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OZET
ALFA-MANNOSIDAZIN TIBBiI KULLANIMI

Mevcut bulusun, lizozomal depolama bozuklugu alfa-mannosidozu enzim replasman
terapisi ile tedavi etmek igin araclar ve stratejiler saglar. Ozel olarak, bulus santral sinir
sistemindeki hilcrelerde depolanmig nitral mannoz agisindan zengin oligosakkaritlerin
azaltiimasi ile ilgilidir. Bu dogrultuda, mevcut bulus santral sinir sisteminin bir veya
birden fazla boélgesindeki hiicrelerde nétral mannoz agisindan zengin oligosakkaritlerin
intraselller dizeylerini diisirmek amaciyla bir ilacin preparasyonu igin bir lizozomal
alfa-mannosidazin kullanimini saglar. Bulug ilaveten, santral sinir sisteminin bir veya
birden fazla bdlgesindeki hucrelerde nétral mannoz agisindan zengin oligosakkaritlerin
intraselller dizeylerini dusirmek amaciyla bir ila¢ olarak kullaniimasi i¢in lizozomal
alfa-mannosidazin bir formilasyonunu saglar. Ayrica, bulus bir sijenin santral sinir
sisteminin bir veya birden fazla bdlgesindeki hiicrelerde nédtral mannoz agisindan
zengin oligosakkaritlerin intraselller dizeylerini distirmenin bir yontemini saglar, s6z
konusu yontem s6z konusu stjeye lizozomal alfa-mannosidazin bir preparasyonunu
uygulamay! icerir. Son olarak, bulug bir alfa-mannosidazi tretmenin, izole etmenin ve
saflastirmanin ydntemleri ayni zamanda bu yoéntemlere gore elde edilebilen bir alfa-

mannosidazin kullanimu ile ilgilidir.
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iISTEMLER

. Alfa-mannosidozun tedavisi amaciyla bir ilacin preparasyonu igin bir lizozomal

alfa-mannosidazin kullanimi olup, ézelligi s6z konusu ila¢ intravendz uygulama

ile uygulanacak olmasidir.

. Istem 1'e gore kullanim olup, ézelligi ilag infizyon veya 1 ila 5 ginliik

enjeksiyonlara, haftada bir 1 ila 5 enjeksiyona, 2 haftada bir 1 ila 5 enjeksiyona
veya her ay bir 1 ila 5 enjeksiyona karsilik gelen bir siklikta tekrarl intravendz

enjeksiyon ile uygulanacak olmasidir.

. Istem 1'e veya istem 2'ye gére kullanim olup, ézelli§i s6z konusu ilag santral

sinir sistemindeki hicreleri hedef almaya yonelik bilinen bir yetisi olan bir

bilesen icermemesidir.

. istemler 1-3'ten herhangi birine goére kullanm olup, 6zelligi lizozomal alfa-

mannosidaz SEQ ID NO: 1 amino asit dizisini igermesidir.

. Istemler 1-4'ten herhangi birine gdre kullanim olup, 8zelligi s6z konusu ilag

haftada bir 1-5 enjeksiyona karsilik gelen hir siklikta uygulanacak clmasidir,

. Istemler 1-5'ten herhangi birine gére kullanim olup, ézelligi s6z konusu ilag,

santral sinir sistemindeki hucrelerin  hedef alinmasi igin bir bilegen
icermemesidir ve kan-beyin bariyerini gegis icin vehikll olarak etki etme yetisi

olan bir bilesen icermez.

. Onceki istemlerin herhangi birine gére kullanim olup, dzelligi s6z konusu ilag,

tedavi edilecek olan sijenin vicut agirhginin her bir grami igin 5 ila 300 mU

lizozomal alfa-mannosidaz araligindaki bir miktarda uygulanmasidir.

. Onceki istemlerin herhangi birine gére kullanim olup, 6zelligi s6z konusu ilag,

tedavi edilecek olan sdjenin vicut agirigmnin her bir grami icin 20 ila 100 muU

lizozomal alfa-mannosidaz araligindaki bir miktarda uygulanmasidir.
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Onceki istemlerin herhangi birine gére kullanim olup, 6zelligi s6z konusu
lizozomal alfa-mannosidazin bir fraksiyonu, mannoz 6-fosfat reziduleri tagiyan
bir veya birden fazla N-bagh oligosakkaride sahip olan lizozomal alfa-

mannosidazdan olusmasidir.

Onceki istemlerin herhangi birine gére kullanim olup, 6zellifi lizozomal alfa-
mannosidazin bir preparasyonunun aktivitesinin %1'i ila 75’ine karsilik gelen bir

fraksiyon mannoz-6-fosfat-reseptoriinii baglanmasidir.

istem 10'a gore kullanim olup, ézelligi s6z konusu fraksiyon, lizozomal alfa-
mannosidazin bir preparasyonunun aktivitesinin %10'u ila %50'sine karsilik

gelmesidir.

istem 10'a gore kullanim olup, 8zelligi s6z konusu fraksiyon, lizozomal alfa-
mannosidazin bir preparasyonunun aktivitesinin %20'si ila %40'na karsilik

gelmesidir.

.Onceki istemlerin herhangi birine gére kullanim olup, dzelli§i s6z konusu

lizozomal alfa-mannosidaz, bir rekombinant enzim olmasidir.

.Onceki istemlerin herhangi birine gdre kullanim olup, 6zelliji s6z konusu

lizozomal alfa-mannosidaz bir memeli hiicresi sisteminde Uretilmesidir.

istem 14'e gére kullanim olup, 8zelligi sdz konusu memeli hiicresi sistemi, bir
CHO hucre hatti olmasidir.
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TARIFNAME
ALFA-MANNOSIDAZIN TIBBi KULLANIMI

BULUSUN SAHASI

Mevcut bulusun, lizozomal depolama bozuklugu alfa-mannosidozu enzim replasman
terapisi ile tedavi etmek icin araclar ve stratejiler saglar. Ozel olarak, bulus santral sinir
sistemindeki hilicrelerde depolanmis nétral mannoz agisindan zengin oligosakkaritlerin

azaltilmasi ile ilgilidir.

BULUSUN ALTYAPISI

Alfa-mannosidoz

Alfa-mannosidoz, yaklasik 1/1.000.000 ve 1/500.000. araliindaki bir sikhk ile dinya
genelinde meydana gelen bir resesif, otozomal hastaliktir. Mannosidoz, Avrupa'da,
Amerika'da, Afrika'da ve ayni zamanda Asya'da tum etnik gruplarda bulunur. Lizozomal
depolama bozukluklar icin iyi bir tanisal servisi olan tiim llkelerde benzer bir sikhkla
saptanir. Bunlar gd&rinus olarak saglikla dodarlar, bununla birlikte, hastaliklann
semptomlan progresiftir. Alfa-mannosidoz, ¢ok ciddi ila gok hafif formlar arahdinda
klinik heterojenlik gosterir. Tipik klinik semptomlar asagidakilerdir: mental retardasyon,
iskeletsel dedisiklikleri, rekUran enfeksiyonlar ile sonuglanan bozulmus immiin sistem,
duyma bozuklugu ve siklikla hastalik, bir tipik fasiyal karakteristikler, 6rnegin, bir kaba
yiz, bir cikik alin, bir dizlestirilmis nazal képrd, bir kig¢ik burun v bir genis agiz, ile
iligkilidir. En siddetli olgularda {mannosidoz tip 1), cocuklar hepatosplenomegaliden
muzdariptir ve bunlar yagamlarinin birinci yihinda &lir. Buyuk olasilikla, bu erken &lum,
hastaliktan kaynaklanan immun-yetmezlikten dolayr siddetli enfeksiyonlardan
kaynaklanir. Daha hafif olgularda (mannosidoz tip 2), hastalik genel olarak, erigkin
yasa erisir. Hastalann iskeletsel zayifliklan, 20 ila 40 yaslan arasinda tekerlekli
sandalye ihtiyaglari ile sonuglanir. Hastalik, beynin siklikla, hig bir seyi dislamayan,
ancak en temel basit okuma ve yazma yeteneklerini dahil eden zayif mental
performanslar ile sonuc¢lanan bir difiiz fonksiyon bozukluguna neden olur. Duyma
yetisizlikleri ve baska klinik gosterimler ile iliskili olan bu problemler, hastanin bagimsiz

bir yagami olmasini énler, bunun sonucu olarak yasam boyu bakiciya gerek duyulur.
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Lizozomal alfa-mannosidaz

Alfa-mannosidoz, lizozomal alfa-mannosidazin {LAMAN, EC3.2.1.24) bir kusurlu
aktivitesinden kaynaklanir. Hastallk, mannoz agisindan zengin oligosakkaritlerin, yani,
bunlarin indirgemeyen uglarinda «1,2-, 1,3- ve al,6-mannosil rezidlleri tasiyan
oligosakkaritlerin, masif intraselller birikimi ile karakterize edilir. Bu oligosakkaritler
agirhikli  olarak, N-badli oligosakkaritler igeren glikoproteinlerin intra-lizozomal
parcalanmasindan kéken alir. Bununla birlikte, bazilari, dolikol-badl oligosakkaritlerin
katabolizmasindan ve proteazom tarafindan parcalanmasi igin sitosole yonlendirilen
yanlis katlanmig glikoproteinlerden kdken alir (4, 5). Lizozomal depolama, tim beyin
bdlgelerindeki néronlan i¢eren, ¢ok c¢esitli hicre tiplerinde ve dokularda gdzlenir.
LAMAN, alfa-D-mannositlerdeki bu ug, indirgemeyen alfa-D-mannoz rezidllerini, N-
bagh glikoproteinlerine sirall pargalanmasi sirasinda indirgemeyen ugtan hidrolize eden
bir ekzoglikosidazdir (Aronson ve Kuranda FASEB J 3:2615-2622. 1989). insan enzimi,
15, 42 ve 70 kDa'luk (¢ ana glikopeptide iglenen 49 rezidulik bir varsayimsal sinyal
peptidi ile 1011 amino asitlik bir tek polipeptit olarak sentezlenir (Nilssen et al.,
Hum.Mol.Genet. 6, 717-726. 1997).

Lizozomal alfa-mannosidaz geni

LAMAN" (MANB) kodlayan gen, kromozom 19'da 19 (19cen-g12) yer alir (Kaneda et
al., Chromosoma 95:8-12. 1987). MANB, 21,5 kb'a uzanan 24 ekzondan olusur
(GenBank erisim numaralarn U60885-U60892; Riise et al., Genomics 42:200-207 .
1997). LAMAN transkripti, » 3.500 nukleotiddir {nt) ve 1.011 amino asidi sifreleyen bir
acik okuma cergevesi igerir (GenBank U60266.1).

LAMAN' sifreleyen insan cDNA'sinin klonlanmasi ve dizilenmesi, U¢ makalede
vayimlanmistir (Nilssen et al., Hum.Mol.Genet. 6, 717-726. 1997; Liao et al,
J.Biol.Chem. 271, 28348-28358. 1996; Nebes et al., Biochem.Biophys.Res.Commun.
200, 239-245. 1994). Garip bir sekilde, (¢ dizi 6zdes degildir. Nilssen ve ark.’larinin
dizisi {erisim # U60266.1) karsilastinldiginda, pozisyonlar 1670'te ve 1671'de bir
valinden aspartik aside sibstitisyon ile sonuclanan bir TA'dan AT'ye dedisim Liao et al.

ve Nebes et al., tarafindan bulunmustur.

Mutasyonlar
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1997'de, Nilssen et al., (Hum Mol Genet 6:717-726), bir hayli cok akraba arasinda
evlilik yapan Filistinli ailede mannosidozu olan iki kardesten elde edilen fibroblastlarda
mutasyona neden olan ilk hastalig) bildirmistir. Bu iki hastada, hastaligin nedeni,
Timidin ile sObstlte edilmis Adenin niOkleotidi ile, gendeki bir nokta mutasyonudur.
Bundan sonra, insanlarda hastalik igin bir kag genetik neden bulunmustur. Alfa-
mannosidoza neden neden olan glnimizin mutasyonlar, agirhik olarak
Avrupalilar'da, 60'tan fazla hastada karakterize edilmistir. Bu mutasyonlar, niikleotid
substitisyonlarini, silinmelerini ve eklenmelerini kapsayan ve genin 24 ekzonunun

¢oduna uzanan her iKi tipte ¢esitlilik gosterir (Berg et al., Am J Genet 64: 77-88. 1999).

Protein diizeyindeki mutasyonlarin sonuglarn ayrica, hem aktif yeri hem de katlanmay
etkileyen amino asit substitlisyonlarn ila bir tam olarak inaktif Grin ile sonuglanan, erken

cergeve kaymasi ve prematire durdurma kodonlar arasinda da cesitlilik gdsterir.

Cok sayida farkh tdrdeki amino asit dizisi ve enzim yapisi. Tirleri karsilastinrken,
bulunan insan ve bovin mutasyonlarinin ¢odu, insan, sidir, kedi, balina, kus, morino
baligi ve civik mantar gibi bir ka¢ tir icin mannosidaz polipeptidinin bir hayli
"korunmus™ bolgesinde yer alir; bu, bu bdlgelerin enzim fonksiyonu igin gok énemli

oldugunu gosterir.

Mutasyonlarin ¢ok sayida farkh tipine ragmen, mutasyonlarin timudnun hicrelerde
enzim aktivitesinin benzer tam kaybina neden oldugu goérilir. Boylelikle, gérandr bir
sekilde, klinik siddet acisindan varyasyonlar, enzim aktivitesindeki varyasyonlar ile
aciklanamayabilir. Daha ziyade, bu varyasyonlar, organizmanin biriken
oligomannositlerin kdtl etkilerini tamponlamaya yonelik genel yetisine atfedilen diger
faktorlerden ve hastalarda enfeksiyonlar ve diger klinik semptomlar onlemek igin ve

tedavi etmek icin ortamlardan kaynaklanr.

Tani

Alfa-mannosidozun tanisi glincel olarak, klinik dederlendirmeye, idrarda mannoz
acisindan zengin oligosakkaritlerin saptanmasina ve c¢esitli hicre tiplerinde, érnegin,
IGkositlerde, fibroblastlarda ve amniyositlerde, alfa-mannosidaz aktivitesinin dogrudan

olgcimine dayanir {Chester et al., In: Durand P, O'Brian J {eds) Genetic errors of
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glycoprotein metabolism. Edi-Ermes, Milan, pp 89-120. 1882; Thomas and Beaudet .
In: Scriver CR, Beaudet AL, Sly WA, Valle D (eds) The metaholic and molecular bases
of inherited disease. Vol 5. McGraw-Hill, New York, pp 2529-2562. 1995).

Semptomlar baslangigta siklikla, hafif-derecede oldugundan ve biyokimyasal tani zor
oldugundan, tani sikhkla hastah§in seyrinde ge¢ koyulur. Hastalarin ve bunlarin

ailelerinin bir erken tanidan blylik dlglide yarar gdrecegi agiktir.

Hayvan modelleri

Alfa-mannosidoz, sigirlarda {Hocking et al., Biocchem J 128:69-78. 1972), kedilerde
(Walkley et al., Proc. Nat. Acad. Sci. 91: 2970-2974, 1994) ve gine domuzlannda
(Crawley et al., Pediatr Res 46: 501-509, 1999) tarif edilmigtir. Bir fare modeli gincel
olarak, alfa-mannosidaz geninin hedeflenmis bozulmasi ile Gretilmistir (Stinchi et al.,
Hum Mol Genet 8: 1366-72, 1999).

insanlarda oldugu gibi, alfa mannosidazin lizozomal alfa-mannosidazi kodlayan
gendeki spesifik mutasyonlardan kaynaklandigi gdérilur. Berg et al., (Biochem J.
328:863-870.1997), felin karacigeri lizozomal alfa-mannosidazinin saflagtinlmasini ve
bunun cDNA dizisinin belirlenmesini bildirmigtir. Aktif enzim, molekller kiitleleri 72, 41
ve 12 kDa olan 3 polipeptitten olusur. insan enzimine benzer sekilde, felin enziminin,
50 amino asitlik bir varsayimsal sinyal peptidi, akabinde matlr enzimin 3 polipeptidine
yarilan 957 amino asitlik bir polipeptit zinciri olan bir tek-zincirli oncll olarak
sentezlendidi gosterilmigtir. Ortaya ¢ikarilan amino asit dizisi, insan ve bovin dizileri ile
sirasiyla %81,1 ve %83,2 bzdestir. Bir 4-bp'lik silinme, bir etkilenmig iran kedisinde
tanimlanmigtir; silinme, kodon 583'ten itibaren bir ¢ergeve-kaymasi ve kodon 645'te
prematire sonlanma ile sonuglanmistir. Kedinin karacigerinde enzim aktivitesi
saptanamayabilir. Daha hafif bir derecede fenotip eksprese eden bir evcil uzun-tiyli
kedi, normalin %2'si olan enzim aktivitesine sahiptir; bu kedi 4-bp'lik silinmeye sahip
degildir. Tollersrud et al., {Eur J Biochem 246:410-419 .1997), bovin bdbrek enzimini
homojenite igin saflastirmistir ve geni klonlamistir. Gen, 16 kb'a uzanan 24 ekzon
halinde organize edilmistir. Gen dizisine gdére, bunlar sidirlarda iki mutasyon

tanimlamstir.
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Bu arada, a-mannosidaz nakavt fareler, ruhsatlandirma arzini desteklemek igin a-
mannosidozun arastirmayla ilgili tedavisi i¢in mevcut en iyi farmakolojik madeli sadlar.

Guncel olarak canli hayvanlar kullanmayan kabul edilebilir modeller yoktur.

Alfa-mannosidoz terapisine yonelik tibbi ihtiya¢

Mannoz agisindan zengin oligosakkaritlerin birikmesinden kaynaklanan siddetli klinik
gosterimlerin 1s1dinda, alfa-mannosidoz igin etkili tedavinin yoklugu iyi bilinmektedir.
Glnumuzde, hastalidin tedavisi igin major terapdotik opsiyonlar, kemik iligi naklidir ve

enzim replasman terapisidir.

Kemik iligi nakli

1996'da, Walkley et al., (Proc. Nat. Acad. Sci, 91; 2970-2974, 1994), 1991'de kemik
iligi nakli (BMT) ile tedavi edilen mannosidozu olan 3 yavru kendi hakkinda bir makale
yayimlamistir. Kurban edilmis 2 hayvanda, yalnizca viicut iginde dedgil, ancak daha
dnemlisi, ayni zamanda beyin iginde bir normalizasyon géralmusgtar. 3. kedi, 6 yil sonra
iyidir. Normal olarak, tedavi edilmemis bir kedi 3-6 ay icinde &lir. 1987'de,
mannosidozu olan bir gocuk, BMT ile tedavi edilmistir BMT (Will et al., Arch Dis Child
1987 Oct;62(10):1044-9), Hasta, prosedir ile ilgili komplikasyonlardan dolay) 18 hafta
sonra dlmistir. Beyinde, ¢ok kiiglik enzim aktivitesi bulunmustur. Bu hayal kirkkhgina
ugratan sonug, 6limde dnce adir imminosipresif tedavi ile veya BMT'den sonra
beyinde enzim aktivitesinin artmasinin zaman almasi ile agiklanabilir. Dondr, (tasiyici
olarak %50'den daha az enzim aktivitesine sahip olmasi beklenmesi gereken) annedir
veya bu, beyinde enzim fonksiyonu uUzerinde etkiye sahip olmayan insanda BMT
olabilir. Degisken sonuglara sahip olunmasma ragmen, bdylelikle bir ka¢c kemik iligi
nakli tesebbilsl, basanl yamanmanin, en azindan kismen, alfa mannosidozun klinik
go6sterimlerini  dizeltebilecedini gdstermistir.  Bununla birlikte, kemik iligi nakli
uygularken ciddi prosedur ile iligkili komplikasyonlar azaltmanin zorugu, insan

terapisinin hala maglup edilmemis olmasidir.

Enzim replasman terapisi

Lizozomal depolama hastaliklan kesfedildiginde, bunun enzim substitisyonu ile tedavi

edilebilmesi umutlar ylikselir. Enzim replasman terapisi, Gaucher hastaliinda
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kanitlanmis etkiye sahiptir. Ekzojen lizozomal glukoserebrosidaz hastaya enjekte
edildiginde, bu enzim enzim-kusurlu hicreler tarafindan alinir (Barton et al., N Engl J
Med 324:1464-1470). Bu tarz alim, &megin, hicrelerin ylzeyi lzerinde neredeyse
ubikuitéz olan mannoz-6-fosfat reseptdrl gibi hiicre yuzeyi Uzerinde belirli reseptdérler
ve diger reseptorler, érnedin, belirli hicre tipleri, érnedin, monosit/makrofaj hicre
hattinin hiicreleri ve hepatositler, ile sinirlandinlan asialoglikoprotein reseptorii ve
mannoz reseptorll, tarafindan regiile edilir. Bundan dolayi, enzimin hiicresel alimi
agirhkh olarak bunun glikosilasyon profiline baghdir. Uygun sekilde tasarlandiginda,
kusurlu enzim, diyabetik hastalann insulin almasi ile ayni sekilde, ekzojen enzimin
dizenli enjeksiyonlar ile degistirilebilir. Enzim-kusurlu fibroblastlarin vasatlarina
eklenen saflastinlmis aktif lizozomal alfa-mannocsidaz ile in vitro ¢alismalar, lizozomal
substrat birikiminin dizeltiimesini géstermisgtir. Diger taraftan, in vivo tedavi Kismen,
enzimlerin yeterli miktarini Uretme problemi ile ve ekzojen enzime kars) immuin
reaksiyonlardan kaynaklanan komplikasyonlar ile engellenmistir. Bununla birlikte, en
Onemlisi, 6zel milahazalar, bir major ndrolojik bileseni olan lizozomal depolama
hastaliklar, 6rnegin, alfa-mannosidoz, ile ilgili olarak gegerlidir, burada klinik
gosterimler, santral sinir sisteminde arttinlmis lizozomal depolama ile ilgilidir. Boylelikle,
enzim replasman terapisinin, Gaucher hastaliginin akut néronopatik varyantina kargi

etkili oldugu kanitlanmamistir {Prows et al., Am J Med Genet 71:16-21).

