinin tespit edilmesi icin kullanI3bilen Aktive
Edilmis K&mi Tromboplastik Zaman[JAPTT) uygulayan tek asamalbir phtldstiria tahlilidir.
Bu kronometrik tahlilde, CaCl; ile birlikte Faktor VIII'U iceren numuneler, Faktér VIITD eksik
plazmaya ilave edilmistir, béylelikle koagllasyon sadlanmigticlve plazmanil APTT phkl@sma
zaman[Olzerinde bu numunenin etkisi, bir MDA-II aparatU(BioMerieux, Marcy-I'Etoile)
Uzerinde belirlenebilmektedir ve Faktdr VIII aktivitesinin  bir &lgltlidur. Bilinmeyen
numunelerin aktiviteleri, bilinene Faktér VIII aktivite numunelerinden meydana getirilen bir
standart edri ile gézlemlenen Faktor VIII aktivitesinin karsldstifthaslyla hesaplanmaktadl(rl
Koaglilan aktivitesi, bir robotik paltform (lzerinde kronometrik tahlil ile dlgilebilmektedir ve
modifiye bilesiklerin kronometrik aktivitesi, bir ic standart olarak kullanl3n yaban tipi bir
FVIIT'Un aktivitesi ile karsIdstFIdbilmektedir. Bu kan pRtIdstfma tahlili, ayrich, tahlil edilen
proteinde eksik olan plazma kullanld@rak, kan koagiilasyon kaskadlb dahil olan diger
herhangi bir protein icin de kullanI3bilmektedir.

Burada agKklanan yontemler, 6rnegin dogruluk, hassasiyet, tespit shlrT{LOD), nicelik sl

(LOQ), arallk] o&zgiillik, secimlilik, lineerlik, saglamlkl ve sistem uygunludu dahil celitli
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parametreler vasfasida dederlendirilebilmektedir. Bir yontemin dodrulugu, bir analitik
yontemin kesinliginin, olglilen deder ve bir konvansiyonel gercek deger olarak kabul edilen
deger veya kabul edilen bir referans degeri arasidaki uyusman yaknl @l dlgttidir. Bir
yontemin hassasiyeti, prosedir, bir homojen numunenin bircok oOrnedine tekrarlJsekilde
uyguland@inda, bireysel test sonuclarCarashidaki uyusma derecesidir. Bu sekilde, hassasiyet
1) tahlil ici dediskenlidi; 2) gin ici dediskenligi (tekrar edilebilirlik); ve 3) gin arasO
degiskenligi (ara hassasiyet); ve 4) laboratuar arasCdegiskenligi (yeniden (retilebilirlik)
degerlendirmektedir. Varyasyon katsayS[{%CV), gdzlemlenen veya teorik ortalama degere

gére ifade edilen hassasiyetin niceliksel bir él¢tldr.

Burada ag¢klanan bir yontem, burada aclklanan bir rekombinant polipeptitin mevcudiyetini
veya aktivitesini arkaplan Uzerinden tespit edebilmelidir. Bir yéntemin tespit shirl {LOD),
negatif kontrolden veya kér numuneden buylk oranda farklGdlan bir sinyale yol agan, burada
a¢Klanan bir rekombinant polipeptitin konsantrasyonuna isaret etmektedir ve arka plandan
aylt edilebilen, burada agklanan bir rekombinant polipeptitin en disik konsantrasyonunu

temsil etmektedir.

DolayBlyla, bir yapl@dndlfinada, burada a¢Klanan bir yéntem, bir negatif kontrolden veya kor
numuneden dnemli oranda farklCblan bir miktarda olan, burada aclklanan bir rekombinant
polipeptitin LOD'sini tespit edebilmektedir. Bu yapIdndirmannl ydéninde, burada acklanan bir
yontem, burada aglklanan bir rekombinant polipeptitin érnedin 10 ng veya daha az, 9 ng
veya daha az, 8 ng veya daha az, 7 ng veya daha az, 6 ng veya daha az, 5 ng veya daha az,
4 ng veya daha az, 3 ng veya daha az, 2 ng veya daha az, 1 ng veya daha az[blan bir
LOD'ye sahiptir. Bu yapl@ndltinan@ diger yonlerinde, burada acKklanan bir yontem, burada
aclklanan bir rekombinant polipeptitin 6rnedin 900 pg veya daha az, 800 pg veya daha az,
700 pg veya daha az, 600 pg veya daha az, 500 pg veya daha az, 400 pg veya daha az, 300
pg veya daha az, 200 pg veya daha az, 100 pg veya daha az[blan bir LOD'ye sahiptir. Bu
yaplAndlrinannl diger yonlerinde, burada ac¢Klanan bir yoéntem, burada aclklanan bir
rekombinant polipeptitin érnedin 90 pg veya daha az, 80 pg veya daha az, 70 pg veya daha
az, 60 pg veya daha az, 50 pg veya daha az, 40 pg veya daha az, 30 pg veya daha az, 20 pg
veya daha az, 10 pg veya daha az[blan bir LODye sahiptir. Bu yapl@ndlrinaniol baska
ybnlerinde, burada acklanan bir ytntem, burada acklanan bir rekombinant polipeptitin
ornedin 9 pg veya daha az[18 pg veya daha az[17 pg veya daha az[16 pg veya daha az[15
pg veya daha az[14 pg veya daha az[13 pg veya daha az[12 pg veya daha az[]1 pg veya
daha az[blan bir LOD’ye sahiptir. Bu yaplanditan(nl dider yonlerinde, burada acglklanan bir
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yontem, burada ag¢klanan bir rekombinant polipeptitin ¢rnegin 0.9 pg veya daha az[J0.8 pg
veya daha az[10.7 pg veya daha az[10.6 pg veya daha az[10.5 pg veya daha az[10.4 pg veya
daha az[10.3 pg veya daha az(10.2 pg veya daha az[10.1 pg veya daha az[blan bir LOD'ye
sahiptir.

Bu yapl@ndlrinan(ol bir baska yoniinde, burada a¢klanan bir yontem, burada acklanan bir
rekombinant polipeptitin érnegin 10 nM veya daha az[19 nM veya daha az[J8 nM veya daha
azl 17 nM veya daha az[ 16 nM veya daha az[ 15 nM veya daha az[.}4 nM veya daha az[ 13 nM
veya daha az[12 nM veya daha az[dveya 1 nM veya daha az[blan bir LOD'ye sahiptir. Bu
yaplandiinan@ dider yonlerinde, burada acKlanan bir yontem, burada acglklanan bir
rekombinant polipeptitin érnegin 900 pM veya daha az[1800 pM veya daha az[ 1700 pM veya
daha az[1600 pM veya daha az[ 1500 pM veya daha az[[ 1400 pM veya daha az[ 1300 pM veya
daha az[J200 pM veya daha az[dveya 100 pM veya daha az[dlan bir LOD'ye sahiptir. Bu
yaplandiinanm@ dider ydnlerinde, burada acKlanan bir yoéntem, burada acglklanan bir
rekombinant polipeptitin érnegin 100 pM veya daha az[ 190 pM veya daha az[ 180 pM veya
daha az[J70 pM veya daha az[ 160 pM veya daha az[, 150 pM veya daha az[[ 40 pM veya daha
az[130 pM veya daha az[J20 pM veya daha az[dveya 10 pM veya daha az[blan bir LOD'ye
sahiptir. Bu yapl@ndEinanl baska ydnlerinde, bhurada acKlanan bir yontem, burada
acKlanan bir rekombinant polipeptitin, &rnedin bir BoNT/A'nd 10 pM veya daha az[19 pM
veya daha az[ 18 pM veya daha az[ 17 pM veya daha az[ 16 pM veya daha az[ 15 pM veya daha
az[14 pM veya daha az[13 pM veya daha az[12 pM veya daha az[lveya 1 pM veya daha az[J
olan bir LOD'ye sahiptir. Bu yapIandrinanml dider yonlerinde, burada agklanan bir yontem,
burada aclklanan bir rekombinant polipeptitin érnegin 1000 fM veya daha az[ 1900 fM veya
daha az[,[J800 fM veya daha az[ 1700 fM veya daha az[J600 fM veya daha az[ 1500 fM veya
daha az[1400 fM veya daha az[1300 fM veya daha az[J200 fM veya daha az[dveya 100 fM
veya daha az[dlan bir LOD'ye sahiptir. Bu yaplandrinannl diger yénlerinde, burada agklanan
bir ydntem, burada aglklanan bir rekombinant polipeptitin érnegin 100 fM veya daha az[190
fM veya daha az[J80 fM veya daha az[ 170 fM veya daha az[ 160 fM veya daha az[150 fM
veya daha az[140 fM veya daha az[J30 fM veya daha az[J20 fM veya daha azldveya 10 fM
veya daha az[dlan bir LOD'ye sahiptir. Bu yaplandinanil diger yénlerinde, burada agKlanan
bir yontem, burada agklanan bir rekombinant polipeptitin 6rnedin 10 fM veya daha az[19 fM
veya daha az[J18 fM veya daha az[J7 fM veya daha az[ 6 fM veya daha az[ 15 fM veya daha
az[14 fM veya daha az[d13 fM veya daha az[12 fM veya daha az[dveya 1 fM veya daha az[J
olan bir LODye sahiptir.
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Nicelik sldar{LOQ), kabul edilebilir bir dogruluk ve hassasiyet seviyesi ile dlglilebilen bir
numune veya ornek icerisinde, burada aglklanan bir rekombinant polipeptitin en disik ve en
ylksek konsantrasyonlaridlr] Alt nicelik shlrl1bir tespit yonteminin arka plandan surekli
olarak dlcebildigi en disik doza isaret etmektedir. Ust nicelik sHIEI]sinyal satiirasyonu
meydana gelmeden dnce bir tespit yonteminin siirekli olarak olgebildidi en yiiksek dozdur.
Yontemin lineer aral@Jalt ve st nicelik shillarChrasiidaki aland(d] Lineer arallk] (st nicelik
shlrindan alt nicelik shoifilnl ¢Kkbrmhaslyla hesaplanmaktadt] Burada kullanld(@izere, “alt
asimptota yonelik sinyal ila gardltd oran[l terimi, arkaplan sinyaline bdlinen, alt tespit
shlrihda, yontemde tespit edilen sinyale isaret etmektedir. Burada kullanldiglTizere, “ist
asimptota yoénelik sinyal ila gariltii oranld terimi, arkaplan sinyaline bdlinen, Ust tespit
shirinila, yontemde tespit edilen sinyale isaret etmektedir.

DolaySida, bir yapl3ndinada, burada agklanan bir ydntem, bir negatif kontrolden veya kor
numuneden énemli oranda farklCblan bir miktarda olan, burada agKlanan bir rekombinant
polipeptitin LOQ’sunu tespit edebilmektedir. Bu yaplandlinan(il yoniinde, burada agklanan
bir yéntem, burada agklanan bir rekombinant polipeptitin 6rnegdin 10 ng veya daha az[19 ng
veya daha az[d8 ng veya daha az[J7 ng veya daha az[16 ng veya daha az[15 ng veya daha
az[14 ng veya daha az[13 ng veya daha az[J2 ng veya daha az[]1 ng veya daha az[dlan bir
LOQ'ya sahiptir. Bu yaplIandianl dider yonlerinde, burada agKlanan bir yontem, burada
acklanan bir rekombinant polipeptitin 6rnedin 900 pg veya daha az, 800 pg veya daha az,
700 pg veya daha az, 600 pg veya daha az, 500 pg veya daha az, 400 pg veya daha az, 300
pg veya daha az, 200 pg veya daha az, 100 pg veya daha az[Cblan bir LOQ'ya sahiptir. Bu
yaplandimnannl baska yonlerinde, burada acklanan bir yéntem, burada acklanan bir
rekombinant polipeptitin 6rnegin 90 pg veya daha az, 80 pg veya daha az, 70 pg veya daha
az, 60 pg veya daha az, 50 pg veya daha az, 40 pg veya daha az, 30 pg veya daha az, 20 pg
veya daha az, 10 pg veya daha az[blan bir LOQ'ya sahiptir. Bu yapldndifinanil baska
yonlerinde, burada acKlanan bir yontem, burada a¢klanan bir rekombinant polipeptitin
ornedin 9 pg veya daha az[J8 pg veya daha az[J17 pg veya daha az[16 pg veya daha az[15
pg veya daha az[d4 pg veya daha az[d3 pg veya daha az[12 pg veya daha az[]l pg veya
daha az[dlan bir LOQ'ya sahiptir. Bu yaplandimanml dijer yonlerinde, burada agklanan bir
yontem, burada agKklanan bir rekombinant polipeptitin 6rnegin 0.9 pg veya daha az[10.8 pg
veya daha az[10.7 pg veya daha az[10.6 pg veya daha az[10.5 pg veya daha az[10.4 pg veya
daha az[10.3 pg veya daha az[10.2 pg veya daha az[J0.1 pg veya daha az[dlan bir LOQ'ya
sahiptir.
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Bu yaplAndmand bir baska yonlinde, burada a¢klanan bir yéntem, burada acklanan bir
rekombinant polipeptitin 6rnedin 10 nM veya daha az[19nM veya daha az[18 nM veya daha
az[ 17 nM veya daha az[J6 nM veya daha az[.15 nM veya daha az[[¥ nM veya daha az[ 13 nM
veya daha az[ 12 nM veya daha azldveya 1 nM veya daha az[ blan bir LOQ'va sahiptir. Bu
yapl@andiimanl dider yodnlerinde, burada agKlanan bir yontem, burada agKlanan bir
rekombinant polipeptitin 6rnedin 900 pM veya daha az[1800 pM veya daha az[1700 pM veya
daha az[ 1600 pM veya daha az[ 1500 pM veya daha az[[]400 pM veya daha az[ 1300 pM veya
daha az[1200 pM veya daha azlldveya 100 pM veya daha azlblan bir LOQ'va sahiptir. Bu
yaplandibmanil dider ydnlerinde, burada agklanan bir yontem, burada agklanan bir
rekombinant polipeptitin érnedin 100 pM veya daha az[190 pM veya daha az[180 pM veya
daha az[170 pM veya daha az[ 160 pM veya daha az[ 150 pM veya daha az[[ M0 pM veya daha
az[ 130 pM veya daha az[ 120 pM veya daha azldveya 10 pM veya daha azlolan bir LOQ'yva
sahiptir. Bu yap@ndnan@ baska yonlerinde, burada acklanan bir yodntem, burada
aclKlanan bir rekombinant polipeptitin 10 pM veya daha az[16rnedin burada agKlanan bir
rekombinant polipeptitin 9 pM veya daha az[ 18 pM veya daha az[17 pM veya daha az[16 pM
veya daha az[ 15 pM veya daha az[ 14 pM veya daha az[ 13 pM veya daha az[ 12 pM veya daha
azldveya 1 pM veya daha az[blan bir LOQ'ya sahiptir. Bu yapl@ndcinaniol diger yonlerinde,
burada acklanan bir yéntem, burada agKlanan bir rekombinant polipeptitin érnegin 1000 fM
veya daha az[[ 1900 fM veya daha az[ 1800 fM veya daha az[ 1700 fM veya daha az[ 1600 fM
veya daha az[ 1500 fM veya daha az[J400 fM veya daha az[ 1300 fM veya daha az[J200 fM
veya daha az[veya 100 fM veya daha az[olan bir LOQ'ya sahiptir. Bu yaplandiinannl diger
yOnlerinde, burada agKlanan bir yontem, burada agklanan bir rekombinant polipeptitin
ornegin 100 fM veya daha az[[190 fM veya daha az[ 180 fM veya daha az[170 fM veya daha
az[160 fM veya daha az[J50 fM veya daha az[140 fM veya daha az[[130 fM veya daha az[ 120
fM veya daha az[dveya 10 fM veya daha az[blan bir LOQ'ya sahiptir. Bu yaplandltinaninl
diger yonlerinde, burada acKlanan bir yontem, burada agklanan bir rekombinant polipeptitin
ornegdin 10 fM veya daha az[19 fM veya daha az[J8 fM veya daha az[ 17 fM veya daha az[ 16
fM veya daha az[15 fM veya daha az[14 fM veya daha az[13 fM veya daha az(12 fM veya
daha az[veya 1 fM veya daha az[dlan bir LOQ'ya sahiptir.

Burada acKlanan bir yontem, %50’den daha fazla olmayan bir hassasiyete sahip
olabilmektedir. Bu yaplandinan yonlerinde, burada acklanan bir yontem, %50’den fazla
olmayan, %40tan fazla olmayan, %30'dan fazla olmayan veya %20’den fazla oclmayan bir
hassasiyete sahip olabilmektedir. Bu yapl@ndlirman(nl diger yonlerinde, burada aglklanan bir

yontem, %15%en fazla olmayan, %10'dan fazla olmayan, %5'ten fazla olmayan bir
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hassasiyete sahip olabilmektedir. Bu yapl@ndimanl dider yonlerinde, burada ac¢lklanan bir
yontem, %4'ten fazla olmayan, %3ten fazla olmayan, %2'den fazla olmayan veya %1'den

fazla olmayan bir hassasiyete sahip olabilmektedir.

Burada agKlanan bir yontem en az %50 olan bir dodruluga sahip olabilmektedir. Bu
yaplandirinanol yonlerinde, burada aglklanan bir yontem, en az %50, en az %60, en az %70
veya en az %80 olan bir dogruluga sahip olabilmektedir. Bu yapl@ndinanio diger
ybnlerinde, burada agklanan bir yontem, en az %385, en az %90, en az %95 olan bir
dogruluga sahip olabilmektedir. Bu yaplandiian@l diger yonlerinde, burada aglklanan bir
yontem, en az %96, en az %97, en az %98 veya en az %99 olan bir dogruluga sahip
olabilmektedir.

Burada acklanan bir ydntem, alt asimptot icin istatistik olarak anlamlCblan bir sinyal ila
gurtltt oranloh ve Ust asimptot igin istatistik olarak anlamlCdlan bir sinyal ila girtltli oran(ha
sahip olabilmektedir. Bu yaplandimmanl yonlerinde, burada agklanan bir ydntem, alt
asimptot igin érnedin en az 3:1, en az 4:1,en az 5:1, en az 6:1, en az 7:1, en az 8:1, en az
9:1, en az 10:1, en az 15:1 veya en az 20:1 olan bir sinyal ila glriilti oranhba sahip
olabilmektedir. Bu yapland[Einan® yonlerinde, burada agKlanan bir ydntem, lst asimptot igin
ornegin en az 10:1, en az 15:1, en az 20:1, en az 25:1, en az 30:1, en az 35:1, en az 40:1,
en az 45:1, en az 50:1, en az 60:1, en az 70:1, en az 80:1, en az 90:1, veya en az 100:1, en
az 150:1, en az 200:1, en az 250:1, en az 300:1, en az 350:1, en az 400:1, en az 450:1, en
az 500:1, en az 550:1, veya en az 600:1 olan bir sinyal ila gurilti oranlba sahip
olabilmektedir

Burada aclklanan bir yéntemin 6zgilliga, yontemin; 6rnedin burada acklanan kinen aktif
veya inaktif bir rekombinant polipeptit gibi dider ilgili bilesenlerin d5nda, burada agKlanan
bir rekombinant polipeptiti dlgme yetisini tanmlamaktadlrl Burada acKklanan bir ydntemin
ozgullugl, yontemin, bir numune icerisindeki cesitli maddeleri aylt edebilme kabiliyetini
tanmlamaktad] Burada acklanan bir yontemin lineerligi, yontemin, numune igerisinde,
burada agKlanan bir rekombinant polipeptitin konsantrasyonuna dogrudan veya iyi
tanmlanmlsl matematiksel bir donlstirme vasfaslyla orantlsal olan sonuglarCortaya ¢lkbrma
yetisini agklamaktadl DolaySlyla, bir yaplEndinada, burada acklanan bir yéntem, 6rnegin
tamamen aktif olan bir rekombinant polipeptitin aktivitesinin %70 veya daha az, %60 veya
daha az, %50 veya daha az, %40 veya daha az, %30 veya daha az, %20 veya daha az veya
%10 veya daha azlnh sahip olan, burada ac¢lklanan kisinen aktif bir rekombinant
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polipeptitten, bruada acklanan bir rekombinant polipeptiti ayd® edebilmektedir.

