OZET

KAN BEYIN BARIYERI MEKIGI

5 Mevcut bulus, kan beyin bariyeri (R/BBB) iizerine badlanan kan

beyin bariyeri mekikleri wve bunlarin kullanim y&dntemleri ile

ilgilidir.
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ISTEMLER

1. Bir kan beyin bariyeri mekigi olup, &zellidi; bir badlayici
ve bir transferrin reseptdriine badlanan bir tek dederli
baglama varliga icermesi, burada baglayicinin, efektor
varligini, transferrin reseptdriine badlanan tek dederli
baflama varlidina kenetlemesi, burada transferrin reseptérine
baglanan tek dederli badlama wvarliginin Seqg. Id. No. 14, 15
vevya l6'in amino asit sekansinda bulunan transferrin
reseptorindeki bir epitopu taniyan transferrin reseptérine
yoénelmis bir scFab icermesi ve burada beyin efektor
varlidinin, ndrolejik bozukluk ilacglari, ndérotrofik faktérler
ve P-sekretaz 1, AP, epildermal bluylime faktdri, Epidermal
Bluyume Faktoru Reseptdriu 2, Tau, fosforilize Tau,
apolipoprotein E4, alfa sinitklein, alfa sinikleinin cligomerik
fragmanlari, CD20, huntingtin, prion proteini, lé&since =zengin
tekrarli kinaz 2, parkin, presenilin 2, gama sekretaz, &lum
reseptdrit 6, amileid prekiirsdr proteini, p75 ndrotrofin
reseptdril ve Kkaspaz 67dan olusan gruptan secilen bir bevin
hedefine yonelmis antikorlardan olusan gruptan sec¢ilmesidir.

2, 1Istem 1'in kan beyin bariyeri mekidi olup, ozellidi; burada
beyin efektér varlidinin proteinler, polipeptidler ve
peptidlerden olusan gruptan secilmesidir.

3. Istem 2'in kan beyin bariveri mekidi olup, 6zellidi; burada
Seqg. Id. No. 14, 15 veya 16'in amino asit sekansinda bulunan
transferrin reseptdrindeki bir epitcpu taniyan transferrin
reseptdriine ydnelmis bir scFab ihtiva eden transferrin

reseptdriine baglanan tek deferlikli baglama varlidinin, beyin

efektdr varliginin C ucuna baglavyica tarafindan
kenetlenmesidir.
4. Istem 1 ila 3'iin kan beyin bariyeri mekidi olup, &zellidi;

burada beyin efektdér wvarlidinin, bkeyin hedefine yoénelmis bkir
tam uzunluklu antikor olmasidir.
5. Tstem 4'iin kan beyin bariyeri mekidi olup, 6zelligi; burada

tam uvzunluklu antikorun, bir tam uzunluklu IgG olmasidir.
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6. Istem 5'in kan beyin bariveri mekidi olup, ©dzellidi; tam
uzunluklu IgG antikoru olarak beyin efektdr varligi, baglayici
ve Seqg. Id. No. 14, 15 wveya 1l6'nin amino asit sekansinda
bulunan transferrin reseptdrindeki bir epitopu taniyan
transferrin reseptdriine vyonelmis bkir scFab icermesi, burada
sctab’1n, bagdlayica tarafindan TgG antikorunun agir
zincirlerinin birinin Fec parcasinin C terminali ucuna
kenetlenmis olmasidir.

7. Istem 4-6'nin kan beyin bariyeri mekidi olup, &zellidi;
burada efektdr wvarliginin, Af’ye yonelmis bir tam uzunluklu
antikor olmasidir.

8. Istem 7'nin kan beyin bariyeri mekidi olup, 06zellidi:
burada, 58z konusu AR ve yonelen antikorun, sunlari
igermesidir: (a) Seqg. Id. No. 5'in amino asit sekansini iceren
H-CDR1, (k) Seqg. TId. No. 6'nin aminc asit sekansini igeren H-
CDR2, (c¢) Seq. Id. No. 7'nin amino asit sekansini igeren H-
CDR3, (d} Seg. Id. No. 8'in amino asit sekansini iceren L-
CDR1, (e) Seqg. Id. No. 9'un amino asit sekansini igeren L-CDR2
ve (f) Seg. Id. Nec. 10'un amino asit sekansini iceren L-CDR3.
9. Istem 8'in kan beyin bariveri mekigi olup, 6zelligdi;
Abeta’ya ydnelen antikorun, Seqg. Id. No. 11'in amino asit
sekansini icgeren bir Vi domeni ve Seq. Id. No. 12'in amino asit
sekansini iceren bir Vi, domeni icermesidir.

10. Istem 4 ila 6'nin kan beyin bariveri mekidi olup, &ézelligi:
burada efektédr varliginain, feosforile Tau'ya yénelmis bir tam
uzunluklu antikor colmasidir.

11. Istem 4 ila 6'nin kan beyin bariyeri mekidi olup, &zellidi;
burada efektdr wvarlidinin, alfa sginlkleine ydnelmis bir tam
uzunluklu antikor olmasidair.

12. Istem 1 ila 11'in kan beyin bariyeri mekidi olup, dzelligi;
burada badlayicinin bir peptit badlayici olmasidir.

13. Istem 12'nin kan beyin bariyeri mekidi olup, ©6zelligi;
burada peptid badlayicinin, en az 20 amino asit uzunluklu bir
amino asit sekansi olmasidir.

14, Istem 13'tin kan beyin bariyeri mekidi olup, 6zelligi:

94



10

15

20

25

30

35

burada peptid badlavicinin, 25 ila 50 amino asit uzunluklu bir
amino asit sekansi olmasidair.

15. Istem 1'in kan beyin bariyeri mekidi olup, 6zellidi; burada
transferrin reseptdrine badlanan tek deJerlikli baglama
varlidinin, bir CH2-CH3 TIg wvarlagi ve Seqg. Id. No. 14, 15 wveva
16'nin amino asit sekansinda bulunan transferrin
reseptdriindeki bir epitopu taniyan transferrin reseptdriine
yvénelmis bir scFab icermesi, burada scFak’in, bir ikinci
baglayici tarafindan CHZ-CH3 Ig wvarliginin bir C terminali
ucuna kenetlenmesidir.,

16. Tstem 15'in kan beyin bariyeri mekigi olup, &zelligi; beyin
efektdr varlida, ba¢layici, CHZ2-CH3 Ig domeni, ikinci
baglayici ve Seqg. Id. No. 14, 15 wveya 16'nin amino asit
sekansinda bulunan transferrin reseptdrindekl bir epitopu
taniyan transferrin reseptdriine yodnelen bir scFab igermesi,
burada beyin efektdr wvarlidinin, Dbirinci kadlayici tarafindan
CHZ-CH3 Ig domeninin bir N terminali ucuna Kkenetlenmesi wve
scFab’1n, ikinci badlayici tarafindan CHZ-CH3 Ig domeninin bizr
C terminali ucuna kenetlenmesidir.

17. Istem 15 wveya 16'nin kan beyin bariyeri mekidi olup,
bzelligi; burada CHZ2-CH3 Ig varliginin, bir CH2-CH3 IgG
varligdi olmasidir.

18. Bir beyin efektdr wvarligini kan beyin Dbariyveri bovyunca
tasimak igin bir filzyon proteini olup, ©zellidi; bir CHZ-CH3
Ig wvarligi, bir badglayici ve Seg. Id. Ne. 14, 15 wveya 16'in
amino asit sekansinda bulunan transferrin reseptoriindeki bir
epitopu taniyan bir transferrin resgeptdriine ydnlendirilmis bir
scFab icermesi, burada scFab’in, badlayici tarafindan CHZ-CH3
Ig wvarlidinin bir C terminali ucuna kenetlenmis olmasi ve
burada hkeyin efektdr wvarlidinin, ndrcelojik bozukluk ilac¢lar,
nérotrofik faktérler wve bir beyin hedefine vy&nelmis scFv, Fv,
scFab, Fab, VHH, F(ab'):'den olusan gruptan seg¢ilen antikor
fragmanlarindan veya bir beyin hedefine yoOnelmis peptidlerden
se¢ilmesidir wve burada beyin hedefinin, B-sekretaz 1, AR,

epidermal biyime faktdril, Epidermal Biiylime Faktdril Reseptdri
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2, Tau, fosforilize Tau, apolipoprotein E4, alfa siniuklein,
alfa sintkleinin oligomerik fragmanlarai, CDZ0, huntingtin,
pricen proteini, 1ldsince =zengin tekrarli kinaz 2, parkin,
presenilin 2, gama sekretaz, 6liim reseptéri 6, amiloid
prekilireér protein, p75 ndrotrofin reseptdril ve kaspaz 6'dan
olusan gruptan segilmesidir.

19. Bir beyin efektdr varligini Istem 18'in kan beyin barivyeri
boyunca tasimak ic¢in flizyon proteini olup, ©6zellidi; burada
baglayicinin peptit badlayici olmasidir.

20. Istem 18 veya 19'un fiizyon proteini olup, &zellidi; burada
CHZ2-CH3 Tg wvarliginin, bir CH2-CH3 TgG varlidi clmasidir.

21. Bir beyin efektdr varlidini, istem 18 veya 19'un kan bevyin
bariyeri boyunca tasimak ic¢in bir flizyon proteini ig¢eren bir
konjugat ve Dbeyin efektdr wvarligdi olup, bzelligi; bir
baglayici tarafindan flizyon proteininin CHZ-CH3 Ig varliginin
bir N-terminal ucuna baglanmasidir.

22. Istem 21'in konjugati olup, ¢&zellidi; burada beyin efektér
varlidinin proteinler, polipeptidler ve peptidlerden olusan
gruptan secgilmesidir.

23. Istem 22'nin konjiigati olup, &zellidi; burada efektér
varlidinin bir C terminali ucunun, CH2-CH3 Ig wvarlidinin N-

terminal ucuna badlayici tarafindan kenetlenmesidir.
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TARIFNAME

KAN BEYIN BARIYERI MEKIGI

Mevcut bulus, kan beyin bariyeri (R/BBB) iizerine badlanan bir
kan beyin bariyeri mekidi ve bunlarin kullanim ydntemleri ile

ilgilidir.