Terapdtik enzimlerin beyne aktarimi, bu biylik moleklllerin kan-beyin bariyeri yoluyla
naklinin olmamasi ile dnlenir. Kan beyin bariyerinin beyinde terapotik ajanlarin bir
etkisini gérmek amaciyla alt edilmesi gerektigine yonelik genel distnceden, aktarim
sistemlerinin bdydk bir cesitliliginin kullaniimasi tasarlanmgtir. Bunlar invasif teknikleri,
ormegin, kan beyin bariyerinin érmegin, mannitol, ile ozmotik a¢iimasini ve invasif-
olmayan teknikleri, érnedin, kimerik enzimlerin reseptdr aracii endositozunu, igerir.
Enzim replasmaninin  ddzenli bir sekilde enzimin uygulanmasini  gerektirmesi
beklendiginden, invasif tekniklerin kullanimindan kaginiimalidir. Diger taraftan, invasif-
olmayan tekniklerin kullaniimasi Umit vadeden sonuglar saglamamistir. Viseral
organlarda ve meninkslerde azaltimis depolamanin beyne tasinan oligosakkaritlerin
miktarini azaltabilecegini disUnulmdstir. Bununla birlikte, bu tarz milahazalarn,
burada nérolojik hasarin primer ve giddetli oldugu lizozomal bozukluklara uygulanabilir
oldugu dusunidlmez (Neufeld, E. F. Enzyme replacement therapy, in "Lysosomal
disorders of the brain (Platt, F. M. Walkley, S. V: eds Oxfor University Press). Bu

dogrultuda, alfa-mannosidozun etkili bir tedavisini arama hala devam etmektedir.
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WO 02/099092 (Fogh et al., 2002) ve Berg et al., Molecular Genetics and Metabolism,
vol. 73, no. 1, April 2001, pages 18-29, SS88'de mannecz acisindan zengin
oligosakkaritlerin intraselller dizeylerini LAMAN' "hlicresel membranlarin (zerine”
uygulama ile distrmek amaciyla bir ilacin preparasyonu icin bir lizozomal alfa-

mannosidazin {LAMAN) kullanimini agiklar.

Fogh et al., 2002, enzim replasman terapisini tartisir ve uygun sekilde tasarlandiginda,
eksik enzimin diyabetik sijelerin insdlini enjekte etmesine benzer olarak dizenli bir
sekilde enjekte edilebilecedini aciklar. Dahasi, Fogh et al., 2002 ve Berg et al., 2001,
CHO hicrelerinden insan LAMAN'Inin ekspresyonunu ve saflagtinimasini aciklar ve
mannosidozu olan bir hastanin fibroblastlarinda LAMAN'In alimini in vitro gdsterir.
Bununla birlikte, Fogh et al., 2002 ve Berg et al., 2001, spesifik bir siklikta tekrarli

intravendz enjeksiyon ile uygulamayi agiklamaz.

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Mevcut bulugun bir birinci yénd, alfa-mannosidozun tedavisi amaciyla bir ilacin
preparasyonu icin bir lizozomal alfa-mannosidazin kullanimini saglar, burada soz

konusu ilag, intravendz uygulama ile uygulanacaktir,

Mevcut bulusun bir uygulamasi, kullanim ile ilgilidir, burada ilag inflzyon veya 1 ila 5
glnlik enjeksiyonlara, haftada bir 1 ila 5 enjeksiyona, 2 haftada bir 1 ila 5 enjeksiyona
veya ayda bir 1 ila & enjeksiyona karsilik gelen bir siklikta tekrarli intravendz enjeksiyon

ile uygulanacaktir.

Mevcut bulusun bir ikinci uygulamasi, kullanim ile ilgilidir, burada séz konusu ilag
santral sinir sistemindeki hicreleri hedef almaya yonelik bilinen bir yetisi olan bir

bilesen icermez.

Mevcut bulusun bir Gglinch uygulamasi, kullanim ile ilgilidir, burada lizozomal alfa-

mannosidaz, SEQ ID NO: 1 amino asit dizisini igerir.
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Mevcut bulusun ilave bir uygulamasi, kullanim ile ilgilidir, burada sdz konusu ilag,
santral sinir sistemindeki hicrelerin hedef alinmasi icin bir bilesen icermez ve kan-

beyin bariyerini gecis icin vehikul olarak etki etme yetisi olan bir bilesen icermez.

Mevcut bulusun bir bagka uygulamasi, kullanmim ile ilgidir, burada sdz konusu ilag,
tedavi edilecek olan siijjenin viicut agirhginin her bir grami igin 5 ila 300 mU lizozomal

alfa-mannosidaz arali§indaki bir miktarda uygulanir.

Mevcut bulusun daha baska bir uygulamasi, kullanim ile ilgilidir, burada s6z konusu
lizozomal alfa-mannosidazin bir fraksiyonu, mannoz 6-fosfat rezidlleri tagiyan bir veya

birden fazla N-bagl oligosakkaride sahip olan lizozomal alfa-mannosidazdan olugur.

Mevcut bulusun tercih edilen bir uygulamas), kullanim ile ilgilidir, burada séz konusu

lizozomal alfa-mannosidaz, bir rekombinant enzimdir.

TANIMLAR VE TERIMLER

"Bilegen” ile, genis terimlerde, bitdnin bir pargasini olusturan bir eleman kastedilir.
Daha spesifik olarak, terim, bir karisim icinde bulunan bir maddeyi ifade eder. Bu tarz
bir madde, kitle olarak belirli oranlarda kimyasal olarak birlestiriimis elemanlardan
olusturulan bir materyal olarak tanimlanan bir bilesik olabilir. Bilesiklerin érnekleri,
inorganik bilesiklerdir, 6regin, kiigiik molekiler tirerdir, organik bilesiklerdir, drnegin,
basit sekerleri ve kompleks polisakkarit polimerlerini iceren karbonhidratlardir,

peptitlerdir, proteinlerdir, peptidomimetiklerdir, niikleik asitlerdir ve antikorlardir.

"Santral sinir sistemi" terimi, beyni, omuriligi ve spinal sinirleri ifade eder. Santral sinir

sistemi, kollardaki, bacaklardaki, kaslardaki ve organlardaki periferik sinirleri icermez.

Mevcut baglamda, "beyin" terimi, santral sinir sisteminin, yari-k(ireler olarak ifade

edilen bunun iki (sag ve sol) yarisini igeren kafatasi iginde yer alan kismini ifade eder.

Mevcut baglamda ayrica, ekstra-ndral hicreler, &rnedin, koroid pleksusun
endotelyasindaki ve epitelyasindaki hucreler, santral sinir sisteminin ve beynin
parcalan olarak duglinulmeyecektir. Beyin ve santral sinir sistemi aynica, meninksleri

de icermez.
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"Koroid pleksus”, Gc¢unci, dérduncu ve lateral serebral ventrikullerdeki tela koroideanin
bir vaskuler proliferasyonudur veya sacagidir; bu, serebrospinal siviyr salgilar, boylece

bir dereceye kadar intraventrikller basinci regiile eder.

"Meninksler" terimi, beyni ve omuriligi kaplayan (¢ membran ifade eder. Distaki
meninks, dura mater (sert-zar) olarak adlandirilir ve Uglinden en gabuk toparlayandir.
Ortadaki tabaka, pia mater (ince zar) olarak adlandinilir ve en-igteki ince tabaka,

araknoiddir.

"Kompleks" veya "konjugat” ile, bir molekil veya molekullerin van der Waal etkilegimleri
velveya eleklrostatik etkilesimler ile ve/veya kovalent hadlar ile birbirine tutunan bir

grubu kastedilir.

"Ekzojen" terimi, organizmaya veya sisteme disaridan uygulanan veya organizmanin
veya sistemin disinda Uretilen bir bileseni ifade eder; spesifik olarak, terimi, organizma

veya sistem iginde sentezlenmeyen bilegenleri ifade eder.

"Gegirgen" terimi, bir 6zel yari-gecgirgen membrani gegebilen bir bileseni ifade eder. Bu
tarz bir yari-gecgirgen membranlar, kan-beyin bariyeri ve/veya fodtal-maternal bariyer

olabilir.

"Kan-beyin bariyeri" ve "kan-serebral bariyer" terimleri, kani santral sinir sisteminin

parankimasindan ayiran bariyer sistemini ifade eder.

"Hedefleme" terimi, belirli sinyaller iceren proteinlere sahip olmanin, bdylece proteinleri
spesifik olarak belirli hicresel lokasyonlara, drn., lizozoma, dodru ydnlendirmenin,

prosesini ifade eder,

DETAYLI ACIKLAMA

a-mannosidozun &zelligi, ¢cok cesitli dokularda nétral oligosakkaritlerin depalanmasidir
(bakinz, Sekil 2, sutun 1 ve sutun 2). Bu oligosakkaritler, bunlarin indirgeme ucunda 2-
9 mannoz rezidileri ve bir N-asetilglukozamin rezidlsu icerir ve bundan dolayr bir

endoglukozaminidazin etkisinden kaynaklanir. Santral sinir sisteminin adir tutulumu,
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alfa-mannosidozun siddetli infantil formlar ila vyalmzca orta-derecede mental
retardasyonu olan daha hafif derecede juvenil formlar araligindaki klinik fenotipinde
yansitilir. Mevcut bulusun arkasindaki gerekge, rekombinant alfa-mannosidazin tekrarl
intravendz uygulamasinin beyinde depolanmig ndtral mannoz acgisindan zengin
oligosakkaritlerin dlzeylerinde gdze ¢arpan bir digls ile sonuglanmasina yonelik ilging

g6zlemden ortaya gikar.

Bunun en genis yoninde, mevcut agiklama, bir rekombinant LAMAN polipeptidi ile ve
LAMAN polipeptidini sifreleyen bir nlkleotid dizisi ile, polipeptidi eksprese edebilen bir
ekspresyon sistemi ile ayni zamanda bunun polipeptidini veya parcasini igeren
farmasétik bilesimler ile ve bir sujede Lizozomal alfa-mannosidaz (LAMAN) enziminin
bir eksikliinden kaynaklanan alfa-mannosidoz ile ilgili semptomlarin gelismesini

onlemek veya tedavi etmek icin polipeptidin kullanimi ile ilgilidir.

Bir ana yoninde, bulus, santral sinir sisteminin bir veya birden fazla bolgesindeki,
omegdin, beynin igindeki bir veya birden fazla bdlgedeki, hiicrelerde nétral mannoz
ac¢isindan zengin oligosakkaritlerin intraselller dizeylerini distirmek amaciyla bir ilacin
preparasyonu i¢in bir lizozomal alfa-mannosidazin kullanimini saglar. Nétral mannoz
agisindan zengin oligosakkaritler, bir tek N-asetilglukozamin rezidistne baglanmis iki

ila dokuz mannoz rezidusu icerir.

Bulusun bir baska ana ydn(, santral sinir sisteminin bir veya birden fazla bélgesindeki
hiicrelerde nétral mannoz agisindan zengin oligosakkaritlerin intraselller duzeylerini
dustirmek amaciyla bir ila¢ olarak kullaniimasi i¢in bir lizozomal alfa-mannosidazin bir

formulasyonu ile ilgilidir.

Bulusun her iki ana yonl igin, lizozomal alfa-mannosidazin asagdidakilerden olusan

gruptan secilmesi ilaveten tercih edilir;

(a) SEQ ID NQO: 1 amino asit dizisi;

(b) (a)daki dizinin, rekombinant insan lizozomal alfa-mannosidazina enzimatik
olarak es-deder olan, bir kismi;

(c) (@)daki veya (b)'deki dizilerin herhangi birine en az %75 dizi 6zdesligine sahip
olan ve ayni zamanda rekombinant insan lizozomal alfa-mannosidazina enzimatik

olarak es-deder olan bir amino asit dizisi analogu.
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Buluga gore hucre icine dahil edilen ndkleik asit dizisi ve SEQ ID NO: 1 arasindaki dizi
dzdesliginin derecesinin en az %80, drnegdin, en az %85, en az %90, en az %95, en az

%97, en az %98 veya en az %99 olmasi tercih edilebilir.

Mevcut badlamda, rekombinant insan lizozomal alfa-mannosidazina enzimatik olarak
es-deder olan bir amino asit dizisi analogu veya bir amino asit dizisinin bir kismi, en az
%90'ik bir saflikta bulundugunda en az 5 U/mg'lik bir spesifik aktiviteye sahip olan bir
polipeptittir. Saflik kolaylikla, geleneksel teknikler, érnegin, SDS-PAGE, kullanilarak
belirlenir. Spesifik aktivite, mevecut basvurunun drnek 2'sinde tarif edildigi Gzere bir
enzim analizinde belirlenebilir. Ozet olarak, saflastinimis polipeptit, reaksiyonun 0,4 M
glisin/NaOH, pH 10,4, eklenmesi ile durdurulmasindan énce uygun bir slire boyunca
37°C'de substrat, p-nitrofenil-a-mannopiranosit ile inkibe edilir. Donustirllen

sUbstratin miktari, 405 nm'de absorbansin degisimi ile belirlenebilir (£=18500 M cm™).

Bazi uygulamalarda, lizozomal alfa-manngsidaz, sistemik aktarim icin formile edilir.
Sistem aktarim igin formulasyonlar, liyofilize edilmis formulasyonlar veya sulu ¢dzeltiler
formunda ¢esitli farmasdtik olarak kabul edilebilir tasiyicilar, eksipiyanlar veya
stabilazorler (Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. {1280))
icerebilir. "Farmasdtik olarak kabul edilebilir" tasiyicilar, eksipiyanlar veya stabilazdrler,
kullanilan dozajlarda ve konsantrasyonlarda alicilar igin toksik-degildir ve mevcut
basvurular igin, bunlar ayrica kan-beyin bariyerinin gegirgenlidi Uzerinde etkiye sahip
olmayan konsantrasyonlarda bulunur. Tamponlar, 6megin, fosfat, sitrat ve diger
organik asitler; askorbik asidi ve metiyonini iceren antioksidanlar; koruyucular (&rnedin,
oktadesildimetilbenil amonyum klordr; hekzametonyum klorar; benzalkonyum klorur,
benzetonyum kloriir: fenol, butil veya benzil alkol; alkil parabenler, érnedin, metil veya
propil paraben; katekol; resorsinol; siklohekzanol; 3-pentanol ve m-kresol); disuk
molekller-agirikh (yaklasik 10 rezididen daha az olan) polipeptit; proteinler, érnegin,
serum albumin, jelatin veya imminoglobiilinler; hidrofilik polimerler, &Grnegin,
polivinilpirrolidon; amino asitler, drnegin, glisin, glutamin, asparajin, histidin, arjinin veya
lizin; monosakkaritler, disakkaritler ve glikozu, mannozu veya dekstrinleri igeren diger
karbonhidratlar; selatlama ajanlar, 6rnegdin, EDTA,; sekerler, érnedin, sikroz, mannitol,
trehaloz veya sorbitol; tuz-olusturan kargi-iyonlar, érnegin, sodyum; metal kompleksleri
(6m., Zn-protein kompleksleri) velveya iyonik olmayan surfaktanlar, érnegin, TWEEN,
PLUROCNICST veya polietilen glikol (PEG), dahil edilir.
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Alfa-mannosidozun basgaril terapisi, santral sinir sistemi ve ozellikle bu lizozomal
enzimlerin beyne girisini engellediginden kan-beyin bariyeri tarafindan neden olunan
zorluklara etkili bir gsekilde deginmek zorundadir. Kan beyin bariyerinin anatomik
bileseni, fenestrasyonlar olmadan ve sivi taginmasi igin bir kag mikrovillus ve bir kag
vezikll ile siki baglanti yerlerine sahip clan, beyin kapilerleri icindeki essiz endotelyal
hiicrelerden olusur. Bunun fizyolojik bileseni kismen, beyin endotelyumlar igin enzim

olan enzimlerden ve tasiyici proteinler vasitasiyla aktif tasimadan olusur.

Kan-beyin bariyerinin 6tesinde, ilave bariyerler mevcuttur. Perivaskiler bosluklarda,
yabanci bilegikleri sikigtirabilen fagositler devriye gezer, dahasi, bazal laminanin
katmanlari, proteinin makro-molekiler elekleri vaskilatir ve santral sinir sistemi
parankimas) arasinda uzanir. Bundan sonra, glia lamintan, astrogliyumlann ve
mikrogliyumlarin ug ayaklarindan yapilan bir kalkan, bir baska fiziksel bariyeri olusturur.
Son olarak, endotelyal bariyerin 6tesindeki ¢dziinmils maddeler de, bitisik bosluklar
yoluyla bir disan dogru yidin sivi akisina tabidir. Santral sinir sistemi parankimasindan
interstisyel sivi kismen, ventrikiler sisteme ve perivaskiler bogluklara hareket ve bunu
takiben ¢bzinmils maddeler, burada c¢bziinebilen bilesenlerin kan-dolagsimina geri
déndugl subaraknoid bosluklara tasinir. Boylelikle, elemanlarin kan dolasimindan

beyne girisini sinirlandiran ve reglle eden ¢ok sayida bariyer vardir,

Kan beyin bariyeri probleminin beyin ilag hedefleme teknolojisinin gelistiriimesi ile
gozllebilecegi tasarlanmistir. Bu teknoloji, terapdtik proteinlerin, in vivo kan-beyin
bariyerini olugturan, beyin kapiler endotelyumu icinde lokalize olmug endojen tasima

sistemleri Gzerindeki erigim vasitasiyla beyne aktanimina dayanir.

Asagida, santral sinir sistemini hedef almaya veya santral sinir sistemini hedef almaya
aracilk etmeye yonelik bir yetisi olan ve/veya kan-beyin bariyeri aktarimini ve/veya
hiicresel membranlar gegis igin vehikiller olarak etki etmeye yonelik bilinen bir yetisi

olan bilesenlerin sinirlayici-olmayan &rnekleri verilir.

1) Hiicre membranlarini ve/veya BBB'yi gecis ile hedef hicrelere LAMAN gecisi icin

vehikuller olarak peptitler ve proteinler:
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Hayvanlardaki ¢ok sayida ¢alisma, belirli proteinlerin ve/veya peptitlerin
BBB'nin geg¢ilmesi icin vehiklller olarak etki edebildigini gostermigstir.
Ornegin, insilin fragmani ile modifive edilmis proteinler (Fukuta et al.,
Phaomacol Res 11: 1681-1688) veya transferrin reseptorll igin antikorlar
(Friden et al.,, Proc Natl Acad Sci USA 88: 4771-4775), kan-beyin
bariyerini gecgebilir. Aynca, poliaminlere kuplaj ile modifive edilmis
proteinlerin (Poduslo ve Curran. J Neurochem 66: 1599-1606) de kan-
beyin bariyerini gegebildigi bildirilmistir. Buna ek olarak, peptidomimetik
monoklonal antikorlar (MAb), endojen BBB transferrin reseptdriu (RfR)
veya insdlin reseptérd (IR) Gzerinde tasima yoluyla in vivo BBB boyunca
reseptor-aracili transsitoz (RMT) gecirir. Terapdtik proteinler, avidin-
biyotin teknolojisi ile veya flzyon proteinler olarak MAb tagima

vektorlerine konjuge edilebilir.

2) Hicre membranlarini ve/veya BBB'yi gecis ile hedef hiicrelere LAMAN gegisi igin

vehikUller olarak toksinler:

Farkli bakteriler, bitkiler ve hayvanlar toksinler Uretir. Toksinler, ¢ok
sayida farklh hedefe, ©Ornegin, gut (neterotoksinler), sinirler veya
sinapslar (ndrotoksinler), sahiptir. Toksinler, reseptdr aracili prosesler
yoluyla hiicre membranlarinin iginden gecgebilir ve mevcut bulusun
uygulanmasi, hiicresel membranlar ve/veya BBB'yi gegis ile hedef
hiicrelere rthLAMAN gecisi icin vehiklller olarak toksin kullanmaktir.
Tercih edilen hedef hiicreler, SSS ve/veya periferik sinir sistemi icindeki
hacrelerdir. Toksinin yalnizca, hicresel membranlar ile iliskiden ve
hicresel membranlardan translokasyondan sorumlu olan parg¢asinin
kullanildigr anlasilacaktir.

Bir vehikil olarak kullanilan kir toksinin bir érnegdi, bir bakteriyel toksindir,
6rnegin, Corynebacterium Diptheriae’den, Difteri Toksini'dir {DT).
Bakteriyel toksinler, genis aralikta toksisiteler gdsterir v bunlar yapi ve
fonksiyon agisindan gruplara ayrnhr. Toksin bir hedef hiicreyi bagdlar ve
bir reseptér vasitasiyla hiicreye girer ve ayn fragmanlara indirgenir.
islenmis toksin, asagidaki 3 alana bolunebilir: Katalitik alan (C), reseptér

alani (R) ve translokasyon alani (T).
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Toksinin veya bunun fragmanlarinin katalitik fragmani ve reseptér
fragmani LAMAN ile degistirilir. Bu fuzyon proteini, hicresel
membranlarin ve/veya BBB'nin igcinden gecebilir ve bdylelikle LAMAN"
hedef hilcrelere aktarabilir. Bir hibrit molekdlin mihendisliginin bir
aérnegdi, rekombinant teknolojisi ile olabilir.

Vehikiller olarak kullanilacak olan bakteriyel toksinlerin diger érnekleri,
Klostridium Botulinum'dur, Psedomonas aeruginosa tarafindan uretilen
Psedomonas Ekzotoksini A'dir, Vibrio cholerae tarafindan Uretilen Kolera
Toksini'dir ve Bordetella pertussis tarafindan (Uretilen Pertussis
Toksini'dir. Vehikuller olarak kullanilan toksinlerin ilave omekleri,
asagidaki bitki toksinleri listesinden secilen bitki toksinleridir:
kolinesteraz inhibitdrleri, proteaz inhibitdrleri, amilaz inhibitorleni,
tanninler, siyanojenik glikositler, goitrojenler, lektin proteinleri ve
latirojenler, pirrozidin alkaloidleri.

Vehikul olarak kullanilan toksinlerin daha ilave Ornekleri, kabuklu deniz
hayvanlarindan (saksitoksin) ve yilanlardan {alfa-bungarotoksin) elde
edilen toksinlerdir. Uzmanhid olan kisi, bulugun detaylan ve

karakteristikleri 1s1§ginda ilave 6rmekler ekleyebilir.