Burada agklanan bir yontemin dayankIGL]yontemin normal (ancak degisken) kosullar(]
altinda 6zdes numunelere yonelik olarak elde edilen sonuclaridl yeniden Uretilebilirligini
acklamaktadE] Burada aglklanan bir yontemin saglamliGl] yontemin, ydntem
parametrelerinde kiiclik ancak kasti varyasyonlardan etkilenmeden kalma kapasitesini dlgme
yetisini agklamaktadtlve normal kullanim sldsiida bunun glvenilirligine dair bir gosterge
saglamaktadt] DolaySlyla, dayan(kl [klka¢nllihaz degisimleri degerlendirirken, saglamlkl kasti
dedisimleri  dederlendirmektedir. DayanlkllIkl ve saglamlkl ile dederlendirilen tipik
parametreler, dondrina/cdzdlirme etkileri, inkiibasyon siireleri, inkiibasyon slcakl Gl Jtepkenin
uzun Omarldliga, numune preparasyonu, numune depolamas[dhiicre gegis sayl(sl]toksin
lotlar[J saflastitinalar arasinidaki degiskenlik ve kltna reaksiyonlarCarasidaki degiskenligi
kapsamaktadt) Burada ag¢lklanan bir yonteme yonelik sadlamllKd parametreleri, hiicre bankas
{dondurmanl baglangCliortas[¥e sonu), hiicre gegis seviyesi, hiicre tohumlama yogunlugdu,
hiicre stogu yogunlugu (kiltir igerisindeki giin say[sl}] cam kap igerisindeki hiicre yas[]
(tohumlamayUO bekleme siiresi), inklibasyon suresi, fazla serum miktarlarCve tepken
kaynaklarikapsamaktadlt]l Burada aglklanan bir yontemin sistem uygunlugu, ydntemin,
tepkenlerin ve aletlerin performansCdla dahil olmak (izere yéntem performans(al,lbir referans
standardinlnl analizi vaslaslyla zamanla belirleyebilme vyetisini acklamaktadl] Sistem
uygunludu, analiz edilecek olan ekipman, elektronikler, tahlil performansClve numunelerin
biitdnlikli bir sistem olusturduguna isaret etmektedir. Sistem uygunlugu; log dozuna kars]
yanfl planlanitken, referansiil seri seyreltileri ve numunelerin seri seyreltilerinin paralel
egrilere yol acmas[gereken paralelizmin test eidimesiyle dederlendirilebilmektedir.

Mevcut bulusun baglamhda, bir modifikasyon iceen bir rekombinant polipeptitin
mevcudiyetinin tespit edilmesine yonelik yontem; yakalama ajanill modifikasyona segici
sekilde baglanmasnlColanaklCkulan kosullar altinkla modifikasyonu segivi sekilde baglayan bir
yakalama ajanbh sahip modifikasyonu iceren rekombinant polipeptiti kapsayan bir
numunenin inkiibe edilmesi, bu sekidle bir polipeptit-ajan kompleksinin olusturulmasldburada
rekombinant polipeptit ile iligskilendirilen modifikasyon, PEGilasyon, HESilasyon, silasyon veya
polisiyalilasyondan en az birinden segilmektedir ve burada yakalama akan([bir modifiaksyon
tanma antikorudur; numuneden polipeptit-ajan kompleksinin saflastiihase rkeombinant
polipeptitin  mevcudiyeti ve/veya bir polipeptit aktivitesinin tahlil edilmesi admlarnhl]
icermektedir, burada rekombinant polipeptitin ve/veya polipeptit aktivitesinin tespit edilmesi,

modifikasyonu igeren rekombinant polipeptitin mevcudiyetini géstermektedir.
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Mevcut tarifnamenin yonleri, burada agklanan ydntemlerin uygulanmas[ikin kullanElColan bir
veya daha fazla bilesen iceren kitleri agklamaktadlrl Bir kitin bir veya daha fazla bileseni,
burada aclklanan bir modifikasyonu iceren bir rekombinant polipeptitin bir aktivitesinin
ve/veya mevcudiyetinin tespit edilmesi igin gereken, burada a¢klanan bir veya daha fazla
yakalama ajanmldbir veya daha fazla kat[¥az destedini ve/veya bir veya daha fazla tepkeni
icerebilmektedir. Burada agKklanan bir kit, bir kat(Ffaz ve kat[faza tutturulan bir yakalama
ajanUcerebilmektedir. Burada aclklanan bir kit ayrich, yakalama akanCre/veya tahlil adim]
icin bir pozitif kontrol olarak kullan@bilen bir modifikasyon iceren bir rekombinant polipeptit
icereiblmektedir. Arzu edilmesi halinde, test numunesinde tespit eidlen sinyalin
klyhslanabildigi bir standart egrinin meydana getirilmesinin kolaylastdlhasCigin, bu bilesen

gesitli konsantrasyonlarda test kiti igerisinde bulundurulabilmektedir.

Bir kit genel olarak, bir veye daha fazla bilesim olarak veya tercihe baglC$ekilde tepkenlerin
uygunlugunun miisade ettigi olgiide karlgIm olarak, bilesenleri tutan bir veya daha fazla kaba
sahip bir paketi kapsamaktadl[cl Bir kit ayrlch, numunenin islenmesi, ylkbnmas[D¥eya tahlile ait
herhangi bir baska adm gerceklestiriimesinda faydalClolan bir tampon(tamponlar), bir
seyreltici(seyrelticiler) veya bir standart(standartlar} gibi, bir kullan(cInlnl agSlakan arzu
edilebilen bagka bir malzemeyi(malzemeleri} de icerebilmektedir. Burada aclklanan bir kit,
ayrlch, burada aclklanan bir veya daha fazla yontemin uygulanmasb yonelik talimatlar da
icerebilmektedir. Burada agklanan kitlerde bulundurulan talimatlar, paketleme malzemesine
tutturulabilmektedir veya bir paket eki olarak bulundurulabilmektedir. Talimatlar genel olarak
yazllllveya baslhisl materyaller olsa da, bunlarla shldC]dedildir. Bu tir talimatlarCd
depolayabilen ve bunlarChir ug kullanlclyh iletebilen herhangi bir ortam, burada a¢klanan
yapl@andimnalar taraflnan tasarlanmaktadlt] Bu tir ortamlar, bunlarla shltdandFllthakszIn),
elektronik depolama ortamlarCY6rnedin manyetik diskler, kasetler, kartuslar cipler), optik
ortamlar (6rnegin CD ROM) ve benzerini kapsamaktadlrl Burada kullanld@l] Gzere,

“talimatlar” terimi, talimatlar(3agdlayan bir internet sitesi adresini kapsayabilmektedir.
Mevcut bulusun badlambda, bir modifikasyon igeren bir rekombinant polipeptitin
mevcudiyetinin tespit edilmesine ydnelik yontemin uygulanmasibh yonelik bir kitin kullanm(J

istemlerde tanmland GCsekildedir.

Mevcut tarifnamenin yonleri ayrich su sekilde de agklanabilmektedir:

34



10

15

20

25

30

35

1. Bir modifikasyon iceren bir rekombinant polipeptitin mevcudiyetinin tespit edilmesine
yonelik bir yontem olup, yontem su ad[mlarCigermektedir: yakalama ajan@lnl modifiaksyona
secici sekilde baglanmasbh olanak veren kosullar althhda modifikasyonu segici sekilde
badlayan bir yakalama ajani sahip modifikasyonu iceren rekombinant polipeptiti kapsayan
bir numunenin inkiibe edilmesi, bdylelikle bir polipeptit-ajan kompleksinin olusturulmas(
numuneden polipeptit-ajan kompleksinin saflastfihasbl;] ve rekombinant polipeptitin
mevcudiyetinin  ve/veya bir polipeptit aktivitesinin tahlil edilmesi, burada rekombinant
polipeptitin ve/veya polipeptit aktivitesinin tespit edilmesi, modifikasyonu iceren rekombinant

polipeptitin mevcudiyetini gdstermektedir.

2. Yaplandlmna 1'e gére yontem olup, burada numune, modifikasyona sahip olmayan bir
polipeptiti veya farklCbir modifikasyon &rintiisiine veya derecesine sahip olan bir polipeptiti

kapsamaktad(d]

3. Yap@ndlrina 2'ye gére ydntem olup, burada rekombinant polipeptit, bir bliylime faktord,
bir sitokin, bir badSKIK dizenleyici ajan, bir hormon, bir antikor, bir enzim, bir enzim
inhibitérl, bir proteaz, bir proteaz inhibitdrd, bir esteraz, bir transferaz, bir oksidorediiktaz,
bir hidrolaz, bir asparajinaz, bir adenozin deaminaz, bir nérotoksin, bir karaciger proteini, bir
pankreatik protein, bir kas proteini, bir beyin proteini, bir akcider proteini ve bir kan

proteinidir.

4. Yapl@ndlfima 3'e gbére yontem olup, burada esteraz, bir bitirilkolinesteraz veya bir
asetilkolinesterazdlrl

5. Yaplandlrina 3'e gbre yontem olup, burada sitokin, bir kemokin, bir lenfokin, bir timér

nekroz faktdril, bir hematopoietik faktordur.

6. YaplAndlrina 3’e gore yéntem olup, burada bagsklk diizenleyici ajan bir interlokiin veya

bir interferondur.

7. Yaplandirina 3'e gore yontem olup, burada kan proteini, bir eritropoez stimulator ajanbir

proteaz, bir proteaz inhibitdrii veya bir koaglilasycn faktdriidr.

8. Yapl@ndlrina 7'ye gore yontem olup, eritropoez stimdilatér ajanClbir eritropoietin, bir

erittopoietin, bir erttopoietin veya bir darbepoetindir.
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9, Yapldndina 7'ye gdre yéntem olup, proteaz tripsin, kimotripsin, elastaz, pepsin veya
ADAMTS13dr.

10. Yaplandiona 7ye gbre ydntem olup, proteaz inhibitdri bir al-antitripsin, al-

antikimotripsin, C1-inhibitdrl, veya a2-antiplazmin, antitrombindir.

11. Yaplandona 7'ye gére yontem olup, burada koagiilasyon faktéri bir Faktor I1, bir Faktor
ITa, bir Faktor VII, bir Faktor VIIa, bir Faktér VIII, bir Faktoér VIIIa, bir Faktor IX, bir Faktor
IXa, bir Faktor X, veya bir Faktor Xa'dicl

12. Yaplandlina 3’e gbre ydntem olup, burada bir kan proteini, ADAMTS-13, al-antiplazmin,
aZ-antiplazmin, antitrombin, antitrombin III, kanser prokoagilan, ertropoietin, Faktér II,
Faktor Ila, Faktor V, Faktor Va, Faktor VI, Faktor Via, Faktdr VII, Faktor VIIa, Faktor VIII,
Faktér VIIIa, Faktor IX, Faktor IXa, Faktdr X, Faktér Xa, Faktér XI, Faktdr XlIa, Faktor XII,
Faktor XIla, Faktor XIII, Faktor Xllla, fibronektin, fibrinojen (Faktér 1), heparin kofaktér II,
yliksek molekiler agllklJkininojen {HMWK), intramiskiler immiinoglobulin, intraventz
immdnoglobulin, plazmin, plazminojen, plazminojen aktivatér inhibitdri-1  (PAIL),
plazminojen aktivatdr inhibitdrii-2 (PAI2), prekallikrein, prostasiklin, protein C, aktif protein C
{APC), protein S, protein Z, protein Z ile ilgili proteaz inhibittrii, trombomodulin, doku faktori
(Faktdr III), Doku Faktérii yolak inhibitori (TFPI), doku plazminojen aktivatéri (t-PA),

drokinaz, ve Von Willebrand Faktéridir.

13. Bir modifikasyon igeren bir rekombinant koagulasyon faktoriiniin mevcudiyetinin tespit

edilmesine ydnelik bir ydontem olup, yontem asagldeki ad[mlar(termektedir:

yakalama ajanilnl modifiaksyona secici sekilde baglanmashh olanak veren kosullar
altlmda modifikasyonu segici sekilde badlayan bir yakalama ajanCile modifikasyonu
iceren rekombinant koagiilasyon faktoriini kapsayan bir numunenin inkibe edilmesi,

bylelikle bir faktér-ajan kompleksinin olusturulmas(;]

numuneden faktor-ajan kompleksinin saflastifImaslve

rekombinant koagiilasyon faktoriiniin mevcudiyetinin ve/veya bir koagtilasyon faktérii
aktivitesinin tahlil edilmesi, burada rekombinant koagllasyon faktcriiin ve/veya
koagiilasyon faktéril aktivitesinin  tespiti, modifikasyonu iceren rekombinant
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koaglilasyon faktoriiniin mevcudiyetini gostermektedir.

14. Yapldndlema 13'e gore yontem olup, burada numune, ayrlch modifikasyona sahip
olmayan bir koagllasyon faktériini ve/veya farklClbir modifikasyon 6&riintiisiine veya

derecesine sahip bir koagulasyon faktdrinid kapsamaktad (]

15. Yapl@ndlinalar 13 ila 14ten herhangi birine gére ytntem olup,burada koagilasyon
faktorl bir Faktor II, bir Faktor Ila, bir Faktor VII, bir Faktor VIla, bir Faktor VIII, bir Faktor
VIIIa, bir Faktér IX, bir Faktor IXa, bir Faktor X, veya bir Faktér Xa'd[E)

16. Yap[@ndlchalar 1 ila 15'ten herhangi birine gére yontem olup, burada modifikasyon bir
asetat grubu, bir fosfat grubu, bir lipid grubu, veya bir karbohidrat grubu, bir miristat grubu,
bir palmitat grubu, bir izoprenoid grubu, ornedin bir farnesol grubu ve geranilgeraniol grubu,
bir glikozilfosfatidilinositol (GPI) grubu, bir lipote grubu, bir flavin grubu, bir hem C grubu, bir
4’-fosfopanteteinil grubu, bir retiniliden grubu, bir diftamid grubu, bir etanolamin fosfogliserol
grubu, bir hipusin grubu, bir asetil grubu, bir formil grubu, bir alkil grubu, bir metil grubu, bir
amid grubu, bir amino asit, bir bdtil grubu, bir karboksil grubu, bir glikozil grubu, bir
polisiyalik asit (PSA) grubu, bir hidroksil grubu, bir malonil grubu, bir iyodin grubu, bir fosfat
grubu, bir adenilil grubu, bir siksinil grubu, bir stlfat grubu, bir selenyum grubu, bir
karbohidrat grubu, bir nisasta grubu, bir hidroksil-etil nisasta (HES) grubu, bir polisakkarit
grubu, bir seker grubu, bir polietilen glikol (PEG) grubu, bir ubikitin grubu, bir pullulan grubu,
bir kitosan grubu, bir hiyallironik asit grubu, bir kondroitin siilfat grubu, bir dermatan siilfat
grubu, bir dekstran grubu, bir karboksi-metil dekstran grubu, bir polialkilen oksit (PAQ)
grubu, bir polialkilen glikol (PAG) grubu, bir polipropilen glikal (PPG) grubu, bir polioksazolin
grubu, bir poliakriloilmorfolin grubu, bir polivinil alkol (PVA} grubu, bir polikarboksilat grubu,
bir polivinilpirrolidon (PVP) grubu, bir polifosfazen grubu, bir polioksazolin grubu, bir
polietilen-ko-maleik asit anhidrit grubu, bir polistiren-ko-maleik asit anhidrit grubu, bir poli(1-
hidroksimetiletilen  hidroksimetilformal) (PHF} grubu, wve bir 2-metakriloiloksi-2'-

etiltrimetilamonyum-fosfat (MPC) grubudur.

17. Yaplandlcnalar 1 ila 16'dan herhangi birine gore yéntem olup, burada modifikasyon,
rekombinant polipeptit ile miristoilasyon, palmitoilasyon, izoprenilasyon {prenilasyon),
glipiasyon, lipoilasyon, flavinilasyon, fosfopanteteinilasyon, retinilidenilasyon, diftamidilasyon,
etanolamin fosfoglicerilasyon, hipusinilasyon, asilasyon, asetilasyon, formilasyon, alkilasyon,

amidasyon, arjinilasyon, poliglutamilasyon, poliglisilasyon, bitirilasyon,
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gammakarboksilasyon,  glikozilasyon, polisiyalilasyon,  malonilasyon,  hidroksilasyon,
iyodinasyon, nukleosilasyon,  oksidasyon,  fosforoesterfikasyon,  fosforamidasyon,
fosforilasyon, adenililasyon, propiyonilasyon, piroglutamat, S-glutatyonilasyon, S-
nitrosilasyon, siksinilasyon, stlfasyon, selenoilasyon, glikasyon, biyotinilasyon, asilasyon,
PEGilasyon, HESilasyon, Silasyon, sitrullinasyon, deamidasyon, eliminilasyon, karbamilasyon,
deiminasyon, pupilasyon, neddilasyon, ubikitinasyon, SUMQilasyon, ve ISGilasyonu

vaslashya iliskilendirilmektedir.

18. Yaplandlmnalar 1 ila 17'den herhangi birine gore yontem olup, burada numune,
rekombinant polipeptitin saflastfIth(s] bir preparasyonunu, rekombinant polipeptitin kSimen
saflastitth(s] bir  preparasyonunu, rekombinant polipeptitin = saflastltiham(s]  bir
preparasyonunu, rekombinant polipeptitin formtle edilmig bir preparasyonunu; rekombinant
polipeptitin bir ham 6z{tln(, rekombinant polipeptitin bir fraksiyonlu 6ziitind, rekombinant
polipeptiti kapsayan bir hucre lizat@¥eya bir biyolojik numuneyi kapsamaktad ]

19. Yapl@ndimna 18 gdre ydontem olup, burada biyolojik numune, hiicreler, bir doku
numunesi, bir kan numunesi, bir viicut siISThumunesi veya bir bireyden dogrudan alman bir

organ numunesini icermektedir.

20. Yaplandma 19a g6re ydntem olup, burada vicut sisl Idrar, tikidrik, meni, diski]
salya, safra, serebral s, Inazal strintl, Urogenital strintl, nazal aspirat, veya omurilik
sISIIr]

21. Yapl@ndimna 18’ gdre yontem olup, burada biyolojik numune, bir bireyden dogrudan

allhbn bir numuneden elde edilen bir preparasyondur.

22.Yaplandlrna 21'e gbre yontem olup, burada bireyden dogrudan allbbn numuneden elde
edilen preparasyon, bir kan numunesinin bir plazma fraksiyonu, bir kan numunesinin bir

serum fraksiyonu veya bir saflagtltina prosesine ait bir eluattltl

23.Yapl@ndcmalar 1 ila 22'den herhangi birine gbre yontem olup, bruada numune,
rekombinant polipeptitin tespit edilebilirlidinin artifithasCgin veya rekombinant polipeptitin

aktivitesinin arttlihaslitin iglem gérmektedir.

24.Yaplandirina 23’e gére ydéntem olup, burada islem, lisizleme, seyreltme, saflastlrina,
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Ozlitleme, filtreleme, damfina, ayltina, konsantre etme, karGan bilesenlerin inaktivaysonu,

tepkenlerin eklenmesi veya bunlard herhangi bir kombinasyonunu igermektedir.

25. Yapldndlemalar 1 ila 24'ten herhangi birine gbre yontem olup, bruada yakalama ajan(J
modifikasyonu iceren bir polipeptit icin, 1 x 10° M sVden fazla, 1 x 10° M s'''den fazla, 1 x

107 M* s'den fazla, veya 1 x 10® M ! s"den fazla olan bir birlesme hzI3abitine sahiptir.

26. Yapldndilmnalar 1 ila 25ten herhangi birine gbre yontem olup, bruada yakalama ajan[J
modifikasyonu iceren bir polipeptit igin, 1 x 107 sVden az, 1 x 10" sden az, veya 1 x 10° &
den az olan bir ayrBima hZ3abitine sahiptir.

27. Yaplandlcnalar 1 ila 26’dan herhangi birine gére yéntem olup, burada yakalama ajan[J]
modifikasyonu igeren bir polipeptit icin, 0.500 nM’den az, 0.450 nM‘den az, 0.400 nM'den az,
0.350 nM’den az, 0.300 nM'den az, 0.250 nM'den az, 0.200 nM'den az, 0.150 nM'den az,
0.100 nM'den az, veya 0.050 nM'den az olan bir denge ayrlsima sabitine sahiptir.

28. Yaplandlemalar 1 ila 27°den herhangi birine gére yéntem olup, burada yakalama ajan(J]
maodifikasyona sahip olmayan bir polipeptit veya farklCbhir modifikasyon orlintisiine veya
derecesine sahip olan bir polipeptit icin, 1 x 10° M* s'den az, 1 x 10! M* s"den az, 1 x 10°
M? stden az, 1 x 10° M1 s¥den az, veya 1 x 10* M s¥den az olan bir birlesme hzL3abitine

sahiptir.