BULUSUN ARKA PLANI

Ornedin nérolojik bozukluk ilaclarinin beyin penetrasyonu,
diglik beyin penetrasyonuna sahip bilylik bivoterapdtik ilaclar
veya kilglik molekiillid ilag¢lar, ndrovaskliiler birimdeki (NVU)
diger hiicre bileseni ile birlikte kapsamli ve geg¢irgen olmayan
kan-beyin bariyeri (BBB) 1ile siki gekilde sinirlidir. Bu
engelin {istesinden gelmek ig¢in birgok strateji test edilmistir
ve bunlardan biri, beyin kapiller endotelyumunda eksprese
edilen endojen reseptdrlerin aracilik ettigi transsitoz
yvolaklarini kullanmaktir. Rekombinant proteinler ornedin
moncklonal antikorlar veya peptidler reseptdr aracila
biyoterapdtiklerin beyne iletilmesini saglamak ig¢in bu
reseptdrlere karsi tasarlanmistir. Ancak, beyin alimini
maksimize ederken beyin endotel hicreleri icerisinde (BEC'ler)

vanlis tasniflemeyi ve BEC ig¢inde bkelirli organellerde birikme

derecesini (6zellikle Dbiyoterapdtigin bozunmasina vyol acan
organeller) minimize etmek ig¢in stratejiler, halen
kesfedilmemistir.

Mconcecklonal antikorlar ve dider bkiyoterapdtikler, merkezi sinir
sisteminde (M33) patolejl tedavisi icin biyilk terapdtik
potansiyele sahiptir. Ancak, beyin igerisine dodru vyollari,
BBB tarafindan oSnlenir. Onceki calismalar, kan dolasimina
enjekte edilen bir IgG'nin gok kluclik bir ylzdesi (yaklasik
%0, 1) MSS bélumlerine nufuz edebildidini gbstermistir
(Felgenhauer, Klin, Wschr, 52 1158-1164 (1274)), Bu

kesinlikle antikorun MSS'sindeki diisiik konsantrasyon nedeniyle
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farmakolojik etkileri sinirlavacaktir.

WO 2012/075037, bkir anti-BACEl Fab fragmani ve bir anti-
transferrin reseptdril Fab fragmani ihtiva eden bir bispesifik
tam uzunluklu antikoru aciklamaktadir. Bu bkispesifik antikor,
bir kan beyin bariyeri mekidi olarak gérev gdrir.

us 2005/147613, va bir anti-transferrin reseptdrii tam
uvzunluklu antikoru ve bir anti-Abeta tam uzunluklu antikoru
veya bir anti-transferrin Fab fragmani ve bir anti-abeta Fab
fragmani ihtiva eden bispesifik antikorlari aciklamaktadir.
Her iki yap1i da kan beyin bariyeri mekidgili olarak gdrev vapar.
Dolayisiyla, nérolojik bozukluk yliklerini BBR boyunca mekik
yvilklerine beyine etkili sekilde aktarim sistemleri ic¢in bir

ihtiya¢ bulunmaktadir.

BULUSUN OZETI

Bir birinci goériinimde, mevcut bulus, bir baglayici ve bir
transferrin regeptdrine badlanan bir tek dederli badlama
varlidi igeren bir kan beyin bariyeri mekidi sunar, burada
baglavici, efektdr varligini, Lransferrin reseptdrilne badlanan
tek degerli badglama varlidina kenetler, burada transferrin
reseptdriine badglanan tek dederli baglama wvarlidi Seq. Id. No.
14, 15 wveya 16'in amino asit sekansinda bulunan transferrin
reseptdriindeki bir epitopu tanivan transferrin reseptdrine
yonelmis bir scFab igerir wve burada bevin efektdr wvarlida,
nérolojik bozukluk ilaclara, norotrofik faktdérler ve pB-
sekretaz 1, AP, epidermal biyume faktéri, Epidermal Blyime
Faktérii Reseptdédri 2, Tau, fosforilize Tau, apolipeoprotein E4,
alfa siniiklein, alfa sintkleinin oligomerik fragmanlarai, CD20,
huntingtin, prion procteini, ldsince zengin tekrarli kinaz 2,
parkin, presenilin 2, gama sekretaz, o&lim reseptdri 6, amiloid
prekiirsdér proteini, p75 ndrotrofin reseptdril wve kaspaz 6'dan
olusan gruptan secilen bir beyin hedefine yonelmis
antikorlardan olusan gruptan sec¢ilir.

Kan beyin bariyeri mekidinin &zel bir uygulamasinda, beyin

efektdr wvarligir proteinler, polipeptidler wve peptidlerden
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olusan gruptan segilir.

Kan beyin bariyeri mekidinin ©&zel bir uygulamasinda, beyin
efektdr varlidi, bir beyin hedefine y&nelmis bir tam uzunluklu
antikor, tercihen bir tam uzunluklu IgG igerir.

Kan beyin bariyeri mekiginin o&zel bir uygulamasinda, kan beyin
bariyeri mekidi, bir tam uzunluklu TgG antikoru o<larak beyin
efektdr varlidi, badlayici ve Seg. Id. No. 14, 15 weya 1l6'nain
amino asit sekansinda bulunan transferrin reseptdriindeki bir
epitopu tanivan tTransferrin reseptdrine badlanan bir scFab
igerir, burada scFab, baglayici tarafindan IgG antikorunun
agir =zincirlerinin birinin Fc¢ pargasinin C terminali ucuna
kenetlenir.

Kan beyin bariyeri mekidinin &zel bir uygulamasinda, efektdr
varligdi, AR'ye ydnelmis bir tam uzunluklu antikordur.

Kan beyin bariyeri mekidinin &6zel Dbir uygulamasinda, s6z

konusu ApR’ye ydnelen antikeor, sunlari icerir: (a) Seq. Id. No.
5'in aminoc asit sekansini igeren H-CDRI, () Seqg. Id. No.
6'nin amino asit sekansini igeren H-CDR2, (c} Seg. Id. No.

7'nin amino asit sekansini igeren H-CDR3, (d) Seg. Id. No.
8'in amino asit sekansini iceren L-CDR1, (&) Seqg. Id. No. %'un
amino asit sekansini igeren L-CDRZ ve (f) Seq. Id. No. 10'un
amino asit sekansini iceren L-CDR3.

Kan bevin bariveri mekiinin dzel bir uygulamasinda, Abeta’va
yonelen antikor, Seqg. Id. Nc. 11'in aminoc asit sekansini
iceren bir Vg domeni ve Seqg. Id. No. 12'in amino asit sekansini
igceren bir Vi domeni igerir,.

Kan beyin bariyeri mekidinin &zel bir uygulamasinda, bir beyin
hedefine vdnelmis kan bevin bariveri mekidinin antikorunun
birinci adir zinciri, bir birinci dimerizasyon modill igerir
ve bir beyin hedefine yonelmis kan beyin bariyeri mekidinin
antikorunun ikinci agir zinciri, iki agir zincirin
heterodimerizasyonuna 1imkan veren Dbir ikinci dimerizasycn
modilld igerir.

Kan beyin bariyeri mekidinin &zel bir uygulamasinda, beyin

hedefine vydnelmis kan beyin bariyeri mekidinin antikorunun
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birinci adir zincirinin birinci dimerizasyon modilid topuzlar
icerir ve beyin hedefine yonelmis kan beyin bariyeri mekidinin
antikorunun ikinci agir zincirinin dimerizasyon  mediilii,
delikler ig¢ine topuzlar stratejisine g&re delikler icgerir.

Kan beyin bariyeri mekiginin &zel bkir uygulamasinda, efektdr
varligi, fosforile Tau'ya yonelmis bir tam uzunluklu
antikordur.

Kan beyin bariveri mekidinin é&zel bir uygulazmasinda, efektdr
varlidi, alfa siniikleine vonelmis bir tam uzunluklu
antikordur.

Kan bevyin bariyeri mekiginin bzel bir uygulamasinda,
baglavici, tercihen, en az 2% amino asit uzunluklu bir amino
asit sekansi, daha tercihen 30 ila 50 amino asit uzunluklu bir
peptid clan bir peptid badlayicidir, oOzellikle Dbahsedilen
baglayvici, (GsS)eGz veya (GaS)a’ tir.

Mevcut bulusun asadidaki ¢ uygulamasi, bir kan beyin bariveri
mekigdi ile ilgili olup, burada beyin efektér wvarlidi, bevin
efektdr wvarlidinin bir tam uzunluklu antikor, &zellikle bir
tam uzunluklu IgG clmamasi kosuluyla bir protein, polipeptid
veya peptiddir.

Kan beyin kariyeri mekidinin &zel bir uygulamasinda, badlanan
transferrin reseptdrine tek dederli baglama varlaidi bir CH2-
CH3 Ig wvarligyr ve Seqg. Id. No. 14, 15 wveya 16'in amino asit
sekansinda bulunan transferrin reseptérindekl Dbir epitopu
taniyvan transferrin reseptdriine badlanan bir scFab digerir,
burada scFab, bir ikinci badlayici tarafindan CH2-CH3 Ig
varlidinin bir C terminali ucuna kenetlenir.