3) Hicre membranlarini ve/veya BBB'yi gecis ile hedef hiicrelere rhLAMAN gegisi

icin vehiklller olarak bakterilerden veya virlslerden izole edilen proteinler ve

Bakterilerden veya virlslerinden is gbren eleman ve/veya is goéren
protein BBB'yi velveya hucresel membranlan gegmek icin rhLAMAN ile
hirlikte kullanilabilir.

Bakterilerin ornekleri, asa@idaki listeden secilir: Ns. meningitidis, S.
preumoniae, Hemophilus influenzae, Staphylococcus turleri, Proteus
tirleri, Pseudomonas tlrleri, E. coli, Listeria monocytogenes, M.
Tuberculosis, Neurolues, lodex ricinus'tan Spirochetes Borrelia
burgdorferi.

Viruslerin &érnekleri, viris familyalarinin asa@idaki listesinden secilir:
Parvoviridae, Papovaviridae, Adenoviridae, Hermpesviridae, Poxviridae,
Picornaviridae, Reoviridae, Togaviridae, Arenaviridae, Coronaviridae,

Retroviridae, Bunyaviridae, Orthomyxovitidae, Paramyxoviridae ve
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Rhabdoviridae. Yukarida bahsedilen listeden segilen virslerin ilgili

ornekleri, dm., Kizamik virusudur, Papova virusudur ve JC virusudar.

4) Hicre aracih aktarim sistemleri

Terapiye bir hiicre-aracili yaklasim, birden fazla temel yolda depolama
bozukluklarina deginebilir. Birincisi, kusurlu hiicre popllasyonlarini
normal es-degerler ile degistirmektir veya telafi etmektir. Terapdtik yarar
elde etmek igin bir ikinci yol, capraz dizeltme yoluyla olabilir. Uygun
hicre tipleri, yalnizca kandan endotelyal bariyeri gecme dedil ayni
zamanda parankima icine aktif bir gekilde gd¢ etme ve hastalikl
hicrelerin miliydsi icine yerlesme yetisini de sunar. Tercih edilen insan
hiucresi, insan monositleri, insan fibroblastlari ve insan lenfositleri

arasindan segilir.

5) Kan-Beyin Bariyerini Bozma

Arttinlmigs SSS ilag aktarimi icin bir bagka invasif strateji, gecici BBB
bozulmasi (BBBD) ile baglantii olan ilaglarin sistemik uygulamasini
icerir. Teorik olarak, zayiflatimis BBB ile, sistemik olarak uygulanmis
ilaglar, serebral endotelyumda arttinlmis ekstravazasyon oranlar
gegirebilir, bu arttinlmis parankimal ilag konsantrasyonlarina yol agar.
BBB'yi gegici bir sekilde bozan gesitli teknikler aragtirlmaktadir; bununla
birlikte, fizyolojik olarak ilging olmasina ragmen, ¢cogu kabul edilemez bir
sekilde toksiktir ve bundan dolayi klinik olarak kullamigh degildir. Bunlar,
cozucilerin, drnegin, dimetil siulfoksidin veya etanolun ve metallerin,
arnegin, aliminyumun, inflzyonunu; X-irradyasyonunu ve
hipertansiyonu, hiperkapniyi, hipoksiyi veya iskemiyi igeren patolojik

rahatsizliklarin indiksiyonunu igerir.

Bir bir dereceye kadar daha givenli teknik, konvllsan ilacin, nébetlere neden olurken
BBB gecirgenligini gecici bir sekilde arttiran, metrazolin, sistemik aktarimini igerir. Anti-
konvulsan pentobarbitalin es-zamanh uygulamasi, BBBD'nin devamlilik gdstermesine

izin verirken, vyakalamayr bloke eder. BBB'den ayrica, VP-18'y1, sisplatini,
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hidroksilireyi, florourasili ve etoposidi i¢eren bir ka¢ anti-neoplastik ajanin sistemik

uygulanmasi ile de taviz verilebilir.

Ozmotik Kan-Beyin Bariyeri Bozulmasi

Bir inert hipertonik ¢dzeltinin, émegin, mannitollin veya arabinozun, intrakarotid
enjeksiyonu, bir kag saatlik bir periyot boyunca endotelyal hiicre bliziilmesini ve BBB
siki baglanti yerlerinin agilmasini baglatmak igin kullaniimaktadir ve bu, anti-neoplastik
ajanlarin beyne aktanma izin verir. Ozmotik bozulma, makro-molekiler ilaclarn,
oérnedin, monoklonal antikorlarin, nano-pargaciklarin ve virlslerin, aktarimi i¢in bir
strateji olarak test edilmektedir. Bununla birlikte, prosedur, beynin kendi-savunma
mekanizmasini bozar ve bunu dolasimdaki tim kimyasallardan veya toksinlerden
hasara veya enfeksiyona savunmasiz dlzeye getirir. Risk faktorleri, plazma
proteinlerini gegisini, degistiriimis glikoz alimini, 1s1 sok proteinlerinin ekspresyonunu,
mikro-embaglizmi veya anormal néronal fonksiyonu igerir. Boylece, gok fazla sayida
teknik bilesiklerin kan beyin bariyerinden aktanimini kolaylastirmak igin gelistirilmisken,
bunlarn ¢odu yukarida bahsedilen diger bariyerlere deginmede sinirh basar gdsterir.
Bundan dolayi, alfa-mannosidozun tedavisinde bunlarin uygulanabilirli§inin  sinirh

oldugu gordldr,

Aksine, bununla birlikte, bulusun ¢ok 6nemli bir yonl, kan-beyin bariyerini gecerek
tasimaya ve/veya kan-beyin bariyerine nifuz etmeye ve/veya kan-beyin bariyerini
bozmaya aracilik etmesi icin araglara bagimli olmayan bir teknije dayanarak santral
sinir sistemindeki nétral mannoz agisindan zengin oligosakkaritlerin intra-lizozomal
birikmesinin azaltiimasi icin bir gema ile ilgilidir. Bulugun tercih edilen uygulamalarinda,
bundan dolayi, santral sinir sistemine erismek icin yukaridaki tarif edilen yaklagimlar
talep edilir. Bulusun tercih edilen bir uygulamalarinda, bulusa goére ilag, santral sinir
sistemindeki hiicrelerin hedeflenmesine veya hedeflenmesine aracilik etmeye yénelik
bilinen bir yetisi olan bir bilesen ve/veya kan-beyin bariyerini gegis icin vehikil olarak

etki etmeye yonelik bilinen bir yetisi olan bir bilesen igermez.

Daha tam terimlerde ifade edilen séz konusu ila¢ veya formilasyon, beynin néronal
velveya gliyal hucrelerini hedef almaya yonelik bilinen bir yetisi olan bir bilegen

icermez.
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Boylelikle, tercih edilen uygulamalar, lizozomal alfa-mannosidazin kullanimi ile ilgilidir,
burada s6z konusu ila¢ santral sinir sistemine/kan beyin bariyerine nifuz edebilen bir
formda lizozomal alfa-mannosidaz icermez. Bu dogrultuda aynca, lizozomal alfa-
mannosidazin kan-beyin bariyerinden tasiyici-aracih tagima elde etmek amaciyla
modifiye edilmemis olmasi ve lizozomal alfa-mannosidazin kan-beyin bariyerinin

bozulmasini elde etmek amaciyla formiile edilmemig clmasi da tercih edilir.

Esit olarak tercih edilen uygulamalarda, ilag bir lizozomal alfa-mannaosidaz igerir ve

asagidakileri icermez

a) lizozomal alfa-mannosidazin santral sinir sistemine aktarimi i¢in bir vehikil veya
vektar, drnegin, bir peptit veya polipeptit ve

b} kan beyin bariyerinin acilmasina veya bozulmasina neden olmaya yonelik bilinen
bir yetisi olan bir bilesen ve

¢) bir aynen hiicre

Daha spesifik olarak, bir ilacin preparasyonu igin bir lizozomal alfa-mannosidazin
kullanimini saglamak mevcut bulusun bir amacidir, burada sz konusu ilag, insilin
fragmanini ve viristen veya bakterilerden turetilen peptitleri ve proteinleri igceren
ekzojen peptitlerden ve proteinlerden, poliaminlerden, fosfolipitleri iceren lipofilik
kisimlardan, antikorlardan veya antikor fragmanlarindan, drnegin, transferrin reseptori

antikorlarindan ve toksinlerden olusan gruptan segilen bir vehikil igermez.

Bulug ayrica, lizozomal alfa mannosidazin kullanimi ile de ilgilidir, burada bir ilacin s6z
konusu preparasyonu, s6z konusu lizozomal alfa-mannosidazin  poliaminlerin

tutturulmasi ile maodifikasyonunu igermez.

Bulusa gore ilag, bir izotonik ¢dzelti iginde formlle edilen bir lizozomal alfa-mannosidaz
icerebilir veya bundan olusabilir. "izotonik gdzelti" terimi geleneksel olarak, kan ile ayni
ozmotik basinca sahip olan hir gozeltiyi fade eder. Mevcut bulus badlaminda, ¢ozelti
bir insan izotonik ¢ozeltisi olabilir, ancak bununla sinirli degildir. Giincel olarak, 3,10-
3,50 mM NazHPQ4, 0,4-0,6 mM NaH:PO4, 25-30 mM Glisin, 220-250 mM Mannitol ve
enjeksiyonluk su iceren veya bunlardan olusan formulasyon tamponlar tercih edilir.
Esit olarak, 4,0-5,0 mM Sodyum Sitrat, 0,3-0,8 mM Sitrik Asit, 200-250 mM Mannitol,

3,0-5,0 mM Tween 80 ve enjeksiyonluk su igeren veya bunlardan olusan farmilasyon
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tamponlari tercih edilir. Altematif olarak, lizozomal alfa-mannosidaz, Fosfat tamponlu
salin (0,01 M fosfat tamponu + 0,145 M NaCl, pH=7,2) icinde formule edilebilir.

Yukarida bahsedildi§i (zere, aynen hlcrelerin kullanimi, kan-beyin bariyerinden
maddelerin aktarnimi igin araglar saglayabilir. Bununla birlikte, mevcut bulus bir aynen

hiicre icermeyen bir ilag ile ilgilidir.

Bu dogrultuda, bulusun bir ilaveten tercih edilen uygulamasi, lizozomal alfa-
mannosidazin kullanimi ile ilgilidir, burada bir ilacin s6z konusu preparasyonu, bir
hiicre-aracili aktarim sisteminin kullanimini icermez. Ozel olarak, mevcut bulus bir
aktariimis otolog hucreden, drnedin, bir aktariimig fibroblasttan veya bir periferik kan
lenfositinden veya serebrospinal sivi igine alfa-mannosidaz salgilayabilen polimer ile
enkapslle edilmis hilcre hattindan olusan gruptan segilen bir aynen hdcrenin

kullanimina dayanmaz.

Lizozomal alfa-mannosidazin uygulanmasinin santral sinir sistemindeki gok gesitli
hicrelerde ndtral oligosakkaritlerin azaltiimig birikmesi ile sonuglanacadi beklenecektir.
Bununla birlikte, bulugun tercih edilen uygulamalarinda, santral sinir sisteminin bir veya
birden fazla bolgesindeki s6z konusu hicreler, néronal hucreleri ve/veya gliyal hicreleri
icerir. Buna ek olarak, séz konusu hicreler, santral sinir sisteminde bulunan ekstra-

noral hiicreler igerebilir.

Beyin, dort major kismi, serebrumu, diensefalonu, beyin-k8kinU ve serebellumu, igerir.
Alfa-mannosidazin uygulanmasinin bu kisimlarin birinde veya birden fazlasinda
oligosakkaritlerin depolanmasini etkiledigi anlasilacaktir. Bulusun ilaveten tercih edilen
uygulamalarinda, santral sinir sistemindeki s6z konusu bir veya hirden fazla bélge,
serebrum, diensefalon, beyin-kokl ve/veya serebellum iginde bir veya birden fazla

bdlge icerir.

Yukarida-bahsedilen beyin kisimlarinin belirli spesifik bolgelerinde nétral mannoz
agisindan zengin oligosakkaritlerin birikmesindeki dlististin, alfa-mannosidozun klinik
gbsterimlerini dlsirme agisindan 6zellikle ilgili olmasi olasidir. Bulusun daha 6&zel
uygulamalarinda, oligosakkaritlerin birikmesi, serebrum icindeki, serebral korteks

icindeki bir veya birden fazla bdlgeyi, subkortikal nikleuslar i¢cindeki bir veya birden
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fazla bdlgeyi ve limbik sistem icindeki bir veya birden fazla bdlgeyi iceren gruptan

secilen bir veya birden fazla bolgede dugaralir.

Cok sayida duyusal ve/veya motor fonksiyon, serebral korteks icindeki ¢esitli spesifik
bolgelere ylklenmigtir. Genel olarak fonksiyon agisindan motor olan Frontal Lob iginde,
Pre-santral Girus (Primer Motor Korteksi), hassas hareketin kontroliinden sorumludur,
Motor lliskilendirme Korteksi, kompleks hareketler icin bilginin entegrasyonundan
sorumludur, Konusma-Motor Korteksi, konusma Uretmeye dahil edilir; (Broca alani) ve

Pre-Frontal Korteks, karar vermeye; dikkatin yonlendirilmesine dahil edilir.

Genel olarak, fonksiyon acisindan duyusal olan Parietal Lob i¢inde, Post-santral Girus
(Primer Somatosensori Korteks), ciltten (Kltandz) ve kastan (propriyoseptif) duyunun
alglanmasina dahil edilir, Duyusal lligkilendirme Korteksi, duyusal sinyallerin
entegrasyonuna, duyusal dikkatin yénlendiriimesine dahil edilir; Sol lliskilendirme
Korteksi, dile anlam (retmeye déahil edilir; (Wernicke alani) ve Sag iliskilendirme

Korteksi, uzaysal iliskilere anlam (iretmeye dahil edilir.

Genel olarak fonksiyon acisindan duyusal olan Oksipital Lob i¢inde, Gdrme Korteksi,
gérme duyusunun algilanmasina dahil edilir, Gorsel lligkilendirme Korteksi, gorsel

icerigin ve anlamin algilanmasina dahil edilir.

Genel olarak fonksiyon agisindan duyusal olan Temporal Lob iginde, Primer Duyma
Korteks, duyma duyusunun algilanmasina dahil edilir, igitsel iliskilendirme Korteksi,
isitsel icerigin ve anlamin algilanmasina dahil edilir; bu, tat alma ve koklama
duyusunun algilanmasina dahil edilen parietal korteks Tat Alma ve Koklama
Korteksi'ne uzanir, lateral sulkusun derin kisminda yer alan instiler Korteks, olaylarin

sonucu hakkinda bilgi saglamaya dahil edilir.

Diger bolgeler, hipokampiis (stinde yer alan Parahipokampal Girus'u, uzun-sireli
hafizanin olusmasina dahil edilen Hipokampiis'i ve duygunun hissedilmesine dahil

edilen Amigdala'yi igerir.

Bulusun daha da 6zel uygulamalarinda, oligosakkaritlerin dizeyleri, serebral korteks
icindeki, frontal lobu, parietal lobu, temporal lobu ve oksipital lobu iceren gruptan

segilen bir veya birden fazla bolgede dusdrilir.
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Bulusun diger 6zel uygulamalarinda, oligosakkaritlerin duzeyleri, diensefalon icindeki,
talamusu ve hipotalamusu iceren gruptan secilen bir veya birden fazla bdlgede

dasdrdlir,

Talamus, beynin merkezi iginde derine gdmillmiis diensefalonun bir bileseniir. Kortikal
yapilar ile zengin ve resiprokal bir sekilde badlanmis, talamik nikleuslar hem beyin

boyunca bilgi aktarimini iletme hem de modiile etme islevi gosterir.

Talamus, asagidaki ana kisimlan icerir: anteriyor nikleer grup, orta-hat niikleer grup,
mediyal dorsal nikleus, intra-laminer nakleer grup, lateral nikleer grup, ventral nikleer
grup, genikulat cisimler, posteriyor nikleer kompleks, talamik retikller nikleus, talamik

ag yollan ve talamusun stratum zonalesi.

Limbik sistem, cesitli duygulara, érnedin, agresyona, korkuya, hosnutluga ve ayni
zamanda hafiza olusmasina dahil edilen beyin yapilarinin bir grubudur. Limbik sistem
ayrica, endokrin sistemi ve otonomik sinir sistemini de etkiler. Bu, serebrumun hemen
altinda, talamus etrafinda yer alan bir ka¢ yapidan olugur: Uzun-sireli hafizanin
olusmasina dahil edilen hipokampls, agresyona ve korkuya dahil edilen amigdala,
singulat girus, fornikat girus, arkikorteks ve otonomik sinir sistemini kontrol eden ve kan
basincini, kalp ritmini, aghdi, susamay! ve cinsel uyarilyl regile eden hipotalamus.

Pituiter bez ile baglantihdir ve bundan dolay1 endokrin sistemi regiile eder.

Beyin-kékiinde yer alan nérolojik fonksiyonlar, sag kalim icin {(nefes alma, sindirim, kalp
ritmi, kan basinci) ve uyan icin {uyanik ve tetikte olma) gerekli olanlar icerir. Kraniyal
sinirlerin gogu, beyin-kékunden gelir. Beyin-kdki, periferik sinirlerden ve omurilikten
beynin en yuksek kisimlarina yukariya ve asagiya dogru gecgen tim ag yollar igin
yoldur. Bulusun ilave dzel uygulamalarinda, oligosakkaritlerin diizeyleri, beyin-kéki(
icindeki, orta-beyni, ponsu ve medulla oblongatay! iceren gruptan secilen bir veya

birden fazla bolgede dustraldr.

Medulla oblongata primer olarak, omurilik ve beyin arasindaki motor yollarinin
¢aprazlanmasi icin bir aktarma istasyonu olarak iglev gosterir. Bu ayrica, respiratuvar,
vazomotor ve kardiyak merkezleri ayni zamanda refleks aktivitelerini, dmegin,

Okslrmeyi, 6girmeyi, yutmayi ve kusmayt, kontrol etmek igin ¢ok sayida mekanizmayi
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da icerir. Orta-beyin, serebral yari-kirelerin sinir yolu gérevi goriir ve isitsel ve gérme
refleksi merkezlerini icerir. Pons, beynin farkh kisimlarini baglayan ve medulladan
beynin daha ylksek kortikal yapilarina bir aktarma istasyonu gdrevi goren bir kdpru-

benzer yapidir. Bu, respiratuvar merkezi i¢erir.

Serebellar korteksi igeren serebellumun fonksiyonu, katilan cesitli kas gruplarinin
eylemini koordine etme ile hareketlerin performansini kolaylastirmakiir. Bulusun diger
Ozel uygulamalarinda, oligosakkaritlerin dlizeyleri, serebellum igindeki, serebellar

korteksi igeren, bir veya birden fazla bélgede dusarulr.

Mevcut bulusa gore rekombinant lizozomal alfa-mannosidaz kullamiminin bir primer
avantajl, tedavinin beyinde gérilen etkilerinin santral sinir sisteminin par¢asi olmayan
hicrelerdeki etkiler ile birlestirilebilecedi gergegi ile ilgilidir. Boylelikle, ekzojen
lizozomal alfa-mannosidazin uygulanmasi bOylk olasiikla, alfa-mannosidozun klinik
gosterimlerinin tmind olmasa da godunu dlzeltir. Tercih edilen uygulamalarda, Bulug
boylelikle, santral sinir sisteminin iginde olmayan nérolojik dokularin hiicrelerinde nétral
mannoz agisindan zengin oligosakkaritlerin dizeylerini ilaveten diguren bir ilacin
kullanimi ile ilgilidir. Bulugun bu uygulamasinda, séz konusu ilag ilaveten, santral sinir
sisteminin iginde olmayan norolojik dokulann hucrelerini hedef alabilen bir bilegen
icerir. Ozel olarak, bu ilacin kullanimasi, santral sinir sisteminin icinde olmayan,
periferik sinir sisteminin en Onde gelen hiicrelerini iceren hiicrelerde lizozomal
depolamanin diizeltiimesi ile sonuglanir. Bunlar, néronal hiicreleri ve/veya Schwann

hicrelerini igerir.

Alfa-mannosidozun klinik goésterimleni  kismen, viseral dokularda kusurlu alfa-
mannosidazi degistirmenin izole edilmis etkileri ile hafifletilebilir. Bununla birlikte,
mevcut bulusun temelini olusturan, kavramin merkezi bir pargasi, terapinin santral sinir
sisteminde lizozomal depolama Ozerindeki yararl etkilerinin santral sinir sistemi
disindaki dokularda lizozomal depolamada bir disilise sekonder oldugu vel/veya bu
dusise bagh oldudu gergegi ile ilgilidir. Bu dogrultuda, sdz konusu ilacin ayrica,
norolojik-olmayan  dokulardaki  hiicrelerde nétral mannoz agisindan  zengin
oligosakkaritlerin diizeylerinde bir diisls elde etmek amaciyla da kullaniimasi ve ilacin
bu tarz dokular icindeki hiicreleri hedef alabilen bir bilesen icermesi bulusun dnemli bir

karakteristigidir.
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Bu badlamda, viseral dokularda ekzojen alfa-mannosidazin etkilerinin  primer
onemlilikte olduguna inanilir. Bundan dolayi, bulusun tercih edilen bir uygulamasina
goére, ilag santral sinir sisteminin  disindaki noérolojik vefveya ndrolojik-olmayan
dokularin hcrelerini hedef alabilen bir bilesen igerir. Daha da tercih edilen bir
uygulamada, santral sinir sisteminin disindaki séz konusu nérolojik ve/veya norolojik-
olmayan dokular, karacigeri, dalagi, bdhregi ve kalbi iceren gruptan secilen viseral

dokulari igerir.

Ekzojen alfa-mannosidazin, dérnedin, reseptor aracili endositoz kullanilmasi ile santral
sinir sistemi digindaki ilgili dokularda hdcreleri hedef almak igin aktarlabilecedi
gosterilir. Tercihen, alfa-mannosidaz, bir mannoz- veya mannoz-P-6-reseptéri-aracih
alim avantajini elde ederek bu tarz hedef hicrelerin hiicresel membranlar Gzerinden
uygulanir. Bu dogrultuda, hedef alma yetilerine sahip olan yukarida bahsedilen faktor

tercihen, mannoz-6-fosfattir.