29. Yaplandicinalar 1 ila 28’den herhangi birine gére yéntem olup, burada vakalama ajan(J
bir modifikasyona sahip olmayan bir rekombinant polipeptite yonelik yakalama ajan(nin
birlesme h[zL$abitine (Ka) ve/veya farkl[bir modifikasyon &riintlisiine veya derecesine sahip
bir rekombinant polipeptite ydnelik yakalama ajanlnl birlesme hzLsabitine (Ka) gére, bir
modifikasyon iceren bir rekombinant polipeptit icin, 1 x 10° M* s*den fazla, 1 x 10' M* &
Yden fazla, 1 x 10> M s¥den fazla, 1 x 10° M s¥den fazla veya 1 x 10* M* s'''den fazla

olan bir birlesme hzL3abitine (Ka) sahiptir.

30. Yaplandlcnalar 1 ila 28’den herhangi birine gére yontem olup, burada yakalama ajan[J]
bir modifikasyona sahip olmayan bir rekombinant polipeptite yonelik yakalama ajanhbin
birlesim hEzkabitinden (Ka) vefveya farklCbir modifikasyon orlintlisiine veya derecesine
sahip olan bir rekombinant polipeptite yonelik yakalama ajanlnl birlesim hzL$abitinden (Ka)

en az 2 kat fazla, en az 3 kat fazla, en az 4 kat fazla, en az 5 kat fazla, en az 6 kat fazla, en
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az 7 kat fazla, en az 8 kat fazla, en az 9 kat fazla, en az 10 kat fazla, en az 100 kat fazla, en
az 1,000 kat fazla veya en az 10,000 kat fazla olan, bir modifikasyon iceren bir rekombinanta

ynelik bir birlesme hlzLdabirine (Ka) sahiptir.

31. Yapl@ndicnalar 1 ila 28’den herhangi birine gére yéntem olup, burada yakalama ajan(J]
bir modifikasyona sahip olmayan bir rekombinant polipeptite ve/veya farklCbir modifikasyon
orlntlsine veya derecesine sahip clan bir rekombinant polipeptite gbre, bir modifikasyon
iceren bir rekombinant polipeptit icin, en az 2:1, enaz 3:1, en az4:1, en az 5:1, en az 6:1 en
az 7:1,en az 8:1, en az 9:1, en az 10:1, en az 15:1, en az 20:1, en az 25:1, en az 30:1, en
az 35:1, veya en az 40:1 olan bir badglama 6zgulligl oranMa sahiptir.

32. Yap@ndlnalar 1 ila 31'den herhangi birine gére yéntem olup, burada yakalama ajan]
cokdederlikli bir yakalama ajan(dit]

33. Yapldndimnalar 1 ila 32'den herhangi birine gére yndntem olup, burada yakalama ajan(]
bir modifikasyon iceren rekombinant polipeptiti, modifikasyen icermeyen ayn[bolipeptitten
ayld edebilmetkedir.

34. Yap@ndlrinalar 1 ila 33'ten herhangi birine gére yontem olup, bruada yakalama ajan[ Ibir
modifikasyon iceren rekombinant polipeptiti, farklObir modifikasyon oOriintiisiine veya

derecesine sahip olan ayn(polipeptitten ayld edebilmektedir.

35. Yaplandimnalar 1 ila 34'ten herhangi birine gére yntem olup, bruada yakalama ajanCbir

antikordur.

36. Yapl@ndirina 35 gdre yéntem olup, burada antikor, bir anti-asetat antikoru, bir anti-
fosfat antikoru, bir anti-lipid antikoru, veya bir anti-karbohidrat antikoru, bir anti-miristat
antikoru, bir anti-palmitat antikoru, bir anti-izoprenoid antikoru, 6rnegdin bir anti-farnesol
antikoru ve geranilgeraniyol antikaru, bir anti-glkozilfosfatidilinositol (GPI) antikoru, bir anti-
lipoat antikoru, bir anti-flavin antikoru, bir anti-hem C antikoru, bir anti-4’-fosfopanteteinil
antikoru, bir anti-retiniliden antikoru, bir anti-difthamit antikoru, bir anti-etanclamin
fosfogliserol antikoru, bir anti-hipusin antikoru, bir anti-asetil antikoru, bir anti-formil
antikoru, bir anti-alkil antikoru, bir anti-metil antikoru, bir anti-amit antikoru, bir anti-amino
asit antikoru, bir anti-bitil antikoru, bir anti-karboksil antikoru, bir anti-glikozil antikoru, bir

anti-polisiyalik asit antikoru, bir anti-hidroksil antikoru, bir anti-malenil antikoru, bir anti-
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iyodin antikoru, bir anti-fosfat antikoru, bir anti-adenilil antikoru, bir anti-stiksinil antikoru, bir
anti-sllfat antikoru, bir anti-selenyum antikoru, bir anti-karbohidrat antikoru, bir anti-
polisakkarit antikoru, bir anti-nisasta antikoru, bir anti-hidroksil-etil nisasta (HES) antikoru,
bir anti-seker antikoru, bir anti-polietilen glikol (PEG) antikoru, bir anti-ubikitin antikoru, bir
anti-pullulan antikoru, bir anti-kitosan antikoru, bir anti-hyallronik asit antikoru, bir anti-
kondroitin sllfat antikoru, bir anti-dermatan silfat antikoru, bir anti-dekstran antikoru, bir
anti-karboksimetil-dekstran antikoru, bir anti-polialkilen oksit (PAO) antikoru, bir anti-
polialkilen glikol (PAG) antikoru, bir anti-polipropilen glikol (PPG) antikoru, bir anti-
polioksazolin antikoru, bir anti-poliakriloilmorfolin antikoru, bir anti-polivinil alkol (PVA)
antikoru, bir anti-polikarboksilat antikoru, bir anti-polivinilpirrolidon (PVP) antikoru, bir anti-
polifosfazen antikoru, bir anti-polioksazolin antikoru, bir anti-polietilen-ko-maleik asit anhidrit
antikoru, bir anti-polistiren-ko-maleik asit anhidrit antikoru, bir anti-poli(1-hidroksimetiletilen
hidroksimetilformal} (PHF) antikoru, ve bir anti-2-meakriloiloksi-2"-etiltrimetilamonyum-fosfat
{MPC} antikorudur.

37. Yapl@ndmmalar 1 ila 36'dan herhangi birine gére yontem olup, burada modifikasyonu
iceren rekombinant polipeptit veya modifikasyonu iceren rekombinant koaglilayon faktérd,
bir PEGilasyon Faktéri II, bir PEGilasyon Faktérd Ila, bir polisiyaliyasyon Faktéri II, bir
polisiyalilasyon Faktori IIa, bir HESilasyon Faktéri II, bir HESilasyon Faktdrl ITa, bir Silasyon
Faktdrii II, veya bir Silasyon Faktori IIa'didl

38. Yap@@ndmalar 1 ila 36’dan herhangi birine gdre yontem olup, burada modifikasyonu
iceren rekombinant polipeptit veya modifikasyonu iceren rekombinant koagllayon faktord,
bir PEGilasyon Faktérii VII, bir PEGilasyon Faktorl VIIa, bir polisivalilasyon Faktord VII, bir
polisiyalilasyon Faktérl VIIa, bir HESilasyon Fakttrl VII, bir HESilasyon Faktorl VIIa, bir
Silasyon Faktori VII, veya bir Silasyon Faktér VIIa'd[rl

39. Yaplandmmalar 1 ila 36’dan herhangi birine gdre yontem olup, burada modifikasyonu
iceren rekombinant polipeptit veya modifikasyonu iceren rekombinant koaglilayon faktord,
bir PEGilasyon Faktorla VIII, bir PEGilasyon Faktdri VIIIa, bir polisiyalilasyon Faktéra VIII, bir
polisiyalilasyon Faktort VIIIa, bir HESilasyon Faktorl VIII, bir HESilasyon Faktor( VIIa, bir
Silasyon Faktori VIII, veya bir Silasyon Faktord VIIIa‘d(cl

40. Yap@@ndlmnalar 1 ila 36'dan herhangi birine gore yontem olup, burada modifikasyonu

iceren rekombinant polipeptit veya modifikasyonu igeren rekombinant koagtilayon faktord,
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bir PEGilasyon Faktord IX, bir PEGilasyon Faktdrli IXa, bir polisiyalilasyon Faktorld IX, bir
polisiyalilasyon Faktorli IXa, bir HESilasyon Faktorli IX, bir HESilasyon Faktorl IXa, bir
Silasyon Faktori IX, veya bir Silasyon Faktori IXa'd [t

41. Yap@ndmalar 1 ila 40'tan herhangi birine gére ydntem olup, burada yakalama ajanClir
kat[destede tutturuimaktadIc]

42. Yaplandltina 41’e gbre yontem olup, burada kat[tlestek, coklu kuyucuklu bir plaka, bir

film, bir tiip, bir tabaka, bir siitun veya bir mikropartik{ildir.

43. Bir PEGile rekombinant Faktéri VII'nlo mevcudiyetinin tespit edilmesine yodnelik bir
yontem olup, yéntem su adimlarCicermektedir: anti-PEG antikorunun PEGile rekombinant
Faktdr VII'va segici sekilde badlanmasbb olanak veren kosullar altida bir anti-PEG
antikoruna sahip PEGile rekombinant Faktdr VII'y[kapsayan bir numunenin inkiibe edilmesi,
bdylelikle bir Faktdér VII-antikor kompleksinin olusturulmasi]numuneden Faktér VII-antikor
kompleksinin saflasticIhaslve rekombinant Faktér VII'nlal mevcudiyetinin ve/veya bir Faktor
VII aktivitesinin tahlil edilmesi, burada Faktér VII ve/veya Faktdor VII aktivitesinin tespit
edilmesi, PEGile rekombinant Faktér VII'n[al mevcudiyetini gostermektedir, burada PEGile
rekombinant Faktér VII, bir Faktor VII ve/veya bir Faktor VIIa'dirl

44. Bir polisiyalillenmis rekombinant Faktér VII'nlal mevcudiyetinin tespit edilmesine yoénelik
bir yontem olup, yontem su adblarCicermektedir: anti-PSA antikorunun polisiyalillenmis
rekombinant Faktér VII'ya secici sekilde baglanmash olanak veren kosullar altloda bir anti-
PSA antikoruna sahip polisiyalillenmis rekombinant Faktdér VII'vCkapsayan bir numunenin
inkiibe edilmesi, bdylelikle bir Faktér VII-antikor kompleksinin olusturulmasi] numuneden
Faktor VII-antikor kompleksinin saflastiithasiIve rekombinant Faktdr VII'nil mevcudiyetinin
vefveya bir Faktér VII aktivitesinin tahlil edilmesi, burada Faktor VII ve/veya Faktor VII
aktivitesinin tespit edilmesi, polisiyalillenmis rekombinant Faktdr VII'nlm mevcudiyetini
gdstermektedir, burada polisiyalillenmis rekombinant Faktér VII, bir Faktér VII ve/veya bir
Faktdr VIa'd(r]

45, Bir HESile rekombinant Fakt6ri VII'n[ mevcudiyetinin tespit edilmesine yonelik bir
yontem olup, ydntem su admlarCikermektedir: anti-S antikorunun HESile rekombinant Faktor
VII'va segici sekilde baglanmaslnh olanak veren kosullar altiida bir anti-S antikoruna sahip

HESile rekombinant Faktér VII'y[kapsayan bir numunenin inkibe edilmesi, béylelikle bir
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Faktér VII-antikor kompleksinin olusturulmasdnumuneden Faktér VII-antikor kompleksinin
saflasttthas] ve rekombinant Faktor VII'n[@ mevcudiyetinin ve/veya bir Faktor VII
aktivitesinin tahlil edilmesi, burada Faktor VII mevcudiyetinin ve/veya Faktor VII aktivitesinin
tespit edilmesi, HESile rekombinant Faktdr VII'nlal mevcudiyetini gdstermektedir, burada
HESile rekombinant Faktdr VII, bir Faktdr VII ve/veya bir Faktdr VIIa'd[E]

46. Bir Sillenmis rekombinant Faktoér VII'nlb mevcudiyetinin tespit edilmesine yonelik bir
yontem olup, yontem su admhlarCicermektedir: anti-S antikorunun Sillenmis rekombinant
Faktdr VII'va segici sekilde baglanmasiob olanak veren kosullar altlda bir anti-S antikoruna
sahip Sillenmis rekombinant Faktér VII'y[kapsayan bir numunenin inkiibe edilmesi, boylelikle
bir Faktér VII-antikor kompleksinin olusturulmas] numuneden Faktér VII-antikor
kompleksinin saflasticIthas[lve rekombinant Faktér VII'n[al mevcudiyetinin ve/veya bir Faktor
VII aktivitesinin tahlil edilmesi, burada Faktdr VII ve/veya Faktor VII aktivitesinin tespit
edilmesi, Sillenmis rekombinant Faktér VII'nll mevcudiyetini gdstermektedir, burada
Sillenmis rekombinant Faktdr VII, bir Faktor VII ve/veya bir Faktdr VIIa'dlrl

47. Bir PEGile rekombinant Faktér( VIII'n[@ mevcudiyetinin tespit edilmesine yoénelik bir
yontem olup, yontem su adblarCigermektedir: anti-PEG antikorunun PEGile rekombinant
Faktér VIII'va secici sekilde badlanmasb olanak veren kosullar altlda bir anti-PEG
antikoruna sahip PEGile rekombinant Faktor VIII'ykapsayan bir numunenin inkibe edilmesi,
béylelikle bir Faktér VIII-antikor kompleksinin olusturulmasiInumuneden Faktdr VIII-antikor
kompleksinin saflastitlmas(] ve rekombinant Faktdr VIII'nl[Al mevcudiyetinin ve/veya bir
Faktér VIII aktivitesinin tahlil edilmesi, burada Faktor VIII ve/veya Faktor VIIT aktivitesinin
tespit edilmesi, PEGile rekombinant Faktér VIII'nlD mevcudiyetini gdstermektedir, burada
PEGile rekombinant Faktor VIII, bir Faktor VIII ve/veya bir Faktér VIIIa'dIE]

48. Bir polisiyalillenmis rekombinant Faktor VIII'nl mevcudiyetinin tespit edilmesine yonelik
bir yéntem olup, yontem su admlarCicermektedir: anti-PSA antikorunun polisiyalillenmis
rekombinant Faktor VIII'va secici sekilde baglanmasibk olanak veren kosullar altida bir anti-
PSA antikoruna sahip polisiyalillenmis rekombinant Faktér VIII'yCkapsayan bir numunenin
inkiibe edilmesi, boylelikle bir Faktor VIII-antikor kompleksinin olusturulmasl] numuneden
Faktér VIII-antikor kompleksinin  saflastiihasl] ve rekombinant Faktdr VIII'nDl
mevcudiyetinin ve/veya bir Faktér VIII aktivitesinin tahlil edilmesi, burada Faktdr VIII
vefveya Faktor VIII aktivitesinin tespit edilmesi, polisiyalillenmis rekombinant Faktdr VIII'n(ol

mevcudiyetini gdstermektedir, burada polisiyalillenmis rekombinant Faktér VIII, bir Faktor
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VIII ve/veya bir Faktdr VIIIa'dd

49. Bir HESile rekombinant Faktor VIII'nlnl mevcudiyetinin tespit edilmesine yénelik bir
yontem olup, yontem su adlmilarlicermektedir: anti-S antikorunun HESile rekombinant Faktér
VIII'va segici sekilde badlanmashb olanak veren kosullar altlnda bir anti-S antikoruna sahip
HESile rekombinant Faktor VIII'yCkapsayan bir numunenin inkibe edilmesi, boylelikle bir
Faktér VIII-antikor kompleksinin olusturulmasinumuneden Faktdr VIII-antikor kompleksinin
saflastitihasl] ve rekombinant Faktér VIII'nld mevcudiyetinin ve/veya bir Faktor VIII
aktivitesinin tahlil edilmesi, burada Faktdr VIII ve/veya Faktdr VIII aktivitesinin tespit
edilmesi, HESile rekombinant Faktér VIII'nlal mevcudiyetini gbstermektedir, burada HESile
rekombinant Faktdr VIII, bir Faktdr VIII ve/veya bir Faktor VIIIa‘dicl

50. Bir Sillenmis rekombinant Faktor VIII'nl@ mevcudiyetinin tespit edilmesine yénelik bir
yontem olup, yéntem su adlmlarCdgermektedir: anti-S antikorunun Sillenmis rekombinant
Faktér VIII'ya segici sekilde baglanmasa olanak veren kosullar altida bir anti-S antikoruna
sahip Sillenmis rekombinant Faktér VIII'y[1kapsayan bir numunenin inkiibe edilmesi,
bdylelikle bir Faktér VIII-antikor kompleksinin olusturulmasInumuneden Faktdr VIII-antikor
kompleksinin saflastitlmas(] ve rekombinant Faktér VIII'n[Al mevcudiyetinin ve/veya bir
Faktér VIII aktivitesinin tahlil edilmesi, burada Faktér VIII ve/veya Faktdr VIIT aktivitesinin
tespit edilmesi, Sillenmis rekombinant Faktor VIII'nln mevcudiyetini gdstermektedir, burada
Sillenmig rekombinant Faktdr VIII, bir Faktor VIII vefveya bir Faktér VIIIa'd[E]

51. Bir PEGile rekombinant Faktorli IX'ndl mevcudiyetinin tespit edilmesine yoénelik bir
yontem olup, vontem su admlarCcermektedir; anti-PEG antikorunun PEGile rekombinant
Faktor IX'e segici sekilde baglanmasinl olanak veren kosullar altinida bir anti-PEG antikoruna
sahip PEGile rekombinant Fakttr IX'i kapsayan bir numunenin inkilbe edilmesi, bdylelikle bir
Faktér IX-antikor kompleksinin olusturulmasl] numuneden Faktér IX-antikor kompleksinin
saflastiIhas[ve rekombinant Faktor IX'in mevcudiyetinin ve/veya bir Faktor IX aktivitesinin
tahlil edilmesi, burada Faktdr IX ve/veya Faktdér IX aktivitesinin tespit edilmesi, PEGile
rekombinant Faktdr IXin mevcudiyetini gbstermektedir, burada PEGile rekombinant Faktér
IX, bir Faktdr IX ve/veya bir Faktor IXa'dlrl

52. Bir polisiyalillenmis rekombinant Faktérti IX'nlal mevcudiyetinin tespit edilmesine ydnelik
bir yontem olup, ydontem su adlarCicermektedir: anti-PSA antikorunun polisiyalillenmis

rekombinant Faktor IX'e segici sekilde badlanmasinh olanak veren kosullar altiida bir anti-
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PSA antikoruna sahip polisiyalillenmis rekombinant Faktdér IXi kapsayan bir numunenin
inklibe edilmesi, boylelikle bir Faktdr IX-antikor kompleksinin olusturulmas[] numuneden
Faktor IX-antikor kompleksinin saflagtilimasl]ve rekombinant Faktér IXin mevcudiyetinin
ve/veya bir Faktér IX aktivitesinin tahlil edilmesi, burada Faktér IX ve/veya Faktdr IX
aktivitesinin tespit edilmesi, polisiyalillenmis rekombinant Faktor IXin mevcudiyetini
gostermektedir, burada polisiyalillenmis rekombinant Faktor IX, bir Faktor IX ve/veya bir
Faktor IXa'd[cl

53. Bir HESile rekombinant Faktéri IX'nlAl mevcudiyetinin tespit edilmesine ydnelik bir
yontem olup, yontem su admlarCikermektedir: anti-S antikorunun HESile rekombinant Faktér
IX'e secici sekilde baglanmasibh olanak veren kosullar altloda bir anti-S antikoruna sahip
HESile rekombinant Faktér IX'i kapsayan bir numunenin inkibe edilmesi, boylelikle bir Faktor
IX-antikor kompleksinin  olusturulmasd numuneden Faktér IX-antikor kompleksinin
saflastfmas(Ive rekombinant Faktdr IX'in mevcudiyetinin ve/veya bir Faktdr IX aktivitesinin
tahlil edilmesi, burada Faktor IX ve/veya Faktor IX aktivitesinin tespit edilmesi, HESile
rekombinant Faktoér IXin mevcudiyetini gostermektedir, burada HESile rekombinant Faktor
IX, bir Faktdr IX ve/veya bir Faktér IXa'd[E]

54. Bir Sillenmis rekombinant Faktori IX'nlal mevcudiyetinin tespit edilmesine ydnelik bir
yontem olup, yontem su adilarCdcermektedir: anti-S antikorunun Sillenmis rekombinant
Faktor IX'e secici sekilde baglanmasb olanak veren kosullar altida bir anti-S antikoruna
sahip Sillenmis rekombinant Faktér IX'i kapsayan bir numunenin inkiibe edilmesi, boylelikle
bir Faktér IX-antikor kompleksinin olusturulmasiInumuneden Faktdr IX-antikor kempleksinin
saflastimas(Ive rekombinant Faktdr IX'in mevcudiyetinin ve/veya bir Faktor IX aktivitesinin
tahlil edilmesi, burada Faktdér IX ve/veya Faktdr IX aktivitesinin tespit edilmesi, Sillenmis
rekombinant Faktér IX'in mevcudiyetini gostermektedir, burada Sillenmis rekombinant Faktér
IX, bir Faktor IX ve/veya bir Faktor IXa'dlr]

55. Yaplandkmalar 1 ila 54'ten herhangi birine gére ydntem olup, burada tahlil adm[Jbir
niteliksel tahlil veya bir niceliksel tahlil kullanldrak gergeklestirimektedir.