Kan beyin bariveri mekidinin &6ézel bir uygulamasinda, kan bevin
bariveri mekidi bevin efektdr varlidi igerir, baglayici, CHZ-
CH3 Ig domeni, i1kinci badlayici ve Seqg. Id. No. 14, 15 veya
16"'nin amino asit sekansinda bulunan transferrin
reseptdriindeki bir epitopu taniyan transferrin reseptdrine
baglanan bir scFab igerir, Dburada beyin efektdr wvarlidga,
birinci badlayici tarafindan CH2-CH3 TIg domeninin bir N

terminali ucuna kenetlenir ve scFab, ikinci badlayica
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tarafindan CHZ-CH3 Ig domeninin bir € terminali ucuna
kenetlenir.
Kan beyin bariyeri mekidinin &zel bkir uygulamasinda, CH2-CH3
Ig varligi, bir CHZ-CH3 IgG wvarligidir.
Mevcut bulusun kan beyin Dbariyeri mekigi bir ilag olarak
kullanilabilir, &zellikle bir néroleojik bozukludun, &rnedin
Alzheimer’s hastalidinin tedavisi icin kullanilabilir.
Mevcut bulusun kan beyin bariveri mekidi bevyvin efektér
varlidini kan bevin bariyeri boyunca tasimak icin
kullanilabilir,
Ozel bir uygulamada, Fc¢ parcgasinin C terminali ucundan kan
beyvin bariveri reseptdrine badlanan tek dederli Dbagdlama
varlidi olarak scFab’a kenetlenmis mevcut bulusun kan beyin
bariyeri mekidinin IgG antikorunun agir =zinciri asagdidaki
vaplya sahiptir:
* IgG agir zinciri,
* TgG agir zincirinin Fc¢ kisminin C-terminal ucunun, scFab'in
VL bdlgesinin N-terminal ucuna baglavici kenetlemesi,
* ScFab'in dedisken hatif zincir domeni (VL) ve C-kappa hafif
zincir domeni,
* gcFab'in C-kappa hafif zincir domeninin C-terminal ucunun
scFab'in VH bdélgesinin N-terminal ucuna baglayici
kenetlemesi,
* scFab antikorunun dedisken agir zincir domeni (VH) wve IgG
CH3 agir zincir domeni.
Bir ikinci gorinimde mevcut bulus, bir beyin efektdr varliginz
kan bheyin Dbariyeri bkovunca ftagimak igin bir CHZ-CH3 Ig
varlidi, bir baglayici ve Seq. Id. No. 14, 15 veya 16'in amino
agit sekansinda bulunan transferrin reseptdrindeki bir epitopu
tanivan bir transferrin reseptdriine vyoénlendirilmisg bir scFab
ihtiva eden bkir fizyon proteini sunmaktadir, burada scFab,
baglayici tarafindan CHZ-CH3 Ig wvarlidinin bir C terminali
ucuna kenetlenmistir ve burada beyin efektdr wvarlidir ndrclojik
bozukluk ilaclar, ndrotrofik faktdrler wve bir bevin hedefine

yonelmis sckv, Fv, scFab, Fab, VHH, F(ab')Z'den olusan gruptan
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segilen antikor fragmanlarindan veya bir beyin hedefine
yonelmis peptidlerden se¢ilir wve burada beyin hedefi, -
sekretaz 1, ApB, epidermal biyime faktdri, Epidermal Biylme
Fakté6rii Reseptédri 2, Tau, fosforilize Tau, apolipoprotein E4,
alfa siniliklein, alfa sinikleinin oligomerik fragmanlari, CDZ20,
huntingtin, prion precteini, 1édsince =zengin tekrarli kinaz 2,
parkin, presenilin 2, gama sekretaz, &lUm reseptdrid 6, amiloid
prekiirsdr protein, p75 ndrotrofin reseptdril ve kaspaz 6'dan
olusan gruptan sec¢ilir.

Mevcut bulusun filizyon proteininin &zel bir uygulamasinda,
mevcut bulusun flizyon proteini ayrica, beyin efektdr varlidini
CHZ-CH3 Ig wvarliginin N terminali ucuna kenetlemek i¢in CHZ-
CH3 Ig wvarliginin N terminali ucunda bir badlayici igerir.
Mevcut bulusun fluzyon proteininin ©&zel bir uygulamasinda,
baglayici, bir peptid kadlayici, ©&zellikle, en az 15 amino
asit uzunluklu, daha &zel olarak 20 ila 50 amino asit
uzunluklu bir amino asit sekansi olan bir peptid olup, en
Hzellikle bahsedilen badlayici, amino asit sekansi (G4S)eG2
(Seq. Id. No. 13) veva (Gs3S)s (Seg. Id. No. 17)’'vye sahiptir.
Mevcut bulusun filizyon proteininin dzel kir uygulamasinda, CH2-
CH3 Ig wvarligi, bir CHZ2-CH3 IgG varlididar.

Bir fdUginclt gérintimde mevcut bulus mevcut bulusun bir flzyon
proteini ve mevcut bulusun flizyon proteininin CHZ2-CH3 Ig
varlidinin bir N terminali ucuna bir baflayici ile kenetlenen
bir beyin efektdr varligini ihtiva eden bir konjlgat sunar.
Mevcut bulusun keonjlugatinin &zel bkir uygulamasinda, beyin
efektdr varligi, bir nérotrofik faktdrdir ve burada nérotrofik
fakté6rii CHZ-CH3 Ig wvarlaidinin N terminali ucuna kenetleven
baglayici, bir peptid badlayicidir.

Ayrica, mevcut bulusg, mevcut bulusun konjiigatini ihtiva eden
bir farmasdtik formlilasyon ve bir farmasdtik tasiviciya,
konjlugatin bir ila¢ olarak kullanimini, &zellikle konjigatin
bir nérodejeneratif bozukludun, bzellikle Alzheimer

hastaliginin tedavisi ig¢in kullanimini sunmaktadir.



10

15

20

25

30

35

SEKILLERIN KISA ACIKLAMASI

Sekil 1: Kan beyin bariyeri mekiklerinin (flizyon proteinleri)
farkl: big¢imi &rneklerde kullanilmistir. 1A: AR (mAb31l) 'e
yénelen IgG. IB: AR (mAb3l)'e ydnelen bir IgG'nin F¢ parcasina
kenetlenen TfR'yve vyonelmisg tek Falb (sFab = tek scFab). 1C: AP
(mAb31)'e yonelen bir TIgG'nin F¢ parcasina kenetlenen TfR'ye
yénelmis ¢ift Fab (dFab = c¢ift scFab). scFab vyapisi, IgG
antikorunun adir zincirinin C terminal ucuna kavnastirilair.
Sekil 2: Fizyen proteinlerinin AR vapilarina baglanma
zellikleri, Baglanma afinitesi bir FLTSA kurulumu
kullanilarak &lciilmis olup, Fab vyapilarinin Ap badlanma
dzelliklerini muhafaza ettiklerini gdstermistir. mAb31-8D3
yapilarinin Abeta fibrillerine badlanmasi. 8D3 (bos kareler)
immobilize edilmis Abeta fibrillerine badlanmazken, mAb31-8D3-
dFab (dolu kareler), mAb31-8D3-sFab (bos lcgenler) wve mAb31
(dolu iiggenler) karsilastirilabilir afinitelerle baglanir.
Sekil 3: Yapilarin transferrin reseptdrine (TIR) badlanma
Hzellikleri. Badlanma afinitesi bir ELISA kurulumu
kullanilarak olclUlmis, bu  &lc¢iim, sadece Fabk vapilarinin
transferrin reseptdrind (TER) bagladigini wve ¢iftli Fab
yvaplisinin pbivalent badlama modu nedeniyle biraz daha vyiliksek
gérinlir afiniteye sahip oldudunu g&stermektedir. MAL31-8D3
vapllarinin mTfR"vye badlanmasi. mAb31 (delu icgenler)
immcbhilize edilmis mTfR'vye baglanmazken, mAb31-8D3-dFabk (dolu
kareler) 8D3 ana antikoruninkine (bos kareler)
karsilastirilabilir bir afinite 1le badlanir. Tek deferli
mAb31-8D3-sFab yaplisi (bos ucgenler) bir ara baglanma
afinitesi g&stermektedir.

Sekil 4: Anti-AB monoklconal antikoru mAb3l (Sekil 4A), tekli
Fab mAb31 (mAb31'in C terminal wucuna kaynastirilmig tekli
sckFab) (Sekil 4B) wve ¢ift Fab mAb31’in plak dekorasyonu
(mAb31'in C terminal wucuna kaynastirilmis ¢ift scFab’lar)
(Sekil 4C). PS2APP farelerine (n=3/yapisi) enjekte edilen
yapi, tek intravendéz 10 mg/kg dozu wve ardindan dozdan 8 saat

sonra beyin perflizyonu. Analiz, plak baglanmasi igin
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imminohistokimya ve konfokal mikroskopiyi kapsamistir.
Veriler, sadece tek Fab-mAb31l yapisinin BBB'yi gecip plakalara
baglanabilecedini géstermektedir. Sekil, tiim hayvanlardan
beynin kir temsili alanini géstermektedir.

Sekil 5: Ciftli Fab-mAb31 yapisinin kantifikasyonunu gdsterir.
Plak wve kilcal Dboyama, i¢ farkli bdlgede tedavi edilen {ig
hayvanin hepsinde &lciilmiigstiir (her wvapi icin toplam 9 alan).
Veriler, c¢ift Fab-mAb31l vapisi idic¢in mAk31'e kivasla sadece
kilcallarda bir artis oldufunu gdstermektedir. Plakta (beynin
iginde}) c¢ift Fab-mAb31l dizeylerinde artis saptanmamistir.
mab31l (HEK kontreolil) kargsisinda g¢ift Fab-mab3fin, 10 mg/kg,
dozdan 8 saat sonra kantifikasyonu.

Sekil 6: Tekli Fab-mAb31l vyapisinin kantifikasyonunu gdsterir.
Plak wve kilcal beyama, 1i1U¢ £farkli bélgede tedavi edilen g
hayvanin hepsinde &lgilmistiir (her yap1 ig¢in toplam 9 alan),
Veriler, tek Fab-m2&b31l vyapisi ig¢in plaklarda mab31'e kiyasla
bPliyiik bir artis oldudunu gdstermektedir. Fleoresans sinvalinin
kantifikasyonu, tek Fab-mAb31’in mAb31l vyapisina kiyasla 50
kattan fazla artis sagladigini gbstermektedir. Kilcal
damarlarda, BEB tzerinden geglisi ghsteren mAb31 ile
karsilastirildiginda tekli Fab-mAb3l yapisi 1i¢in gegici bir
boyama vardir. Doz sonrasi 8 saat ve 25 mg/kyg, dozdan 24 saat
sonra mab3l (HEK kontroli) karsisinda tekli Fab-mab31 10
mg/kg’nin kantifikasyonu.