Herhangi bir memeli alfa-mannosidazinin bir sljede kusurlu enzimi dedistirmek igin
kullanilabilecedi dasundlir. Bununla birlikte, slje bir insan oldugunda, bir insan
lizozomal alfa-mannosidazinin kullammi, &érnedin, antijenik reaksiyonlarin meydana
gelmesini minimuma indirmek, amaciyla tercih edilecektir. Bu dogrultuda, bulusun
tercih edilen uygulamalan, bir insan lizozomal alfa-mannosidaz) clan bir lizozomal alfa

mannosidazin kullanimi ile ilgilidir.

En g¢ok tercih edilen bir uygulamada, lizozomal alfa-mannosidaz, SEQ ID NO: 1 amino

asit dizisini icerir.

Pratik ve ekonomik nedenlerden dolay), alfa-mannosidazin rekombinant olarak
dretiimesi tercih edilir. Dahasi, dokudan saflastinlmis bir lizozomal hidrolaz igin,
enzimin bir disik mannoz-6-fosfat icerigine sahip olmasi beklenecektir. Boylelikle,
rekombinant lretim ile, enzimin, burada bly(k bir fraksiyonun mannoz-6-fosfat igerdigi,
bir preparasyonunu elde etmek de mimkiin olacaktir. Rekombinant iretim, bir hiicrenin

sonra basarilabilir.

Alfa-mannosidaz tercihen, émedgin, vicudun viseral organlarinin, hucrelerinde etkili

reseptdr aracili alimi garanti eden bir glikosilasyon profili sagdlamak amaciyla bir
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memeli hiicresi sisteminde yapilir. Ozel olarak, CHO, COS veya BHK hiicrelerinde
enzimin dretiimesinin mannoz-6-fosfat rezidilerinin eklenmesi ile enzimin yeterli post-
translasyonel modifikasyonunu garanti ettigi bulunmustur. Buna ek olarak, bir dogru
siyalilasyon profili elde edilir. Dodru siyalilasyonun, agiktaki galaktoz rezidilerinden

dolayi, karaciger tarafindan ahmi énlemek amaciyla énemli oldugu bilinir.

Bundan dolayi, daha ¢ok tercih edilen uygulamalarda, memeli hiicresi sistemi, CHO,
COS hicrelerini veya BHK hiicrelerini igeren gruptan segilir (Stein et al., J Biol
Chem.1989, 264, 1252-1259). Memeli hiicresi sisteminin bir insan fibroblast hiicre hatt

olmasi ilaveten tercih edilebilir.

En ¢aok tercih edilen bir uygulamada, memeli hiicresi sistemi, bir CHO hucre hattidir.

Bundan, bulusun esit olarak tercih edilen uygulamalarnin, lizozomal alfa-
mannosidazin, burada sz konusu preparasyonun bir fraksiyonunun mannoz-6-fosfat
gruplan tasiyan bir veya birden fazla N-bagh oligosakkaride sahip olan lizozomal alfa

mannosidazdan olustugu, bir preparasyonunun kullanimi ile ilgili oldugu sonucu ¢ikar.

S6z konusu lizozomal alfa-mannosidazin bir preparasyonunun bir fraksiyonunun

mannoz-6-fosfat reseptorlerini baglayabilmesi ilaveten tercih edilir.

Enzimin mannoz-6-fosfat reseptorlerini badlama yetisi, mevcut basvurunun drnek
1'inde tarif edildigi sekilde bir in vitro analiz ile belirlenebilir. Burada, enzimin bir MPR
afinite 300 Matrix'sini baglamasi, bunun mannoz-6-fosfat reseptdrlerini badlama
yetisinin  bir 6l¢lisint saglar. Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda, enzimin

mannoz-6-fosfat reseptdrlerini baglamasi, in vitro gerceklesir.

Bulusun daha c¢ok tercih edilen uygulamalarninda, bu fraksiyon, lizozomal alfa-
mannosidazin bir preparasyonunun akfivitesinin %1'i ila 75'ine, drnedin, %2'si ila
70'ine, Oornegdin, %5' ila 80'Ina, Odrmedin, %10'u ila 50'sine, drnedin, %15' ila 45'ine,

ornegin, %20'si ila 40'ina, drnegdin, %30'u ila 35'ine, karsilik gelir.

Bu dodrultuda, lizozomal alfa-mannosidazin, mannoz 6-fosfat rezidulerinin, enzimin
miktarinin %2'si ila 100'Uniin, %5' ila 95'inin, %10'u ila 90'InIn, %20'si ila 80'inin, %30'u

ila 70'inin veya %40 ila 60'min bir Man-6-P-reseptoru matriksini mannoz 6-fosfat
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bagdimh bagdlamasina izin veren bir icerifine sahip olmasi tercih edilir. Bu durumda,
fosforilasyon derecesi, enzimin bir kac serisinde analiz edilmistir ve tipik olarak enzimin

%30'u ila 45', fosforile edilir ve afinite matriksini baglar.

S6z konusu lizozomal alfa-mannosidazin %2-100’unden, %5-90"indan, %10-80'inden,
%20-75'inden, %30-70'inden, %35-65'inden veya %40-60'Indan olusan bir fraksiyonun
Man-6-P-reseptoriini ylksek afinite ile baglamasi ilaveten tercih edilir. Teorik olarak,
iki mannoz 6-fosfat grubunun, enzimin bir Man-6-P-reseptériinii yiksek afinite ile
baglamasi igin birbirine yakin konumlandinimasi gerekir. Yakin tarihli gozlemler,
fosforile edilmis mannoz rezidlileri arasindaki mesafenin, yiksek afiniteli baglama elde
etmek icin 40 A veya daha az olmasi gerektigini éne sirer. SEQ ID NO: 1'e gére insan
lizozomal alfa-mannosidazinda, iki mannoz 6-fosfat rezidiisl, pozisyonlar 367'de ve
766'da asparajin rezidllerinde konumlandirilabilir. Bu dogrultuda, mevcut bulusa gore
ilacin, bir fraksiyonunun bu asparajin rezidilerinin her ikisinde mannoz 6-fosfat gruplan

tasiyan lizozomal alfa-mannosidaz igcermesi tercih edilir.

Cesitli farkli uygulama araglarinin enzimi aktarmak igin kullanilabilecedi anlasilacaktir.
Bunlar, intravendz, intra-arteriyel, subkitan, intraperitoneal veya intramiskiler
enjeksiyonu veya inflzyonu igeren parenteral yollan icerir. Uygulamanin dizenli bir
temelde tekrar edilmesi olasi oldugundan, uygulama igin basit tekniklerin kullanimasi
tercih edilir. Bulusun bir gincel olarak en g¢ok tercih edilen uygulamasinda, alfa
mannosidaz, intravendz uygulama igin olan bir ilacin preparasyonu igin kullanilir. Ozel
olarak, bu yol vasitasiyla uygulama bir yatan-hasta tarafindan
gerceklestirilemeyeceginden, santral sinir sistemine dodrudan enjeksiyon ile

uygulamanin uygun olmadigi dusunulir.

Bulusa gore alfa-mannosidazin kullaniimasi ile hazirlanan ilaci santral sinir sistemini
hedef almaya veya hedef almaya aracilik etmeye yonelik bilinen bir yetisi olan bir
bilesen igeren bir bilesim ile birlikte-uygulamasi elbette mimkiin olacaktir. Mevcut
bulusun daha ¢ok-tercih edilen bir uygulamasinda, bu tarz birlikte-uygulama gerekli de
degildir arzu da edilmez ve tedavi semasina dahil edilmeyecektir. Bu uygulama, bulusa
gére kullanim ile ilgilidir, burada sdz konusu ilag, santral sinir sistemini hedef almaya
yonelik bilinen bir yetisi olan bir bilesen i¢eren bir bilesimin takviye uygulamasi

olmadan uygulama i¢indir.
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llacin dozlar halinde uygulanacag gériliir, burada lizozomal alfa-mannosidazin miktari,
lizozomal depolamadaki kusurlar dizeltmek icin yeterlidir. ilgili lizozomal bozukluklar
hakkindaki énceki ¢ahigmalardan, kusurlu enzimin bir tam sibstitisyonunun, bdylece
sadlikh bireylerde gdérilenlere karsilik gelen dizeylere ulagiimasinin, gerekli
olmayabilecedi goéralir. Terapinin maliyetini minimuma indirmek ve blylk olasilikla
ayrica varsayimsal advers etkileri de azaltmak igin, amag¢ mimk{in oldugu kadar kigik
miktarlarda enzim kullanmak olmalidir. Buna ek olarak, miinferit siijenin profiline gore
uygulanan miktarlar ve uygulama sikhdini iceren tedaviyi "uygun hale getirmenin”
miamkin oldugu gordlar. Béylelikle, mevcut bulugun tercih edilen uygulamalarinda, ilag,
tedavi edilecek olan sdjenin vicut agiriginin her bir grami icin 1 ila 400 mU lizozomal
alfa-mannosidaz aral@ icinde olan, édmegin, vucut agirhginin her bir grami i¢in 2 ila
350, 5 ila 300, 7,5 ila 200, 10 ila 200, 15 ila 150, 20 ila 100, 25 ila 75, 30 ila 60, 35 ila
50 veya 40 ila 45 mU lizozomal alfa-mannosidaz arali§i iginde olan, bir miktarda

uygulanir,

Bulusun bir giincel olarak daha gok tercih edilen uygulamasinda, ilag, viicut agirhginin
her bir grami igin 250 mU lizozomal alfa-mannosidaz olan bir miktarda uygulanir.
Bulusun bir esit olarak tercih edilen uygulamasinda, ilag, vicut agirhginin her bir grami

icin 50 mU lizozomal alfa-mannosidaz olan bir miktarda uygulanir.

Lizozomal alfa-mannosidazin spesifik aktivitesi, yetisini etkileyen bir elzem faktor
olabilir, burada s6z konusu lizozomal alfa-mannosidaz, 5 - 100 U/mg, érnegin, 10 - 90
U/mg, 15 - 80 U/mg, 20 - 70 U/mg, 25 - 65 U/mg, 30 - 60 U/mg veya 35 - 55 U/mg olan
bir spesifik aktiviteye sahiptir.

Mevcut bulusta kullanilan enzim preparasyonunda, lizozomal alfa-mannosidazin
miktarinin bir fraksiyonu, SEQ ID NO: 1'e en az %75, %80, %85, %90, %95, %97, %98
veya %99 dizi Ozdesligine sahip olan bir amino asit dizisinin 130 kDa'luk
monomerlerinden olusan bir 260 kDa'luk dimer formunda bulunur. Bununla birikte,
indirgeme kosullan altinda analiz edildiginde, enzimin miktarinin bir degisken
fraksiyonunun, 70 ve 55 kDa'luk formlara iglenmis oldugu gériillr. Bu, lizozomal alfa-
mannosidazin miktarinin bir fraksiyonunun kismen yarilmig oldugunu, ancak disdlfit
kopruleri vasitasiyla hala 260 kDa'luk formda birlikte tutuldugunu gosterir. Hem 130
kDa'luk form hem de islenmis formlar aktiftir, ancak sijeye uygulandiginda, enzimin

miktarinin  blyldk bir fraksiyonunun, 130 kDa'luk &oncil formda dimerler olarak
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bulunmasi tercih edilir. Tercihen, en az %30'u, %35, %40, %45'i, %50'si, %5514,
%60, %65'i, %70, %75'i, %80, %85', %90', %95'i veya %100'U, 130 kDa'luk formda
bir dimer olarak bulunur. Enzim bunu takiben lizozomlar icine alindiginda, bu 15, 42 ve
70 kDa'luk peptitlere islenir. 70 kDa'luk peptit, disllfit kdprileri vasitasiyla hala birlikte
tutulan daha kuglk O¢ peptide islenir.

Enzim replasman terapisinin yalnizca gegici etkiler lretmesi beklendiginden, ilacin bir
kag glnlik enjeksiyon ila haftada veya ayda bir kere veya iki kere aralifindaki bir
siklikta uygulanabilir olmasi ilaveten gorildr. Tercih edilen uygulamalarda, ilag 1 ila 5
gunlak enjeksiyonlara, 1 ila 5 haftalik enjeksiyonlara, 2 hafta bir 1 ila 5 enjeksiyona
veya ayda bir 1 ila 5 enjeksiyonla karsihk gelen bir sikhkta uygulanabilir. Altermatif
olarak, siklik, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13 veya 14 glnde hir enjeksiyona
karsilik gelebilir.

Esit olarak tercih edilen uygulamalarda, ilag hir ginlik temelde tekrarli intravenoz
enjeksiyon ile, 2, 3, 4, 5 veya 6 gilinde bir tekrarll intravendz enjeksiyon ile veya bir

haftalik, iki-haftalik veya aylik temelde tekrarli intravendz enjeksiyon ile uygulanir.

Bulusun bir guncel olarak tercih edilen uygulamasinda, lizozomal alfa-mannosidazin

miktari, 3 ila 4 glinde bir kere uygulanir,

Mevcut bulusa gdre ilacin intravendz enjeksiyon ile uygulanmasi yalnizca, santral sinir
sistemi icinde bulunan lizozomal alfa-mannosidazin miktarinda anlamsiz artiglara yol
acar. Bu teori ile sinidandinimadan, nétral oligosakkaritlerin azaltiimis dizeylerinin,
periferik dokuda ve viseral organlarda enzimin artirilmis dizeylerine sekonder
olabildigi ve bunun bir dogrudan veya dolayli sonucu olabildigi gdrulir. Lizozomal alfa-
mannosidazin dolasimdan c¢abuk bir sekilde temizlendigi goérildiginden, enzimin
uygulanan miktarinin, dolasimdaki enzimin dlzeylerinin Man-6-P reseptérll vasitasiyla
veya blylk olasilikla ayrica baska glincel olarak bilinmeyen tasima mekanizmalar
yoluyla enzimin uygun miktarlarinin hiicresel alimina izin veren bir slire hoyunca yeterli
bir sekilde arttinlmis olarak kalacagi sekilde olmasi kritik gortlir. Buna ek olarak,
viseral organlar ve periferik doku i¢inde enzimin dlzeyleri, yalnizca organlarin veya
dokunun i¢inde degil ayni zamanda santral sinir sisteminin icinde de noétral sulfatitlerde
bir distse neden olmak i¢in yeterli bir sure boyunca yeterli bir sekilde arttirgmig olarak

kalmahdir. Bu dogrultuda, lizozomal alfa-mannosidazin uygulanan miktarinin, séz
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konusu ilacin enjeksiyonunu, drnedin, intravendz enjeksiyonunu, takiben, asadidaki

sekilde olmasi tercih edilir:

a) enzimin etkili ddzeyleri, en az 5-30 dakika, érnedin, en az 5, 10, 15, 20, 25 veya
30 dakika, boyunca dolagimda surdralir ve/veya

b) enzimin etkili diizeyleri, bdébredi, daladi ve kalbi iceren viseral organlarda, en az
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 12 veya 24 saat boyunca sirdriil{ir ve/veya

¢) enzimin etkili dizeyleri, karacijerde en az 6, 12 veya 24 saatveya 1, 2, 3, 4, 5,

6, 7, 8, 9 veya 10 glin boyunca surdirildr.

Mevcut baglamda, "etkili duzeyler” terimi, lizozomal alfa-mannosidazin, mevcut
basvurunun érnek 2'sinde tarif edildigi sekilde bir enzim analizinde analiz edildiginde
tedavi edilmemis sijelerden elde edilen serumda veya organ ekstraktlarinda gérilen
enzim dizeyleri ile karsilastinldiginda en az iki kat, en az 5 kat, en az 10 kat, en az 20

kat veya en az 50 kat arttinlmis dizeylerini ifade eder.

Tercihen, sdz konusu sljeye uygulanan enzim, intra-lizozomal oligosakkaritlerin
duzeylerinde tercihen %20'yve, daha tercihen %30'a, hatta daha tercihen %40'a, hatta
daha da tercihen %50'yve, daha da tercihen %60'a, en tercihen %70C'ten fazlasina

karsilik gelen bir diislige yol acacaktir,

Ozel olarak, lizozomal alfa-mannosidazin uygulanan miktan, stz konusu ilacin
enjeksiyonunu, drnegin, intravendz enjeksiyonunu, takiben, tercihen asagidaki

sekildedir:

a) karacigeri, dalad, bdbregi vel/veya kalbi igeren viseral organlarda nétral
oligosakkaritlerin miktar, tedaviden onceki dizeyler veya tedavi edilmemis
sijelerde gorilen dizeyler ile kargilastirildidinda, 2, 4, 6, 8, 10, 12 18 veya 24
saat boyunca %10-80, %15-85, %20-90, %25-95 veya %30-100, ornedin, en az
%10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 veya 95,
azaltihr ve/veya

b) b} karacigeri, dalad, bdbredi ve/veya kalbi iceren viseral organlarda nétral
oligosakkaritlerin miktari, 1 -4, 2 - 6 veya 4 - 8 gunlik bir periyot boyunca %40-
80, %45-85, %50-90, %55-95 veya %60-100, 6medin, en az %40, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 veya 95, azaltilir ve/veya
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¢) c¢) karacigerde nétral oligosakkaritlerin depalanmasi, sinls endotelyal hicreleri,
Kupffer hucreleri ve hepatositler icinde depolama kofullarinin bir azaltilmig
varhigi ile belirlendigi Uzere, 1 ila 12, 2 - 10 veya 4 - 8 gunlik bir periyot boyunca

azaltilir,

Mevcut bulusun  merkezi, santral sinir sisteminde nétral oligosakkaritlerin
duzeylerindeki bir dlsislin vyalnizca, lizozomal alfa-mannosidazin  tekrar
uygulamasindan sonra gorildigia gozlemidir. Bundan dolayl, lizozomal alfa-
mannosidazin uygulanan miktarinin, bir ginlik temelde ilacin tekrarli enjeksiyonu,
ornedin, intravendz enjeksiyvonu ile, 2, 3, 4, 5 veya 6 giinde bir tekrarll enjeksiyon,
ornegin, intravendz enjeksiyon ile veya bir haftalik, iki-haftallk veya aylik temelde
tekrarll enjeksiyon, drnegdin, intravendz enjeksiyon ile, asagdidaki sekilde olmasi tercih

edilebilir;

a) enzimin etkili dizeyleri, dolasimda sdrdirdlir ve/veya
b} enzimin etkili dizeyleri, bobregi, dalagi ve kalbi igeren viseral organlarda
sardurlir ve/veya

¢) enzimin etkili dizeyleri, karaciderde strdurglir.

Lizozomal alfa-mannosidazin uygulanan miktarnnin, bir ginlik temelde ilacin tekrarl
enjeksiyonu, drnegin, intravendz enjeksiyonu ile, 2, 3, 4, 5 veya 6 glinde bir tekrar
enjeksiyon, drnegdin, intraventz enjeksiyon ile veya bir haftalik, iki-haftalik veya aylik
temelde tekrarli enjeksiyon, omedin, intravendz enjeksiyon ile, asagidaki gekilde

olmasi egit sekilde tercih edilebilir:

a) bdbrekte ve kalpte ndtral oligosakkaritlerin depolanmasi tam olarak duzeltilir
veya enazindan 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13 veya 14 gunlik bir periyot
boyunca tam olarak dizeltilir ve/veya

b) dalakta notral oligosakkaritlerin miktar en az %10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90
veya 100 azaltilir veya boylece en azindan 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13
veya 14 gunlik bir periyot boyunca azaltilir ve/veya

¢) karacigerde ve bdbrekte nétral oligosakkaritlerin depolanmasi, karaciferin sinds
endotelyal hicrelerinde, Kupffer hicrelerinde ve hepatositlerinde ve boébregdin

tabuler epitelyumlarinda depolama kofullarimin bir azaltlmig varhd ile belirlendigi
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Uzere azaltlir veya 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13 veya 14 gunlik bir periyot

boyunca azaltihr.

Beyinde depolanmis oligosakkaritlerin - azaltimas), en azindan kismen, beyin
endotelyumlarindan ve meninkslerden depolama materyalinin Klirensi ile sonuglanabilir,
bu kigilk kan dolagimini ve serebrospinal sivinin akisini iyilestirebilir. Boylelikle,
mevcut bulusun daha ¢ok tercih edilen bir uygulamasi, beyin endotelyumlarinin
vefveya meninkslerin bir veya birden fazla bolgesindeki hiicrelerde nétral mannoz
acisindan zengin oligosakkaritlerin intraselller dizeylerini distirmek amaciyla bir ilacin

preparasyonu i¢in lizozomal alfa-manaosidazin kullanimi ile ilgilidir.

llacin yukarida tarif edilen karakteristiklere sahip olabildigi anlasilacaktir. Béylelikle,
bulusun bu yondndn tercih edilen bir uygulamasinda, séz konusu ilag, santral sinir
sistemini hedef almaya veya santral sinir sisteminin hedef alinmasina aracilik etmeye
yonelik bilinen bir yetisi olan bir hilesen ve/veya kan-beyin bariyerini gecis igin bir

vehikul olarak etki etmeye yonelik bilinen bir yetisi olan bir bilesen igermez.

Yine, yontemin alfa-mannosidazin sz konusu ilacini intraserebroventrikiler, spinal,

intratekal veya intrakraniyal uygulama disindaki bir yol ile uygulamay igerir.

llacin intravendz veya subkltan enjeksiyon ile uygulanmasi 6zel olarak tercih edilir.

Mevcut bulusa gore ilacin santral sinir sistemini hedef almaya veya santral sinir
sisteminin hedef alinmasina aracilik etmeye ydnelik bilinen bir yetisi olan bir bilesen
velveya kan-beyin bariyerini gecis icin bir vehikul olarak etki etmeye yodnelik bilinen bir
yetisi olan bir bilesen ile birlikte-uygulanmasi ne gereklidir ne de arzu edilebilir ve
tedavi semasina dahil edilmez. Boylelikle, sz konusu ilacin uygulanmasinin santral
sinir sistemini hedef almaya yénelik bilinen bir yetisi olan bir bilesen iceren bir bilesimin

uygulanmasi ile takviye edilmemesi tercih edilir.

Yakin tarihli bir yayina gdre, rekombinant insan alfa-L-idlronidazin (rhIDU) intratekal
enjeksiyonu, serebrospinal sivinin igine dogrudan enjeksiyon, mukopolisakkaridozun
(MPL) bir kanin modelindeki beyin dokusunda karbonhidrat depolanmasini azaltabilir

(Kakkis, 2003). Mevcut bulugsa gore ilacin intravendz uygulanmasi ziyadesiyle tercih
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edilirken, Kakkis'in gdzlemleri, bu tarz uygulamanin en azindan bazi olgularda, diger

uygulama yollarini iceren, diger tedaviler ile birlestirilebilecegini dne sirer.