56. Yapl@ndlmnalar 1 ila 55%ten herhangi birine gore yontem olup, burada tahlil admh[dbir /7

vitro tahlil, bir hiicre bazlHahlil veya bir in vivo tahlil kullan@drak gerceklestirilimektedir.

57. Yaplandlrinalar 1 ila 56’dan herhangi birine gdre yontem olup, burada tahlil adlm[]
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spesifik olmayan bir polipeptit tahlili veya spesifik bir polipeptit tahlili kullanl3rak
gercgeklestiriimektedir.

58. Yapl@ndlina 57'ye gére yontem olup, bruada spesifik olmayan polipeptit tahlili, bir UV
absorbsiyon tahlili, bir bilire tahlili veya bir Bradford tahlilidir.

59. Yaplandlrma 57'ye gore yontem olup, burada spesifik polipeptit tahlili bir kromojenik
tahlil, bir kolorimetrik tahlil, bir kronometrik tahlil, bir kemiluminesans tahlili, bir
elektrokemiluminesans tahlili, bir biyoluminesans tahlili, bir florcjenik tahlil, bir rezonan enerji
aktari tahlili, bir dizlemsel polarizasyon tahlili, bir aklsl sitometrisi tahlili, bir immin bazl(d
tahlil veya bir aktivite tahlilidir.

60. YapBndina 59'a gore yontem olup, burada aktivite tahlili, bir enzimatik aktivite tahlili,
bir inhibitdr aktivitesi tahlili, bir koaglilasyon aktivitesi tahlili veya bir polimerizasyon aktivitesi
tahlilidir.

61. Yap@ndlnalar 1 ila 60tan herhangi birine gore yéntem olup, burada yakalama ajanhinl
secici sekilde badlanmasnétr ila alkalin aras[bir pHta meydana gelmektedir.

62. Yapldandlnalar 1 ila 61’den herhangi birine gére yontem olup, burada rekombinant

polipeptit, bir terapétik polipeptittir.

63. Yaplandlrina 63’e gbre ytntem olup, burada terapdtik bir polipeptit, Faktor IX (FIX),
Faktér VIIL (FVIID), Faktor VIIa (FVIIa), Von Willebrand Faktorii (VWF), Faktor V (FV), Faktor
X (FX), Faktdr XI (FXI), Faktdr XII (FXII), trombin (FII), protein C, protein S, tPA, PAI-1,
doku faktdri (TF), ADAMTS 13 proteaz, IL-1 alfa, IL-1 beta, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-11,
koloni stimllasyon faktorl-1 (CSF-1), M-CSF, SCF, GM-CSF, granulosit koloni stimtlasyon
faktorlu (G-CSF), EPO, interferon-a (IFN-a), konsensus interferon, IFN-8, IFN-y, IFN-o», IL-7,
IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, IL-19, IL-20, IL-21, IL-22,
IL-23, IL-24, IL-31, IL-32 alfa, IL-33, trombopoietin (TPO), Ang-1, Ang-2, Ang-4, Ang-Y,
anjiyopoietin-benzeri polipeptit 1 (ANGPTL1), anjiyopoietin-benzeri polipeptit 2 (ANGPTL2),
anjiyopoietin-benzeri polipeptit 3 (ANGPTL3), anjiyopoietin-benzeri polipeptit 4 (ANGPTL4),
anjiyopoietin-benzeri polipeptit 5 (ANGPTLS), anjiyopoietin-benzeri polipeptit 6 (ANGPTL®6),
anjivopoietin-benzeri polipeptit 7 (ANGPTL?7), vitronektin, vaskiler endotelyal biyiime
faktéril (VEGF), anjiyojenin, aktivin A, aktivin B, aktivin C, kemik morfojenik protein-1, kemik
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morfojenik protein-2, kemik morfojenik protein-3, kemik morfojenik protein-4, kemik
morfojenik protein-5, kemik morfojenik protein-6, kemik morfojenik protein-7, kemik
morfojenik protein-8, kemik morfojenik protein-9, kemik morfojenik protein-10, kemik
morfojenik protein-11, kemik morfojenik protein-12, kemik morfojenik protein-13, kemik
morfojenik protein-14, kemik morfojenik protein-15, kemik morfojenik protein reseptoru IA,
kemik morfojenik protein reseptort IB, kemik morfojenik protein reseptéri II, beyin tarevli
norotrofik faktér, kardiyotrofin-1, siliyer notrofik faktér, siliver nétrofik faktdr reseptorl,
kripto, kriptik, sitokin-indiikll nétrofil kemotaktik faktoér 1, sitokin indikli nétrofil, kemotaktik
faktor 2a, sitokin ind0kli nétrofik kemotaktik faktor 2, p-endotelyal hiicre bilyiime faktérd,
endotelin 1, epidermal blylme faktdrl, epijen, epiregulin, epitelyal tirevli nétrofil atraktan(d
fibroblast buylme faktdrl 4, fibroblast blylime faktéri 5, fibroblast blylime faktorl 6,
fibroblast bayume faktdri 7, fibroblast blylme faktori 8, fibroblast blyime faktorii 8b,
fibroblast biylime faktdrii 8c, fibroblast blyiime faktdri 9, fibroblast bliyime faktéri 10,
fibroblast blyiime faktérii 11, fibroblast blylime faktér( 12, fibroblast biytime faktdr(i 13,
fibroblast bilylime faktéril 16, fibroblast bliyiime faktorii 17, fibroblast bliyiime faktort 19,
fibroblast biyime faktérii 20, fibroblast biylime faktorii 21, fibroblast biylme faktéri
asidik, fibroblast biylme faktéri bazik, gliyal hiicre hattOilrevli nétrofik faktdr reseptéri ol,
gliyal hiicre hattOlirevli notrofik faktdr reseptéri o2, bliylimeyle ilgili protein, blylmeyle ilgili
protein o, blylmeyle ilgili protein B, bliylimeyle ilgili protein y, heparin baglama epidermal
blylime faktdrii, hepatosit blylime faktori, hepatosit biylime faktéri reseptéri, hepatoma
tirevli blylme faktori, insilin benzeri blylime faktoérd I, insilin-benzeri blyime faktéri
recseptor(i, insllin-benzeri bllyime faktorl II, insilin-benzeri blylime faktori badlama
proteini, keratinosit blylime faktérd, I6semi inhibisyon faktéril, [dsemi inhibisyon faktéra
reseptdrl o, sinir bilylime faktdéra sinir blyime faktorl reseptéril, ndropoietin nérotrofin-3,
norotrofin-4, onkostatin M (OSM), plasenta blylime faktéri, plasenta blylme faktdrl 2,
platelet tlrevli endotelyal hiicre blylime faktdrli, platelet tlrevli biyime faktori, platelet
tirevli bliyiime faktdrl A zinciri, platelet tirevli bilyime faktori AA, platelet tiirevli biliyiime
faktorli AB, platelet tiirevli bliyime faktérii B zinciri, platelet tlirevli bliyime faktor(i BB,
platelet tirevli biyime faktdéri reseptorl o, platelet tirevli biylime faktdri reseptdri 5, 6n-B
hiicresi blyime stimilasyon faktori, kék hiicre faktorid (SCF), kok hiicre faktéri reseptord,
TNF, TNFO, TNF1, TNF2, ddniistiriict blylme faktéri .alfa., ddnistiiriict blylme faktori g,
donlstirich blylme faktérd p 1, donlstiriictd buytme faktéri p 1.2, doénistirictd biylime
faktori p2, donustiricli biyime faktorli p3, donistiriicli bilylime faktori p5, latent
dénistiriici blylime faktéri pl, dondstirlcli biyime faktdri B baglama proteini I,

déndstirici blylme faktori p baglama proteini II, dondstiriici blylime faktori B baglama
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proteini III, timik stromal lenfopoietin (TSLP), timér nekroz faktéri rreseptori tip I, timor
nekroz faktoril rreseptoril tip II, drokinnaz tipi plazminojen aktivator reseptorl, fosfolipaz-
aktivasyon proteini (PUP), insiilin, lektin risin, prolaktin, koriyonik gonadotropin, folikil-
stimilasyon hormonu, tiroid-stimidlasyon hormonu, doku plazminojen aktévatdrd, I1gG, IgE,
IgM, IgA, ve IgD, a-galaktosidaz, p-galaktosidaz, DNAz, fetuin, liteinleyici hormon, dstrojen,
insilin, albumin, lipoproteinler, fetoprotein, transferrin, trombopoietin, Urokinaz, integrin,
trombin, leptin, Humira (adalimumab), Prolia (denosumab), Enbrel (etanersept), veya

bunlarl biyolojik olarak aktif bir fragmenti, tiirevi veya varyantnldir]

64. Yaplandltnalar 1 ila 64ten herhangi birine gdre bir ydntemin uygulanmascin faydald

olan bir veya daha fazla bilegen igeren bir kit.

65. Istem 64'e gdre kit olup, burada bir veya daha fazla bilesen, bir rekombinant polipeptitin
bir aktivitesinin ve/veya mevcudiyetinin tespit edilmesi icin gereken bir veya daha fazla
yakalama ajanl1bir veya daha fazla kat[faz destedini ve/veya bir veya daha fazla tepkeni

icermektedir.

66. Yaplandlmna 65'e gore kit olup, burada yakalama ajankat(destede tutturulmaktadtl

67. Yaplandnalar 64 ila 66’dan herhangi birine gére kit olup, burada kit ayrich, yakalama
ajan¥e/veya tahlil adimikin bir pozitif kontrol olarak faydalldlan bir modifikasyon iceren bir

rekombinant polipeptit icermektedir.

ORNEKLER

Asagldeki shldayclolmayan ornekler, burada tasarlanan temsili yaplandmalarl daha
blitGnlliklU bir sekilde anlaslthasmlnl saglanmasCbakmkan yalnzta agKlayClBmaglar igin
saglanmaktadlcl Bu 6rneklerin, burada aglklanan modifikasyona baglCaktivite tahlillerinin
yontemleri ve bu yontemler kullanlidrak iglenen Grinlerle ilgili olanlar da dahil olmak Uzere,
mevcut tarifnamede agklanan yaplandialardan higbirini sAldand EIGCd0siniimemelidir.
Orneklerin, mevcut bulusun kapsambi dEMda kalan konularOgerdigi durumlarda, bunlar

yalnlzta referans amaglar[iin buraya dahil edilmektedir.

Ornek 1
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PBS icindeki PEGile FVIII'ya yonelik MDAA

Bu ornek, PEGile FVIII'ya yonelik MDAA'nlm, tamponlu bir gozeltide uygulanabildigini

gOstermektedir.

Bir katCldestege, bir modifikasyon tanima antikorunun tutturulmasCigin, tavsan anti-PEG
antikorlarnlnl 0.43 mg/mL’si (B47-2061-1; Epitomics, Inc., Burlingame, CA), pH 9.5te, 0.1 M
NaHCO;-Na2CO3 igerisinde 1/50 seyreltilmistir ve gece boyunca 0+10°C'de bir F36 Maxisorp
plakasiinl (100 pL/kuyucuk) kuyucuklarda inkiibe edilmistir. Ardidan plakalar, fosfat-
tamponlu tuzlu su {PBS; 8 g/L NaCl, 0.2 g/L KCl, 0.2 g/L KH2PO4, 1.26 g/L NazHPO4 x 2
H20, natf pH) ve %0.05 Tween 20 igeren Ykbma Tamponu ile ykbnmistlc] Plakalarnl
kuyucuklar(Jardindan, 60 + 10 dakika boyunca 37 + 5°C'de PBS ve 10 mg/mL insan serum
alblmin iceren Seyrelti Tamponunun 200 pL/kuyucudunun inklibasyon ile bloke edilmistir.
Bloke edilen kuyucuklar Ykama Tamponu ile ykhnm/st[r]

Bir numunenin bir aktCdlestede secici sekilde badlanmaslCiin, yandaki numunelerin 100 pL’si
bir kuyucuga ilave edilmistir, 1) 10 mg/mL insan serum alblimini (HSA) iceren PBS
kullanlldrak PEGile rekombinant FVIII standardil bir seyrelti serisi veya 2) 10 mg/mL HSA
iceren PBS kullan@@rak hazldanan insan referans plazmashlnl bir seyrelti serisi. Yaklaslkl 2
degerinde bir PEGilasyon derecesine sahip PEGile rekombinant FVIII kullanIthstd ve bir
kromojenik yéntem ile élglilen, 2333 IU FVIII/mL'nin bir FVIII:C aktivitesine sahip olmugtur
ve 56.2 pg/mL bagIlCPEG/mL igermistir. Numuneler plakaya yiklenmistir ve 60 = 10 dakika
boyunca yaklaskl 18°C ila yaklaskl 26°C’de inklibe edilmistir. Bu kosullar altibda, PEGile
rekombinant FVIII, bir anti-PEG antikoru kullanl@rak kendi PEG klsmYasfaslyla kat[dlestede
secici sekilde baglanmistlc] Ardindan plaka Ykbma Tamponu ile 6 kez ylkbnmIstlr] sonrasida
pH 7.4te, 3.4 g/L imidazol, 5.85 g/L NaCl; 10 mg/mL HSA iceren bir FVIII seyrelti
tamponunun 200 pL/kuyucudu ile inkibasyon gerceklestirilmistir. Bu dengeleme, 3 dakika
boyunca oda slchkldinda gerceklestiriimistir. YKBma Tamponu ile bir ylkhma admhindan
sonra, kuyucuklar bosaltlhtl] ve Immunokrom FVIII kiti (Technoclone, GmbH, Viyana,
Avusturya) kullan@drak gergeklestirilen standart kromojenik prosedirin ardibdan FVIIT
aktivitesi bir kromojenik tahlil ile élgllmustir. Kuyucuklar 20 pL FVIII seyrelti tamponu ile
doldurulmustur, ardlodan 20 uL tepken A ve tepken B ardlslkl olarak ilave edilmistir. Ardindan
plaka 5 dakika boyunca 37 £ 5°C'de inklibe edilmigtir. Sonrasioda, énceden SISl substrat
cozeltisi ilave edilmigtir (100 pL/kuyucuk) ve 5 dakika boyunca 37 + 5°C'de inkiibe edilmistir.

Son olarak, reaksiyon %20 asetik asit (40 pL/kuyucuk) eklenmesiyle durdurulmustur.
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Sonrasioda, plaka bir ELISA okuyucu ile 405 nm'de (referans dalgaboyu 620 nm)

Olgllmistdr.

Sekil 1, PEGile FVIII preparasyonu ve bir insan referans plazma preparasyonu icin elde edilen
konsantrasyon-yanEledrilerini gostermektedir. PEGile FVIII preparasyonu igin elde edilen, 7.3
ila 233 mIU/mL arasObir FVIII aktivite aral@niJkapsayan doz-yan[l edrisi, dogruluk,
hassasiyet ve lineerlige yonelik kabul edilen gereklilikleri karsIdmlstlcl ve dolaylsida d[s]
dederleme numuneleri icin  uygun olduju disintimistir.  Ozellikle, iyilestirilmis
konsantrasyonlar@ nominal olanlar ile ortalama bagluyusmasColarak hesaplanan %100.1lik
bir ortalama dodruluk ve bu ortalamani standart sapmas[blarak ifade edilen %4.9'luk bir
hassasiyet ile birlikte, lok-log regresyon egrisinin korelasyon katsay[S[10.9993 idi. Alternatif
olarak, bir lin-lin regresyon analizine dayanan bir kalibrasyon egrisi de makul olabilmektedir.
Bu durumda, %104.4'1ik bir ortalama dogdruluk ve %6.2'lik bir hassasiyet ile birlikte 4 noktalC
kalibrasyon egrisi, valnzta 29.2 ila 233 miIU/mL arall@indaydd Bu veriler, kalibrasyon
egrisinin olusturulmasldigin log-log yaklaghldesteklemektedir, zira bu yaklagm, daha
ylksek dogruluk ve hassasiyet ile birlikte daha yiksek duyarllkl saglamaktadlr] Dahas(]
veriler, yalnZta modifiye FVIII'UGn Olclilmesine yonelik yaklasimibl mutlak o6zgdlligiind
sergilemistir. 1 IU/mLTik bir konsantrasyonda modifiye edilmemis, natif insan FVIII iceren
insan referans plazmaslJciddi bir sinyal meydana getirmemistir. Bu veriler, PEGile FVIII'lUn

FVIII aktivitesinin, hassas ve 6zgiil bir sekilde dlcilebildidini gostermistir.

Ornek 2

insan PlazmasCicindeki PEGile FVIII'ya yonelik MDAA

Bu &rnek, PEGile FVIII'ya yonelik MDAA'nnl kan plazmashinl varlidinda uygulanabildigini

gostermektedir.

Bir modifikasyon tanima antikoru, pH 9.5te 4 pug/mL tavsan anti-PEG antikorlar({B47-2061-
1; Epitomics, Inc., Burlingame, CA), 0.1 M NaHCO;-Na2CO3 igeren 100 pl/kuyucuk kaplama
antikoru ¢ozeltisinin kullan@hSlolmasCdsAda, Ornek 1'de a¢Kland@3ekilde bir katCdestede

tutturulmustur.

Numuneler segici sekilde bir katCdlestede badlanmistitlve 1) rekombinant PEGile FVIII'(in bir
birinci seyrelti serisinin, 1/10,000 ila 1/320,000 arasCbir seyrelti serisi elde etmek igin 30
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mg/mL yadslz siit iceren PBS icerisinde hazlanm& olmas[]2) rekombinant PEGile FVIII'lin
bir ikinci seyrelti serisinin, insan plazmasCicerisinde seyreltim vasffasia hazltlanmlsl olmas[]
ve 3) FVIII aktivitesinin, 37 £ 5°C'de substrat icin 15 dakika boyunca bir inkiibasyon siresi
kullan@@rak kromojenik tahlilde &iclilmesi dGida, FVIII aktivitesi, Ornek 1'de acKandgC]

Uzere kromojenik tahlil kullanldrak dl¢timistiir.

Sekil 2, farkl(3aflKara sahip iki preparasyona yonelik doz-yanElegrilerini gdstermektedir. Iki
konsantrasyon-yanftl egrisi, %1l1'den az oranlda farklkl gbsteren edimleri tarafioidan
gosterildigi (izere olduk¢e benzerdi. Bu veriler, 1/200 oranlida seyreltildiginde, PEGile FVIII
icin modifikasyona badld aktivite tahlilinin insan plazmasO icerisinde vyeterli sekilde
gerceklestirildigini gostermistir. Plazma igerisinde bulunan, PEGile olmayan FVIII, kesisen

konsantrasyon-yanEedrileri tarafioidan gosterildigi Gzere sinyale katkida bulunmamistir]

Ornek 3

PEGile FVIII'e yonelik MDAA'nn Dogrulugu ve Hassasiyeti

Bu &rnek, PEGile FVIII'e yonelik MDAA'nA dodrulugunu ve hassasiyetini gdstermektedir.