Sekil 7: Iki farkli dozda anti-Ap monoklonal antikoru mZb317in
ve ¢ok bir disiik dozda tekli Fab mAb31'in (mAb31'in C terminal
ucuna tek scFab kaynastirilmis} plak dekorasyonu. PSZAPP
farelerine (n=3/vyap1i) enjekte edilmis vapi, tek intravendz doz
ve ardindan dozdan sonra ¢egitli zaman noktalarinda beyin
perfliizyonu. Analiz, plak baglanmasi 1i¢in immiinochistokimya ve
konfokal mikroskopiyi kapsamistir. Veriler, sadece tek Fab-
mAb31l  vapisinin BBB'yl gegip plakalara baglanabilecedini
gbstermektedir. Beyin maruzivyeti, tekli Fab-mab3l vyapisi icin
¢ok hizlidir ve plak dekorasyonu en az bir hafta boyunca tek

bir uygulama tarafindan sirdiirtilebilir.
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Sekil 8: Tekli Fab-mab3l veya ¢iftli Fab-m2b3l ile islenen
TfR'nin  hiicre yizeyi ekspresyonunun kantifikasyonu. Ciftli
Fab-maAb3l vyapisi 1le transferrin reseptdri (TER) hiicre
yviizeyinin asadi regiilasyonu. TfR’yi ekprese eden beyin endotel
hiicreleri, va tekli Fab-mAb31l vyapisi (Sekil 84) vya da c¢ift
Fab-mAb31 vyapisi ({Sekil 8B) ile 24 saat silireyle enkibe
edilmigtir. Sadece c¢ift Fab-m&b31l vapisi, TfR eksprese eden
hilcre vizeyi seviyesini distirmistir.

Sekil 9: Tekli Fab-mab3l wveya ¢iftli Fabk-mAk3l ile muamele
edilmis TfR'nin in wvivo hiicre trafigi. Erken zaman noktalara,
in vivo kapiler ve plak boyamalarini incelemektedir. Hem sFab-
MAR31 (Sekil 94) hem de dFab-MADL31 (Sekil SB), beyin
damarlarini, enjeksiyondan 15 dakika sonra dagilimlarinda bir
fark olmadan dekore etmektedir. Enjeksiyondan 8 saat sonra,
sFab-MAbL31, parankime ulasir wve amiloid plaklarini dekore
ederken (Sekil 9C oklar), dFab-MAb31 15 dakika zaman noktasina
benzer sekilde beyin damarlarinda kalir (Sekil gDy} .
Parankimde, dFab-MAb31 ic¢in herhangi bir amiloid pladi tespit
edilememigtir.

Sekil 10: Tekli Fab-mab3l veya ¢iftli Fab-mAb31l ile muamele
edilmis TfR'nin in vivo hiicre trafidi. Arastirmada kullanilan
tim yapilarin bitinligini kontrol etmek ig¢in, 18 aylik fare
APP transgenik bevin kriyokesitlerinin boyanmasi MADR31 (Sekil
10A), sFab-MADL31 (5ekil 10B) vwveya dFab-MAB31 (S5ekil 10QC)
kullanilarak vyapilmigstair. Sekil 10D, kentrol  sconucglarin:
gdstermektedir. Sonug¢lar, 3 yapinin da transgenik farelerin
beyninde amilcid plaklari tespit ettidini gdstermistir.

Sekil 11: Tekli Fab-mak3l ile muamele edilmis TfR'nin in wvivo
hilcre trafigi. In vivo tedavi edilmis &rnekler iistiinde vyiiksek
¢dHzintrliklu konfokal mikroskopi sFab-MAb31’in beyin
kilcallarin luminal vanini dekore etmedidini ancak endotel
hilcrelerinin luminal membranini gegen vezikill benzeri yapilar
icerisinde wve endotel hilcresi sitozolid icerisinde bulundudunu
géstermektedir, Sekil 11'deki oklar, endotel hiicre
cekirdeklerinin abluminal tarafinda sFab-MAb31 vapilarina
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igceren veziklilleri gdsterir. Bu veriler, her 1ki sFab-MAb31’in
beyin endotel hilcresinin girebildidini ve vaskllatiiri
gecebildidini wve beyinin (Sekil 9A ve C 1le karsilastiriniz)
parankim bosludu amiloid plaklarina ulasabildidini
g&stermektedir.

Sekil 12: Ciftli Fab-mab3l ile muamele edilmis TfR'nin in vivo
hilcre trafigi. In vivo tedavi edilmis &rnekler Ustindeki
vilksek ¢oz{inlrliikli konfokal mikroskopi dFab-MAbL31’in bevin
kilcallarinin luminal vanini dekore etmedidini ancak endotel
hilcrelerinin luminal membranini geg¢en vezikill bkenzeri yapilar
igerisinde ve endotel hiicresi sitozell igerisinde bulundugunu
gdstermektedir. Sekil 12'deki oklar, endotel hiicre
cekirdeklerinin abluminal tarafinda dFab-MAL31 yapilarini
igeren vezikiilleri gdsterir. Bu wveriler, dFab-MAb31°in, beyin
endotel hiicreleri girebilecedini ancak, vaskiilatirt
gegemeyerek takildiklarini wve Dbu yizden beyinin parankim
bosludundaki amiloid plaklarina ulasamadiklarina
gbstermektedir (Sekil 9B ve D ile karsilastiraniz).

Sekil 13: 1i.v. wuygulamadan sonra beyin maruziveti ve plak
dekorasyonu. Sekil 13A: mAb31l, dFab wve sFab yapilara, FPS2APP
transgenik hayvanlarina 10 mg/kg'de intravendz olarak enjekte

edilmis, hayvanlara perflizyon yapilmis ve enjeksiyondan 8 saat

sonra sakrifive edilmistir. dFab icin plak dekorasvyonunda
mAb31 ile karsilastirildidinda anlamli bir artis
saptanmamistir. Saptama antikcrundan 555 nm'de floresans

vodunluduna dayali clarak, SFab yapisi ic¢cin ana mAb3l'den 55
kat daha yiksek bir plak dekorasyonu tespit edilmistir.
Enjeksivyvondan 8 saat sonra mAb31 (Sekil 13B), dFab (Sekil 13QC)
ve sFab’in (Sekil 13D) korteksinde temsili immlnohistokimya
boyvamasi. dFabk sadece mikrodamar boyamasini gdsterirken, sFab
yogdun sekilde amilcid-B plaklarinia dekcore eder. Sekil 13E:
Disltk bir dozda sFab yapisinin (2,66 mg/kg) hem 2 mg/kg hem de
10 mg/kg mAb31 i1le karsilastirildiinda hizla wve anlamli
51lc¢lide beyindeki plaklara ulastiginin gdsterilmesi. SFab

vapisinin hedef badlantisi, enjeksiyondan en az bir hafta
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sonra sirdiriilebilir olur. Immiinohistokimya boyvamasi, mAb31
igin 2 mg/kg'da (Sekil 13F) wve sFab ig¢in enjeksiyondan 7 giin
sonra 2,66 mg/kg'da (Sekil 13G) plak dekorasyonunu gdsterir.
Sekil 14: 14 haftalaik i.v. enjeksiyonlar ile tedavi edilen
plak tagiyan PS2APP farelerindeki bir kronik g¢aligmadzki in
vivoe etkililik. Calismanin sonunda rezidilel plaklara badl:
uygulanan yapilarin sirasiyla distik deozda mAb31l, orta dozda
mAb31, disiik dozda sFab ve orta dozda sFab (Sekil 14A-D) icin
hedef plak baglanmasi gbsterilmistir. Plaklarin
immiinohistokimyasal Dboyamasi sonrasi kantitatif morfometrik
analizi, korteks wve hipokamplis ig¢in gdsterilmistir (Sekil 14
E}. 4,5 aylikken sakrifive edilen tedavi edilmemis hayvanlarin
plak vyikil, c¢alismanin baslangicinda referans hatti amiloidoz
diizeyi o¢larak gdsterilmektedir. Plak sayisinda dnemli bir
azalma, aragla tedavi edilen hayvanlarda gdrilen ilerleyici
plak olusumu ile karsilastirildiginda orta doz sFab ile
tedaviden sonra belirgindir; disik doz sFab'da bile plak
olusumunda azalma egilimi gdrilmektedir. Dolayaisiyla, sFab
vaplsl hem korteks hem de hipokampiisteki plak sayilarini
bnemli oOlcliide azaltir. Plak boyutlarinin analizi, kiugiuk plak
boyutlari ig¢in en belirgin plak numaralarinin azaldidini
ortaya koymustur. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0d,001.

Sekil 15: Fc¢ C-terminaline kaynasik TfR scFab fragmanlarina
sahip olan antikor multimerik ADCC'yi indiklemez. NK9Z aracili
BAL/F3 fare eritroldsemni hiicrelerinin Sldiurilmesi, LDH
saliminin kantifive edilmesivyle Slcialmistiir. Sadece
“geleneksel” “N-terminal - Fc” yonelimindeki TfR badlayici Fab
kismina sahip multimerik vapilar, anlamla Hlelde ADCC
indiiklerken, ters yonelimli beyin mekidi vapilari sessizdir.
Sekil 16: transferrin reseptdriine ybnelmis scFab 8D3, fare
transferrin reseptériiniin  hilcre disi domenindeki {i¢ ayr:
peptidi badlar. U¢ amino asit ile ortiusen antikor 8D3 ila 15
mer peptitlerin badlanmasi, immobilize mTfR peptidlerini
tagiyan bir CelluSpot lambasinda enkiibe edilmis antikorun

kemiliminesan tespiti ile acifa g¢ikarilmistir. EKutu: 8D3
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tarafindan badli peptidler #373, 374 wve 376 (Seq. Id. No. 15,
16 ve 17).

Bulus Tanimlarinin Uygulamalarinin Ayraintili Aciklamasi
"Kan-beyin bariyeri”™ veya "BBBR", ©beyin kilcal endotelyal
plazma zarlari i¢indeki si1ki baglantilarla olugan,
molek{illerin, ire gibi c¢ok kiiclik molekiillerin bile (60 Dalton)
beyine taginmasini kisitlayan sgiki bir Dbariyer olusturan
periferik deolasim wve bevyin ve omurilik arasindaki fizvyolodik
bariyver anlamina gelir. Beyin ig¢indeki BBB, omurilik ig¢indeki
kan omurilik bariyeri ve retina ig¢indeki kan-retinal bariyeri,
M$S igindeki bhitisik kilcal bariyerlerdir ve burada toplu
olarak kan-beyin bariveri wveya BBB olarak adlandirilair. BBEB
ayrica, kan-CSF bariyerini (koroid pleksus) kapsar, burada
barivyer kapiler endotel hiicrelerinden ziyade ependimal
hucrelerden olusur.