Baylelikle, bulusg, intravendz uygulama amaciyla ayni zamanda intratekal veya spinal
enjeksiyon ile uygulama amaciyla bir ilacin preparasyonu igin bir lizozomal alfa
mannosidazin kullammini saglayabilir, burada birlestirilmis intraventz ve intratekal
uygulama, bir sljede periferik sinir sistemindeki hedef hicrelerde ve santral sinir

sistemindeki hedef hiicrelerde galaktosil silfatit dizeylerinde bir diisis ile sonuglanir.

laveten, bulus intravendz uygulama amaciyla bir ilacin preparasyonu igin bir
lizozozmal alfa-mannosidazin  kullanimini  saglayabilir, burada ilacin intraventz
uygulanmasi, periferik sinir sistemindeki hedef hiicrelerde ve santral sinir sistemindeki

hedef hlcrelerde galaktosil sulfatit dizeylerinde bir disus ile sonuglanir.

Daha baska bir ydniinde, rekombinant insan alfa-mannosidazinin preparasyonu igin bir
ybntem saglanir, ydontem a) uygun bir vektor igine SEQ ID NO: 1'de godsterilen amino
asit dizisini kodlayan bir DNA fragmanini igeren bir nikleik asit fragmanini uygulamaysi,
b) bir hicreyi adim a)'da elde edilen vekidr ile transforme etmeyi; ¢) transforme edilmis
konak hlcreyi nikleik asit dizisinin ekspresyonunu kolaylastiran kosullar altinda
kiltirlemeyi; d) kiltirden ekspresyon Grinuni geri-kazanmayi icerir. Yontem ilaveten,

bir dizi bir veya birden fazla saflastirma adimini igerehilir.

Ozel olarak, burada nilkleik asit fragmaninin SEQ ID NO: 2'de gosterilen DNA

fragmaninin 3066 baz-cifti EcoRI - Xbal fragmanini icerdigi bir ydntem saglanir.

Mannoz-6-P olan rekombinant alfa-mannosidazin uretiimesi, agsadidaki genel adimlann

(genel hatlan gosterilen bir taslagin) birini veya hir kagini veya timund igerir:

A. rhLAMAN"In sentezi

Spesifik rhLAMAN'In klonlanmasi

B. Transfeksiyon
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2-10 pg rbhLAMAN hibrit vektor DNA'si, memeli hicrelerine (8m., CHO, COS
hucrelerine veya BHK hucrelering) fosfat cokeltme/gliserol sok metodolojisi ile
transfeksiyon i¢in kullanilir. Transfeksiyon aynca, bir elektrik sok metodolojisi ile de

yapilabilir.

C. rhLAMAN"In ekspresyonu

Aktif proteinin sentezi ve s6z konusu proteininin mannoz-6-P modifikasyonu memeli

hiicresi sisteminde ekspresyon sirasinda yapilir.

D. rhLAMAN'In saflastiriimasi

Rekombinant insan alfa-mannosidazi, bir 6 adiml prosedir kullanilarak saflastinlir -

bakiniz 6rnek 1.

E. Mannoz-6-P reseptord aracili alim icin test sistemi

Uretilen rekombinant alfa-mannosidazin bir mannoz-6-P reseptérii aracili alimda aktif
olma yetisi, alfa-mannosidazi normal Fibroblastlar veya alfa-mannosidoz hastalarindan
elde edilen Fibroblastlar ile inkiibe etme ile test edilir. Hlcrelere alim, arttinlmis alfa-

mannosidaz aktivitesi ile analiz edilir.

Guncel olarak tercih edilen bir uygulamada, alfa-mannosidaz BHK, COS ve CHO
hicrelerinden olugan gruptan secilen bir memeli hilcresi sisteminde dretilir. Yéntemin
kritik parametrelerinden biri, nihai preparasyonda alfa-mannosidazin glikosilasyon
profilidir. Glikosilasyon profili, bunun reseptdr aracih endositoz Gzerindeki etkileri ve
enzimin kan dolasimindan Kklirensi vasitasiyla enzimin in vivo dizeltici aktivitesinin
majér bir belirleyicisidir. Yukarida bahsedilen tercih edilen memeli hiicresi sistemleri
kullanildiginda, uygun bir glikosilasyon profili olan alfa-mannosidazin (retildidi
bulunmustur; 6zellikle CHO hiicrelerinin kullaniimasi, bir yeterli mannoz-6-fosfat igerigi
olan alfa-mannosidazin Uretiimesine yol agar. Mevcut basvurunun érneklerinde, alfa-
mannosidazin bir MPR 300 kolonunu badlama yetisi, bunun mannoz-6-fosfat iceridinin
bir dl¢usinu saglar. Mannoz-6-fosfat iceren alfa-mannosidaz, vasat icine salgilanir ve
enzimin saflagtinimas)  fermentasyon adiminda amonyum tuzlannin  (NH4Cl)

kullaniimasi ile kolaylastirlabilir.
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Gincel olarak, enzimi izole ederken ve saflagtinrken hesaba katiimasi gereken, bir
faktdr izolasyon sirasinda defosforilasyonun meydana gelmesidir. Burada enzim
aktivitesinin %40'Ina veya daha fazlasina karsihk gelen bir fraksiyonun MRP 300
kolonunu bagdlayabildigi, insan alfa-mannosidazinin preparasyonu elde edilirken, bu
fraksiyon ylizde bir kag kadar disik olabilir. Isleme prosesleri sirasinda
defosforilasyonu azaltmak igin, bir veya birden fazla fosfataz inhibitdriniin varliginin

elzem oldugu goriliir. Bu tarz fosfataz inhibitorlerine, ticari kaynaklardan erigilebilir.

Bulugsun énemli bir yénl, alfa-mannosidozun tedavisi amaciyla bir ilacin preparasyonu
icin bir rekombinant alfa-mannosidazin  kullanimi ile ilgilidir. Ozel olarak, alfa-

rmannosidazin bir rekombinant insan alfa-mannosidazi olmasi tercih edilir.

Bulusa ait yontem icin hedef olan hastalik, alfa-mannosidozdur ve bundan dolayi,
katalizor, alfa-mannosidazdir veya bunun bir enzimatik olarak es-deder parcasidir veya
analogudur. Enzimin bir natif kaynaktan saflastirlmasi gerekeceginde, rekombinant
uretim, mevcut guncel araglar ile, uygulanabilir gérinmeyen blyUk-Olgekte Gretime
olanak sadlayacagindan, katalizériin insan alfa-mannosidaz enziminin veya bunun
enzimatik olarak es-deger parcasinin veya analogunun bir rekombinant formu olmasi

en cok tercih edilir.

Tercihen, alfa-mannosidaz, rekombinant teknikler ile yapilir. ilave bir uygulamada, alfa-
mannosidoz, insan (hLAMAN'dIr) ve matir insan alfa-mannosidazi (mnhLAMAN) veya
bunun bir fragmani daha da cok tercih edilir. Fragman maodifiye edilebilir, bununla

birlikte enzimin aktif yerleri korunmahdir.

Mevcut bulusa gore alfa-mannosidozun preparasyonlarinda, enzimin bir fraksiyonunun
bunun éncil formu ile temsil edilirken, diger fraksiyonlarin yaklasik olarak 55 ve 70 kDa
olan proteolitik olarak islenmis formlari temsil etmesi beklenecektir. Genel olarak, hedef
hiicre, burada enzimatik aktivitenin, érnegin, alfa-mannosidaz aktivitesinin hlicrenin
optimal fonksiyonu igin yetersiz oldugu, bir hiicredir. Alfa-mannosidazin yetersiz
aktivitesi, idrarda mannoz acisindan zengin oligosakkaritlerin arttinlmis dizeylerini
goruntuleme, bir sijeden elde edilen materyalde, émegin, I6kositlerde ve/veya cilt

fibroblastlarinda, alfa-mannaosidaz aktivitesinin analizi, klinik semptomlarin varligi veya
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alfa-mannosidozun klinik semptomlarinin gelismesinin hizinda artis arasindan segilen

parametrelerin biri veya birden fazlasi ile dl¢ulebilir.

Yetersiz alfa-mannosidaz aktivitesinin anlaml bir 6zelligi, burada mannoz agisindan
zengin oligosakkaritlerin bir masif intraselller birikiminin mevcut oldugu bir hacredir.
Dogal olarak, bu tarz hiicre, mevcut bulusa gére bir hedef hiicredir. Hedef hiicre ayrica,
sinir sisteminin bir hiicresi de olabilir. Buna ek olarak, enzimi aktarmak igin hedef
hiicreler ayrica, insan monositleri, insan fibrablastlar, insan lenfositleri, insan

makrofajlar arasindan segilen bir veya birden fazla hiicre tipini de icerir.

Alfa-mannosidazin bir arttinlmis aktivitesi, bir tedavi planlamasinin bagarsini
degerlendirmek i¢in bir parametre olarak Kullanilabilir. Aktivite, idrarda mannoz
agisindan zengin oligosakkaritlerin arttinlmis dizeylerini gdrintileme, hastadan elde
edilen materyalde, drnegin, |dkositlerde vefveya cilt fibroblastlarinda, alfa-mannosidaz
aktivitesinin analizi, klinik semptomlarin varliji veya alfa-mannosidozun Kklinik
semptomlarinin gelismesinin hizinda artis arasindan segilen parametrelerin biri veya

birden fazlasi ile dlgUlebilir.

Bir olasi enzim kusurunun prenatal olarak tedavisini gerceklestirmek bulusun ¢ok
6nemli bir ydnidir. Bulusun hir ilave ydniinde, hiicresel membran, fetal-maternal
bariverdir (plasentadir). Kan berin bariyeri durumunda oldudu gibi, enzimin fetal-
maternal bariyerden gergek aktanminin veya fetal-maternal bariyerin bozulmasinin

gereksiz olmasi ve arzu edilmemesi mevcut bulugun énemli bir karakteristigi olabilir.

Mevcut bulugun cesitli yonlerinin ve bu yonlerin spesifik uygulamalarnnin yukarndaki
aciklamasi bakimindan, bulugun bir yéni ve/veya bir ydninin bir uygulamasi ile
baglantil olarak yukarida tarif edilen veya bahsedilen herhangi bir ozelligin ve
karakteristijin aynca kiyas yoluyla, tarif edilen bulugsun herhangi bir veya tim diger

yonleri ve/veya uygulamalari igin de gecerli oldugu anlasiimalidir.

Mevcut bagvuruda, mevcut buluga gore bir obje veya bunun O&zelliklerinin veya
karakteristiklerinin biri tekil halde ifade edildijinde, bu ayrica ¢ogul haldeki objeyi veya
bunun 6zelliklerini veya karakteristiklerini de ifade eder. Bir 6émek olarak, "bir hucre"

ifade edildiginde, bunun bir veya birden fazla hicreyi ifade ettigi anlagilacaktir.
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Mevcut spesifikasyon boyunca "icermek” sdzcliglnin veya varyasyonlarinin, drnegin,
“icerir" veya "iceren", bir ifade edilen elemanin, tam saymnin veya adimin veya
elemanlar, tam sayilar veya adimlar grubunun dahil edildigini, ancak herhangi bir bagka
elemanin, tam sayinin veya adimin veya elemanlar, tam sayilar veya adimlar grubunun

diglanmadigini gdsterdigi anlasgilacaktir.

SEKILLERIN AGIKLAMASI

Sekil 1: Bovin, fare ve insan LAMAN'InIn polipeptit paterni

Bovin bdbredinden veya fare veya insan LAMAN'InI asiri-eksprese eden
hicrenin salgilarindan saflagtinlan LAMAN'In 10 pg'i, SDS-PAGE ile ayrilmigtir
ve Coomassie Blue ile boyanmigtir. Fare ve insan LAMAN'Inda gérilen 130
kDa'luk polipeptit, dnclllere ve 11 ila 7C kDa araligindaki polipeptitler LAMAN'IN
proteolitik olarak igslenmis formlarina karsilik gelir. Bovin LAMAN'Indaki 46-48

kDa'luk polipeptit, kismen igslenmis ara-Grinleri temsil eder.

Sekil 2: Karacigerdeki, dalaktaki, bobrekteki ve kalpteki notral oligosakkaritlerin
ince-tabaka kromatografisi.

Dokularin esit miktarlarindan elde edilen nétral oligosakkaritlerin fraksiyonu,
ince-tabaka kromatografisi ile ayrnilmistir. Sati 1, kontrol farelerinden; situn 2,
sahte-enjekte edilmis LAMAN farelerinden &érnekleri; situn 3, 4 ve 5, vicut
agirh@inin her bir g'i igin 100 mU fare LAMAN'I enjekte edilmis ve sirasiyla 2, 4
ve 10 saat sonra dldurilmig a-mannosidoz farelerinden dmekleri igerir (bakiniz,
ayrica Tablo 1). Oligosakkaritler, orsinol/silfirik asit ile saptanmistir. Kiitle
spektrometrisi ve Hint baklasi a-mannosidazina duyarlihk, M2 ila M9 arasindaki
oligosakkaritlerin indirgeme ucunda 2 ila 9 mannoz rezidusu ve bir tek N-
asetilglukozamin rezidis( igerdigini gdstermistir. Oligosakkaritler, dansitometri
ile kantifiye edilmistir. Depolamanin hesaplanmasi igin, a-mannosidoz farelerde
notral oligosakkaritler igin degerler, kontrol farelerindeki nétral oligosakkaritler
igin dlzeltiimistir ve sahte-enjekte edilmis a-mannosidoz farelerindekinin
yUzdesi olarak ifade edilmistir. Kitle spektrometrisi ve Hint baklasi «-
mannosidazina duyarhlk, M2 ila M9 arasindaki oligosakkaritler indirgeme

ucunda 2 ila 9 mannoz rezidusi ve bir tek N-asetilglukozamin rezidusu icerir.
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Sekil 3: Vacut agirhdinin her bir g icin 100 mU fare LAMAN'" enjekte edilmis a-
mannosidoz farelerinin doku ekstraktlarindaki notral oligosakkaritler.

Farelerde enjeksiyondan 4, 8 ve 16 gun sonra dldarilmistar ve karacigerin,
dalagin, bébregdin ve kalbin ekstraktlarindaki ndtral oligosakkaritler ince tabaka
kromatografisi ile ayrilmadan sonra dansitometri ile kantifiye edilmigtir (bakiniz,
Sekil 2'nin lejanti).

Sekil 4: Serumdan LAMAN'In klirensi

Bovin (o), fare (m) veya insan (o) orijinli LAMAN, 50 mU/g vicut adirigi, 8
haftallk a-mannosidoz farelerinin  kuyruk venine enjekte edilmigtir. Kan,
enjeksiyondan 5 ila 65 dakika sonra retroorbital pleksustan toplanmigtir. Her bir
deger, iki hayvanin ortalamasini temsil eder. Aralik, ¢ubuklar ile gdsterilir,

burada bu sembollerin boyutunu asar.

Sekil 5: Bovin, fare ve insan LAMAN'Inin nétral oligosakkaritlerin depolanmasi
uzerindeki diizeltici etkisi

Fareler, doku analizinden 2 glin dnce, vlcut agirhgmnin her bir g'r igin 50 mU
LAMAN almistir (bakiniz, Sekil 3). Nétral oligosakkaritler, Sekiller 2'de ve 3'te
oldugu sekilde kantifiye edilmistir. Cubuklar, iki bagimsiz farede godzlenen

arali§) gosterir.

Sekil 6: Vicut agirhdmin her bir g'l igin insan a-mannosidazinin 250 mU'luk bir
tek dozunun enjeksiyondan sonra a-mannosidoz farelerinin  doku
ekstraktlarindaki nétral oligosakkaritler

Fareler, enjeksiyondan 1, 3, 6 ve 12 gun sonra olduriimuistar. Karacigerin,
dalagin, bdbregin ve kalbin doku ekstraktlarindaki nétral oligosakkaritler,
Sekiller 1'de ve 2'de oldugu sekilde ince-tabaka kromatografisi ve dansitometri

ile kantifiye edilmistir.

Sekil 7: Karacigerde A, C, E, 1sik mikroskobu (yari-Once kesitler); B, D, F,
Kupffer hucrelerinin ultra-yapisinda depolama kofullarinin  kaybolmasi ve
yeniden-gbérilmesi; A, B, sahte-enjekte edilmis a-mannosidoz fareleri (14
haftalik).

Hepatositler, safra kanalikili boyunca net kofullar gésterir (A, oklar). Agir bir

sekilde kofullanmis sints duvan hicreleri, (B)'de gérildigi sekilde kofullar
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arasindaki hayli dar sitoplazma kdprulerinden dolayi, 1sik mikroskobu dizeyinde
(A) net bir sekilde ayrit edilmez. C, D, a-mannosidoz faresi, vacut agirhginin her
bir gl i¢gin 250 mU insan LAMAN'Inin enjeksiyvonundan 1 gun sonra. Kofullar,
hepatositlerden kaybolmustur. Cok az kofullanmig sints duvari hiicreleri géruldr
(C, ok). Kupffer hucrelerindeki kofullar, sahte-muamele edilmis hayvandakine
kiyasla daha kiigiktir ve bir elektron-yogun matriks igerehilir (D). E, F, a-
mannosidoz faresi, vicut agiiginin her bir g'1 igin 250 mU insan LAMAN'Inin
enjeksiyonundan 12 giin sonra. Kofullar, siniis duvan hicrelerinde yeniden
goralmusgtir (E, oklar) ve hepatositlerde olandan daha azdir. Kupffer
hicrelerinde (F) kofullar sahte-enjekte edilmis farelerdekine kalitatif olarak
benzer. A'da, C'de ve E'de gosterilen hepatositlerdeki yogun kalintilar, kargilik
gelen dodal tip farelerde (goésteriimemistir) esit sekilde kargilasilan lipit

damlaciklarini temsil eder. Cubuklar, sirasiyla 20 pm'yi ve 2 um'yi temsil eder.

Sekil 8: Vicut agirhginin her bir g igin 250 mU insan LAMAN'I iki kere enjekte
edilmis a-mannosidoz farelerinin doku ekstraktlarindaki nétral oligosakkaritler

Kontrol (sttun 1) ve a-mannosidoz farelerine (sUtun 2 ve 3), analizden 7 ve 3,5
gun énce PBS (situn 1 ve 2) veya vucut agiriginin her bir g' igin 250 mU insan
LAMAN'" {sOtun 3) enjekte edilmistir. Noétral oligosakkaritler hazirlanmistir ve
Sekil 1'de ve 2'de oldugu sekilde kantifiye edilmistir. 2 ila 9 mannoz
rezidusiinden ve bir tek N-asetilglukozamin rezidilsinden olusan
oligosakkaritlerin (M2 ila M%) gdc¢l gdsterilir. Oklar, LAMAN'a duyarsiz olan
orsinol-pozitif materyali igaretler. Farelerin bir iki kopya-halindeki setindeki

sonuglar (gbsterilmemistir), %15'ten daha az ¢esitlilik gostermistir.

Sekil 9: a-mannosidoz farelerinde bébregin 1g1k mikroskobu

o-Mannosidoz farelerine, éldurtimeden 7 ve 3,5 gln once PBS (A) veya vucut
agirhginin her hir g'r igin 250 mU insan LAMAN'I (B) enjekte edilmistir. Dig
medullanin dis seridi gosterilir. Cok sayida net koful, LAMAN ile muamele
edilmis fareye (B) kiyasla sahte-enfekie edilmis farenin {A, oklar) Henle
kulbunun kalin asendan kolunda (TAL) gorilir. Proksimal diiz tabiller (PST),
her iki hayvanda da patolojik kofullardan yoksundur. Cubuklar, 20 pm'yi temsil

eder.
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Sekil 10: Beyinden elde edilen 2Z-antranilamid tdrevlendiriimis nétral
oligosakkaritlerin HPLC ile ayriimasi

Oldurilmeden 7 ve 3,5 gin énce PBS (list tarama) veya viicut agirhidinin her bir
g't icin 250 mU insan LAMAN' (alt tarama) enjekte edilmis a-mannosidoz
farelerinin beyninden elde edilen notral oligosakkaritler, bir i¢ standart olarak
220  pmol  GlcNAcsMansGal;  ile  kanstinlmigtir,  2-antranilamid  ile
tirevlendiriimistir ve HPLC ile ayrimistir. ig standardin ve 2 ila 9 mannoz
rezidisiinden ve bir tek N-asetilglukozamin rezidiisinden olusan

oligosakkaritlerin (M2 ila M9) pozisyonu gdsterilir.