Bir kat[Hestede, bir modifikasyon tanlmha antikorunun tutturulmasOicin, pH 9.5te 4 pg/mL
tavsan anti-PEG antikorlarC{B47-2061-1; Epitomics, Inc., Burlingame, CA), 0.1 M NaHCOs-
Na2CO3 iceren 100 pL/kuyucuk kaplama antikoru ¢dzeltisi, gece boyunca 0£10°C'de bir F96
Maxisorp plakashlnl kuyucuklarnka inklibe edimistir. Ardindan plakalar, PBS ve %0.05 Tween
20 iceren Ykbma Tamponu ile ylkbnmlstkt]l Plakalaril kuyucuklardardndan, 60 + 10 dakika
boyunca 18°C ila 26°C'de PBS, %3 vyadslzl siit ve 50 mM benzamidin iceren Blokaj
Tamponunun 200 pL/kuyucugunun inkiibasyonu ile bloke edilmistir. Bloke edilen kuyucuklar
YKhma Tamponu ile ylkanmlstic]

Bir numunenin bir kat[CHestege secici sekilde badlanmaslicin, su numunelerin 100 pl'si bir
kuyucuda ilave edilmistir, 1) PBS, %3 yadsZsit ve 50 mM benzamidin ile seyreltilen ve 2.2
mU/mL ila 69 mU/mL arasCbir FVIII konsantrasyon aral@mnlkapsayan 1/10 insan plazma
¢ozeltisi kullanl@rak hazldanan PEGile rekombinant FVIIIUn bir seyrelti serisi; 2) PBS, %3
yagsz sir ve 50 mM benzamidin ile seyreltilien 1/10 insan plazma ¢ozeltisi kullanl3rak
hazldanan bir seyrelti serisi; veya 3) vaklaglkl 2'lik bir PEGilasyon derecesi ile birlikte PBS, %3

yadszsit ve 50 mM benzamidin PEGile rekombinant FVIII ile seyreltilen 1/10 insan plazma
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¢ozeltisi kullanl@rak hazltbnan bir test kontrolinin bir seyrelti serisi kullanm(sti] ve bir
kromojenik yéntem ile olglildigu Gzere 2333 IU FVIII/mL degerinde bir FVIIL:C aktivitesine
sahip olmustur ve 56.2 pg/mL bagICPEG/mL icermistir. Numuneler plakaya yiklenmistir ve
120 £+ 10 dakika boyunca yaklaskl 18°C ila yaklaskl 26°C'de inkiibe edilmigtir. Bu kosullar
altliida, PEGile rekombinant FVIII, bir anti-PEG antikoru kullan@@rak kendi PEG kismO
vasfaslyla kat[destede secici sekilde badlanmstirl Ardlodan plaka Ykbma Tamponu ile 6 kez
ykanmlst) sonrasioda pH 7.4'te, 3.4 g/L imidazol, 5.85 g/L NaCl; 10 mg/mL HSA igeren bir
FVIII seyrelti tamponunun 200 pL/kuyucugu ile inkiibasyon gerceklestirilmistir. Bu
dengeleme, 5 ila 10 dakika boyunca vyaklaskl 18°C ila vyaklaskl 26°C arashda
gerceklestirilmistir.

Ykbma Tamponu ile bir ykhma adihbdan sonra, kuyucuklar bosaltIthistirlve Immunokrom
FVIII kiti (Technoclone, GmbH, Viyana, Avusturya) kullanl3rak gerceklestirilen standart
kromojenik prosediriin ardiddan FVIIT aktivitesi bir kromojenik tahlil ile olgUlmastir.
Kuyucuklar 20 pL FVIII seyrelti tamponu ile doldurulmustur, ardindan 20 pL tepken A ve
tepken B ardlslkl olarak ilave edilmistir. Numuneler 500 rpm’ye ayarlanan bir karlstlrina
cihazbh koyulmustur ve 15 dakika boyunca yaklaskl 18°C ila yaklaskl 26°C'de inkiibe
edilmigtir. Ardiadan 100pL/kuyucuk substrat ¢ézeltisi ilave edilmistir ve 45 dakika boyunca
yaklaslkl 18°C ila yaklaskl 26°C'de inkiibe edilmistir. Son olarak, reaksiton 40 pL/kuyucuk
%20 asetik asit eklenmesiyle durdurulmustur. Optik yogunluklar (OD’ler) 405 nm’de
(referans dalgaboyu 620 nm) bir ELISA okuyucusu icerisinde &lglilmektedir. Niceliksel
degerlendirme, cift-logaritmik kalibrasyon edrisine dayanmaktad[r] Bireysel kalibrasyon edrisi
standartlarinl kdr numune-diizeltmeli ortalama OD’leri kendi FVIII konsantrasyonlarClle
iliskilendirilecektir. Elde edilen kalibrasyon edrisi, OD'leri kalibrasyon edrisi taraflddan
kapsanan OD aral@ndayken numunelerin FVIII konsantrasyonlarid olgllmesi igin
kullanhaktad ] Operatére baglhir etkinin kontrol edilmesi igin bu callShaya Ug farklG@nalist
katlin(strl

Tablo 1, kalibrasyon egrilerine ait orijinal verilerin ortalamalarid(n=24) ve bunlarnl
ozelliklerini  vermektedir. Ozellikle, 2.2 mU/mL ila 69 mU/mL arasBida degilen FVIII
konsantrasyonlarii sahip olan altCIkalibrasyon egrisi standardCID1 ila D6 ve ilgili kor
numuneler icin Olgllen ortalama kor numune diizeltmeli OD'leri vermektedir. Bu dodrudan
tahlil disd okumalarinlnl disinda, kalibrasyon egrisi Gzellikleri egimi, y-kesme noktasCve elde
edilen kalibrasyon edrilerinin korelasyon katsayS[ fosterilmektedir. Son olarak, bag[itoplam

hata (RTE), edri uydurmanil dogruluu ve hassasiyetinin birlestirilmis bir Olgliti
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verilmektedir. RTE, her bir kalibrasyon edrisi standardCcin dlctilen OD'lerin iyilestirilmesiyle
hesaplanm[gtt] Bu sekilde elde edilen konsantrasyonlar seyrelti faktori ile carplhistElve son
olarak ortalama iyilestiriimis konsantrasyonun elde edilmesi igin ortalamas[]allnim(st(r]
Bdylelikle RTE, nominal konsantrasyon yizdesi (RTE = {|x, - xm| + 2X5D ) / 3 x 100; z, ve
*m Sl@sila nominal ve Glglilen ortalamayemsil etmektedir ve SD, Z,'nin standart sapmas(nl]
temsil etmektedir) olarak ifade edilen, iyilestiriimis ortalama konsantrasyonun tahlil standard0
ve ¢ift standart sapmasinlnl ortalama iyilestirilmis kensantrasyonu ve nominal konsantrasyon

arasbdaki mutlak farkd toplam Cdlmugtur.

Tablo 1. PEGile FVIII'n[d MDAA’sMa yonelik ortalama orijinal veriler ve kalibrasyon egrisi
ozellikleri

Nitelik D1 D2 D3 D4 D5 D6 Koér Edim | Kesme r RTE
Numune noktas(]

Ortalama |1.984 |1.051 |0.540 (0.270 |0.130 |0.065 |0.176 0.9974 |-1.528 0.9994 (8.3

RSD 18.3 22.9 25.0 26.5 271 27.8 6.6 3.7 -8.3 n.a. n.a.

n.a. uygulanamaz anlamifk gelmektedir.

Bireysel dogrudan disd okumalar, yani kér numune dizeltmeli OD’ler, bireysel tahlil
kalibrasyon standartlar[D1 ila D6 icin dlgllen kdr numune dizeltmeli OD'lere ydnelik %18.3
ila %27.8 RSD'ler ile farklCkahliller arasioidaki belirli, ancak kabul edilebilir olan dediskenligi
gostermekteyken, kor numune, %6.6'1K disik RSD'i gostermektedir. Dogrudan dlsa
okumadaki bu farkllklarinl dengelenmesi igin, kalibrasyon edrisi her tek plaka Gzerinde
olusturulmaktadltl Ortalama edim ve ortalama y-kesme noktasCiin belirlenen distk RSD'ler,
tahlil standartlarCikin élgllen OD’lerdeki farklKlara ragmen elde edilen kalibrasyon egrilerinin
sekil bakmdan oldukca benzer oldugunu gostermektedir ve mutlak dish okumalar
arasindaki farkl[Klarl dengelenmesi baklmhidan bu prosedirin  etkili oldugunu
dogrulamstl DolaySka, kalibrasyon edrilerinin ortalama edrisi ve ortalama y-kesme noktasCJ
igin %3.7 ve %8.3'lik RSD’ler bulunmustur. Bu lineerlik, tim bireysel dederler 0.9978'den az
olmayacak sekilde ortalama korelasyon katsayS[’ = 0.9994 taraflddan gosterildigi Uzere
yeterliydi. Korelasyon katsaySLlineerlik ve dogruluk icin aldaticIbir 6lclit oldugundan dolay[]
ayrlca edrilerin RTE'si de hesaplanm&tE] %8.3lik ortalama RTE, kalibrasyon egrilerinin
dogrulugu ve lineerligi icin bir belirte¢ olarak yilksek korelasyon katsay@rhlHogrulamstir]
RTE'ye yonelik bireysel degerler %2.0 ila %17.6 aral@da degismistir. 24 RTE'nin yalnzta
1'inin %15ten fazla olmasye 24 RTE'nin 16’shinl %10°dan az olmasCgercedi, ayrich, sinyal
ve FVIII aktivitesi arashdaki iligkinin ag¢klanmasOligin segilen gift algoritmik kalibrasyon
modelinin  uygunludunu géstermistir. Tlaveten, yalnZta doz-yanf] iligkisinin sahte-lineer
kMmOl birlegtirse de kalibrasyon egrisinin, altCdbireysel nokta icerdigi g6z Oniinde
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bulundurulmaldic] Bu tasari, secilen kalibrasyon modelinden baglmsE olarak LBA'lara
yonelik altCIkalibrasyon noktasilol minimum bir say[SolClgerektiren biyoanalitik ydntem
dogrulama lizerine olan EMA kl@vuzu ile kalibrasyon egrisini uyumlu hale getirmektedir. Dar
bir aralida sahip lineer bir degerlendirme modeli kullanlsa da, buradaki kalibrasyon edrileri
bu talep ile uyumludur. Sekil 3, 24 yilritme icn elde edilen ortalama kalibrasyon egrisini
gostermektedir. EK, ilgili nominal konsantrasyonlarldl bir ylzdesi olarak iyilestiriimis tahlil
kalibrasyon standartlarinlnl uyumunu vermektedir. Biyoanalitik y6nétem dogrulama lizerine
olan mevcut kl@vuz, iyilestirilmis konsantrasyonlari %75inin £ %20 araldnda olmasnl]

gerektirmektedir.

Ortalama iyilestiriimis konsantrasyonlar, altClkalibrasyon egrisi standardiblnl tamamOigin
%b5'ten daha az farklkl gdstermistir. FVIII konsantrasyonuna baglClolan bagld hatalara
yonelik bir trend mevcut dedildi, bundan ziyade tim kalibrasyon edrisi aralldlboyunca sabit
bir dagi mevcuttu. 2.2 mU/mL’lik en diisiik FVIIT konsantrasyonuna sahip olan standart D6
igin belirlenen ortalama RE'nin, diger tahlil standartlarCikin belirlenenlerden farklColmad@ldia
dikkate dederdir. Bu aclkl bir sekilde, numunenin yalnzta bir seyreltisinin, kalibrasyon egtisi
taraflidan kapsanan arallkldahilinde bir sinyal verecedi alt nicelik belirleme shlFinh yakn olan
PEGile rekombinant FVIII konsantrasyonlarClile numunelerin élgimini desteklemektedir.
Bireysel RE'ler + %12 aralldindayd (Ve dolayElyla dogrulama protokoliiniin kabul kriterleri ile

uyumluydu,

Genel olarak, tim veriler, PEGile rekombinant FVIII'Un dlgimiine yonelik olarak MDAA igin
kalibrasyon  egrilerinin  olusturulmaslnl  dogruluunu, hassasiyet ve sadlaml@InlC]
dogrulam (st

Ornek 4

PEGile FVIII'e ydnelik MDAA'nD Ozgiilligii

Bu drnek, bir rekabet tahlili kullan@@rak PEGile FVIII'e yonelik MDAA'n[ &zglilliiginin nasO
dogruland@nlgostermektedir.

Bir modifikasyon taniba antikoru, Ornek 3'te acklandEJ iizere bir katd destege
tutturulmustur.
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Numuneler bir katOdestede secici sekilde baglanmstk] ve rekombinant PEGile FVIII
numunelerinin 69 mU/mL’lik bir konsantrasyona seyreltilmesi ve 100 pg/mL ila 0.012 pg/mL
{14 seyrelti) arasida degilen nihai PEG 5000 konsantrasyonlarinlnl elde edilmesi icin PEG
5000 ile 1+1 sekilde karBtiIthasCkSinda, FVIII aktivitesi, Ornek 3'te acKand@iizere
kromojenik tahlil kullan@@rak Glgtimastar.

Her bir rekabet numunesi tek yiritmede dort kez olglimistdr. Elde edilen ortalama sinyaller,
bunun ardlndan, hesaplanan ilgili sinyallere rekabetgi icermeyen numunelerden elde edilenler
ile tekrar iligkilendirilmigtir. Sekil 4, bu yaklasii ile elde edilen rekabet egdrisini gdstermektedir
ve ilaveten, ICsq'yi, yani yarEmaksimal rekabet sadlayan PEG 5000 konsantrasyonunu ve
Windows, GraphPad Software igin GraphPad Prism versiyon 5.00 kullanldrak bu ICsy igin
hesaplanan ilgili gliven arall@lI.os'i vermektedir. Veriler, yakalama admhnln 6zgalligiini
ackl bir sekilde gbstermektedir, zira PEG 5000 varlidinda dlglilen sinyalin aglid bir sekilde doza
badlOd indirgemesi  belirlenmistir. YarO maksimal rekabete, 2.4 pg/mLlik bir PEG
konsantrasyonu ile belirli tahlil kosullar[@ltihda ulaslh(sti]

Ornek 5

PEGile FVIII'e yénelik MDAA'n[m Ozgiilligii

Bu o&rnek, bir rekabet tahlili kullanldrak PEGile FVIII'e ydnelik MDAA'nlnl 6zgalligind

gostermektedir.

Bir modifikasyon tanl@a antikoru, Ornek 3%te acKand@ iizere bir kat destede

tutturulmustur.

Numuneler bir katCldestege secici sekilde baglanmgtll ve 1) rekombinant PEGile FVIII
numunelerinin 40 mU/mL’lik bir konsantrasyona seyreltiimesi ve 605 pg/mL ila 0.00007
pg/mL arasinda degilen nihai konsantrasyonlar(dl elde edilmesi icin PEG antikorlar({PEG-B-47;
Epitomics, Inc., Burlingame, CA) ile 1+1 sekilde karGtFlIhas@Enta, FVIII aktivitesi, Ornek
3'te agkland@lizere kromojenik tahlil kullan@@rak olgulmdstiir.

Her bir rekabet numunesi tek yiirlitmede iki kez dlglilmiistiir. Elde edilen ortalama sinyaller,
bunun ardindan, hesaplanan ilgili sinyallere rekabetci icermeyen numunelerden elde edilenler

ile tekrar iligkilendirilmistir. Sekil 5, bu yaklasm ile elde edilen rekabet edrisini gostermektedir
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ve ilaveten, ICsy'yi, yani yarkinaksimal rekabet sadlayan antikor konsantrasycnunu ve
Windows, GraphPad Software icin GraphPad Prism versiyon 5.00 kullanldrak bu ICs igin
hesaplanan ilgili gliven aral@Tly,05'i vermektedir. R?=0.9969 tayininin katsaySH iyi olmasC]
ile karakterize edilen bir ortak rekabet egrisi tarafimzta bulunmustur. 0.095 pg/mLlik bir
anti-PEG konsantrasyonu, belirli tahlil kogullarChltioda sinyalin yarCimaksimal indirgemesine

sebep olmustur ve yakalama adm@nl secimliligini dogrulamstic]

Ornek 6

Plazma igerisinde PEGile FVIII'e yonelik MDAA'nH\ Dogrulugu ve Hassasiyeti

Bu &rnek, bir spayk-geri kazanm tahlili kullan@@rak plazma igerisinde PEGile FVIII'e ydnelik

MDAA’n[A dodrulugunu ve hassasiyetini gdstermektedir.

Bir modifikasyon tana antikoru, Ornek 3%te acKland@ iizere bir kat[( destede

tutturulmustur.

Numuneler bir kat[Hestede secici sekilde badlanmGtilve 1) numunelerin, 0.07 ila 2 U/mL
arasinda dedisen bes konsantrasyonda PEGile rekombinant FVIII ile spayklanan normal insan
plazmas{NHP) icermesi; veya 2} numunelerin, piyasada mevcut olan sekiz FVIII eksikligi
olan plazma numunesi igermesi ve 0.07 U/mL ve 0.5 U/mL'de PEGile rekombinant FVIII ile
spayklanmadan énce ve sonra dlclilmesi digInka, FVIII aktivitesi, Ornek 3te acKlandGllizere
kromojenik tahlil kullan@@rak élctlmistir. FVIII eksiklidi olan sekiz plazma, George King Bio-
Medical Inc. (Chelsea, MA): GK897-1966 (#1), GK892-2056 (#2), GK896-2031 (#3), Pool-
1928 (#4), Pool-1930 (#5), GK893-1964 (#6), GK895-1959 (#7) ve GKB894-1965 (#8)'den

elde edilmistir.

Yiurttme ici (n=6) ve yirlitmeler aras[hassasiyet (n=6), spayklanan plazma ve tampon
numuneleri icin belirlenirken, tahlilin dogrulugu, spayklanan miktarlari geri kazan(m Dol
hesaplanmasida belirlenmistir. Son olarak, toplam hata, ylrltmeler arasChassasiyet ve
dogrulugun toplamblarak hesaplanmistt] Mevcut EMA kil@vuzu, bu toplam hatanl tahlilin
alt nicelik sirihda (LLOQ) %30 veya %40’'ChsmamasYerektidini belitmektedir. Tablo 2

yukaridb aglklanan verileri 6zetlemektedir.
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Tablo 2. PEGile FVIII'e yénelik MDAA'n[d hassasiyeti ve dogrulugu

Nominal Yiriitmeler aras[] Yiiriitme ici Dogruluk Toplam hata

Konsantrasyon hassasiyet hassasiyet
NHP Tampon NHP Tampon | NHP [Tampon| NHP [Tampon

0.07 9.3 13.2 n.d n.d 91.5 101.4 17.7 14.7
0.25 10.0 6.5 n.d nd 95.4 99.3 14.6 7.1
0.5 7.2 5.6 51 3.7 95.0 105.8 12.2 11.4
1.0 8.4 6.5 n.d nd 96.9 103.2 11.6 9.7
20 7.8 7.1 n.d n.d 99.6 107.2 8.2 14.2
n.d. gergeklestirilmemis anlam(oh gelmektedir.

Yiiksek kalitedeki veriler, normal insan plazmasCligerisinde ve tampon matrisi igerisinde
tahlilin hassasiyetinin ve dogrulugunun belirlenmesiyle elde edilmistir. Ayrich, PEGile
rekombinant FVIII'e yonelik MDAA'n[@l toplam hatas[dtahlilin 0.07 U/mLlik LLOQ’sunda bile
aglkl bir sekilde %?20'den disik olmustur. Bu veriler, PEGile rekombinant FVIII'e ydnelik
MDAA’h[ dodru ve hassas bir ydntem oldugunu, bir biyocanalitik yontem olarak kullanmha
uygun oldugunu belirlemektedir.

Tablo 3, FVIII eksikligi olan sekiz plazma numunesinde gerceklestirilen spayk-geri kazan
¢allGmashlnl sonuglar] géstermektedir. Spayklanan PEGile rekombinant FVIII'Un geri
kazanm[JFVIII eksikligi olan plazma numunelerinde de iyiydi. Slaskvla 0.07 U/mL ve 0.5
U/mL PEGile rekombinant FVII[/mL spayklandidioda %91.3 ve %98.5'lik ortalama geri
kazanmlar tespit edilmistir. Sekil 6, 0.5 U/mL ile spayklanan, FVIII eksikligi olan sekiz plazma
numunesinin  dordiine ynelik temsili edrileri gdstermektedir. Spayklanan numunelerin
edrilerinin, tahlil standardnlnl edrilerine olan ylksek benzerligi asikardid Spayklanan
numunelerin egrileri icin elde edilen egimler, tahlil kalibrasyon edrilerinin egimlerinden +
%10'dan az oranda farklCblup, spayklanan FVIII eksikligi olan plazma numuneleri icin elde

edilen doz-yanEegrilerinin Ustin lineerlidini géstermektedir.

Tablo 3. FVIII eksikli§i olan plazma numunelerinde geri kazan(m

Lot No. Oge |[Spayk1 |Spayk 2 |Lot No: Oge |[Spayk1 |Spayk 2
GKB97-1966 #1 85.5 100.0 Havuz-1930 #5 92.8 110.2
GK892-2056 #2 98.6 95.% GK893-1964 #6 87.0 93.9
GK896-2031 #3 89.9 93.9 (GK895-1959 #7 97.1 95.9
Havuz-1928 #4 88.4 104.1 GK894-1965 #8 91.3 93.9
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Ornek 7

PBS veya Insan Plazmas[cerisinde Polisiyalillenmis FVIII'e yonelik MDAA

Bu ornek, polisiyalillenmis FVIII'ya yonelik MDAA'n[n, kan plazmashiil varliginda veya bir

tamponlu ¢ozelti icerisinde uygulanabildigini gdstermektedir.