Delikler igine topuzlar dimerizasyon modiilleri wve antikor
tasariminda kullanimlari, Carter P.; Ridgway J.B.B.; Presta
L.G.: Immunotechnology, Cilt 2, Sayi 1, Subat 19%6, sf. 73-
73(1l) vavininda tarif edilmektedir.

"Merkezi sinir sistemi" wveya "M33", vicut fonksiyonunu kontrol
eden sinir dokusu kompleksi anlamina gelir wve Dbeyin ve
omuriligi kapsar.

Bir "kan-beyin bariyeri reseptdri” ("R/BBB" olarak
kisaltilir), molekilleri BBB bovunca tasivabilen veva eksojen
olarak verilen molekiilleri tagsimak icin kullanilabilen beyin
endotel hicreleri lzerinde eksprese edilen bir ekstraseliller
membran ile baglantili reseptdr proteinidir. Buradaki R/BBRB
drnekleri sunlari icerir: transferrin reseptdéril (TfR), insiilin
reseptdril, insidlin benzeri biylime faktdril reseptdéri (IGF-R),
disiik vogunluklu lipoprotein reseptorleri, drnedin,
sinirlayici olmaksizin dilglik yodunluklu lipoprotein reseptdri,
ile 1ilgili protein 1 ile 1ilgili (LRP1l) wve disuk yodunluklu
lipoprotein reseptdri, protein 8 ile ilgili {LRP8), wve
heparin-badlayici epidermal biylime faktdril Dbenzeri bilyime

faktérin  (HR-EGF). Burada R/BBB/nin kir &rnedi, transferrin
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reseptdriudir (TIR).

“"Beyin efektdr wvarlidi”, beyine BBB i{izerinden tasinacak bir
molekiil anlamina gelir. Efektdr wvarlik tipik olarak beyne
verilmesi istenen karakteristik bir terapétik aktiviteye
sahiptir. Efektdr wvarlidi, ndrolojik Dbozukluk ilag¢lari ve
sitotoksik maddeleri drnedin peptidler, proteinler ve
antikorlar, &zellikle bir beyin hedefine yénelmis monoklonal
antikorlar veya bunlarin fragmanlarini icgerir.

"Tek dederlikli badlanma wvarligi"™, spesifik olarak wve Dbir
monovalent baglanma modunda bir R/BBB'ye baglanabilen bir
molekiil anlamina gelir. Mevcut bulusun kan beyin mekidi
ve/veya konijligati, bir tek dederlikli badlanma wvarlidinin bir
biriminin bulunmasi 1ile, baska bir deyisle mevcut bulusun kan
beyin mekigi ve/veya konjligatinin tek dederlikli baglanma
varlidinin bir birimini icermesiyle karakterize edilir. Mevcut
beyanin tek deferlikli Dbaglanma wvarligi, bunlarla sinirl:
kalmamak kaydivyla proteinler, polipeptidler, peptidler wve
antikor fragmanlarini, ©Srnedin Fab, Fab', Fv fragmanlari, tek
zincirli antikor molekiillerini, ©&drnedin tek =zincirli Fab,
scFv’yi kapsar. Tek degerlikli baglanma varligi, ©Ornedin faj
gbsterimi veya immiinizasyon giki son teknolojiler kullanilarak
gelistirilmis Dbir iskele proteini olabilir. Tek dederli
badlama wvarlidi bir peptid de olabilir. Mevcut Dbulusun tek
deferli badlama varligi bir tek zincirli Fab (scFab)’1i igerir.
Belirli uygulamalarda, tek dederli baglama varli§i bir CHZ2-CH3
Ig domeni wve bkir kan beyin bariyeri reseptdriine ydnelmis bir
tek zincirli Fab (scFab)’1 igerir. scFab, CH2-CH3 Ig domeninin
C terminal ucuna bir baglayici 1le kenetlenir. Belirli
uygulamalarda, scFab transferrin reseptdriine yoénelmistir.

"Tek dederlikli baflanma modu" R/BBB’ye spesifik bir bagdlanma
anlamina gelir, burada tek degerli hkadlama wvarlidi wve R/BBB
arasindaki etkilesim bir tek epitop yoluyla meydana gelir. Tek
deferlikli baglanma modu, tekli bir epitop etkilesim nocktasi
nedeniyle R/BBB'nin herhangi bir

dimerizasyonu/multimerizasyonunu dnler. Tek deerlikli

13



10

15

20

25

30

35

baglanma modu, R/BBB'nin hicre ici slralamasinin
degistirilmesini &nler.

“Epitop” terimi, bir antikcra spesifik olarak baglanabilen
herhangi bir polipeptit belirlevicisini icerir. Belirli
uygulamalarda, epitop belirleyicisi, ©Ornegin amino asitler,
seker vyan =zincirleri, fosforil wveya siilfonil gibi kimyasal
olarak aktif yuzey molekiil gruplanmalara ve belirli
uygulamalarda, ¢ boyutlu yapisal ¢&zelliklere wve spesifik viik
dzelliklerine sahip olabilir. Bir epitcop, bkir antijenin, kir
antikor tarafindan baglanan bir bdélgesidir.

"Transferrin reseptdri” ("TfR™), omurgalilarda demir aliminda
rol oynayvan iki disiilfid badlantili alt biriminden (her biri
yvaklasik 90.000 gdrinur molekiil agirlaikla) olusan bir
Lransmembran glikoproteinidir (vaklasik 180.0007 11k bir
molekiil agdirligi). Bir uygulamada, burada TfR, &rnedin,
Schneider et al. Nature 311: 675 - 678 (1284) vayininda oldudu
gibi insan TfIR'i ihtiva eden amino asit sekansidir.

Bir "ndrolcocjik bozukluk" burada kullanildidar sekilde, MSS’'yi
etkileyen ve/veya MSS'de bir etiyolojiye sahip olan bir
hastalik veya bozukluk anlamina gelir. Ornek MSS hastaliklary
veya bozukluklarz arasinda, bunlarla sinirli kalmamak
kaydiyla, néropati, amiloidoz, kanser, bir okiiler hastalik
veya bozukluk, viral wveya mikrobival enfeksivyon, enflamasyon,
iskemi, nérodejeneratif hastalik, ndbet, davranis bozukluklari
ve bir lizozomal depolama hastalidi bulunur. Mevcut basvurunun
amacl dodrultusunda, MSS’in, normalde vicudun geri kalanindan
kan-retina bariyeri ile ayrisan gtzu de igcerdigi
anlasilacaktair. Spesifik nérelojik bozukluk Srnekleri
arasinda, bunlarla sinirli kalmamak kaydivla, ndrodejeneratif
hastaliklar (&rnegin bunlarla sinirli olmamak kaydiyla, Lewy
cisimcigi hastalidi, postpeliomiyelit sendromu, Shy-Draeger
sendromu, olivopontoserebellar atrofi, Parkinson hastalida,
coklu sistem atrofisi, striatonigral dejenerasyon, tauopatiler
(&rnedin bunlarla sinirla olmamak kaydiyla, Alzheimer

hastalidil ve supraniikleer palsi), prion hastaliklari ({(Srnedin,
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bunlarla sinirli olmamak kaydivla, sidar spongiform
ensefalopatisi, skrapi, Creutzfeldt-Jakob sendromu, kuru,
Gerstmann-Stravssler-Scheinker hastaliga, kronik harabivyet
hastaligi, wve &limciil familyal uykusuzluk), bulbar palsi,
motor ndron hastaligr vwve sinir sistemi heterodejeneratif
bozukluklara (Grnedin, bunlarla sinirli olmamak kaydiyla,
Canavan hastalida, Huntington hastalidi, néronal
sercitlipofuskinoz, Alexander hastalidi, Tourette's sendromu,
Menkes sendromu, Cockayne sendromu, Halervorden-Spatz
sendromu, Lafora hastalidil, Rett sendromu, hepatolentikiiler
dejenerasyon, Lesch-Nyhan gsendromu ve Unverrikht-Tundborg
sendromu), demans (érnedin bunlarla sinairli olmamak kaydivyla,
Pick hastalidi ve spinoserebellar ataksi), kanser (drnedin MSS
ve/veya beyin kanseri, Ornedin vicudun herhangli bir yerindeki
kanserden kaynaklanan beyin metastazi dahil) bulunur.

Bir "ndrolejik bozukluk ilaci™, bir wveya daha fazla ndrolojik
bozukludu tedavi eden bir ilag¢ veya terapdtik maddedir. Mevcut
bulusun ndrolojik bozukluk ilac¢lari arasainda, bunlarla sinairla
kalmamak kaydivyla, kicuk molekiillll bilesikler, antikorlar,
peptidler, proteinler, bir veya daha fazla MSS hedefinin dogal
ligantlara, bir vevya daha fazla  MSS hedefinin dogal
ligantlarinin modifiye edilmis versiyonlarzi, aptamerler,
inhibe edici niikleik asitler (baskaza bir devyisle, kiiciik inhibe
edici RNA'lar {s1RNA) ve kisa tokalili RNA'lar {shRN&) ),
ribozimler ve vyukaridakilerin klgiitk molekllleri veya aktif
fragmanlari bulunur. Mevcut bulusun &rnek nérolojik bozukluk
ilaclari burada tarif edilmektedir ve Dbunlar arasinda,
bunlarla sinirla kalmamak kaydiyla: antikerlar, aptamerler,
proteinler, peptidler, inhike edici nikleik asitler vwe
yukaridakilerin, vya kendileri vya da spesifik olarak bir MSS
antijeni wveya hedef molekiil {izerine tanivyan ve/veya etkiyen
(baska bir deyisle, inhibe eden, aktive eden wveya saptayan)
kilicik molekilleri wve aktif fragmanlari, O&rnegin, bunlarla
ginirli olmamak kaydiyla, amiloid prekirsdr proteini vevya

kismlari, amiloid beta, beta-sekretaz, gama-sekretaz, tau,
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alfa-sintklein, parkin, huntingtin, DR6&6, presenilin, ApoE,
gliyom wveya difer MSS kanser markdrleri, ve noérotrofinler
bulunur. Sinirlayici olmayan ndrolojik boezukluk ilag¢lari ve
tedavilerinde kullanilabilecekleri karsilik gelen bozukluklara
Ornekler: Beyin kaynakli ndrotrofik faktdér (BDNE), kronik
beyin hasari (ndrogenez), fibroblast blylime faktdéria 2 (FGF-2),
Anti-Epidermal Biylume Faktdrll Reseptdrl Beyin Kanseri, (EGFR)-
antikoru, Glial Hicre Hzttindan Tiretilen Néral Faktor

Parkinson hastalidgi, (GDNF), Bevyin Kaynakli N&rotrofik Faktdr

(BDNF) Amyotrofik lateral skleroz, depresyon, beyinin
lizozomal enzim lizozomal depolama bozukludu, Siliyer
nérotreofik faktor (CNTE) Amyotrofik lateral skleroz,
Neuregulin-1 sizofreni, anti-HER2 antikoru (&rnedgin

trastuzumab) HERZ-pozitif kanserinin beyin metastazi.