ORNEKLER

Ornek 1: LAMAN'In iiretilmesi ve karakterizasyonu

Deneysel prosedaurler

CHO hiicrelerinde rekombinant insan LAMAN'Inin ekspresyonu ve saflagtiriimasi

HepG2 cDNA kitiphanesinden izole edilmis ve insan CMV-promotord kentroll altinda
bir dihidrofolat rediiktaz geni ve LAMAN cDNA'sI tagiyan bir ekspresyon vektdriine alt-
klonlanmis insan LAMAN cDNA'si, dihidrofolat rediiktazdan yoksun olan Cin Hamsten
Over (CHQ) hiicrelerinde eksprese edilmistir. CHO hiicreleri, 20 nM metotreksat ile
takviye edilmis serumsuz ExCell 302 vasati (JRH Biosciences) icinde bir iki-
kompartimanli CELLine flask (Integra Biosciences Inc.) iginde %5 CO: igeren bir
nemlendirilmis atmosferde 37°C'de kdltGrlenmigtir. Vasat, 4 hacim 0,02 M Tris-HCl'ye,
pH 7.6, kargi bir 100 kDa'luk kesim degeri ile bir Pellicon Biomax polisilfon filtre
kullanilarak diyafiltre edilmistir. lyon-degisim kromatografisi, 0,02 M Tris-HCI, pH 7,86,
icinde bir NaCl gradyani kullanilarak DEAE-Sepharose FF (Amersham Pharmacia
Biotech AB) Uzerinde gergeklestiriimigtir. Aktif fraksiyonlar, bir 30 kDa'luk kesim degeri
ile bir Amicon Centricon Plus-80 sentrifligasyon filtresi kullanilarak konsantre edilmistir
ve 0,15 M NaCl igeren 0,02 M Tris-HCI, pH 7,6 iginde bir HiPrep 26/60 Sephacryl High
Resolution kolon (Amersham Pharmacia Biotech AB) icinde jel filtrasyonuna tabi
tutulmustur. Konsantrasyondan sonra, nihai preparasyon, 9/15 U/mg'lhk bir spesifik

aktiviteye sahiptir.
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Rekombinant fare LAMAN'1nin ekspresyonu ve saflastiriimasi

Fare LAMAN'n1 sifreleyen ¢DNA (16), pMPSVEH ekspresyon vektdrine alt-
klonlanmistir (17). Bir polihistidin kuyrugu (6 rezidu), enzimin C-ucu pargasina
eklenmistir. Klguk ve bluyuk mannoz 6-fosfat reseptorleri acisindan kusurlu olan fare
embriyonik fibroblastlar (mpr-/- MEF) (18) transfekte edilmigtir ve kalici bir sekilde
eksprese eden klonlar, 50 plI/ml higromisin ile segilmisti. Rekombinant fare
LAMAN"Inin tretilmesi icin, hiicreler, %10 FCS ile takviye edilmis vasat icinde %5 CO;
iceren bir nemlendiriimis atmosfer iginde kiltirlenmigtir. Salgilanmis rekombinant fare
LAMAN", sartlandinlmis vasattan bir G¢ adimh prosedur kullanilarak saflastinimistir.
Birinci adimda, vasat, 500 mM sodyum klorur iceren 20 mM sodyum fosfat tamponuna,
pH 7.8, karsi diyalize edilmigtir ve akabinde bir Probond kolona (Invitrogen)
yuklenmisgtir. Allkonulmus enzim, 500 mM sodyum klordr igeren 20 mM sodyum fosfat
tamponu, pH 6,0, icinde bir 0 ila 0,35 M araliginda imidazol gradyan {toplam hacim 80
ml} ile aynstinimistir. Fraksiyonlar igeren LAMAN, 10 mM sodyum fosfata, pH 6,0, karsi
diyalize edilmistir ve bir DEAE-seliloza yulklenmistir. Enzim, 10 mM sodyum fosfat
tamponu i¢inde bir 0 ila 0,25 M araliginda sodyum klorir gradyani (toplam hacim 80
ml) icinde ayrigtirlmistir. Son olarak, fare LAMAN'I, ConA-Sepharose'a (1 mM MgCla,
1mM MnCl:, 1 mM CaCl: ve 0,5 M NaCl igeren yikleme tamponu 20 mM Tris-HCI, pH
7.4) adsorbe edilmistir ve ayni tampon iginde a-mannopiranocsit (0,0-1,0 M) ile

ayristirlmistir. Nihai preparasyon, 17/25 U/mg olan bir spesifik aktiviteye sahiptir.

Bovin LAMAN'1nin saflagtiriimasi

Bovin LAMAN'I, tarif edildigi sekilde (19) bobrekten saflagtinlmigtir. Nihai preparasyon,
10 U/mg olan bir spesifik aktiviteye sahiptir.

Insan LAMAN'1min saffastinimasi
LAMAN, %5 CO: igeren bir nemlendiriimis atmosfer iginde 37°C'de bir iki-
kompartimanli CELLine flask iginde kiltirlenmigtir. CHO-hicrelerinden elde edilen

enzim, 4 adimdan olusan bir saflagtirma proseduriine gdre saflastinimigtir:

Diyafiltrasyon
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Diyafiltrasyon, bir 100 kDa'luk kesim dederi olan bir Pellicon Biomax polisllifon filtre
kullanilan TFF modeline gare yapilmistir. Ornek, 0,02 M Tris-HClI, pH 7.6, ile yaklasik

olarak 3 x émek hacmine kargi diyafiltre edilmigtir.

lyon degisim kromatografisi

lyon degisim kromatografisi DEAE Sepharose akis filtrasyonu kullanilarak
gerceklestiriimistir. Tampon, 0,02 M Tris-HCI'dir, pH 7,6. Jel, Amersham Pharmacia
Biotech AB firmasindan bir XK 16/20 kolon icine dolgulanmistir. Ayristirma, NaCl'nin bir
gradyani ile gerceklestiriimistir.

Ornegin konsantrasyonu

Jel filtrasyonundan once, émek, ~6 mg/mL olan bir protein konsantrasyonuna ve 10
mL'lik bir nihai hacme konsantre edilmigtir. Bu, bir 30 kDa'luk kesim degeri olan bir
Amicon Centricon Plus-80 sentrifiigasyon filtresi kullanilarak yapiimistir.

Jel filtrasyonu

Jel filtrasyonu, Amersham Pharmacia Biotech AB firmasindan bir HiPrep 26/60
Sephacryl High Resolution kolonunda yiritiimagtir. Omek, 0,15 M NaCl, pH 7,6, ile

takviye edilmig 0,02 M Tris-HCl ile ayrigtirilmistir.

Bir LAMAN saflagtirmasinin érnegi, asagidaki tabloda ézetlenir. Normal olarak, Verim,
%30 - 50 ve spesifik aktivite 9 - 15 U/mg araligindadir.

LAMAN saflagtirimasinin 6zeti

Saflagtirma Protein Spesifik Saflastrma  Verim

adimi konsantrasyonu aktivite faktori (%)
mg/mL) (U/mg)

Ham enzim 3,3 0,89 1,00 100

Diyafiltrasyon 2,0 2,28 2,56 130

iyon degisimi 1.4 3,61 4,06 54
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Saflastirma Protein Spesifik Saflagstirma Verim

adimi konsantrasyonu aktivite faktoru (%)
mg/mL) (U/mg)

Konsantrasyon 5,8 6,01 6,75 66

Jel filtrasyonu 0,8 10,87 12,21 64

Konsantrasyon 6.4 9,65 10,84 32

Saflagtirimis LAMAN, -80°C'de saklanir.

Buna ek olarak, 20-20C ml'lik dlgekte rhLAMAN igin bir saflastirma prosesi, blyik
Olcekte Uretime dlgek-blyltmek icin gelistirilir. Nihai Grintn (rthLAMAN) kalitesi ve
safligl, cok yiksektir ve (klinik calismalar icin onaylanmig) spesifikasyonlara goredir.
Proses, bir yakalama adimi, 1-2 ara saflastirma adimi, 1 parlatma adimi, 1-2 virQs
uzaklagtirma adimi ve 1 formiilasyon adimi igerir. 1 veya daha fazla tampon degistirme
adimi da danhil edilir {(diyafiltrasyon). Kuglk-olgekli proses, ara ve nihai olarak blylk-

Olgekte Uretime transfer edilir.

Deneysel tasarim: Bir ka¢ farkll kromatografi jeli test edilir ve farkh adimlarin

performansi, asagida kisaca tarif edilen bir dizi analitik yontem ile analiz edilecektir:

Enzim aktivitesi: Alfa-mannosidaz analizi

Toplam protein konsantrasyonu: BCA analizi

rhLAMAN konsantrasyonu: rhLAMAN ELISA

Saflik: HPLC ve SDS-PAGE

Kimlik: HPLC

HCP proteinleri: ELISA

Endotoksin dUzeyi: Sozlesme Lab'l disindan destek alinir

20 ml'lik kelon dlgedinde saflastirma prosesinin genel hatlariyla 6zeti

Adim 1: Konsantrasyon/Diyafiltrasyon
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Eksprese edilmis rhLAMAN ile T-500'0k flasklar (0,06 U/ml) icinde Uretilen vasatlar,
100 kDa'luk kesim degeri olan bir Pellicon Biomax polisulfon filtresine karsi Tegetsel

akis filtrasyonu (TFF) kullanilarak yaklagik olarak 10x'e konsantre edilir.

Ornek: 0,5 - 1,0 litrelik dondlricd ile Gretilen vasatlar, bir 50 cm? Biomax 100 kDa'luk
filtreye kargi TFF kullanilarak 50 - 100 ml'ye konsantre edilir. Transmembran basinci
(TMP), 25'dir (Pin = 30 psi; Pout = 20 psi).

Bundan sonra, 25'lik TMF ile 7 hacim 20 mM Tris-HCl'ye, pH 7,6, karsi diyafiltrasyon
uygulanir. Konsantre edilmig érnegin spesifik aktivitesi, 0,5 - 1,5 U/mg'dir. Verim, %70 -
90'dir.

Adim 2: Yakalama adim - DEAD sefaroz FF

Adim 1'den konsantre edilmis érnek, 20 mM Tris-HCI pH 7,8, (standart tampon olarak
ifade edilir) ile dengelenmis bir 16 mm gapli kolon (Pharmacia XK 16) igine dolgulanmig
bir 20 ml DEAE sefaroza uygulanir. Akis hizi, 3 ml/ dakika 'dir. DEAE jeline baglanmis
protein sonrasinda, standart tamponun 2-4 kolon hacmi (CV) akabinde standart
tampon icinde 30 mM NaCl'lik 2-4 CV ile yikanir.

rhLAMAN, 20 dakika boyunca standart tampon iginde 30 - 300 mM NaCl araliginda bir
lineer gradyan ile aynstiriir. Blylk Olgekte iretim icin alternatif olarak: Ayristirma,
standart tampon iginde 75 - 150 mM NaCl uygulama ile basarlir. DEAE jeli, standart
tampon iginde 0,5 M NaCl'nin 2-4 CV'si akabinde 1,0 M NaOH''n 2,4 CV'si (temas
siresi 40 - 60 dakika) ile yikanir. rhLAMAN aktivitesi iceren fraksiyonlar, havuzlanir

(spesifik aktivite: 2 - 5 U/mg) ve ilave saflastirma icin kullanihr. Verim, %70 - 90.

Adim 3: Ara adim 1

1. Hidrofobik etkilesim kromatografisi: biitil, fenil veya oktil sefaroz FF. Adim 2'den
elde edilen édmek havuzu 2,0 M NaxS0, ile 1:1 kanstirilir ve standart tampon +
1,0 M Na»SOs ile dengelenmis bir 16 mm capl kolon (Pharmacia XK 16) igine
dolgulanmig bir 20 ml HIC kolonuna (bitil-, fenil- veya oktil-sefaroz) uygulanir.
Akis hizi, 3-4 ml/ dakika 'dir. Kolon, aym tamponun 2-4 CV'si ile yikanir.
rhLAMAN, standart tampon ile aynstinlir ve aklivite igeren fraksiyonlar

havuzlanir ve ilave saflagtirma icin kullanilir,
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2. Makroprep, Seramik hidroksiapatit tip | veya Ii.
Ozet agiklama: 10 mM Sodyum fosfatin, pH 7.6, (Tampon A) 4-6 CV'si ile
Denge kolonu (Jel hacmi = 20 ml). Akig hizi, 2-5 ml/ dakika ‘dir. Adim 3'ten elde
edilen émegdin TFF ile Tampon A'ya tamponu degistirilir. Adim 3'ten elde edilen
elde edilen érnek, kolona yuklenir. Tampon A'nin 2-4 CV'si ile yikanir. 100 mM

NaCl igeren tampon A ile aynigtinhir. rhLAMAR aktivitesi igeren pik toplanir.

Adim 4: Ara adim 2

1. Makro prep, Seramik hidroksiapatit tip | veya I, 40 um.
Kisa agiklama: bakiniz Adim 3

2. Source 15 Q - anyon-degistirici

200 mM Tris-HCI'nin, pH 7,6, 4 CV'si ile kolon dengelenir. 20 mM Tris-HCI'nin, pH
7,8, (standart tampon) 5 CV'sine degistirilir. Akis hizi: 2 - 5 ml/ dakika . Adim 3'ten
elde edilen omek (uygulamadan 6nce standart tampon iginde olmalidir) kolona
yuklenir. Standart tamponun 2-4 CV'si ile yikanir. Standart tampon iginde 1 M
NaCl'nin %0 ila 100 araliindaki bir s1§ gradyani (akis hizi 2 ml/ dakika, gradyan

suresi 50 dakika) uygulanir. rhLAMAnR aktivitesi iceren fraksiyonlar toplanir.
3. Source 15 S - katyon degigtirici
Asidik pH icinde ylritiilmelidir. Denge tamponu = 20 mM Sodyum Asetat, pH 4,5.

Bir NaCl (artan tuz konsantrasyonu) veya pH (artan pH) gradyani ile ayrigtirilir.

Adim 5: Parlatma adimi

1. Makro prep, Seramik hidroksiapatit tip HI, 40 ym.
Parametrelerin agiklamasi: bakiniz, Adim 3.

2. Source 15 Q - anyon degistirici
Parametrelerin agiklamasi: bakiniz, Adim 4.

3. Source 15 S - katyon degigtirici
Parametrelerin aciklamasi: bakiniz, Adim 4.

4. Afinite kromatografisi

Adim 6: Diyafiltrasyon/ Formiilasyon adimi
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Farmalasyon adiminin 5-10 x Hacme kargi 100 kDa'luk kesim degeri olan bir Pellicon
Biomax polisulfon filtreye karsi Tegetsel akis filtrasyonu (TFF) gergeklestirilir. ki

formdlasyon tamponu test edilir:

Formilasyon tamponu 1.

NazHPQO4 3,10-3,50 mM
NaH:PQO4 0,4-0,6 mM
Glisin 25-30 mM
Mannitol 220-250 mM

Enjeksiyonluk su (WFI)

Formilasyon tamponu 2.

Sodyum Sitrat 4.0-5,0 mM
Sitrik Asit 0,3-0,8 mM
Mannitol 200-250 mM
Tween 80 3,0-5,0 mM

Enjeksiyonluk su (WFI)
Her iki Formilasyon tamponunda pH ve ozmolalite sirasiyla, 7,5 £ 0,2've ve 300 £ 50
mOsm/kg'a dengelenir. Nihai protein konsantrasyonu, spesifikasyona goredir (>5

mg/ml).

Adim 7: Formiilasyon, Doldurma ve Dondurarak-kurutma

Formiilasyon ve dozaj formu

Dozaj formunun geligtiriimesinde, rhLAMAN'In kararlihdina odaklanilir. Geligtirme

prosesi, bir sulu ¢gozelti ile baslar ve blylk olasilikla bir dondurarak-kurutulmus (irtin
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olarak sonlanacaktir. iki farkh formiilasyon test edilir: Formiilasyon tamponu 1 ve

Farmulasyon tamponu 6, bakiniz, Adim 6.

Bu her iki formillasyonun, sulu ¢dzeltiler icinde ayni zamanda dondurarak-kurutulmus
tozlar icinde proteinleri stabilize ettigi bilinir. Her iki Formilasyon tamponunda pH ve
ozmolalite sirasiyla, 7,5 + 0,2'ye ve 300 + 50 mOsm/kg'a dengelenecektir. Nihai protein

konsantrasyonu, spesifikasyona gore ve 4-10 mg/ml araliginda clmalidir.

rhLAMAN'In bir dondurarak-kurutulmus trtint, EU GMP uygulamasina goére bir Gretim
biriminde Uretilecektir. Doldurma ve dondurarak-kurutma, Sinif A olarak siniflandinimis
bir odada gergeklestirilecektir. Uretim sirasinda, doldurma alani, parcacik sayimi ve
¢okelme plakasi ile izlenir. Personel, EU GMP'ye gbre diizenli olarak egitilir ve eldiven
izleri ile her bir Gretimden sonra izlenir. Ekipmanin ve materyallerin sterilitesi, valide

edilmis sterilizasyon prosedirleri ile givence altina alinir.,

Doldurma

rhLAMAN'In y1gin ilac maddesi, steril tip 1 cam viyallere aseptik olarak doldurulur.
Dondurarak-kurutma

Viyaller, yukarida tarif edilen iki farkh formilasyon iginde rhLAMAN igin spesifik olarak
geligtiriimis dondurarak-kurutma sikluslari ile dondurarak-kurutulur. Nitrojen gazi, siklus
sonhunda viyallere doldurulur ve nihayetinde tapalar ile kapatilir ve bashk takilir. Seri
son olarak analiz edilir ve spesifikasyona gore piyasaya suruldr.

LAMAN fosforilasyonunun belirlenmesi

LAMAN, tarif edildigi Gzere (20) bir MPR 300 afinite matriksi ile gece boyu inkiibe
edilmigtir. LAMAN aktivitesi, bagh olmayan fraksiyonda belirlenmistir ve fraksiyonlar, 5

mM glikoz 6-fosfat ve 5 mM mannoz 6-fosfat ile ayristirimigtir.

Sonuglar
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Ug farkh tirden saflastinlan LAMAN, a-mannosidoz farelerde enzim replasmani igin
kullaniimistir (Sekil 1). Bovin bébreginden elde edilen LAMAN, bir ortak dncilden
siniMandinimig proteoliz ile Gretilen polipeptitlerin (11-38 kDa) bir karigimi ile temsil
edilir (19). Dokudan saflagtiriimis ve bdylece endozomal/lizozomal fosfataz aktivitesine
maruz birakilmakta olan bir lizozomal hidrolaz icin beklenildigi Gzere, enzim bir diglk
ManGP-tanima belirteci igeridine sahiptir. Bir Man6P-reseptor( afinite matriksi ile
inkiibe edildiginde, LAMAN aktivitesinin %6,4'(, bir Man6P-bagimli sekilde matrikse

baglanmustir.

Rekombinant fare ve insan LAMAN" sirasiyla, Man&P-reseptdri kusurlu fare
fibroblastlarinin ve CHOQO hiicrelerinin salgilarindan izole edilmistir. Enzimler buyuk
olcude, bunlann éncdl formlan ile temsil edilmistir, ancak 55 ve 70 kDa'luk proteolitik
olarak iglenmis formlarin bir degisken fraksiyonunu (%5-35) icermistir (Sekil 1). Fare
LAMAN", aktivitenin %73,6'sinin afinite matriksini baglamasina aracilk eden daha
yUksek bir Man6P-tanima belirteci igerigine sahiptir. insan LAMAN'InIn yalnizca %4,2'si
bir Man6P-bagimli sekilde Man6P-reseptorii afinite matriksini badlamistir, bu Man6P-
tanima belirtecinin bovin LAMAN'1 i¢in oldugu kadar disuk oldugunu gdsterir.

Bir kag¢ seri, 6rnedin, asagidakiler, bunu takiben analiz edilmistir;

havuzlanmig seri 2003-09 - 2004-02: %40 fosforilasyon
seri 2004-02-02 - 06: %30 fosforilasyon
havuzlanmig seri 2003-01-21 - 04-16 %42 fosforilasyon

Genel olarak, enzimin miktarinin yaklasik olarak %40'l, afinite matriksini baglar. insan
ve bovin LAMAN'I i¢in gézlenen diistik fosforilasyon derecesinin enzimlerin uzatiimig

depolanmasindan kaynaklandigina inanilir.

Ornek 2: LAMAN'n in vivo uygulanmasinin depolanmis oligosakkaritlerin

diizeyleri iizerindeki etkileri

Deneysel prosediirler
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Farelerin enjeksiyonu

LAMAN, 8-14 haftalik a-mannosidoz farelerinin kuyruk venine enjekte edilmigtir (nihai
hacim en fazla 5,3 pl/g vicut adirhgi). Sahte-enjekte edilmis fareler, 0,15 M NaCl (PBS)
icinde ayni hacimde 10 mM fosfat, pH 7,4, almistir. Bir tek deneyde, en fazla Ug
yavrudan koken alan fareler, yas acisindan farkh dedildir. Enjeksiyondan 5 dakika
sonra, kan, enjekte edilmis enzimin miktan igin kontrol etmek igin retroorbital

pleksustan alinmigtir. Serum hazirlanmigtir ve -20°C'de saklanmistir.

Organ ekstraktiarnnin preparasyonu

Farelere, 0,15 M NaCl iginde bir 10 mg/ml Ketavet (Parke Davis) ve 2 mg/ml Rompun
(Bayer) gozeltisinin 20 pl'si ile anestezi uygulanmistir ve fareler PBS ile perfuze
edilmistir. Organlar (karaciger, dalak, btbrek, kalp ve beyin) alinmigtir ve -78°C'de
saklanmistir. Her bir organin yaklasik 50-70 mg'i, (agirlik olarak) 9 hacim 10 mM
Tris/HCI, 150 mM NaCl, 1 mM PMSF (izopropanol iginde), 1 mM iyodoasetamid, 5 mM
EDTA icinde 4°C'de homojenize edilmistir. Triton X-100, ad/hacim %0,5 (karaciger icin
%1) olan bir nihai konsantrasyona kadar eklenmistir. Buz Uzerinde 30 dakika boyunca
inkibasyondan sonra, drnekler sonike edilmistir ve akabinde 13000 g'de 15 dakika

boyunca sentrifllj edilmistir. Sipernatant, -20°C'de saklanmistir.

Enzim analizleri

Organ ekstraktlarinda ve serumda LAMAN aktivitesinin belilenmesi icin, enzim
orneginin 10-50 pl'si 37°C'de 0,5-5 saat boyunca 0,2 ml 0,2 M sodyum sitrat, pH 4,6,
%0,08 NaNs;, %04 BSA, %0,15 NaCl ve substrat olarak 10 mM p-nitrofenil-a-
mannopiranosit iginde inkibe edilmistir. 1 ml 0,4 M glisin/NaOH, pH 10,4, reaksiyonu
durdurmak igin eklenmistir. Absorbans, 405 nm'de okunmustur (¢ = 18500 M'cm™).

Tudm belirlemeler iki kopya halinde ve uygun kor-gozeltiler ile yapiimistir.
Western blotlama
insan LAMAN'Inin Western blotlanmasi icin, proteinin 20-40 pg'i, bir %10'luk SDS-

poliakrilamid jel tzerinde ayrilmigtir. SDS-PAGE elektroforezinden sonra, proteinler bir

yari-kuru blotlama sistemi kullanilarak PVDF membranlarina transfer edilmigtir.
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Transfer etkililigi, Ponceau boyama ile kontrol edilmistir. Membranlar bunu takiben,
%5'lik yagsiz sut tozu ile bloke edilmistir ve bir 1:50.000'lik veya 1:100.000'lik seyreltme
icinde primer antikor ile inkibe edilmistir. PBS, %0,1 Tween 20, icinde yikandiktan
sonra, blotlar sekonder antikorlara kuple edilmis yaban turpu peroksidazi (HRP)
(1:20.000) ile inkube edilmistir. Sinyaller, ECL-Detection System {Amersham, Freiburg,

Germany) kullanilarak gérsellestirilmistir.