Bir kat[Hestege, bir modifikasyon tanlma antikorunun tutturulmasCigin, pH 9.5'te fare anti-
polisiyalik asit NCAM antikorlarCI{MAB5324-klon 2-2B; Millipore, Inc.,), 0.1 M NaHCO:s-
Na2CO3ln 1/400 seyreltisini iceren 100 pL/kuyucuk kaplama antikoru c¢ozeltisi, gece
boyunca 0 £ 10°C'de bir F96 Maxisorp plakaslnl kuyucuklarida inkibe edilmistir. Ardibdan
plakalar, PBS ve %0.05 Tween 20 iceren YkbBma Tamponu ile ykhnmistit] Plakalar(nl
kuyucuklarJardnidan, 60 £ 10 dakika boyunca 37 £+ 5°C'de PBS ve 10 mg/mL insan serum
alblimin igeren Seyrelti Tamponunun 200 pL/kuyucugunun inkiibasyon ile bloke edilmistir.
Bloke edilen kuyucuklar, bunun ardiodan, Ykbma Tamponu ile ykhnm(st[]

Bir numunenin bir katCdlestege secici sekilde baglanmasliin, yandaki numunelerin 100 pL’si
bir kuyucuda ilave edilmistir, 1) 10 mg/mL HSA iceren PBS kullanlidrak haz[fanan
polisiyalillenmis rekembinant FVIII standardnlnl 1/40,000 ila 1/1,280,000'lik bir seyrelti serisi
veya 2) 10 mg/mL HSA iceren PBS kullanl3rak hazldanan insan referans plazmasn 1/20 ila
1/3207ik bir seyrelti serisi. Polisiyalillenmis rekombinant FVIII, bir aktif aminooksi grubu
iceren bir 20kDa polisiyalik sait tepkeninin, FVIII'lin oksitlenmis N-glikanlarinb baglanmasfyla
hazltlanmlstt) baknlzl 20110027350 ve 20110028693 numaral.S. YaynlarlPreparasyon,
bir kromojenik ytntem ile dlcllen, 3110 IU FVIII/mL'nin bir FVIIL:C aktivitesine sahip
olmustur ve vyaklaskl 7 ila 8'lik bir polisiyalilasyon derecesi ile sonuclanan 483 pg/mL N-
asetilndraminik asit igermigtir. Numuneler plakaya ylklenmistir ve 60 £ 10 dakika boyunca
yaklagkl 18°C ila yaklaskl 26°C'de inklbe edilmistir. Bu kosullar altikda, Polisiyalillenmis
rekombinant FVIII, bir anti-PSA antikoru kullanl3rak kendi polisiyalik asit (PSA) klsinJ
vaslaslyla kat[destede secici sekilde badlanmstt] Ardlodan plaka Ylkbma Tamponu ile 6 kez
ykanmlstk] sonrasida pH 7.4te, 3.4 g/L imidazol, 5.85 g/L NaCl; 10 mg/mL HSA igeren bir
FVIII seyrelti tamponunun 200 pL/kuyucudu ile inkiibasyon gerceklestirilmistir. Bu
dengeleme, 3 dakika boyunca oda slchkldinda gerceklestirilmistir. Ykhma Tamponu ile bir
ykbma admbkan sonra, kuyucuklar bogaltIhistve Immunokrom FVIII kiti (Technoclone,
GmbH, Viyana, Avusturya) kullanldrak gerceklestirilen standart kromojenik prosediiriin
ardindan FVIII aktivitesi bir kromojenik tahlil ile dlgtimustir. Kuyucuklar 20 pL FVIII seyrelti
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tamponu ile doldurulmustur, ardiodan 20 pL tepken A ve tepken B ardislkl olarak ilave
edilmistir. Ardiodan plaka 5 dakika boyunca 37 + 5°C'de inkiUbe edilmistir. Sonrasihda,
onceden SEImslsubstrat ¢ozeltisi ilave edilmistir {100 pL/kuyucuk) ve 15 dakika boyunca 37
+ 5°C’de inklbe edilmistir. Nihai olarak, %20 asetik asit (40 pL/kuyucuk) eklenmesiyle
reaksiyon durdurulmustur. Sonrasiida, plaka bir ELISA okuyucu ile 405 nm’de {(referans

dalgaboyu 620 nm) Olglilmdistar.

Sekil 7, 2.4 ila 78 mIU/mL olan bir FVIII aktivite aralidinda, polisiyalillenmis FVIII
preparasyonu igin elde edilen konsantrasyon-yanitledrisini gdstermektedir. Polisiyalillenmis
FVIIT'e yonelik konsantrasyon-yanl egrisi, logaritmik donistiirmeden sonra tiim FVIII
konsantrasyon aral@boyunca ivi bir lineerlik sergilemistir. Bu, korelasyon katsay[s[#=0.9989
taraflodan gdsterilmistir ve tim aralkl boyunca nominal olanlardan %12'den az olacak sekilde
farkl[Ikl gésteren {arallkt %89.8 ila %108.5; ortalama %100.2), kalibrasyon egrisinin bireysel
noktalarClgin hesaplanan, iyilestiriimis konsantrasyonlar tarafldan desteklenmistir. Veriler
ayrlch, MDAA'n@ 6zgilligini de dodrulamistlt) zira polisivalillenmis FVIII igin
gerceklestirildigi Gzere benzer FVIII konsantrasyonlarioda &lglldidinde, modifiye edilmemis

FVIII iceren insan plazmasChicbir yanEsergilememistir.

MDAA (zerinde insan plazmashlnl etkisi ayrlch, 1/200 onceden seyreltilis olan, insan
plazmasibda seyreltilen polisiyalillenmis FVIII'e yonelik yanfl dlciimesiyle arastiloistir]
Tablo 4, tampon iginde ve insan plazmaslikinde seyreltilen polisiyalillenmis FVIII igin élgllen,
kor numune ile diizeltilen ortalama optik yodunluklarf{OD’ler) dogrudan karsl@stfinaktad(r]
Bu ayrich, skkadslvla tampon iginde ve insan plazmasCigindeki iki seyrelti serisine yonelik
ivilestirilmis FVIII konsantrasyonlarblve nominal konsantrasyonlar bir yizdesi olarak

verilen, nominal FVIII konsantrasyonlarOle uyusmaySunmaktad(t]

Tablo 4. Tampon icerisindeki ve insan plazmas[igerisindeki polisiyalillenmis FVIII'e yonelik MDAA

Tampon igerisindeki Polisiyalillenmig|Plazma icerisindeki Polisiyalillenmis
FVIII FVIII
Seyrelti mU/mL (CD Iyilestirilmis %nominal |OD Dsa okuma % nominal
(mIU/mL) (mIU/mL)
40,000 77.7 1.715 79.8 102.6 1.786 83.6 107.6
80,000 38.9 0.911 381 98.1 1.016 43.3 111.4
160,000 19.4 0.510 19.4 99.7 0.532 20.3 104.7
320,000 9.7 0.290 10.0 103.2 0.274 9.4 96.6
640,000 4.9 0.142 4.4 89.8 0.157 4.9 100.9
1,280,000 2.4 0.092 2.5 107.5 0.08¢% 2.5 104.1
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Egim 0.8571 0.8762

%egdim 100.0 102.2

Polisiyalillenmis FVIII preparasyonu igin elde edilen konsantrasyon-yan edrileri, %3’ten
daha az farkllIKl gosteren edimleri tarafiddan gdsterildigi lzere, tampon ve insan plazmas]
icerisinde oldukca benzerdi. insan plazmaslh polisiyalillenmis FVIII aktivitesinin geri
kazan[m [Jtamponda oldugu kadar iyiydi. Insan plazmasCicerisinde seyreltilen polisiyalillenmis
preparasyon icin %96.6 ve 111.4 araslida ve tampon igerisinde aynUpreparasyon igin
%100.2 olan bireysel degerler ile birlikte ortalama geri kazanloh %104.2 idi. Bu veriler, 1/200
oraniida seyreltildiginde, polisiyalillenmig FVIII icin modifikasyona badlClaktivite tahlilinin
insan plazmasCicerisinde yeterli sekilde gerceklestirildigini gostermistir. Plazma igerisinde
bulunan, polisiyalillenmis olmayan FVIII, polisiyalillenmis FVIII icin MDAA'n[Al mutlak

Ozgulligiina gosteren sinyale katkida bulunmamIst(r]

Ornek 8

FarkiTHayvan Tiirlerine Ait Plazma Icerisindeki Polisiyalillenmis FVIII'e Yonelik
MDAA

Bu d&rnek, polisivalillenmis FVIII'ya yénelik MDAA'n@, kan plazmashd varlinda

uygulanabildigini gostermektedir.

Bir modifikasyon tana antikoru, Ornek 7'de acKand@ iizere bir katO destede

tutturulmustur.

Numuneler segici sekilde bir kat[Ckestede baplanmistilve 1) 10 mg/mL HSA ve 50 mM
benzamidin iceren PBS ile 1/20,000 oranlbda seyreltim, ardlbban ayrich farklCkirlere ait,
onceden 1/5 oranbda seyreltilmis plazma numunelerinin 1+1 orannda seyreltiimesi ve son
olarak, dogrudan plaka (izerinde 1+1 seyreltim (plazman(nl nihai konsantrasyonu 1/20°lik bir
seyreltive karslkl gelmistir) vastaskyla rekombinant polisiyalillenmis FVIII'Gn hazlanmas[ve
2) preparasyonlarld su tiirlere ait plazma ile seyreltimesi diSInta, FVIII aktivitesi Ornek 7'de
ackland@l Tizere kromojenik tahlil kullanldrak 6lcliimistir: Skchn, fare, FVIII eksikligi olan

fare, sinomolgus maymunu ve insan referans plazmasd

Sekil 8, farklCplazma matrislerinde polisiyalillenmis FVIII igin elde edilen konsantrasyon-yan(t]
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edrilerini  gostermektedir ve tamponda belirlenen edriye g6re bunlar@ edrilerini
gostermektedir. Lineer konsantrasyon-yanfledriler, arastfldn plazma numuneleri icin elde
edilmistir. Ilaveten, bu egriler, tamponda elde edilen egrilere oldukga paraleldi ve bunlarml
egimleri, tamponda belirlenen egrinin edimine klyhsla yalnlzta marjinal sekilde, yani %4'ten
daha az oranda farklIK] gdsterdi. Dolayshda bu veriler, arastEld farkiCRrlere ait plazmaninl,
1/20 oranloda seyreltildiginde, polisivalillenmis FVIII'e yonelik MDAA’ya miidahale etmedidini
gostermistir. Dahas[dbu veriler, seyrelti tamponu igerisinde MDAA kalibrasyon egrisinin
hazllanmasllve plazma numunelerinin Slcilmesi icin bu seyrelti serilerinin  kullan o]

desteklemektedir.

Ornek 9

Polisiyalillenmis FVIII'e yonelik MDAA'n Performans(¥e Duyarl g

Bu drnek, bir spayk geri kazan tahlili kullanIdrak polisiyalillenmis FVIII'e ydnelik MDAA'n[O
performansil¥e duyarl [GInCgostermektedir.

Bir modifikasyon tanfha antikoru, Ornek 7'de acKand@ iizere bir kat[ destede

tutturulmustur.

Numuneler segici sekilde bir katCddestege baglanmistt] ve liyofilize polisiyalillenmis
rekombinant FVIIT'lin 250 IU/mL ile bir ¢ozelti elde etmek igin ¢odzlindiirilmesi ve PBS,
%0.05 Tween 20, 10 mg/mL HSA, ve 50 mM benzamidin iceren Seyrelti tamponu ile, 10, 5,
2.5, 1 ve 0.5 IU/mL'lik nominal FVIII konsantrasyonlarinh seyreltilmesi, ayrlch ardindan sichn
plazmas(ile 1/10 oranlnda seyreltilmesi, sonrasioda tampon ile 1/10 oranda seyreltilmesi
dSIAda, FVIII aktivitesi, Ornek 7'de acKand@izere kromojenik tahlil kullan@@rak
Olgilmistlr. Ardibbdan bu numuneler ayrich, dogruda plaka (zerinde 1+1 oranda
seyreltilerek, 1/20°lik bir konsantrasyona karslkl gelen bir nihai slchn plazmasl]
konsantrasyonu elde edilmistir. ilaveten, FVIII aktivitesi, substrat tepkenleri icin 15 dakikallkl
bir inkilbasyon siiresi ve substrat ¢ozeltisi icin ise 45 dakikall bir inkiibasyon siiresi
kullan@@rka kromojenik tahlilde élgiimustiir.

Sekil 9, 1 ila 0.05 IU/mL arall§lnda olan polisiyalillenmis FVIII konsantrasyonlarCigeren bu
numunelere yonelik konsantrasyon-yantegrilerini gostermektedir. Spayklanan slchn plazmas

numunelerinin konsantrasyon-yan(egrileri, Ugten fazla veri noktasCigerdiklerinde, tampon
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icerisinde seyreltilen tahlil standarddicin elde edilene paralel ve lineer olmustur. Bu
durumlarda, egimler, yalnzta tampon igeren numune igin belirlenen seyrelti serilerininkine
kiyhsla %7'den az oranda farkl[kl gostermistir. 0.05 IU/mL polisiyalillenmis FVIII ile
spayklanan numune bile lineer bir konsantrasyon-yanfledrisi sergilemistir. Bunun egimi,
tampon numunesininkine kizasla yalnzta %13.5 oranlia farklIKl gdstererek, MDAAnO],
slchn plazmasOligerisinde, ayrich varsayldn nicelik slolrihb yakinl olan, oldukga disik
polisiyalillenmis FVIII konsantrasyonlaribda bile diizglin gekilde gergeklestirildigini
gostermektedir.  Spayklanan polisiyalillenmis  FVIII'Un geri kazanlmlar(d nominal
konsantrasyonlardl %100 £+ 20 aral@hda olmustur. Bu veriler, polisiyalillenmis FVIII'e
yonelik MDAA'n[m, 1/20 oranbdaki bir minimal seyreltide, sichn plazmasChumunelerinde
kabul edilebilir sekilde gergeklestirildigini gostermistir.

Ornek 10

Polisiyalillenmis FVIII'e yonelik MDAA'n[@ Dogrulugu ve Hassasiyeti

Bu ornek, polisivalilenmis FVIII'e yonelik MDAA'nl dogrulufunu ve hassasiyetini

gdstermektedir.

Bir modifikasyon tan@a antikoru, Ornek 7'de acKand@G iizere bir katO destede

tutturulmustur.

Numuneler bir katOdestede secici sekilde baglanmStE ve FVIII aktivitesi, Ornek 9'da
acKkland(dlMizere kromojenik tahlil kullanl3rak dlgtlmistiir.

kalibrasyon egrisi 6zelliklerini sunmaktadlrl 1.6 ila 25 mIU/mLlik polisiyalillenmis FVIII
aktivitesi arall@nJkapsayan, kalibratorler D1 ila D5%in kér numune dizeltmeli optik
yogunluklarCdOD'ler), kér numune, edim, y-kesme noktas[Jkorelasyon katsaySL+ ve baglll
toplam hata (RTE). RTE, RTE = (|ty- tv| + 2SD) / M x 100'e gére hesaplanm(gtE] tN ve M,
slcdslyla nominal ve Slcllen ortalamayemsil etmekdir ve SD ise, xM'nin standart sapmasl]
temsil etmektedir. Ortalama xM'nin elde edilmesi icin, bireyse seyreltilerin ortalama ODleri,
edri Uzerinde iyilestirilmistir, ilgili seyrelti ile carpl@rak normalize edilmistir ve son olarak
ortalamas[alim(st(r]
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Tablo 5. Kalibrasyon egrisinin hassasiyeti

Test No. D1 D2 D3 D4 D5 Kor Egim Kesme r RTE
Numune noktas[]

AE-0501 | 0.488 | 0.256 | 0.135 | 0.067 | 0.02% 0.137 | 1.0076 -1.699 0.9583 | 12.8
AE-0502 | 0.391 | 0.21C | 0.104 | 0.047 | 0.025 0.132 | 1.0145 -1.809 0.9993 8.5
AE-0503 | 0.386 | 0.212 | 0.110 | 0.048 | 0.024 0.129 | 1.0227 -1.814 0.9883 | 13.0
AE-0504 | 0.424 | 0.233 | 0.131 | 0.066 | 0.032 0.129 | 0.9272 -1.651 0.9988 | 10.9
AE-0491 | 0.480 | 0.270 | 0.146 | 0.074 | 0.039 0.139 | 0.9117 -1.579 0.9995 6.7
AE-0452 | 0.413 | 0.233 | 0.131 | 0.067 | 0.041 0.134 | 0.8460 -1.566 0.9592 8.7
AE-0453 | 0.448 | 0.228 | 0.127 | 0.064 | 0.034 0.134 | 0.9324 -1.654 0.9598 4.7
AE-0494 | 0.456 | 0.247 | 0.127 | 0.063 | 0.033 0.142 | 0.9604 -1.672 0.9598 4.9
AE-0521 | 0.403 | 0.221 | 0.125 | 0.069 | 0.036 0.142 | 0.8652 -1.602 0.9998 4.4
AE-0522 ( 0.400 | 0.207 | 0.116 | 0.060 | 0.031 0.141 | 0.9221 -1.686 0.9597 54
AE-0523 | 0.427 | 0.237 | 0.129 | 0.062 | 0.038 0.140 | 0.8950 -1.616 0.9588 | 10.6
AE-0524 | 0.438 | 0.247 | 0.136 | 0.074 | 0.03% 0.141 | 0.8727 -1.570 0.9598 4.1
AE-0531 | 0.488 | 0.283 | 0.161 | 0.087 | 0.04% 0.143 | 0.8361 -1.471 0.9998 4.6
AE-0532 | 0.383 | 0.215 | 0.119 | 0.062 | 0.038 0.142 | 0.8468 -1.602 0.9591 9.1
AE-0533 | 0.454 | 0.252 | 0.138 | 0.071 | 0.039 0.144 | 0.8954 -1.586 0.9997 5.0
AE-0534 | 0.452 | 0.24% | 0.143 | 0.077 | 0.043 0.142 | 0.8521 -1.535 0.9599 3.2
Ortalama| 0.433 | 0.237 | 0.130 | 0.066 | 0.035 | 0.138 |0.9130| -1.632 | 0.9994 | 7.3

RSD 8.2 9.3 10.8 15.2 18.6 3.6 6.8 -5.6 n.a. n.a.

n.a. uygulanamaz anlama gelmektedir.

Bes kalibratérin ortalama OD’leri, kendi konsantrasyonlar(nB ters orant(sal olan, ancak ayrlca
en disik FVIII konsantrasyonu icin de %20'den yiiksek olmayan, kabul edilebilir RSDler
sergilemistir. Kalibrasyon edrileri, sltaslyla edim ve y-kesme noktasCigin %6.8 ve %5.6'1K
RSD'lere sahipti. Ilaveten, bunlar lineerligi, korelasyon katsay[@r[D.9983ten yiiksek olacak
ve RTEler %13.0'dan dusik olacak sekilde, kabul edilebilecek kadar iyiydi.

Sekil 10, ortalama kalibrasyon edgrisini godstermektedir. Veriler, tahlillerin saglamlginlC]
sergilemistir ve kalibrasyon egrisinin, kabul edilebilen bir tekrarlanabilirlik ile
olusturulabildigini gostermistir. Bu egrilerin dogruludu, ayrlch, olgilen OD'lerin iyilestiriimesi
ve nominal dederler ile uyusmaninl hesaplanmaslCile kontrol edilmistir. Sekil 11, iyilestirilen
konsantrasyonlarm, tim aralkl (zerinden nominal olanlarll * % 107uk bir aralldnda

oldudunu sergileyen, bireysel edrilerin bes kalibrasyonuna yonelik bu verileri gdstermektedir.

Ornek 11
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MDAA kullandarak Bir Kan Numunesinden Polisiyalillenmis FVIII'n[d Tespit

Edilmesi

Bu 6rnek, bir MDAA kullanl@rak bir kan proteininin in vivo tespiti gdstermektedir.

Polisiyalillenmis rekombinant FVIII, Ornek 7‘de agKandizere hazElanmStE Preparasyon,
bir kromojenik yontem ile Olgllen, 3110 IU FVIII/mL1ik bir FVIIL:C aktivitesine sahip
olmustur ve vyaklaskl 7 ila 8lik bir polisiyalilasyon derecesi ile sonuglanan 483 pg/mL N-
asetilngraminik  asit igermistir.  Polisiyalillenmis rekombinant FVIII, CD skanlaria
uygulanmistFlve uygulamadan énce ve 0.08 saat, 0.5 saat, 2 saat, 6 saat, 12 saat, 24 saat,
36 saat, ve 48 sa sonra allbhn sitratildsichn  plazmasU numunelerinin  igerisinde,

polisiyalillenmisl FVIII'e yonelik MDAA ile FVIII aktivitesi izlenmistir.

Bir modifikasyon tanfha antikoru, Ornek 7'de acKland@ iizere bir kat[ destede

tutturulmustur.