An "goruntuleme maddesi", varlidinin ve/veya konumunun
dodrudan veva dolayli olarak tespit edilmesine imkan veren bir
veya daha fazla 6zellide sahip olan bkilesiktir. Bu tir
gdriintiileme maddelerinin &rnekleri, ©proteinleri vwve tespit
edilmesine imkan veren etiketli bir ©&Jeyi 1geren kiglk
molekiillil bilegiklerl icerir.

Bir "MSS antijeni" wveya "beyin hedefi"”, MS35'de, o&rnedin,
beyinde eksprese edilen, bir antikor wveya kiicik molekiil ile
hedeflenebilen bir antijen ve/veyva molekiildiir. Bu tiir antijen
ve/veya molekilllerin ©&rnekleri arasinda, bunlarla sginirli
olmamak kaydiyla: beta-sekretaz 1 (BACEL), amiloid beta
(Abeta), Epidermal Biylme Faktdéril Reseptorilt  (EGFR),  insan
Epidermal Biylme Faktora Reseptéri 2 ({HER2) , Tau,

apolipoprotein E4 (ApoE4d), zlfa-sinliklein, CD20, huntingtin,

priyon protein (PrP), lésince zengin tekrarli kinaz 2 (LRRKZ),
parkin, presenilin 1, presenilin 2, gama sekretaz, a&lum
reseptdril 6 (DRG), amiloid prekiirsér proteini (&PP}, P75
nérotrofin reseptdrii (p75NTR}, ve kaspaz © bulunur. BRir

uygulamada, antijen, BACEI'dir.
Buradaki "dodal sekans™ bir protein, dodal olarak ortaya ¢ikan

proteinin varvantlari dahil olmak iizere, dofada bulunan bir
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proteinin amino asit sekansini igceren bir proteini belirtir.
Burada kullanilan terim, dodal bir kaynaktan izole edilmig
veya rekombinant olarak liretilmis olan proteini kapsar.
"Antikor" terimi burada en genis anlamivyla kullanilir ve
spesifik clarak moncklonal antikorlara, poliklonal
antikorlari, en az i1ki adet eksiksiz/intakt antikeordan olusan
multispesifik antikorlara (6. bigspesifik antikorlar) ve
istenen bivolojik aktiviteyi géstermeleri kaydivyla antikor
fragmanlarini kapsar.

Buradaki Mantikor fragmanlari™, antijene badlanma &zelligini

koruyan bir intakt antikorun bir kismini icerir. Antikor
fragmanlarinin &rnekleri arasinda Fab, Fab', F(abk'):, ve Fv
fragmanlari; diyakorlar; dodrusal antikorlar; tek-zincirli

antikor molekiilleri, ©&rnedin tek zincirli Fab (scFabk), scFv ve
antikor fragmanlarindan clusan multispesifik antikorlar
bulunur. “Tek =zincirli Fab” formati, &rnedin Hust M. et al.
BMC Biotechnel. 2007 Mar 8;7:14 referansli vayinda tarif
edilmektedir.

"Mconoklonal antikor"™ terimi, burada kullanildidi seklivle,
monoklonal antikorun dretimi sirasinda ortaya ¢ikabilecek olan
ve genellikle kiigik miktarlarda olan olasa varyantlar
haricinde biylik &lclde homojen bir antikor popilasyonundan,
yvani poplilasyonu igceren her bir antikorun dzdes oldudu ve/veva
ayni epitopa bkadglandidi bir antikor popilasyonundan elde
edilen bir antikoru belirtir. Farkla
determinantlara/belirleyicilere (epitoplar) y&neltilen farkl:
antikorlar igceren poliklonal antikor preparatlarinin aksine,
her bir monoklonal antikor tipik clarak antijen lizerindeki tek
bir belirlevicivye ydneltilir. Spesifik olmalarinin vyani sira,
moncklonal  antikorlar, diger immilnoglobiilinler tarafindan
kirletilmemis olmalara bakimindan da avantajladir.
"Meonoklenal" ifadesi, antikorun buylik &lgide hemojen bir
antikor poplilasyonundan elde edilmis bdzellikte oldugunu
belirtir wve antikorun, herhangi bir belirli metotla lretimini

gerektirecek sekilde sinirlandirilmamalidir. Ornedin mevcut
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bulusa uygun olarak kullanilacak monoklonal antikerlar, i1lk
olarak Kohler ve di§., Nature 256:495 (1975) tarafindan tarif
edilen hibridom yontemiyle yapilabilir ya da rekombinant DNA
yvéntemleriyle vapilabilir (bakiniz, ©&rnedin U.S. Patent No
4,816¢,567). "Monoklonal antikorlar"” ayrica, Clackson ve
digerleri, Nature, 352:624-628 (1991) wve Marks ve diderleri,
J. Mcl. Biol., 222:581-597 (1991) referansli belgelerde tarif
edilen teknikler kullanilarak faj antikor kitiphanelerinden
izcle edilebilir. Buradaki monoklonal antikorlarin spesifik
6rnekleri arasinda kimerik antikorlar, humanize antikorlar ve
insan antikorlarsi, ornedin antijen badlayici fragmanlara
bPulunur. Burada bahsi gecen monoklonal antikorlar arasanda
6zellikle, adir ve/veya hafif zincirin bir kisminin ©&zel bir
antikor sinifi wveya alt sinifina ait veya &zel bir tirden
kdken alan antikorlardaki 1ilgili sekanslarla &zdes veaeya bu
sekanslarin homologu oldudu “kimerik” antikorlari
(imminoglobiilinleri) icerirken, zincir(ler)in geri kalanzi,
istenen biyolojik etkinlidi sergilemek kosuluyla, bir baska
antikor sinifina veya alt sinifina ait veya bir baska tirden
kdken alan antikorlardaki ilgili sekanslarin yani sira bu tlr
antikorlarin fragmanlariyla ©&zdes veva bunlarin homolodudur
(U.S. Patent No. 4,816,567; Morrison ve diderleri, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984)). Ilgili kimerik antikorlar
burada Pkir insan disi primattan (Hrnedin Eski Dinya Maymunu,
drnedin babun, al vyanakli maymun veya sinomolgus maymunu)
tiretilen dedisken domen antijen badlanma sekanslari ve 1insan
sabit Dbdlge sekanslar: (ABD Pat. No 5,693,780) iceren
"primatlastirilmis™ antikorlari icerir.

Insan dis: (&rn., murin) antikorlarin "insanlastirilmig”
bigimleri, minimum dizeyde insan disa immiinoglobliilinden
tiiretilen dizi iceren kimerik antikorlardir. Insanlastirilmis
antikorlar c¢odu zaman 1nsan i1mmincglobiilinleridir (alica
antikor), burada alicinin bir asiri dedisken bdlgesine ait
kalintilar, insan olmayan bir tiriin (verici antikor), d&rnedin

tfare, sican, tavsan va da istenen antikor spesifikligine,
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afinitesine ve kapasitesine sahip oclan insan c¢lmayan primatin
bir asiri dedisken bodlgesinden elde edilen kalaintilarla
degistirilir. Bazi durumlarda, insan immiinoglobiilinin c¢ergeve
bélge (FR) kalintilarai, iliskin insan c¢lmayan kalintilarla
degigtirilir. Ayrica, insanlastirilmisg antikorlar, alica
antikorda veya verici antikcrda bulunmayan kalintilar
icerebilir. Bu modifikasyonlar antikor performansini daha da
ivilestirmek igcin vapilair. Genellikle, insanlastirilmis
antikor, en az bir wve tipik oclarak iki dedisken domenin biyik
olc¢iide tamamini ig¢erecek olup, bunlarin ig¢inden asiri degisken
b&lgelerin tamami veya biiyik o6lglide tamami, insan olmayan bir
immiinoglobilininkilere denk diigser wve vukarida belirtildigi

gibi FR ornatimlari disinda FR'lerin tamami veya biuyiik &lcide

Tamami bir insan immiinoglobilin sekansina aittir.
Tnsanlastirilmis antikor, istede bagla olarak ayrica,
immiinogleobtilin  sabit bdlgesinin, tipik olarak bir insan

immiinoglobilinin en az bir kismini icerir. Daha fazla ayrainta
icin bkz., Jones wve diJerleri, Nature 321:522-525 (1986},
Riechmann ve diderleri, Nature 332:323-329 (1988); wve Presta,
Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992).