Notral oligosakkaritlerin izolasyonu

Doku érnekleri (50-60 mg), kiclk parcalara kesilmistir ve 4°C'de 0,6 ml H-O (HPLC
derecesinde) ile homojenize edilmistir. ki here dondurmadan (-20°C) ve ¢dziilmeden
ve ultrasonik muameleden sonra, proteinler 4 hacim metanol eklenmesi ile ¢okeltilmistir
ve 4 hacim kloroform/H;O (1:3) eklenmesi ile ekstrakte edilmistir (21). Supernatant,
4°C'de karma-yatakl iyon-degisim recinesi (AG 501-X8, 20-50 elek) ile 1 saat boyunca
inkiibasyon ile tuzundan anindinimistir. Baglanmamis materyal liyofilize edilmistir ve su

(dokunun her bir mg'iigin 1 ml) iginde yeniden-sispanse edilmistir.

Mannoz oligosakkaritlerinin ince tabaka kromaftografisi (TLC} ile ayrilmasi

Dokunun esit alikotlanindan ekstrakte edilen nétral cligosakkaritler, TLC plakalarina
(20x20 Silica gel F60, Merck) yuklenmistir. Plakalar oda sicakhginda ~1 saat
kurutulduktan sonra, oligosakkaritler n-biitanol/ asetik asit/ H:O {100:50:50) ile gece
boyu gelistirme ile aynlmigtir. (Oda sicakliginda ~1 saat ve akabinde 110°C'de 5
dakika) kurutulduktan sonra, plakalar n-propanol/ nitrometan/ H>O (100:80:60) iginde 4
saat boyunca gelistirilmistir. Boyama icin, plakalara H2S04 (su iginde %20) icinde %0,2
orsinol puskurtulmistar ve plakalar 110°C'de sitilmistir.  Oigosakkaritlerin - boyutu,

MALDI-TOF ile belirlenmigtir (asagiya bakimz).

Karaciger oligosakkaritlerinin a-glukosidaz veya Hint baklas! a-mannosidazi ile

sindirilmesi

Glikojen kaynakli oligosakkaritler ile girisimden kaginmak igin, karacigerden ve kalpten
elde edilen oligosakkarit ekstraktlarinin 20 pl'si, 20 mM fosfat, pH 6,8, iginde Bacillus
stearothermophilus'tan (Sigma) elde edilen 40 U/ml a-glukosidaz ile 37°C'de gece boyu

inkiibe edilmistir. Inkibasyon karigimi, proteinleri denatire etmek igin 96°C'ye
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isttilmistir. 13000 g'de 10 dakika Sentriflgasyondan sonra, slpernatant bir iyon-
degisim recinesi (AG 501-X8, 20-50 elek) ile 4°C'de 1 saat inkibasyon ile tuzundan
arindinlmigtir, liyofilize edilmistir ve 20 pl su icinde yeniden-sispanse edilmigtir ve

akabinde TLC ile ayriimistir.

Oligosakkaritlerin dogasini dodrulamak igin, oligosakkarit ekstraktlarinin 20 pl'si 2 mM
ZnCl; iceren 0,1 M sodyum asetat, pH 5,0, iginde Hint baklasindan elde edilen 30 U/ml
a-mannosidaz {Sigma) ile 37°C'de gece boyu inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra,
oligosakkaritler, a-glukosidaz ile sindirilmis &rnekler icin tarif edildigi sekilde

hazirlanmistir ve TLC ile aynlmistir.

Organlardaki notral oligosakkaritlerin kantitatif analizi

Oligosakkaritler (0,3 pl), bir i¢c standart gdrevi goren ve GlcNAc:Man;Gals bilesimine
sahip olan 220 pmol bir dekasakkarit ile kanstirilmistir. Karigsim liyofilize edilmistir ve
0,34 M 2-antranilamid (Aldrich) ve 1 M NaBH3CN (Fluka) igeren 5 pl bir DMSQO/ asetik
asit (7:3) icinde yeniden-stspanse edilmistir. 65°C'de 2 saat inkiibasyondan sonra,
ornekler {etil asetat ile gelistirilen) kaddit kromatografisi ile saflastirimistir. Baslangic
noktasinda lokalize olmus oligosakkaritler, kagidi1 su icinde sonike etme ile ekstrakte
edilmistir, liyofilize edilmistir, 300 pl asetonitri/ 80 mM amonyum format, pH 4.4,
(65:35) igcinde yeniden-slspanse edilmistir, bir Gluco-Sepharose kolonuna {Ludger)
yiklenmistir ve asetonitril/ amonyum format tamponu ile 0,4 ml/ dakika olan bir akis
hizinda ayrnigtinlmigtir. Flioresans (eksitasyon 350 nm, emisyon450 nm) kaydedilmistir
(Shimadzu, RF-10A XL) ve oligosakkaritlerin kitlesi MALDI-TIF ile belirlenmistir.

MALDI-TOF

HPLC fraksiyonlarindan elde edilen &rnekler liyofilize edilmistir ve 2-3 pl su iginde
gozUunmustir. TLC plakalarindan su ekstraktlan 1-fenil-3-metil-5-pirazolon ile
tlireviendiriimistir ve 2-3 yl su iginde ¢dzinmustir. 2,5-dihidroksibenzoik asit (DHB, su
icinde 5 mg/ml) matriks olarak kullanilmigtir. 0,5 pyl DHB ve 1 pl 6rnek Anchorchip
hedefi (Bruker Daltonik) Gzerine noktalanmistir ve oda sicakhdinda Kkurutulmustur.
Kuatle spektrometrik analiz, bir 337 nm'lik UV lazeri ile bir Reflex Il MALDI-TOF (Bruker

Daltonik) cihazinda gergeklestirilmigtir.
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Histolojik incelemeler

Elektron mikroskobu igin, dldirme zamaninda toplanan karacigerin ve dalagin kaguk
kesitleri 0,1 M fosfat, %6 gluteraldehit, pH 7,4, icine daldinimistir. Doku &rnekleri, %2
osmiyum tetroksit ile post-fikse edilmigtir, dehidrate edilmigtir ve Araldite igine
géomilmistir. Yar-ince kesitler, toluidin mavisi ile boyanmistir. Ultra-ince kesitler,
standart tekniklere gore islenmistir. Histokimyasal arastirmalar igin, kesitler, 10 mM
fosfat, pH 7.4, 0,15 M NaCl iginde seyreltiimis Bouin ¢ozeltisine daldinlmistir. Gomme,
dusuk erime noktali parafin {(Wolff, Wetzlar, Germany) icine yapiimistir. Seri kesitler (7
Hm) kesilmistir ve Biobond (British Biocell, London, UK) ile kaplanmis cam lamlar
uzerine yeresgtiriimistir. Her bir serinin merkezi kesitleri standart 151k mikroskobu icin

hematoksilin ve eosin ile boyanmstir.

Sonuglar

Fare LAMAN'Inin hir tek intravenoz enjeksiyonunun diizeltici etkisi

LAMAN'n bir tek dozunun nétral oligosakkaritlerin saklanmasi tzerindeki kisa ve uzun
sureli etkisini ¢calismak igin, 9 haftallk a-mannosidoz fareleri intravendz olarak, vicut
agirhdinin her bir g1 igin 100 mU fare LAMAN'" almistir. Enjekte edilmis enzimin miktar
ve bunun dolagsimdan klirensi icin kontrol etmek icin, kan enjeksiyondan 5, 30 ve 60
dakika sonra alinmistir. Enjeksiyondan 5 dakika sonra, LAMAN aktivitesi £ %6'dan
daha az gesitlilik gostermigtir, bu farelerin karsilagtirilabilir miktarlarda enzim almig
oldugunu goésterir. Enzim, 20 dakika 'dan daha az olan bir yari dmiir ile dolagimdan
temizlenmigstir. Fareler enjeksiyondan 2, 4 ve 10 saat sonra oldirdimustar ve organ
ekstraktlar, LAMAN akfivitesinin  ve ndtral oligosakkaritlerin - belirenmesi igin
hazirlanmistir. Organlarda LAMAN'In maksimum aktivitesi, enjeksiyondan 2-4 saat
sonra gozlenmistir (Tablo 1). Karacigerde, aktivite kontrol farelerinde olana kiyasla 6-7
kat daha ylksektir, ancak ayrica dalakta ve kalpte de maksimum degerler
kontrollerinkileri asmigtir. Bobrekte, maksimum, kontrol farelerindeki aktivitenin doértte
birine ulasilmistir. Beyinde goriilen kiglk aktivite blylk olasilikla, vaskiler sistemde
bulunan LAMAN'dan kaynaklanir. Enjeksiyondan 4 ve 10 saat sonra aralifinda, enzim
aktivitesi karaciger, dalakta ve bobrekte yaklagik 3 saat olan bir gdérunir yar émdar ile
¢abucak dusmustir. Western blot, LAMAN'In igsellestirilmis énculinun matar formlara

(gosterilmemistir) cabucak islendigini géstermistir.
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a-mannosidozun ozelligi, ¢ok cesitli dokularda notral oligosakkaritlerin depolanmasidir
(bakiniz, Sekil 2, sutun 1 ve 2). Bu oligosakkaritler, bunlarnn indirgeme ucunda 2-9
mannoz rezidisll ve bir N-asetilglukozamin rezidldsl icerir ve bundan dolayi, bir
endoglukozaminidazindan etkisinden kaynaklanir. Karacigerde ve dalakta ndétral
oligosakkaritlerin miktari zamanla progresif olarak, sahte-enjekte edilmig hayvanlarda
olanin %15’ine ve %7'sine dismisken, bobrekte ve kalpte depolama yalnizca yaklasik

%49'una ve %74'Une distrlimastir (Sekil 2).

TABLO 1: Vicut agirhginin her bir g'i igin 100 mU fare LAMAN'I enjeksiyonundan énce
ve sonra kontrol ve a-mannosidoz farelerinin doku ekstraktlarinda LAMAN aktivitesi.
*+/+, kontrol farelerini, -/-, a-mannosidoz fareleri ve n, arasgtirilan hayvanlarin sayisini
ifade eder. "TUm degerler, tun'da {2350 mU/ml serum) serumda ortalama a-
mannosidaz aktivitesi icin ddzeltilmigtir. Dizeltme faktorleri, 2, 4 ve 10 saat igin
sirasiyla, 0,98'dir, 1,07'dir ve 0,96'dir.

Enjekte LAMAN (mU/qg 1slak agirlhik)
edilmis
Genotip LAMAN
(100mUlg Karaciger Dalak Bobrek Kalp Beyin

viicut agirhgi)

(+/+)* 136,7+¢29,1 116,3+44,5 168,4+345 126231 25+1
(n) (19) (3) (9) (3) (2)
2,9+2,5 2,5¢1,1  0,610,5 0,440,3

{--)" (n) - 2,8+2,1(4)
(21) (10) (3) (3)
2sa’ 1057 185 26 22 2,9
4 sa’ 883 183 40 5 1,4
10 sa* 197 36 10 2 1,0

LAMAN'In bir tek dozunun diizeltici etkisinin ne kadar sirdigini belirlemek igin, fareler
vucut agiriginin her bir g'i igin 100 mU fare LAMAN'InIn enjeksiyonundan 4, 8 ve 16

gun sonra incelenmigtir. Tm zaman noktalarinda, organlardaki (dalak, bdbrek, kalp,
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beyin) LAMAN aktivitesi, burada enjeksiyondan 4 giin sonra LAMAN aktivitesinin (15,1
mU/g 1slak agirlik) sahte-enjekte edilmis farelerde olana kiyasla hald yaklasik 5-kat
daha yiksek oldugu karaciger disinda, muamele edilmemis veya sahte-enjekte edilmig
a-mannosidoz fareleri aralidi icindedir. Karacigerde, dalakta ve bébrekte enjeksiyondan
4 gin sonra noétral oligosakkaritlerin depolanmasi enjeksiyondan 10 saat sonra goérilen
aralik icindedir (Sekil 2'yi ve Sekil 3'0 karsilastinn). Kalpte, depolama, 10 saat sonra
%74'ten 4 gin sonra %42've dismistlr. Bu, organlarda, drmegin, hibrekte veya
kalpte, enjeksiyondan 10 saat sonra gok az LAMAN aktivitesinin saptanabildigi veya hig
LAMAN aktivitesinin saptanamadidi gercegine ragmen, 10 saat sonra gorulen dizeltici
etkinin yaklasik 4 gin boyunca surdiddina gdsterir. 4 gin sonra, oligosakkaritlerin
depolanmasi yeniden net bir gekilde yiukselmeye baglamigtir. Enjeksiyondan sonraki
gun 4 ila glin 16 arasinda gdzlenen artis, sahte-enjekte edilmis a-mannosidoz

farelerinde gorulen depolamanin %20-40'Iina karsilik gelir (Sekil 3).

Bovin, fare ve insan LAMAN"1nin klirensinin ve diizeltici etkisinin karsilagtinimasi

Ug kaynaktan LAMAN preparasyonlarinin diizeltici etkisini kargilastirmak icin, farelere,
LAMAN'In bir parsiyel dizelme sadlamasi beklenen bir dozu enjekte edilmisgtir.
Boylelikle, vacut agiriginin her bir g'i icin 50 mU LAMAN enjekte ettik. Bovin ve insan
LAMAN" sirasiyla 4 dakika ve 8 dakika olan yan émorler ile dolasimdan cabucak
temizlenmigtir (Sekil 4). Hayli fosforile edilmig fare LAMAN'Inin klirensi daha yavastir ve
en azindan bifaziktir. Enzimin yaklasik %85'i, 12 dakika olan bir gorinar yari dmir ile

temizlenirken, kalan fraksiyonun goranir klirensi yaklasik 47 dakika 'dir (Sekil 4).

Fareler, enjeksiyondan 2 gun sonra oldirulmistar ve karacigerden, dalaktan,
bobrekten ve kalpten elde edilen ekstraktlar notral oligosakkaritler igin incelenmigtir
(Sekil 5). Karaciger disinda, duzeltici etki insan LAMAN'l igin en ylksektir ve bovin
LAMAN" icin en dlsdktir. Fare enziminin dlzeltici etkisi aradadir. Yalnizca
karacigerde, bovin enziminin dizeltici etkisi (kalan depolamanin %4'0) insan
enziminkine (kalan depolamanin %14'() kiyasla daha gok belirgindir. Karacigerde,

insan LAMAN'InIn diizeltici etkisi, en zayiftir (kalan depolamanin %23'G).

Yilksek dozda insan LAMAN'Inin diizeltici etkisi
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Bovin, fare ve insan LAMAN'InIn kargilastirmasi, zayif bir sekilde fosforile edilmis insan
LAMAN"InIn, bdbrekte ve kalpte, karacigere ve dalaga kiyasla metabolik dizelimeye
daha ¢ok direngli olan iki organda, gérece daha yiksek bir dizeltici potansiyeline sahip
oldugunu gdstermistir. Insan enziminin diizeltici potansiyelini degerlendirmek igin, 250
mU LAMAN'In bir tek dozunu enjekte ettik ve fareleri enjeksiyondan 1 ila 12 gun sonra
analiz ettik. Karacigerde, depolama enjeksiyondan 1 ve 3 giin sonra tam olarak
dizeltiimistir. 6 ve 12 glin sonra, nétral oligosakkaritler, yeniden birikmeye basglamistir,
ancak tedaviden onceki depolama dlzeyinin yalnizca yaklagik %30'una ulagmistir
(Sekil 6). Karacigerin 151k mikroskobu ile incelenmesi, muamele-edilmemis a-
mannosidoz farelerinin  sinds endotelyal hiicrelerinde, Kupffer hicrelerinde
hepatositlerinde goze ¢arpan depolama kofullarinin neredeyse tamamen kayboldugunu
ve enjeksiyondan 12 gin sonra yeniden-gérildidunu ortaya ¢ikarmistir (Sekil 7).
Dalakta ve hobrekte, nétral oligosakkaritlerin depolanmasi sirasiyla %12've ve %18'e
dusmustir. Dalakta ve bdbrekte maksimum dizeltmenin sirasiyla 3 ve 6 gin sonra
gozlenmesi kayda dederdir. Her iki organda, notral oligosakkaritler enjeksiyondan 3 ve
6 gln sonra yeniden-birikmeye baslamistir {(bakiniz, Sekil 5). a-mannosidoz farelerinin

beynindeki nétral oligosakkaritler, tedaviden etkilenmemistir (gosterilmemistir).

Enjeksiyondan 24 saat sonra geri-kazanilan insan LAMAN' aktiviteleri, fare LAMAN"
ile yapllan deneylerden beklenene kiyasla ¢ok daha yUksektir. Karacigerde, insan
LAMAN'" aktivitesi, kontrol karacigerine kiyasla hala 6 kat daha ylksektir. Dalakta ve
bébrekte, bu, kontroliinkinin %10-15'ine tekabiil etmistir. insan enziminin alimini ve
kararliigini izlemek igin, LAMAN aktivitesi, viucut agirhdinin her bir g1 igin 250 muU
insan LAMAN'Inin enjeksiyonundan 4, 16 ve 24 saat sonra hazirlanan doku
ekstraktlarinda belirlenmistir.  Enjekte edilmis  LAMAN'In  %Z20'sinden daha azi,
incelenen dokuda 4 saat sonra geri-kazanilimigtir (karacigerde %18, bobrekte %04,
dalakta %0,12 ve kalpte %0,04). Fare LAMAN"'Inin alimi ile karsilagtinldiinda ve insan
LAMAN'IniIn hir 2,5 kat daha yuksek olan miktaninin enjekte edildi§i hesaba
katidiginda, enjeksiyondan 4 saat sonra karacijerde, hobrekte ve kalpte geri-
kazanilan aktivite her iki enzim preparasyonu i¢in karsilastirilabilirdir (Tablo 1'i ve Tablo
2'yi karsilastinn). Dalak tarafindan alimin, insan enzimi igin 2-3 kat daha az etkili
oldugu gérillmiistiir. insan ve fare enzimi arasindaki en blyiik farkhlik, karaciger,
bobrek ve dalak tarafindan i¢sellestirilen insan LAMAN'Inin daha yoksek kararhhgidir.

insan LAMAN'Inin aktivitesi bu organlarda 24 saat sonra 4 saat sonraki degerin %17-
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33'Une diserken (bakiniz, Tablo 2), fare enzimininki halihazirda 10 saat sonra 4 saat

sonraki degerin %20-26'sina dusmustur (bakiniz, Tablo 1).

Fare (bakiniz, Sekil 3) ve insan LAMAN'Inin dizeltici etkisi yalnizca gegcicidir. Nétral
oligosakkaritler, enjeksiyondan 3 ila 6 gln sonra yeniden-birikmeye baslamistir.
Enjekte edilmis enzimin miktarini arttirma, yeniden-birikmeyi geciktirmek igin bir arag
olacaktir., LAMAN'In verilen bir dozunun dizeltici etkisinin, bir tek doz olarak
uygulanmasina kiyasla bir uygun aralikla ayrilmis iki yarim doz olarak uygulandiginda
daha ylksek olmasi beklenir. LAMAN'In miktarini 500 mU/g vicut agirhidi'na
arttirmaktan ziyade, analizden énce gin 7'nin ve 3,5'in her birinde vicut agirhginin her
bir g' i¢in iki kere 250 mU insan LAMAN"' uyguladik. Bu, bdbrekte ve kalpte
depolamanin bir tam dizeltimesi ile sonu¢lanmigtir (Sekil 8). Isik mikraskobu ile
inceleme, karacigerde (gosteriimemistir) ve bobregin tlbuler epitelyumlannda
depolama kofullarinin olmadigini gostermistir (Sekil 9). Dalaktaki rezidiel depolama,
sahte-enjekte edilmis a-mannosidoz farelerindekinin %20'sinden daha azdir. En gbze
garpan sekilde, beyinde TLC ile kantifiye edildigi (zere noétral oligosakkaritlerin diizeyi,
sahte-enjekte edilmis a-mannosidoz farelerinin beynindekinin yalnizca yansidir (Sekil
8).

TABLO 2: Viicut agdirhdinin her bir g1 igin 250 mU insan a-mannosidozi
enjeksiyonundan 4-24 saat sonra a-mannosidoz farelerinin doku ekstraktlarinda
LAMAN aktivitesi. *Tum degerler, taa'da (5012 mU/ml serum) serumda ortalama
LAMAN aktivitesi icin duzeltiimigtir. Dizeltme faktorleri, 0,903 ve 1,222 aralijinda
cesitlilik gdstermistir. Kontrol farelerinin @ ve enjekte edilmemis farelerin doku
ekstraktlarinda LAMAN aktivitesi icin, bakiniz Tablo 1.

LAMAN (mU/g 1slak agirhk)*
Enjeksiyondan sonraki saatler
Karaciger Dalak Bobrek Kalp Beyin

4 2774 167 81 21 2,1
8 2639 65 45 8 1,7
16 1549 31 26 10 2,7

24 796 24 16 6 3,0
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Bir molar temele nodtral oligosakkaritleri kantifiye etmek icin, sahte- ve LAMAN enjekte
edilmis a-mannosidoz farelerinin beyninden ekstrakte edilen nétral oligosakkaritler,
oligosakkaritlerin indirgeme uglarina bir flloresan etiket uygulayan 2-antranilamid ile
reaksiyona sokulmustur. Flioresan olarak etiketlenmis oligosakkaritler, HPLC ile
ayrilmistir ve 2-antranilamid ile tlrevlendirmeden once eklenen bir i¢ standart
oligosakkarit ile karsilagtirma ile kantifiye edilmistir ($Sekil 10). a-mannosidoz farelerin
beynindeki major oligosakkarit turleri, 2, 3 veya 4 mannoz rezidlsU igerir. Bunlar
sirasiyla 319, 87 ve 164 pmol/g olan konsantrasyonlarda bulunur ve beyindeki tiim
notral oligosakkaritlerin  %61'ine tekabul eder. Muamele edilmis a-mannosidoz
farelerinin beyninde, nétral oligosakkaritlerin konsantrasyonu, sahte-enjekte edilmis
farelerin %26'sina digmuistir. Dizeltici etki, oligosakkarit tdrlerinin her bir i¢in
bildiriimistir, ancak 9, 7 ve 4 mannoz rezidlsl olan tdrler igin gbrece en yulksektir
(pakiniz, Sekil 10).