Numuneler bir katOdestede secici sekilde badlanmGtEl ve FVIII aktivitesi, Ornek 7'de
acKland@lizere kromojenik tahlil kullan@rak dlglilmuigtiir.

Sekil 12 elde edilen farmakokinetik profili g&stermektedir. Veriler, polisiyalillenmis FVIII'e
yonelik MDAA'n[d, endojen FVIII iceren bir hayvan modelinde polisiyalillenmis FVIII'Un
farmakokinetik profilinin belirlenmesi icin uygun oldudunu gdstermistir. Endojen, maodifiye
edilmemis slchn FVIIT'e ait bir midahale mevcut dedildi ve polisiyalillenmis FVIII, oldukgca
yiksek duyarllkta élctilebildi.

Ornek 12

Polisiyalillenmis FVIII'e yonelik MDAA'n(0 Dogrulugu ve Hassasiyeti

Bu ornek, polisiyalilenmis FVIII'e yonelik MDAAn dogrulujunu ve hassasiyetini

gostermektedir.

Bir katCdestege, bir modifikasyon tanima antikorunun tutturulmasCigin, pH 9.5'te fare anti-
polisiyalik asit NCAM antikorlarCl{MAB5324-klon 2-2B; Millipore, Inc.,), 0.1 M NaHCOs-
Na2CO3lUn 1/1,000 seyreltisini iceren 100 plL/kuyucuk kaplama antikoru c¢oGzeltisi, gece
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boyunca 0 + 10°C'de bir FO6 Maxisorp plakasnlnl kuyucuklarinda inkiibe edilmistir. Ardindan
plakalar, PBS ve %0.05 Tween 20 iceren YKkbma Tamponu ile ykbnmistt]l Plakalar(dl
kuyucuklar(Jardindan, 60 £ 10 dakika boyunca 37 £ 5°C'de PBS ve 10 mg/mL insan serum
alblimin iceren Seyrelti Tamponunun 200 pL/kuyucugunun inkiibasyon ile bloke edilmistir.

Bloke edilen kuyucuklar Ykama Tamponu ile yKbnmIstE]

Bir numunenin bir katCHestede secici sekilde baglanmas(icin, su numunelerin 100 pl'si bir
kuyucuga ilave edilmistir, 1) PBS, %3 yagszlsit ve 50 mM benzamidin ile seyreltilen ve 1.1
mU/mL ila 34.2 mU/mL aras{1/6,000 ila 1/192,000'lik seyrelti faktdrlerini temsil etmektedir)
bir FVIII konsantrasyon arall@nl kapsayan 1/10 insan plazma ¢ézeltisi kullan@rak haz[fanan
bir polisiyalillenmis rekombinant FVIII'U kapsayan altChumunenin bir seyrelti serisi; 2) PBS,
%3 yagsZsir ve 50 mM benzamidin ile seyreltilen 1/10 insan plazma ¢dzeltisi kullan@@rak
hazltlnan insan plazmas@@ bir seyrelti serisi; veya 3} PBS, %3 yadsk sit ve 50 mM
benzamidin Polisiyalillenmig rekombinant FVIII ile seyreltilen 1/10 insan plazma c¢ozeltisi
kullandrak hazlrlanan bir test kontrolliniin bir seyrelti serisi, bir aktif aminc asit grubu igeren
bir 20kDa polisiyalik asit tepkeninin, FVIII'Un oksitlenmis N-glikanlariob badlanmasiyla
hazlrlanmlstlr) bakinlzl 20110027350 ve 20110028693 numaral[U.S. YaynlarlJPreparasyon,
bir kromojenik ydntem ile dlglilen, 3110 IU FVIII/mLlik bir FVIII:C aktivitesine sahip
olmustur ve vaklaskl 7 ila 8'lik bir polisiyalilasyon derecesi ile sonuglanan 483 pg/mL N-
asetilnéraminik asit icermistir. Numuneler plakaya yiklenmistir ve 120 £ 10 dakika boyunca
yaklaglkl 18°C ila yaklaskl 26°C'de inkiibe edilmistir. Bu kosullar altlba, Polisiyalillenmis
rekombinant FVIII, bir anti-PSA antikoru kullan@@rak kendi polisiyalik asit (PSA) kism]
vaslashyla kat[destede secici sekilde baglanmIstt] Ardlidan plaka Ykbma Tamponu ile 6 kez
ykbnmlstlr) sonrasioda pH 7.4'te, 3.4 g/L imidazol, 5.85 g/L NaCl; 10 mg/mL HSA iceren bir
FVIII seyrelti tamponunun 200 pL/kuyucugu ile inkiibasyon gerceklestirilmistir. Bu
dengeleme, 5 ila 10 dakika boyunca vyaklaskl 18°C ila vyaklaskl 26°C arashda
gergeklestirilmistir.

Ykbma Tamponu ile bir ylkhma adihdan sonra, kuyucuklar bosaltlthStEIve Immunokrom
FVIII kiti (Technoclone, GmbH, Viyana, Avusturya) kullanIdrak gergeklestirilen standart
kromojenik prosedurin arddlan FVIII aktivitesi bir kromojenik tahlil ile Olgllmustar.
Kuyucuklar 20 pL FVIII seyrelti tamponu ile doldurulmustur, ardibdan 20 pL tepken A ve
tepken B ardslkl sekilde eklenmigtir. Numuneler 500 rpm’ye ayarlanan bir karlstia cihazb
koyulmustur ve 15 dakika boyunca yaklaskl 18°C ila yaklaskl 26°C'de inkiibe edilmistir.
Ardindan 100pL/kuyucuk substrat cozeltisi ilave edilmistir ve 45 dakika boyunca yaklaslkl
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18°C ila yaklaskl 26°C'de inkiibe edilmistir. Son olarak, reaksiton 40 pL/kuyucuk %20 asetik
asit eklenmesiyle durdurulmustur. Optik yodunluklar (OD’ler) 405 nm’'de (referans dalgaboyu
620 nm) bir ELISA okuyucusu igerisinde &lgilmektedir. Niceliksel dederlendirme, cift-
logaritmik kalibrasyon edrisine dayanmaktadir] Bireysel kalibrasyon edrisi standartlarninl kér
numune-duzeltmeli ortalama OD’leri kendi FVIII konsantrasyonlarOle iligkilendirilecektir. Elde
edilen kalibrasyon egrisi, OD’leri kalibrasyon edrisi tarafiidan kapsanan OD aralldIndayken
numunelerin FVIII konsantrasyonlarmlnl olgiilmesi igin kullanlthaktadlrl Operatére bagl[hir
etkinin kontrol edilmesi igin bu gallsmaya Ug¢ farkl[@nalist katlth Gt

Tablo 6, kalibrasyon edrilerine ait orijinal verilerin ortalamalaril(n=112) ve bunlar@
ozelliklerini gbstermektdir. Ozellikle, 34.2 ila 1.1 mU/mL arasbda degisen FVIII
konsantrasyonlarib sahip olan altCdkalibrasyon egrisi standardCID1 ila D6 ve ilgili kor
numuneler icin Olglilen ortalama kdr numune diizeltmeli OD'leri vermektedir. Bu dodrudan
tahlil dish okumalarninl disInda, kalibrasyon egrisi ¢zellikleri egimi, y-kesme noktasCve elde
edilen kalibrasyon edrilerinin korelasyon katsaySLyosterilmektedir. Son olarak, bag[itoplam
hata (RTE), edri uydurmani dogruluju ve hassasiyetinin birlestirilmis bir OlgUtl
verilmektedir. RTE, her bir kalibrasyon egrisi standardCicin dlclilen OD'lerin iyilestirilmesiyle
hesaplanmI[gt] Bu sekilde elde edilen konsantrasyonlar seyrelti faktérii ile ¢carplisttlve son
olarak ortalama iyilestirilmis konsantrasyonun elde edilmesi icin ortalamasCallbimistir]
Boylelikle RTE, nominal konsantrasyon ylizdesi olarak ifade edilen, iyilestirilmis ortalama
konsantrasyonun tahlil standardd ve cift standart sapmashlnl ortalama iyilestirilmis
konsantrasyonu ve nominal konsantrasyon arashidaki mutlak fark@l toplamColmustur (RTE =
{Izn - 3m| + 2XSD ) [/ z=m x 100; z, ve i, slishda nominal ve Olgllen ortalamayltemsil

etmektedir ve SD, #y'nin standart sapmasliemsil etmektedir).

Tablo 6. Palisiyalillenmis rekombinant FVIII'e yonelik MDAA'n0 ortalama kalibrasyon egrisi
(n=112)

Nitelik D1 D2 D3 D4 D5 D6 Kor Edim | Kesme r RTE
Numune noktas(]

Ortalama | 1.348 | 0.758 | 0.400 | 0.203 | 0.067 | 0.049 0.127 [0.9659| -1.329 0.9990 | 11.2

RSD 16.3 18.0 18.3 18.6 20.0 18.% 14.7 2.6 -6.7 n.a. n.a.

n.a. uygulanamaz anlamk gelmektedir.

MDAA’n[ dodrudan disd okumalarlkalibrasyon edrisi standartlar[@il kér numune dizeltmeli
OD’leri, 112 kalibrasyon edrisinin ortalamanlnl RSD’si olarak ifade edilen, %20'den yiiksek

olmayan, kabul edilebilir bir degiskenlik gostermistir. Bireysel kalibrasyon egrisi standartlarC]
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icin Olclilen RSD'ler, %16.3 ila %20.0 aralfloda, yalnzta marjinal sekilde dediskenlik
gostermigtir. Ayrlca, kér numune (%14.7) igin belirlenen RSD, bu RSD’lerden aglkta farkl(J
degildi. Bu veriler, tahlilin tim prosediiri oda slchkl@inda gerceklestirildigi icin, dogrudan
disarCokumalardaki alterasyonlardan sorumlu olan, oda sicaklidindaki hafif dedisimlere isaret
etmektedir. Ancak, bu hafif alterasyonlar, asagldbki veriler taraflidan gosterildidi (zere
tahlil performansiChegatif gekilde etkilemesi beklenmemektedir. Bu veriler, fazlaca benzer
olan kalibrasyon egrileri ile sonuglanmistid BunlarClortalama egimi ve y-kesme noktas[]
slkdslvla %2.6 ve %6.7 olan RSD'lere sahipti, ki bu da farklCbperatérler taraflodan farkld
ginlerde olusturulan bu egrilerin paralelligini géstermektedir. Dahas[d bu egriler, r =
0.9990'lik bir ortalama korelasyon katsaylsCile birlikte 0.9972 ila 1.0000 arall@lnda dedisen
korelasyon katsayldr(tarafibdan gosterildigi lzere lineerdi. Korelasyon katsayBSLlineerlik ve
dogruluk igin aldaticIbir 6lgit oldugundan dolay[Jayrich kalibrasyon egrisinin performansnl]
daha yeterli sekilde agKlayan, RTE de bir dlcut olarak hesaplanmBt DolayEhda, bireysel
dederler %2.4 ila %19.7 arasiibda degisecek sekilde, %11.2ik bir ortalama RTE
belirlenmistir. Daha yakbHan incelendiginde, 112 RTE'den valnlzta 12'si %15%ten yliksek
iken, RTElerden 41‘inin %10'dan diisik oldugu gérilmistir. Uyumun kalitesine yonelik ilave
bir test olarak ve secilen kalibrasyon modelinin dogrulanmasCicin, ayrich iyilestirilmis tahlil
kalibrasyon egrisi stadartlariinl, bunlarldl nominal konsantrasyonlarCle olan uyusmalar[tla
hesaplanmistitl Tablo 7, elde edilen ortalama sonuglarCy¥e arall§¥ermektedir.

Tablo 7. Polisiyalillenmis rekombinant FVIII'e yonelik MDAA'n[n kalibrasyon egrilerine yodnelik
iyilestirilmis konsantrasyonlar@ uyusmasJ

Nitelik D1 D2 D3 D4 D5 D6
Ortalama 93.4 102.8 105.9 104.6 97.2 96.9
RSD 2.1 2.0 21 2.8 3.2 3.1

Min 88.8 98.1 100.6 97.2 86.7 90.1
Maks 99.4 107.8 111.8 112.5 104.2 106.1

Tahlil kalibrasyon standartlarl ortalama ivilestiriimis konsantrasyonlarld ilgii  nominal
konsantrasyonlar ile iyi uyusma gdstermistir. En yuksek polisiyalillenmis rekombinant FVIII
konsantrasyonuna sahip tahlil standard[ D1, nominal konsantrasyondan en yiksek sapmay]
gosterirken, en disuk tahlil standard[ D6 ise, tahlil standartlar[D3 ve D4'e kiyksla daha az
farkllkl gdstermistir. Bu ayrich, distk polisiyalillenmis rekombinant FVIII konsantrasyonlarbb
sahip numunelerin dogru sekilde distederlenebildigini gostermektedir. Ancak, tiim bireysel
iyilestiriimis konsantrasyonlar, iyilestirme sonrasloda tahlil kalibrasyon standartlariblnl en az

%70 igin £%20 uyusma gerektiren guncel regilasyonlara uyan bir arall dahilinde olmustur.
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Sekil 13, 24 yiritme icin elde edilen ortalama kalibrasyon edrisini géstermektedir. Ek, ilgili
nominal konsantrasyonlarlol bir ylizdesi olarak iyilestirilmis tahlil kalibrasyon standartlarnlnl

uyumunu vermektedir.

Genel olarak, tim veriler, polisiyalillenmis rekombinant FVIII'lin dlglimiine ydnelik olarak
MDAA icin kalibrasyon egrilerinin olusturulmashinl dogrulugunu, hassasiyet ve sadlami@inC]
dogrulamst(cl

Ornek 13

Polisiyalillenmis FVIII'e yénelik MDAA'n[@ Ozgiilliigii

Bu ornek, bir rekabet tahlili kullanl3rak polisiyalilenmis FVIII'e yodnelik bir MDAA'nD
6zgulligiind gdstermektedir.

Bir modifikasyon tani@a antikoru, Ornek 12'de acKand@izere bir kat( destede

tutturulmustur.

Numuneler bir katCldestege secici sekilde badlanmisticl ve 1) rekombinant PEGile FVIII
numunelerinin 68.4 mU/mLlik bir konsantrasyona seyreltiimesi ve ardibdan, 0.06 pg/mL ila
1,000 pg/mL arasinda degisen nihai konsantrasyonlarnl elde edilmesi icin 20 kDa polisiyalik
asit (Lipoxen, Ingiltere) ile 1+1 sekilde karGt[FIhasHShda, FVIIT aktivitesi, Ornek 12'de
acKkland(dlizere kromojenik tahlil kullanlarak dlculmistiir.

Her bir rekabet numunesi tek yiriitmede iki kez dlglilmiistiir. Elde edilen ortalama sinyaller,
bunun ardian, hesaplanan ilgili sinyallere rekabetgi icermeyen numunelerden elde edilenler
ile tekrar iligkilendirilmistir. Sekil 14, bu vyaklasim ile elde edilen rekabet egrisini
gostermektedir ve ilaveten, ICso'yi, yani yarkinaksimal rekabet saglayan polisiyalik asit
konsantrasyonunu ve Windows, GraphPad Software icin GraphPad Prism versiyon 5.00
kullan@@rak bu ICs; icin hesaplanan ilgili giiven aral@lTl,qsi vermektedir. Elde edilen veriler,
yakalama admhnInl 6zgilliginl agk bir sekilde dogrulamistlr) zira polisiyalik asit varl@inda
Glculen sinyalin aclkl bir sekilde doza baglOndirgemesi belirlenmistir. YarCinaksimal rekabete,

60.5 pg/mL'lik bir polisiyalik asit konsantrasyonu ile belirli tahlil kosullarlthda ulaglmhEtIcl

Ornek 14
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Polisiyalillenmig FVIII'e yonelik MDAA'n[ Hassasiyeti

Bu 6rnek, polisiyalillenmis FVIII'e ydnelik MDAAn(Al hassasiyetini gostermektedir.

Bir modifikasyon tanMa antikoru, Ornek 12'de acKand@ iizere bir kat[d destede

tutturulmustur.

ONumuneler bir katCdestede secici sekilde baglanmisticlve 1) 1:5,000'lik seyreltide baslayarak
rekombinant PEGile FVIII'Un altCseri 1+1 seyreltisinin hazlblanmasCdlginda, FVIII aktivitesi,
Ornek 12'de acKland@izere kromojenik tahlil kullan@rak dl¢iimastir.

Sonuclar, yalnEta, kalibrasyon egrisi tarafiidan kapsanan arallkta olan ve bu amagla en az
lic seyrelti kullanl@n ortalama OD'leri dStlederlemektedir. Ancak ¢odu durumda, ortalama,
aclkta %15%ten dusiik olan RSD'ler ile sonuglanan seyrelti serilerine ait beg bireysel seyrelti
icin hesaplanmistlc]l Bu, tahlil kontrolline ait seyrelti serilerinin, tahlil kalibratérindnkiler ile
paralel oldugunu ve ayrich yiiksek, orta ve disiik analit konsantrasyonlarlob sahip cesitli
kontrol numunelerinin olglilmesine dair gereklilikleri karsTdd@nTdogrulamBtE]l Sonuglar,
poisiyalillenmis rekombinant FVIII'Un toplamda 113 kez &lcilmesi ile sonuclanan, iki operatér
taraflbdan gerceklestirilen 39 yiritmeyi temsil etmektedir. 180 £ 11.2 U/mL’lik bir ortalama
konsantrasyon, tahlilin ylUritmeler aras[dhassasiyetini aclklanan %6.2'lik bir RSDYye
dondsgmugtir. Yiritme baglhb iki ila dort 6lgim igin belirlenen ortalama yiritmeler arasC]
hassasiyet, dederler %0.3 ila %7.4 araslika degisecek sekilde %3.8 olmustur. Sekil 15 bu

verileri gbstermektedir ve verilerin skl dag i D¥ermektedir.

Polisiyalillenmis rekombinant FVIIT'e yoneilk MDAA'ndl hassasiyeti; bu ydntemin, bir ligand
baglama tahlilinin prensipleri ile bir aktivite tahlilinin prensiplerini birlestirmesi bak(m nkdan
oldukga Ustindi. Dolayslyla, gdrece yiksek numune seyreltiler, yani 1/5,000'lik bir seyreltide
baslayan seyrelti serileri, secici yakalama icin gereklidir. Asagldaki kromojenik aktivite tahlili,
gesitli tepken aktarih ve inkiibasyon admlar@lCkermektedir. Genel prosediiriinkarmagklGnk
ragmen, ylritmeler arasChassasiyeti agklayan RSD disiiktii. 39 yiiritmenin ortalamasl]
%06.2'lik bir RSD'ye sahipti.

Ornek 15
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Plazma Icerisinde Polisiyalillenmis FVIII'e ydnelik MDAA'n@ Dogrulugu ve

Hassasiyeti

Bu ornek, bir spayk-geri kazaninh tahlili kullanldrak plazma igerisinde polisiyalillenmis FVIII'e

yonelik MDAA'n[ dogrulugunu ve hassasiyetini gdstermektedir.

Bir modifikasyon tani@a antikoru, Ornek 12'de acKland@iizere bir kat( destede

tutturulmustur.

Numuneler bir kat[Hestede secici sekilde baglanmistElve numunelerin, FVIII eksikligi olan
farelerden (E17), slchnlardan ve sinomolgus maymunlarlbbdan plazma igermesi ve 0.05 U/mL
ila 15 U/mL arasinda degisen bes konsantrasyonda polisiyalillenmis rekombinant FVIII ile
spayklamadan once ve sonra dlgilmesi dgnda, FVIII aktivitesi, Sekil 12'de agklanan
kromojenik tahlil kullan@@rak Glgllmastar.

Yiritme ici hassasiyet (n=6; polisiyalillenmis rekombinant FVIII konsantrasyonu 0.05, 0.5 ve
15 U/mL icin belirlenmisti) ve yiritmeler arasChassasiyet (n=6; 0.05, 0.25, 0.5, 1 ve 15
U/mL icin belirlenmistir), spayklanan plazma numuneleri igin belirlenirken, tahlilin dogrulugu,
spayklanan miktarlarinl gerikazanmnlnl hesaplanmaslyla belirlenmistir. Son olarak, toplam
hata, ylritmeler arasChassasiyet ve dogrulugun toplamCblarak hesaplanmistk] Mevcut EMA
kl@vuzu, bu toplam hatan@l, tahlilin alt nicelik shifinda (LLOQ) %30 veya %40’'Casmamas]
gerektigini belitmektedir. Tablo 8, spayklanan hayvan plazmas[Ye tampon numuneleri igin
elde edilen, ilgili ortalamalar RSD’leri olarak ifade edilen hassasiyet verilerini

Ozetlemektedir.