Buradaki bkir "insan antikoru", bir insan B hiicresinden elde
edilebilen bir antikorun amino asit sekansi yapisina karsilik
gelen wve insan antikorlarainin antijen badlayici fragmanlarini

igeren kir amino asit sekans vapisi igeren bir antikordur. Bu

tir antikorlar cesitli tekniklerle tanimlanabilir veya
hazirlanabilir, bunlar arasinda, bunlarla sinirli olmamak
Uzere sunlar bulunur: imminizasyondan sonra, endojen

immiinoglobiilin {retimi vokludgunda insan antikorlari iiretebilen
transgenik Thayvanlarla (drnedin fareler) Uretim (bakiniz,

6rnedin, Jakobovits et al, Proc. Natl Acad. Sci. USA, 90:2551

(1993); Jakobovits et al, Nature, 362:255=-258 {(19%3) ;
Bruggermann et al, Year in Immunc., 7:33 (1983); wve US Patent
No'lari 5,591,669, 5,589,369 ve 5,545,807)) ; insan

antikorlarini veya insan antikor fragmanlarini eksprese eden

faj gbsterim kiitiphanelerinden segcim (bakiniz, Srnedin,
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McCafferty et al, Nature 348:552-553 (1990); Johnscn et al,
Current Opinieon in Structural Biology 3:564-571 (1993);
Clackson et al, Nature, 352:624-628 (1991); Marks et al, J.
Mol. Biol. 222:581-597 (1991); Griffith et al, EMBO J. 12:725-
734 (1993);US Patent No’lara 5,565,332 ve 5,573,905); in vitro
aktif B hilcreleri vyoluyla firetim (bakiniz, ABD Patentleri
5,567,610 ve 5,229,275); ve insan antikoru ireten
hibridomlardan izolasvyon.

Buradaki "multispesifik bir antikor", en az iki farkli epitop
igin  baglayici o6zelliklere sahip Dbir antikordur. Ornek
miltispesifik antikorlar hem bhir R/BBB'yvi hem de bir beyin
antijenini baglayabilir. Multispesifik antikorlar, tam
uzunluktaki antikorlar wveya antikor <Iragmanlara (drnedin
F(ab')2 bispesifik antikecrlari) olarak hazirlanabilmektedir.
Tki, g veya daha fazla (érnedin dért) fonksiyonel antijen
balanma yerine sahip tasarlanmigs antikorlar da tasarlanmistir
(bakiniz, &rnedin, US Appln No. US 2002/0004587 Al, Miller et
al.). Multispesifik antikorlar, tam uzunluklu antikorlar wveya
antikor fragmanlari seklinde hazirlanabilir.

Buradaki antikorlar, deistirilmis antijen baglama veya
biyelojik aktiviteye sahip "amino asit sekansi varyantlarini”
icerir. Bu Tir amino asit dedisikliklerinin dbrnekleri
arasinda, antijen icin arttirilmig afiniteye sahip antikorlar
(6rnedin, "afinitesi olgunlastirilmis” antikorlar) ve Fc
bdlgesi dedismis antikorlar, varsa, Ornedin dedistirilmis
(arttirilmis vevya azalmis) antikora hadla hilcresel
sitotoksisite (ADCC) ve/veva kompleman badimli sitotoksisiteye
(CDC) sahip olan (bkz, bdrnedin, WO 00/42072, Presta, L. ve WO
99/51642, Iduosogie et al); ve/veya artmis veya azalmls serum
yari omriine sahip olan (bkz, &Grnedin, WO00/42072, Presta, L.)
Fc bélgesi dedismis antikorlar.

Bir "afinitesi modifiye edilmis wvaryant”™, afiniteyi (artis
veya azalma) dedistiren, bir ana antikerun (Ornedin bir ana
kimerik, hiimanize wveya insan antikorunun} bir wveva daha fazla

ornatilmis hiperdedisken bbdlgesi wveya c¢erceve kalintilarina
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sahiptir. Bir uygulamada, 1lave gelistirme i¢in secgilen ortaya
¢ikan varyant (lar) mevcut bulusa gdre R/BBB igin disiik
afiniteye sahip olacaktir. Bu tiir ikame varyantlarini
Uretmenin uygun bir vyolu faj gdstergesini kullanir. Ozetle,
her bdélgede tim olasi aminco c¢rnatimlarini Uretmek ig¢in g¢ok
sayida asiri defisken bdélge alanlari (&rnedin 6-7 bdlge)
mutasyona udratilir. Bu sekilde dretilen antikor wvaryantlara,
filament&z faj parcaciklarindan, her bir parcacidin icine
paketlenen MI 3'Uin gen III {ridnune fuzyonlar olarak tek
dederlikli bir bigimde sunulur. Fa] gdrintileme varyantlara,
daha sanra, kendi  biyolojik aktivitesi (Orn. kaglanma
afinitesi) igin taranir/incelenir. Modifikasyen ig¢in aday
asiri degisken bdlge alanlarinin tanimlanmasi i¢in, antijen
baglanmasina belirgin &lgide katkida bulunan asiri dedisken
bdlge kalintilarinin tanimlanmasi amaciyla alanin tarama
mutagenezi gerceklestirilebilir., Alternatif wveya ek o¢larak,
antikor wve hedefi arasindaki temas noktalarinin tanimlanmasi
i¢in, antijen-antikor kompleksinin bir kristal yapisini
incelemek vararli olabilir. Bu gibi temas kalintilari ve Kkomsu
kalintilar, burada ayrintilari verilen tekniklere gdre ornatim
igin adaydirlar. Bu tir dediskenler {liretildikten scnra,
degiskenlerin paneli, taramaya tabi tutulur ve dedismis
afiniteye sahip antikorlar ilave gelistirme icin secilebilir.

Buradzaki antikor, eder varsa Fc bdlgesine bagli herhangi bir
karbonhidratin degisecedl sekilde bir "glikosilasyon varyanta"
olabilir. Ornedin, antikorun bir Fc bdlgesine tutturulmus,
fukczdan yoksun olgun bir karbonhidrat yaplsina sahip
antikorlar ABD Pat. Basvuru No. US 2003/0157108 (Presta, F.)}
belgesinde anlatilmistir. Ayrica bakiniz, U.S. 2004/0093621
(Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Antikorun bir Fg bdlgesine badli
karbonhidrati: bisekte eden N-asetilglukosamin (GlcNAc) icgeren
antikorlara su yayinda dedinilmektedir: WO 2003/011878, Jean-
Mairet et al. wve US Patent No. 6,602,684, Umana et al.
Antikorun bir Fc¢ bdlgesine badli oligosakaritte en az bir

galaktoz artifina sahip antikorlar, WO 1297/30087, Patel et al
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yayininda bildirilmektedir. Fc bdlgesine badla clarak
degistirilmisg karbonhidratlz antikorlarla ilgili olarak,
bakiniz, ayrica, WO 1998/58%64 (Raju, S8.) wve WO 199%/22764
(Raju, S.). Ayrica, modifiye edilmis glikosilasyonlu
antikorlari tarif eden US 2005/0123546 (Umana ve digerleri)
yayinini inceleyiniz. "Asiri dedisken bdlge" terimi, burada
kullanildidinda, bir antikorun antijen badlanmasindan sorumlu
olan amino asit kalintilarini belirtir. Asiri dedisken bdlge,
bPir “tamamlayicilik belirleme bdlgesi” wveya “CDR”’'den elde
edilen amino asit kalintilaraini (OGrnedgin, hafif zingir
degisken domenindeki 24-34 24-34 (LT), 50-56 (L2) wve 89-97
(L3) kalaintilarini ve adir zincir dedisken domenindeki 31-35
(HI), 50-65 (HZ) we 95-102 (H3) kalintilarini; Kabkat wve dig.,
Sequences of Polypeptides of Immunological Interest, 5'inci
Baski, Public Health Service, National Institutes of Health,
Rethesda, MD. (1991)) wve/veya bir M“agiri dedisken ilmekten”
olan kalintilari (Srnedin, hafif =zincir dedisken domenindeki
26-32 (LI), 50-52 (L2} wve 91-96 (L3) kalintailarini wve adizr
zincir dedisken domenindeki 26-32 (HI}, 53-55 (H2Z) wve 96-101
(H3) kalaintilarini; Chothia ve ILesk J. Mol. Biol. 196:801-917
(1987)) digerir. "Cercgeve" wveya "FR" kalintilari, burada tarif
edilen sekilde asiri dedisken bdlge kalintilarinin disinda
kalan de§isken domen kalintilaridir.

Bir "tam uzunluklu antikor", Dbir antijen badlama dedisken
bdlgesini, ayni zamanda bir hafif zincir sabit alanini (CL) ve
CHI, CHZ2 wve CH3 adir =zincir sabit alanlarini igeren bir
antikordur. Sabit domenler, dogal sekans sabit domenleri
(drne&in, insan dogal sekansi sabit domenleri) wveya bunlarain
amino asit sekansi varyanti clabilir.

"Ciplak  antikor", bir sitotoksik wvarlik, polimer veya
radyoaktif isaret gibi heterclog bir molekiile konjuge
edilmemis bir antikordur (burada tanimlandigi gibi).

Antikor Tefektdr fonksiyonlari"™ 1ifadesi, bir antikorun Fc
b&lgesine {bir natif sekans Fc¢ bdlgesi vya da amino asit

sekansi varyanti Fc bdlgesi) atfedilebilen biyvoloijik
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aktiviteleri belirtir. Antikor efektdr islevleri d&rnekleri
arasinda, Clg baglanmasi, kompleman badimli sitotoksisite
(CDC), Fc reseptdr baglanmasi, antikor-badimli hiicre aracili
sitotoksisite (ADCC), wve benzerleri bulunur. Bir uygulamada,

s6z konusu antikor, burada aslen efektdr islevden yoksundur.

“Antikor-badgimli hiicresel sitotoksisite (ADCC)” terimi, insan
hedef hiicrelerinin, efektér hiicrelerin varligdinda bir
antikorla lizisi anlamina gelir. “Tamamlavicil badimla

sitotoksisite (CDC)” terimi, kompleman faktéri Clg'nin IgG
antikoru alt siniflarinin g¢odunun Fc¢ pargasina baglanmasiyla
baslatilan bkir slireg anlamina gelir. <Clg'in bir antikora
baglanmasina, ilgili badlanme alanindaki tanimlanmis protein-
protein etkilesimleri neden olur. Bdyle Fc parcasi badlanma
alanlari teknidin mevcut durumunca bilinmektedir. Bu tir Fg¢
parcasi badlanma alanlari, o&rnegin, L2234, L1235, D270, N23%7,
FE318, K320, K322, P331, ve P329 amino asitleri ile karakterize
edilir (Rabat’in AB endeksine gdre numaralandirma). IgGl, IgGZ
ve IgG3 alt sinifa antikorlar genellikle tamamlayici
aktivasyonu, &rnedin Clg ve C3 baglanmasi g¢sterirken IgG4,
tamamlayici sistemi aktive etmez ve Clg ve/veya C3'4 balamaz.