Mevcut galismada, bovin bobreginden saflastinimis LAMAN kullanilmistir. Bu enzim
preparasyonu, bir diglk mannoz 6-fosfat icerigi olan matir polipeptitlerden olugsmustur.
CHO hiicrelerinin salgisindan izole edilen rekombinant insan LAMAN'I agirlikh olarak,
oncul formdan olugsmustur, ancak ayrica zayif bir sekilde fosforile edilmigtir. Bu
preparasyonun disik mannoz 6-fosfat iceridi bldylk olasilikla, izolasyon sirasindaki
defosforilasyondan kaynaklanir. Arada sirada, en fazla %401 MRP 300 kolonuna
baglanmis insan LAMAN'I preparasyonlar elde edilmistir (C. Andersson, D. P. Roces,
yayimlanmamig gozlem). Mannoz 6-fosfat reseptdrlerinden yoksun olan fare
embriyonik fibroblastlarinin salgilarindan saflastinlan rekombinant fare LAMAN'I bayik
oranda fosforile edilmistir ve &ncil form ile temsil edilmistir. Dolagimdaki klirens, hayli
fosfarile edilmis fare LAMAN'Y i¢in olana kiyasla bovin bdébredginden ve CHO
hicrelerinden elde edilen iki zayif bir sekilde fosforile edilmis LAMAN preparasyonu igin
daha hizhdir. Farkli LAMAN preparasyonlannin organlar tarafindan ahmi dodrudan
karsilagtirnimamigtir. Bununla birlikte, farkli deneylerin verilerini karsilastirma, zayif bir
sekilde fosforile edilmis insan ve zayif bir sekilde fosforile edilmis fare LAMAN'InIn
benzer fraksiyonlarinin karaciger, bdbrek ve kalp tarafindan alindigim &ne surer.
Yalnizca dalakta, alim farklidir ve daha viksek fosforilasyon ile kolaylastirnimigtir.
Farelerde fosforile edilmis ve fosforile edilmemis B-glukuronidaz alimi kanusundaki ilgili
bir cahgmada, karacigere ve dalaga alim icin farkhlik gdzlenmemisken, bébrede ve

kalbe alim fosforile edilmis enzim igin daha yldksektir (26). Glikosilasyon ve
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fosforilasyon acisindan farkli olan a-galaktosidaz preparasyonlar icin, karaciger, dalak
ve boébrek tarafindan henzer bir alim goézlenmistir (27). Bu, glikosilasyonun ve
fosfarilasyonun lizozomal enzimlerin farkh organlara alimi tGzerindeki etkisinin enzime

bagl oldugunu gdsterir.

Farkh kaynaklardan elde edilen LAMAN preparasyonlan arasindaki bir major farkhlik,
bunlann kararhli§idir. Birinci derece kinetikler varsayilarak, fare (bakiniz, Tablo 1) ve
bovin {gosteriimemistir) LAMAN'Inin aktivitesi 3 saat veya daha az olan bir gdriin(r yar
omdur ile karacigerde, bobrekte ve dalakta dismisken, insan LAMAN'Inin goérandr yar
omrl 3 kattan daha fazla uzundur. Bu, dalakta, bébrekte ve kalpte insan LAMAN'InIN
oligosakkarit depolanmasi Uzerindeki daha yuksek duizeltici etkinligini aciklayabilir
(bakiniz, Sekil 5).

LAMAN'In bir tek intravendz enjeksiyonu, enzimin kaynagina bakimaksizin nétral
oligosakkaritlerin lizozomal depolanmasinin bir g¢abuk ve belirgin dususine yol
agmistir. Dizeltici etki, karacigerde en ¢ok belirgindir. Bu ayrnica, burada dogal tip
farelerde olana kiyasla LAMAN aktivitesinin artisinin en yiksek oldugu dokudur.
Histolojik inceleme, hem parankimal clan hem de parankimal-olmayan karaciger
hicrelerinde depclamanin bir dizelmesini ortaya ¢ikarmistir. Bu, hayli fosforile edilmis
fare LAMAN'" icin (gosteriimemigtir) ve zayif bir sekilde fosforile edilmis insan LAMAN'I
icin (bakiniz, $ekil 7) dogrudur. Bu, B-glukuronidaz ile yapilan daha erken bir galisma
fosforile edilmemis enzim formlarinin neredeyse o&zellikle parankimal-olmayan
karaciger hicrelerine lokalize olurken, fosforile edilmig formlarin hem parankimal olan
hem de parankimal-olmayan hicrelere lokalize oldugunu gésterdiginden, beklenmedik
bir durumdur (26). LAMAN'n dizeltici etkisi, tim dokularda gecicidir. Nétral

oligosakkaritler, enjeksiyondan 2 ila 6 gin sonra yeniden-birikmeye baslamigtir.

Depolamanin gbze ¢arpan bir diizelmesi, dalakta ve bdbrekte depolamayi %80-90
azaltan, vicut agirhdinin her bir g’ igin 250 mU insan LAMAN'Inin enjeksiyonu 3,5
gunde tekrarlandidinda gézlenmistir. Bir hafta iginde, depolama yalnizca karacigerde
degil ayni zamanda bobrekte ve kalpte de kaybolmustur. Daha onemlisi, nétral
oligosakkaritlerin konsantrasyonu ayrica, beyinde yaklasik dértte birine de dismuastir.
Son bahsedilen durum, noral hicrelere bir LAMAN alimina atfedilemez. Farelerde, kan-
beyin bariyeri, yagamin ilk iki haftasi i¢inde olgunlagir ve bu periyottan sonra intraventz

olarak uygulanan lizozomal enzimler kan-beyin bariyerini gegmez (28-31). Bu
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gbzlemlere uygun sekilde, muamele edilmis farelerin beyin homojenatlarinda iz
miktarlarda LAMAN gozlemledik (bakiniz, Tablo 1 ve 2). Bu aktiviteler, ekstra-noral
hucrelere, dmegdin, endotelyumlara, koroid pleksus epitelyumuna ve tam olmayan bir
sekilde c¢ikarilmis meninkslere, atfedilir. Uygulanan LAMAN'In ndéronal ve gliyal
hicrelerde depolanan oligosakkaritlere erigsim saglamasi olasi olmadigindan, alternatif
mekanizmalar disinilmelidir. Kan dolagimi yoluyla veya serebrospinal sivinin bir
iyilestirilmis akisi yoluyla oligosakkaritlerin klirensi, beyinde nédtral oligosakkarit

depolanmasinin azaltiimasina katki saglayabilir.

Ornek 3: rhLAMAN - a-mannosidoz farelerde tekrarli doz replasman terapisinin

etkinligi

Calismanin amaci asagidakilerdir

- Tum periferik dokularda mannoz oligosakkaritleri depolanmasinin bir toplam
dizeltiimesini gdstermek ve beyinde depolamanin dizeltiimesini dogrulamak.

- rhLAMAN"In bir tekrarli dozunun enjeksiyonunun ayrica farkh periferik dokularda
Olcilen LAMAN aktiviteleri Uzerinde de bir etkiye sahip olup olmadigin
belirlemek.

- Tekrarh enjeksiyonlardan sonra antikorlarin gelisimini izlemek ve bunlarin
enzimi gokeltip ¢okeltmedidini kontrol etmek. Fare antikorlar gelistirdiginde,
bunlarin enzimin klirensi Gzerinde bir etkiye sahip olup olmadigini belirlemek.

- Antikorlarin bir arttinlmis dlzeyinin kan beyin bariyerinin (BBB) gecirgenligi
Uzerinde bir etkiye sahip olup olmadigini belirlemek.

- 1 ve 4 haftalik tedaviden sonra, nakavt, enjekie edilmis nakavt ve dogal tip
farelerin gen ekspresyonunu kargilastirmak. Karacigerden elde edilen RNA ile
bir mikro-dizilim deneyi gerceklestirilecektir. Bu deney igin kullanilan fareler,

heterozigot beslemelerden segilir (agadiya bakiniz).
Test sisteminin dogrulanmasi

Test maddesi
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Test maddesi, bir 54 mgml! ¢ozelti (8,2 U/mg, seri 041202) olarak sadlanir ve
saglandigr sekilde kullanilir. Test maddesi, kullanilmadiginda dispanserde dondurulur
(yaklasik -20°C).

Hayvanlar ve ydnetim

Deney icin farelerin 5 farkli grubu kullanilir:

{-/-) a-mannosidoz fareler
{(+/+) C57/B6 (dogal tip fareler)
(+/-) a-mannosidoz fareleri (-/-) ve C57/B6 fareleri (+/-) arasinda

bir caprazlamanin yavrulari olan heterozigot fareler

(-/-) heterozigot ¢aprazlamalardan (+/- fareler) a-mannosidoz
fareler

{(+/+) heterozyigot ¢aprazlamalardan (+/- fareler) dogal tip fareler

Yas: Calismanin baglangicinda 8 haftalk.

Hayvanlarin 64 (erkek velveya digi) fare

saylisi:

Saghk durumu: Hastalikli oldugundan suphe edilen hayvanlar galismadan
gikanlmistir. Anlamh sayida hayvan uygun olmadidinda,

hayvanlarin tim serisi reddedilir ve yeni bir seri elde edilir.

Aklimatizasyon: Hayvanlarin, dozlamanin baglamasindan dnce minimin 3

glin boyunca kaldiklari yere alismasina izin verilir.

Doz Gruplarina Dagitma: Tim hayvanlar tartilmistir ve gerekli sayida hayvan 5 doz
grubuna rastgele tayin edilmigtir. Doz agirhga gére ayarlandiindan ve bu giine kadar
cinsiyet-spesifik farkhhklar bulunmadidindan, bir adirlik ve/veya cinsiyet stratifikasyonu
gerekli degildir. Gen ekspresyonu galismalarinda, cinsiyet siklikla bir ilgili faktor olarak
tarif edildijinden, Mikro-dizilim deneyinde yalnizca erkekler kullanihr (gruplar 2%, 4% ve
5*, asadiya bakiniz).

Oda Ortami: Hayvanlar, paslanmaz c¢elik elek tavanlan ve yatak materyali olarak tahta

talaslar bulunan kati tabanlar olan bir polipropilen kafes iginde 4/kafes veya 8/kafes
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seklinde barindinlir. Kafesler (267 x 207 x 104 mm veya 425 x 266 x 188 mm)
gerekliginde degistirilir.

Kafeslere, bir paslanmaz ¢elik ibrik adzi ve bashg) olan bir polikarbonat su sigesi
(kapasitesi 250 ml) saglanir. Su siseleri gerektiginde doldurulur ve haftada en az bir

kere degistirilir/yikanir.

Otomatik sicaklik ve nem kontrolii vardir, hedef araliklar, her bir saat icin minimum 15
hava degisimi vermesi amaclanan bir oda hava akimi ile, sirasiyla, 20°Cx 2°C'dir ve
%501%15'tir. Sicaklik ve nem araliklari izlenir ve gunliuk olarak kaydedilir. Otomatik 11k

siklusu kontrolu vardir, aydinlik saatler normal olarak, 06.00-18.00'dr.

Diyet ve Su Tedariki

Besin ve su hayvanlar arzu ettiklerinde kullanabilecekleri sekilde mevcuttur. Besinin ve
suyun, calismanin sonucu Uzerinde herhangi bir etkiye sahip olmaya yetecek

konsantrasyonda herhangi bir ilave madde igerdigi disunilmemektedir.

Tedavi (Muamele)

Doz Gruplari/Doz Duzeyi

Grup 1 (biyokimya aragtirmalar igin, 16 LAMAN fare). Farelere bir haftada iki kere
intravendz olarak 250 mU/g vicut agirhg rhLAMAN ile muamele edilmigtir ve 4 farelik

grup 1, 2 ve 4 haftalk tedaviden sonra oldarulir.

Grup 2*ye {mikro-dizilim arastirmalar icin, heterozigot ¢aprazlamadan 8 LAMAN
fareye) bir haftada iki kere intravendz olarak 250 mU/g vicut adirhgr rhLAMAN ile

muamele edilmistir ve 3 farelik grup 1 ve 4 haftalik tedaviden sonra dldirliir.

Grup 3'e (kan-beyin bariyeri, Antikor ve plazma klirensi arastirmalar igin, 12 LAMAN
fareye) haftada bir kere 250 mU/g viacut adirhigi rhLAMAN ile muamele edilmistir.
Farelerin her iki grubu, BBB arastirmalarn icin kullamlan 4 fare ve klirens arastirmasi

icin kullanilan 4 fare 4 haftalik tedaviden sonra éldurdlur.
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Grup 4'e {Sahte muamele edilmis fareler, 12 LAMAN fareye) Grup 3'te/Grup 1'de
muamele edilen hayvanlar ile ayni doz hacminde rhLAMAN i¢in vehikdl ile haftada bir
eref/iki kere muamele edilir. 4 farelik bir gruba haftada bir kere enjekte edilir ve bunlar
(grup 3'ten fareler ile karsilagtinimasi igin) 4 haftalik tedaviden sonra dldirdlir ve 2
farelik gruplar (grup 1 ila karsilastinimasi icin) 1, 2 ve 4 haftalk tedaviden sonra

OldGrulir.

Grup 4*e {Sahte muamele edilmis fareler, heterozigot gaprazlamadan 8 LAMAN
fareye) ve Grup 5*e (heterozigot ¢aprazlamadan 8 dodal fareye), Grup 2*'de muamele
edilen hayvanlar ile ayni doz hacminde rhLAMAN icin vehikil ile bir haftada iki kere

muamele edilir. 3 farelik grup, 1 ve 4 hafta sonra dldaralir.

*Heterozigot beslemelerden {+/-), a-mannosidoz fareler (-/-) ve dogal tip C57/B6 (+/+)

arasinda bir beslemenin yavrularindan, a-Mannosidoz fareler.

TABLO 3: Hayvanlarin doz gruplarina dagitimasi:
LAMAN nakavt fareler (LAMAN Enjeksiyonlarin

Hayvanlar

enjekte edilmig) sayisi
Grup No 1A 1C 2A* 2B* 3A 3B
Tedavi Oldirme Mikro- Evans  Ab-
siresi  zamanlar dizilim Blue fareler
ila /B + + + 0+ + + 36x
10 5w 24x + + + + 24x
tw tw 29x + + 3 o+ + + 29x
t1 5w 17x + + + 17X
tow tow 25x 4 + + + + 25X
125w 13x + + 13x
3w 25x + + + + 25x
tasw 13x + + 13x

Law taw - 4 3 4 4 -
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LAMAN nakavt fareler (LAMAN Enjeksiyonlarin

Hayvanlar _ .
enjekte edilmis) saylisi
Grup No 1A 1C 2A* 2B* 3A 3B
Tedavi Oldirme Mikro- Evans  Ab-
siresi zamanlari dizilim Blue fareler
No 4 4 3 3 4 4
Ayirma +4 +2 +4

TABLO 3: Hayvanlarin doz gruplarina dagitimas) (devami)

Dogal Tip  Enjeksiyonlarin
Hayvanlar LAMAN nakavt fareler
fareler sayisi

Grup No 4A 4B 4C 4D 4E* 4F* bHA* 5B*

Tedavi Oldirme Kontrol Sahte Muamele Kontrol

stiresi  zamanlar edilmig Sahte
Muamele

edilmis
ila + + + + + o+ + + 36x
tosw + + + + + + + 24x
thw tiw 2 + + + 3F + 3 + 29x
1 5w + o+ + + 17x
tow tow 2 + + + + 25x%
125w + + + 13x
13w + o+ + + 25x
t35w + + + 13x
taw taw 2 4 3" 3* -

No 2 2 4 2 3 3 3 3
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Dogal Tip  Enjeksiyonlarin
Hayvanlar LAMAN nakavt fareler
fareler saylsl

Grup No 4A 4B 4C 4D 4E* 4F* 5A* 5B*

Tedavi Oldiirme Kontrol Sahte Muamele Kontrol

stiresi  zamanlan edilmig Sahte
Muamele

edilmig
Ayirma +4 +2

Uygulama Yolu, Suresi ve Yontemi
Test maddesi, hedef doz diizeylerinde lateral kuyruk venlerinin birine bir intravendz
(bolus) enjeksiyon yoluyla uygulanir. Zorunlu doz hacmi, hayvanlarin en gincel

kaydedilmig vacut agirhgina gore hesaplanir.

Uygulamadan dnce, farelere viicut agirhginin her bir 100 g'i igin bir 10 mg/ml Ketavet
(Parke Davis) ve 2 mg/ml Rompun (Bayer) ¢Ozeltisinin 75 pl'si ile anestezi uygulanir

(intra-peritoneal) ve fareler anesteziden derlenene kadar 37°C'de tutulur.

Gozlemler

Viabilite

Tdm hayvanlar viabilite i¢in her giin sabah erkenden ve miumkin oldugu kadar gec¢
kontrol edilir. Siddeti glgsizlik veya intoksikasyon bulgulan goésteren ve bir can
gekisme halinde oldugu disinilen herhangi bir hayvan olduriilir. Olmek (izereyken
dldurilen veya 461U bulunan herhangi bir hayvan, mimkin oldugunda, 6lim gindnde bir
makroskobik post mortem incelemeye tabi tutulur. Olim giiniinde makroskobik post
mortem inceleme yapmak uygulanabilir olmadiginda (6m., gec¢ dgleden sonra veya
hafta sonlari), karkas bir polietilen poset icine yerlestirilir ve sonraki gin incelemeye
kadar bir buzdolabinda (4°C) tutulur.

Klinik Bulgular
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Tdm hayvanlar tedaviye reaksiyon igin dozlama glnlerinde gdzlenir. Herhangi bir

bulgunun baslamasi, yodunlugu ve suresi gozlenir ve kaydedilir.

Viicut Agirhgn

Dozlamadan &énce tiim hayvanlar haftalik olarak tartiir ve kaydedilir ve tablo haline

getirilir.

Laboratuvar aragtirmalari

Tedavi dogrulamasi

Enjeksiyondan hes dakika sonra, (i¢ prosedir no 2'yve gore) rhLAMAN plazma
dizeylerinin dlgliimesi icin retroorbital pleksustan kan alinir. Bir hayvan tam doz
almadiginda, eksik miktarin %'si hesaplanir ve ayni glin hayvana verilir.

Kinetikler

Grup 3'ten 4 fareden, enjeksiyondan bir gln 6nce ve ayrica Ab'nin enzimin klirensi
Uzerindeki olasi bir etkisini arastirmak icin her hir enjeksiyondan 5, 15 ve 30 dakika

sonra retroorhital pleksustan kan alinir.

Enzim calismanin sonunda {4 hafta) hala mevcut oldugunda, bu farelerin tedavisi 8

haftaya kadar devam edecektir.

Antikor belirlenmesi

Dozlamadan dnce, antikor titrelerini dlgmek icin grup 2 hayvanlarindan ayni zamanda

galisma sonlandijinda diger tim hayvanlardan retroorbital pleksustan kan alinir.

Terminal caligmalar

Oldiirme yéntemi
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Farelere, 0,15 M NaCl igindeki bir 10 mg/ml Ketavet (Parke Davis) ve 2 mg/ml Rompun
(Bayer) cozeltisinin 600 pl'si ile anestezi uygulanir, fareler PBS ile perfuze edilir ve

kanatma ile éldiralir.

Grup 3 disindaki tim gruplar igin, oldirme son tedaviden GU¢ buguk gun sonra
gerceklesir. Grup 3 icin, fareler son tedaviden 1 hafta sonra éldirllir (bakiniz, Tablo
3).

Histopatoloji

Asagidaki organlar toplanir ve pH 7,4'e tamponlanmig 0,1 mM NaPi/%6 Gluteraldehit

ile fikse edilir: karaciger, bdbrek, beyin.

Jilet ile kiglik kesitlere kesilir ve fikse edilmig lamlar elektron mikroskobu analizine tabi

tutulur.

Doku LAMAN konsantrasyonlan

TBS/PI {Proteaz inhibitdrleri) igindeki Karaciger, Dalak, bobrek, kalp ve beyin
homojenatar, substrat olarak p-nitrofenil-a-mannopiranosit ve tampon olarak 0,2 M
sodyum sitrat, pH 4,6, %0,08 NaN;, %0,4 BSA kullanilarak LAMAN aktivitesi igin
Olgulir.

LAMAN'n islenmesi Western Blot ile izlenir {(~1mU gereklidir).

Doku Oligosakkaritleri

10.3'te tarif edilen organlardan, Prosedir no 4'e ve 5'e gbre TLC ile organlardaki
depolamanin normalizasyonunu ¢alismak icin ndtral oligosakkaritlerin ekstraktlarinin bir

preparasyonu hazirlanir ve dansitometri ile kantifiye edilir.

Karacijerden ve Kkalpten elde edilen ndétral oligosakkaritler, glikojen girisiminden

kacinmak icin, a-glukosidaz ile sindirilecektir.

Sonuglann istatistiksel analizi
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Aksi ifade edilmedikce, tum istatistiksel testler iki-tarafhidir ve kurum-i¢i yazilim

kullanilarak %5 anlamlilk duzeyinde gergeklestirilir.

Asadidaki ikili kargillastirmalar yapilir;

Grup 1A'va karsi Vehikil Kontrol Grubu 4A
Grup 1B'ye karsi Vehikil Kontrol Grubu 4B
Grup 1C'ye karsi Vehikul Kontrol Grubu 4C
Grup 3A'ya karsi Vehikil Kontrol Grubu 4D
Grup 4E*'a, 4F*'a kars1 Vehikul Kontrol Grubu 5A%, 5B*
Grup 2A*a, 2B™'a kars! Vehikll Kontrol Grubu 5A%, 5B*
Grup 2A*a, 2B*a kars! Vehikll Kontrol Grubu 4E*, 4F*

Veriler, Shapiro-Wilk testi ve dagilim-dagilim-egrileri kullanilarak dagilimin normalitesi
igin analiz edilir. Bir normal dagilim varsayilabildiginde, gruplar arasindaki farkliliklar
ayni-serpilimsellik varsayimi ile veya ayni-serpilimsellik varsayimi olmadan lineer
modeller (ANOVA) kullaniimasi igin test edilir. Veriler (veya log'a dénistiraimis veriler)
normal olarak dadimadiginda, bir Kruskal-Wallis-Test'i kullanilir. ilave veri analizi

adimlari, verilere badli olarak yapilabilir.

(* heterozigot beslemeler, asagiya bakiniz)
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