Tablo 8. Hayvan plazmasC numunelerindeki polisiyalillenmis rFVIII'e yonelik
MDAA’'n[0 Hassasiyeti
Nominal (U/ml) |Yiiriitmeler aras[] hassasiyet|Yuriitme ici hassasiyet (n=6)
(n=6)
Sigan |[E17 |Maymun [Tampon |Sigan |[E17 |Maymun |[Tampon
0.05 54 | 9.7 13.8 5.7 5.7 6.1 6.0 3.2
0.25 4.1 7.0 4.1 4.7 n.d n.d nd n.d
0.5 5.3 6.7 3.8 2.7 6.3 3.5 2.8 3.0
1 5.5 54 2.8 3.6 n.d n.d n.d n.d
15 39 | 4.9 2.9 4.5 3.4 1.0 3.2 2.7
Ortalama 48 | 6.7 55 4.3 5.1 3.5 4.0 3.0
n.d. gergeklestiriimemis anlambk gelmektedir.
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Bir numune disloda tim numuneler igin %10°dan daha az RSD bulduk. %13.8'lik bir RSD’nin
belirlendigi bu belirli maymun plazmasChumunesi, 0.05 U/ml ile spayklanm(slolup, bu tahlilin
alt nicelik shlrlnlCtemsil etmektedir. Arastlclan arallkl Gzerinden yiritmeler aras[e ylriitme
icin hassasiyeti acklayan ortalama RSD’ler, gercek konsantrasyondan ve spayk igin kullanI@n
ilgili hayvan plazmashdan bliylik oranda bagmszHd[d DolayBhla, 6rnedin farmakokinetik
parametrelerin  belilenmesi iign gerektigi lzere hayvan plazmas[] numunelerindeki
polisiyalillenmis rekombinant FVIII'Un dlciimu igin uygun olan oldukga hassas bir biyoanalitik
yontem olarak, bu hassasiyet profili, polisiyalillenmis rekombinant FVIII'e yonelik MDAA'ya
nitelik kazandltinaktadt] Tablo S, 0.05 U/mLik alt nicelik shltlhdaki bireysel polisiyalillenmis
rekombinant FVIII konsantrasyonlarClve 0.25 U/mL ila 15 U/mL aral@lnda olan
polisiyalillenmis rekombinant FVIII konsantrasyonlarliin hesaplanan toplam hata, ve tahlilin

dodrulugunun bir 6lglitl olarak belirlenen geri kazanblar3unmaktad &l

Table 9. Polisiyalillenmis rekombinant FVIII MDAA'n[A dogrulugu ve toplam hatas(]
Nominal (U/mL) |Dogruluk (%Geri Kazan(mh) Nominal Toplam hata
(U/mL
Sican | E17 Maymun Sican| E17 | Maymun

0.05 98.3 | 98.0 99.0 0.05 7.1 11.7 14.8
0.25 95.3 | 96.0 101.3 0.25-15 8.9 11.0 5.8
0.5 85.0 97.0 100.0 n.d n.d n.d n.d
1 874 | 93.2 89.5 n.d n.d n.d n.d
15 86.2 | 96.6 98.0 n.d n.d n.d n.d
Ortalama 96.0 | 95.7 $9.7 n.d n.d n.d n.d
n.d. gergeklestiriimemis anlamb gelmektedir.

Spayklanan polisiyalillenmis rekombinant FVIII'Un geri kazanmi[]burada test edilen tim
hayvan plazmasChumunelerinde, spayklanan 0.05 U/mL1ik en disik konsantrasyonda bile
oldukga Ustlinde. Ayrlch, arastltlan durumlardan hig birinde toplam hata %15%en yiiksek
dedildi. Biyoanalitik tahlil dogrulamaslnb yonelik EMA kl@vuzu gerekliliklerini kars@@yan bu
veriler, laboratuvar hayvanlarbll plazmaskaki polisiyalillenmis rekombinant FVIII'Un
Olcumu igin kullanlthak Uzere, polisiyalillenmis rekombinant FVIII'e yonelik MDAA'ya agkl
sekilde nitelik kazandlnaktadll Son olarak Sekil 16, 1/20 oranlda seyreltilen ve
polisiyalillenmis rekombinant FVIII (0.068 U/mL) ile spayklanan, ¢ hayvan plazmasl]
numunesinin tamambi yonelik doz-yanMedrilerini gdstermektedir. Ayrich tahlilin alt nicelik
shirihCbelirleyen 1/20 degerindeki bu minimum seyrelti tanmlanmist) zira bu veriler, tespit
edilebilen ciddi bir etkinin olmad@nlCgostermistir.
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1/20 oranlbda seyreltilen hayvan plazmaslda elde edilen doz yanf egrilerinin lineerligi,
yalnlzta tamponun igerisindeki tahlil standardlnl ilgili seyrelti serileri igin belirlenen lineerlik
kadar iyidi. Dahas[,Jegimler oldukca benzerdi ve spayklanan E17 ve sichn plazmasChumunesi
igin %2'den az ve spayklanan maymun plazmasChumunesi igin ise %9’dan az oranda farkl [k

gosterdi.

Ornek 16

PEGile FIX'e yonelik MDAA

Bu drnek, PEGile FIX'e yonelik MDAA'y[g&stermektedir.

Bir katCtestege, bir modifikasyon tanima antikorunun tutturulmasCicin, pH 9.5te 4 pg/mL
tavsan anti-PEG antikorlar({B47-2061-1; Epitomics, Inc., Burlingame, CA), 0.1 M NaHCOs;-
Na,CO3 iceren 100 pL/kuyucuk kaplama antikoru ¢dzeltisi, gece boyunca 0 £10°C’de bir F96
Maxisorp plakashnl kuyucuklarbida inkiibe edimistir. Ardiddan plakalar, PBS ve %0.05 Tween
2Q iceren YkBma Tamponu ile ylkanmstle] Plakalarl kuyucuklarlJardinkan, 60 + 10 dakika
boyunca 18°C ila 26°C'de PBS, %3 vagslz siit ve 50 mM benzamidin iceren Blokaj
Tamponunun 200 pL/kuyucugunun inkiibasyonu ile bloke edilmistir. Bloke edilen kuyucuklar
Ykbma Tamponu ile ykanmist[t]

Bir numunenin bir kat[dlestege secici sekilde badlanmaslikin, yandaki numunelerin 100 plL’si
bir kuyucuga ilave edilmistir, 1) 10 mg/mL HAS iceren PBS kullanl@rak hazhnan ve 45.5
mU/mL ila 0.28 mU/mL 1 arasChir FIX konsantrasyon aralldinlkapsayan PEGile rekombinant
FIX standardmlnl bir seyrelti serisi veya 2) 10 mg/mL HSA igeren PBS kullanl3drak hazllanan
ve 350 mU/mL ila 25,000 mU/mL arasCbir FIX konsantrasyon aral@nlkapsayan, modifiye
edilmemis rekombinant FIXin bir seyrelti serisi. Yaklaslkl 1 dederinde bir PEGilasyon
derecesine sahip PEGile rekombinant FIX kullanlihistlcl Numuneler plakaya yiiklenmistir ve
60 £ 10 dakika boyunca yaklask 18°C ila yaklagkl 26°C'de inkiibe edilmistir. Bu kosullar
altinda, PEGile rekombinant FIX, bir anti-PEG antikoru kullan@drak kendi PEG kism[Waskaslyla
katOdestege secici sekilde baglanmistlcl Arddan plaka YKBma Tamponu ile 6 kez
ykbnmlstk] sonrasioda pH 7.4'te, 3.4 g/L imidazol, 5.85 g/L NaCl; 10 mg/mL HSA igeren bir
FIX seyrelti tamponunun 200 pL/kuyucudu ile inkiibasyon gergeklestirilmistir. Bu dengeleme,
3 dakika boyunca oda slcakldnda gergeklestirilmistir. YkBma Tamponu ile bir ykbma
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adimdan sonra, kuyucuklar bosaltlhisti] ve imalatcd (HYPHEN Biomed, Viyana,

Avusturya )talimatlarCdogrultusunda bir FIX kromojenik tahlili ile FIX aktivitesi lglilmistir.

Sekil 17, PEGile FIX ve modifiye edilmemis FIX icin elde edilen verileri gdstermektedir. PEGile
FIX, 5.7 ila 0.28 mU FIX/mL aral@indaki bir lineer sinyal ile konsantrasyon iliskisi ile birlikte,
net bir konsantrasyona baglC8inyal sergilemistir. Bunun aksine, PEGile olmayan FIX, 1000 kat

daha ylksek konsantrasyonlarda bile ciddi higbir sinyal sergilememistir.

Ornek 17

PEGile FVIII'e yonelik MDAA'n[0 Koagiilasyon Tahlili Format[]

Bu ornek, PEGile rekombinant FVIII'ya yonelik MDAA'n@, bir koagllasyon tahlili formatia
da uygulanabildidini gdstermektedir.

Bir modifikasyon tanlyn antikorun bir kat[Hestede tutturulmasCicin, MaxiSorp Star tiipleri
{Nunc), 18 saat boyunca 0 £ 10°C'de, afinitesi saflastElh(s] tavsan anti-PEG antikorunun
{(#A151) 20 pg/ml'sini ve PBS igeren bir kaplama antikoru ¢ézeltisinin 0.5 mL'si inkiibe
edilmistir. Ardindan tlpler, PBS ve %0.05 Tween 20 iceren Ykhma Tamponu ile ykKhnmist(r]
Plakalaril kuyucuklarldardioidan, 60 £ 10 dakika boyunca vaklaskl 18°C ila yaklaskl 26°C'de
PBS, %3 yags(zlsiit ve 50 mM benzamidin iceren Blokaj Tamponunun 1 pL’sinin inkiibasyonu

ile bloke edilmigtir. Bloke edilen kuyucuklar YKbema Tamponu ile yKanm gt

Bir numunenin bir katCHestede secici sekilde badlanmasCicin, 1) 0.04 mU/mL ila 4 muU/mL
aras[bir FVIII konsantrasyonu aral@inkapsayan bir PEGile rekombinant FVIII standardnl]
iceren bes numunenin bir seyrelti serisi'nin 0.5 mL’si; ve 2) 0.04 mU/mL ila 4 mU/mL aras
bir FVIII konsantrasyon arall@hl kapsayan bir Advat rekombinant FVIII standardinlIgeren
bes numunenin bir seyrelti serisi. Seyrelti tamponu bir kér numune olarak islev gérmdstar.
Numuneler tipe ylklenmistir ve 60 £ 10 dakika boyunca yaklaslkl 18°C ila yaklaslkl 26°C'de
inkiibe edilmistir. Ardiddan plaka Ykhma Tamponu ile 6 kez ykanmlstl] sonrasida pH
7.4te, 3.4 g/L imidazol, 5.85 g/L NaCl; 10 mg/mL HSA iceren bir FVIIL seyrelti tamponunun
0.5 yL'si ile inklibasyon gerceklestiriimistir. Bu dengeleme, 5 ila 10 dakika boyunca yaklaslkl
18°C ila yaklagkl 26°C arasinda gergeklegtirilmistir. Ardindan tipler bosaltlthisticlve 200 L
FVIII seyrelti tamponu ve 100 pL FVIII eksikligi olan plazman@ {#481C00D, Technoclone,
GmbH, Viyana, Avusturya) ilave edilmesiyle bir plhktldsma tahlili gerceklestirilmistir.
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Koagllasyonun baslatlthasCd¢in 100 pL 25-mM CaCl; eklemeden dnce karlsIm 3 dakika
boyunca 37 £ 5°C’de inkiibe edilmistir. Tlpler 37 £ 5°C’de bir su banyosunda tutulmustur ve

phtLalusumu icin gérsel olarak kontrol edilmistir.

Sekil 18 elde edilen sonuglarChostermektedir. PAtIdsma yalnzta, PEGile rekombinant FVIII
iceren tuplerde meydana gelirken, Advat rekombinant FVIII igeren tipler, 80 dakika boyunca
hicbir phkLblusumu belirtisi gostermemistir. Dahas[Jphtldsma stresi ve PEGile rekombinant
FVIIT'Un konsantrasyonu arasinba bir iliski mevcuttu. Bu veriler, kromojenik aktivite

dlglimiinden farkiCdlan bir teknigin, bir MDAA igin kullan@bildigini gostermektedir.

Ornek 18

Polisiyalillenmis FVIII'e yonelik MDAA'n Koagiilasyon Tahlili FormatO

Bu drnek, polisiyalillenmis rekombinant FVIII'ya yonelik MDAA'n[n, bir koagulasyon tahlili

formatda da uygulanabildidini géstermektedir.

Bir modifikasyon tanlyhn antikorun bir katCiHestede tutturulmasCigin, MaxiSorp Star tiipleri
{Nunc), 18 saat boyunca 0 £10°C’'de, bir fare anti-PSA NCAM antikorunun (MAB5324) 20
pug/mL’sini ve PBS iceren bir kaplama antikoru cozeltisinin 0.5 mL’si inkiibe edilmistir.
Ardindan tlipler, PBS ve %0.05 Tween 20 iceren Ykama Tamponu ile ykbnmIstlcl Plakalarnl
kuyucuklarfJardibdan, 60 £ 10 dakika boyunca yaklaskl 18°C ila yaklask 26°C'de PBS, %3
yagslzlsit ve 50 mM benzamidin iceren Blokaj Tamponunun 1 mL'sinin inkiibasyonu ile bloke

edilmistir. Bloke edilen kuyucuklar Ykama Tamponu ile ykbnmlst(r]

Bir numunenin bir katCdestege segici sekilde baglanmasCigin, 1) 0.04 mU/mL ila 4 mU/mL
aras[bir FVIII konsantrasyonu arall@nl kapsayan bir polisiyalillenmis rekombinant FVIII
standardinlCgeren bes numunenin bir seyrelti serisi’'nin 0.5 mL'si; ve 2} 0.04 mU/mL ila 4
mU/mL arasCbir FVIII konsantrasyon aral@nlJkapsayan bir Advat rekombinant FVIII
standardlCikeren bes numunenin bir seyrelti serisi. Seyrelti tamponu bir kor numune olarak
islev gormustir. Numuneler tlipe ylklenmistir ve 60 + 10 dakika boyunca yaklaslkl 18°C ila
yaklaslkl 26°C'de inkiibe edilmistir. Ardibdan plaka Ykbma Tamponu ile 6 kez ykbnmist]
sonrasloda pH 7.4te, 3.4 g/L imidazol, 5.85 g/L NaCl; 10 mg/mL HSA igeren bir FVIII seyrelti
tamponunun 0.5 mL’si ile inkiibasyon gergeklestirilmistir. Bu dengeleme, 5 ila 10 dakika
boyunca yaklaskl 18°C ila yaklaslkl 26°C araslnbda gerceklestirilmistir. Ardindan tlpler
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bosaltlihstlcl ve 200 pL FVIII seyrelti tamponu ve 100 pL FVIII eksiklidi olan plazmanid
{#481C00D, Technoclone, GmbH, Viyana, Avusturya) ilave edilmesiyle bir phtldsma tahlili
gerceklestirilmistir. Koagulasyonun baslatlthasCigin 100 pL 25 mM CaCl, eklemeden énce
karlslm 3 dakika boyunca 37 £ 5°Cde inkiibe edilmigtir. Tlpler 37 + 5°C'de bir su
banyosunda tutulmustur ve phkCdlusumu icin gbrsel olarak kontrol edilmistir.

Sekil 19, elde edilen sonuglarl] gostermektedir. Phtldsma vyalnzta, polisiyalillenmis
rekombinant FVIII iceren tliplerde meydana gelirken, Advat iceren tipler, 80 dakika boyunca
hicbir phAtColusumu belirtisi géstermemistir. Dahas[dpltl@sma siresi ve polisiyalillenmis
rFVIII'Gn konsantrasyonu arasida bir iliski mevcuttu. Bu veriler, kromojenik aktivite
dlgtimiinden farklColan bir teknigin, bir MDAA icin kullan[3bildigini gtstermektedir.

Aksi belirtiimedikge, mevcut tarifnamede ve istemlerde kullanl@n, bir dzellik, dge, miktar,

parametre, nitelik, terim ve benzerini ifade eden tim sayldr@, tiim durumlarda “yaklagk!’

terimi ile modifiye eidldigi anlasialldlc] Burada kullanldi@lizere, “yaklaskl’ terimi, bu

sekilde nitelendirilen 6zellik, 6ge, miktar, parametre, nitelik veya terimin, belirtilen ozellik,

oge, miktar, parametre, nitelik ve terimin degerinin artl¥eya eksi ylizde on lizerini veya altil]
kapsadi@Janlamibk gelmektedir. Bu badlamda, aksi belirtilmedikce, tarifnamede ve ekli

istemlerde 6ne sirilen saylshl parametreler, dediskenlik go6sterebilen tahminlerdir. Son

olarak, ancak istemlerin kapsambb esdegerlikle doktrininin uygulanmasbb bir sMhlr]
getirmeksizin, her bir saylshl gosterim, en azlndan, belirtilen anlamltakamlarinl saySLEIGInda

ve slradan yuvarlama teknikleri uygulanarak anlaglmalldir] Bulusun genis kapsambl“brtaya

¢ckbran say(shl aralklar ve dederler yaklasimh degerleri olmasinb ragmen, belirli érmeklerde

one siirlilen saylshl aralklar ve degerler, mimkin oldugunca kesin sekilde belirtilmektedir.

Ancak herhangi bir sayBhl arallkl veya deger, ilgili test Olglimlerinde bulunan standart

sapmadan kaynaklanan belirli hatalar igerebilmektedir. Buradaki dederlerin saylSal

aralklarinlnl belirtiimesinin, arallkl dahilinde olan her bir ayrCkayGhl degere bireysel olarak

referans vermenin bir kEh yontemi olarak islev saglamas] amaclanmaktadll Aksi

belirtiimedikce, saysal bir aral Il bireysel her dederi, burada bireysel olarak belirtiimiscesine

mevcut tarifnameye dahil edilmektedir.

Burada kullanldizere, mevcut bulusun a¢klanmasCbaglamdozellikle istemlerin baglam
dahilinde kullanlldn “bir” terimi ve benzer terimlerin, aksi burada belirtiimedigi siirece veya
badglam ile agkta celismedigi siirece, hem tekil hem de c¢ogul anlamlarCdkapsad(@]

anlasglmaldlr] Burada agKlanan tiim yéntemler, burada aksi belirtiimedikge veya baglam ile
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ackta celismedidi stirece uygun olan herhangi bir slchda gerceklestirilebilmektedir. Orneklerin
tamam@lnl veya herhangi birinin kullan(m ninl veya burada saglanan érnekleyici dilin (Grnegdin
“gibi”), yalnlzta, mevcut bulusu daha iyi tasvir etmesi ve aksi belirtimedikce bulusun
kapsam 3 hidland imamasCdmacglanmaktadr] Mevcut tarifnamedeki hicbir ifadenin, bulusun

uygulanmasliin gerekli olan, talep edilmeyen higbir elemana isaret etmedigi anlagIfhal I

Burada agklanan belirli yapldndlrinalar, olusmak veya esasen olusmak terimleri kullanldrak
istemlerde ilaveten sHandrd@bilmektedir. Istemlerde kullan@dginda, degisiklik basha
kayda gegirilmis veya eklenmis olsa da, “olusmak” terimi, istemlerde belirtiimeyen herhangi
bir elemanJadim eya icerik maddesini dishrida blakmaktad(r]l “Esasen olusmak” terimi, bir
istemin kapsam(@lbelirtilen malzemeler veya adlnhlarla ve temel ve yeni 6zellikleri somut
olarak etkilemeyenlerle shldandicnaktadl] Istemlerde belirtilen meveut  bulusun
yaplandmnalarld burada kendilidinden veya aglid bir sekilde tanbilanmaktadd ve olanaklO
k[MAmaktad(t]
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Hassasiyet: 60%
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egim

e Tampon 100.0%
O CD sigan plazmasd 1 / 20 96.3%
5 Fare plazmas( 1/20 101.8%
o E17 fare plazmasl] 1 / 20 39.9%
s fnsanplazmasn /20 103.2%
m Maymun plazmas(] 1/20 98.4%
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Egim
¢ Standart 100.0%
a Sidan plazmas(nda 1.00 U 938%
s 00U 101.5%
025 U 99.3%
0.10 U 100.0%
0.05 U 86.5%
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aralle: 1,6 to 25 miU FYIN/mL
egim:  0.9130 (RSD=6.8%)
r=0.9994 -
RTE =7.3% (arall: 3.2%-13.0%)
0.010 '
1 10

FVIII aktivitesi (mIU/mL)

Sekil 10



BagThata (%)
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Kor numune-diizeltilmig

BagDsinyal (%% maksimum sinyal)
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RZ= 0.9858
ICsp= 60.5 ug/mL
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