Tam uzunluklu antikorlar adir zincirlerinin sabit domeninin
amino asit sekansina baglz olarak farkla “siniflara”
ayrilabilir. Bes ana tam uzunluklu antikor sinifa
bulunmaktadir: IgaA, IgD, IgE, IgG ve IgM ve bunlarin bkirkagi
ayrica alt siniflara (izeotipler) ayrailabilir; orn. IgGl, IgGZ,
IgG3, IgG4, Igh ve IgA2. Farkli antikor siniflarina karsilik
gelen afir =zincir sabit domenleri bu sirasiyla alfa, delta,
epsilon, gamma Ve mu olarak adlandairilir. Farkla
imminogleobiilin siniflarinin alt birim vyapilari ve 1U¢ boyutlu
konfigiurasyonlariy 1yi Dbilinmektedir. "Rekombinant antikor"
terimi, burada kullanildida: sekilde, antikoru kodlayan nilkleik
agidi ihtiva eden bir rekombinant konakg¢i hiicre tarafindan
eksprese edilen bir antikor (drnedin bir kimerik, himanize
veva insan antikoru veya antijen badglayvica fragmani) anlamina

gelir. Rekombinant antikorlari idretmek igin "konak hiicrelerin”
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Ornekleri sunlari igerir: (1) memeli hicreleri, o&rnedgin, Cin
hamster yumurtaligai (CHO), COS, miyelom hilicreleri (Y0 <§ NSC
hiicreleri dahil), bebek hamster bdébredi (BHK), Hela ve Vero
hiicreleri; {2) bdcek hilicreleri, drnedin, sf2, sf2l wve Tnd; (3)

bitki  hicreleri, Ornedin Nikotiana c¢insine ait Dbitkiler

(6rnedin Nicotiana tabacum); (4) maya hiicreleri, &rnedin,
Sakkaromises cinsine ait olanlar (6rnedin Sakkaromyces
cerevisiae) veya Aspergillus cinsi (6rnedin Aspergillus
Niger); (5) bakteriyel hiicreler, &rnedin Escherichia, coli

hilcreleri veya Bacillus subtilis hilcreleri ve benzeri bulunur.
Burada kullanildidi sekilde, "spesifik olarak Dkadlanma™ veya
"spesifik olarak badlanir" ifadeleri, secici veya tercihen bir
antijene badlanan Dbir antikora karsilik gelir. Baglanma
afinitesi genel olarak Scatchard analizi veya yizey plazmon
rezonans teknigi gibi standart bir test kullanilarak
belirlenir (&rnedin BIACORE® kullanilarak).

Bir referans antikoru olarak "ayni epitopa badlanan bir
antikor", bir rekabet deneyinde referans antikorunun
antijenine olan bagini % 50 wveya daha fazla engelleyen bkir
antikora karsilik gelir wve tersi sekilde, bir rekabet
deneyinde referans antikoru, antikorun antijenine olan badini
%50 veya daha fazla engelleyen bir antikor anlamina gelir.
Burada kullanildidi halivle “sitotoksik ajan” terimi, hilicresel
bir feonksivonu inhibe eden veva &nleyen ve/veyva hilcrelerin
Hlimline wveya imhasina neden olan bir maddeyi 1ifade eder.
Sitotoksik maddeler kapsami dahilinde, fakat bunlarla sinirl:
kalmamak kaydiyla, radyoaktif izotoplar (drn., AtZ11, 1131,
1125, Y90, Rel86, Rel88, 5ml:3, Bi2l2, P32, PbhZl2 wve Lu'nun
radyoaktif izotoplari}; kemoterapdétik ajanlar, (6érn.,
metotreksat, adriamisin, vinka alkaloidler (vinkristin,
vinblastin, etopozit), dokscrubisin, melfalan, mitomisin C,
klorambusil, dauncrubisin ya da diJer araya sokulan ajanlar);
bliyime inhibitdéril ajanlar; enzimler ve bunlarin fragmanlari,
drnedin niikleclitik enzimler; antibiyctikler; toksinler,

Srnedin kilglik molekillit toksinler vyva da bakteriyel, fungal,
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bitkisel va da hayvansal kékenli enzimatik olarak aktit
toksinler ve bunlarin fragmanlari bulunur.

Bir ajanin, &rnedin bir farmasdtik formilasyonun “etkili kir
miktari”, istenen terapdtik veya profilaktik sonucu elde etmek
igin gereken dorzajlar ve sglrelerde etkili olan bir miktara
ifade eder.

"Fc bdlgesi"™ terimil burada bir imminglcbilin adir zincirinin,
sabit bdélgenin en azindan bir kismini barindiran bir C-
terminal bdlgesini tanimlamak ig¢in kullanilir. Fc bdlgesi, bir
immiinoglebtilinin CH2 ve CH3 domenlerini igerir. Bu terim natif
sekansin Fc¢ bdlgelerini wve varyant Fc bélgelerini igerir. BRir
uygulamada bir insan IgG adar zincir Fc bédlgesi, Cys226'dan
veya Pro230'dan, agir zincirin karboksil ucuna uzanir. Ancak,
Fc bdlgesinin C terminal 1lizini (Lys447) mevcut olabilir veya
olmayabilir. Burada aksi belirtilmedigi slrece, F¢ bdlgesinde
vevya sabit bélgedeki amino asit kalintilarinin
numaralandirilmasi AP numaralandirma sistemine wveyva difer
adiyla AB indeksine g&re olup, Kabat ve diJ. Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5. basim. Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991
referansli yayinda tarif edilen sekildedir.

“Cerceve” wveya “FR”, asiri degisken bélge (HVR) kalintilara
haricindeki degisken domen kalintilarini ifade eder. Bir
dedisken domenin FR'si genellikle dort R domeninden
olusmaktadir: FR1, FRZ, FR3 ve FR4. Buna gdre, HVR ve FR
sekanslari genellikle VH (veya VL) 1ic¢inde asadidaki sekansla
gdrilir: FR1-H1 (L1)-FR2-H2({LZ2)-FR3-H3(L3)-FR4.

“CHZ2-CH3 Ig wvarlidgi” terimi, burada kullanildidi sekilde,
imminogleobiilin CHZ wveya CH3 domenlerinden elde edilen bir
protein wvarliga: anlamina gelir. “CH2-CH3 1Ig wvarligi”, bir
dimer olusturan iki “CHZ2-CH3” polipeptidi igerir.
Immiinoglobiilin IgG, IgA, IgDh, IgE veya IgM olabilir. Bir
uygulamada, CH2-CH3 Ig varlidil bir IgG immincglcbiilin den elde
edilir wve burada “CHZ-CH3 IgG wvarlidi” olarak adlandirailair,

Terim, dodal CHZ2-CH3 sekansinin domenlerini ve wvaryant CHZ2-CH3
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domenlerini ig¢erir. Bir uygulamada, “CHZ-CH3 Ig wvarligai”,
Cys226 wveya Pro230 ila agir =zincirin karboksil-ucu arasinda
uzanan insan agir zinciri CH2-CH3 IgG bflgesinden elde edilir.
Ancak, Fc Dbolgesinin C terminal lizini (Lys447) mevcut
olabilir wveya olmayabilir. Burada aksi belirtilmedigi siurece,
CHZ-CH3 domeni bdlgesi veya sabit bélgesindeki amino asit
kalintilarinin numaralandirilmasi AB numaralandirma sistemine
veya diger adivla AB endeksine gdre olup, EKabat wve dig.
Sequences of Proteins of Immunclogical Interest, 5. basim.
Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD, 1991 referansli vyayinda tarif edilen sekildedir.
Bir Mkonjlugat"™, bir veya daha fazla heterolog meclekiiliine,
Srnedin bunlarla sinirla olmamak kaydivla, bir etiket,
ndérclojik bezukluk 1laci wveya sitotcksik maddevye konjlge
edilmis mevcut bulusun flizyon proteinidir.

Burada kullanilan bir "bajlayici", kan beyin bariyeri
mekiginin ve/veya fiizyon proteininin  ve/veya bu  bulusun
konjugatinin farkli wvarliklarini kovalent olarak badlayan bir
kimyasal baglaviciva veva tek zincirli bir peptit baglayiciva
karsilik gelir. Baglayici, Ornedin beyin efektdr varlidini tek
dederlikli baglanma varlidina baglar. Ornedin, tek deferli
baglama wvarligi, bir CH2-CH3 Ig wvarlidi ve kan beyin barivyeri
reseptdrine yvonelmis bir scFab’a yvonelmigse, baglavica,
scFab’1 CH3-CHZ Ig wvarligdinin C terminali ucuna badlar. Beyin
efektdr wvarligini tek degerlikli baglanma varlidina (birinci
baglayici) baglayan badlayici ve scFab’i CH2-CH3 Ig domeninin
C terminali ucuna (ikinci baglayici) bkadlayan badlayici ayni
veya farkli olabilir.

Peptit baglarivyla birlestirilen bir ila vyirmi amino asitten
olusan tek zincirli peptit badglayicilari kullanilabilir.
Belirli uygulamalarda, amino asitler yirmi dodal olarak olusan
amino asitten sec¢ilir. Baska belirli uygulamalarda, bir wveya
daha fazla amino asit, glisin, alanin, prolin, asparagin,
glutamin ve 1lizin arasindan seg¢ilir. Baska uygulamalarda,

baglavici, bir kimyasal baglayicidir. Belirli uygulamalarda,
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bahsedilen bagdlavici, en az 25 aminc asit uzunluklu, tercihen

ile bir 32 1la 50 amino asit wuzunluklu bkir aminc asit

sekansina sahip olan tek bir zincirli  peptiddir. Bir
uygulamada bahsedilen baglayici, G = glisin, S = serin ile, (X
=3, n= &, 2 veya 10 ve m= 0, 1, 2 veya 3) veya (x = 4 ve n= 6§,
7 veya 8 ve m= 0, 1, 2 veya 3), tercihen x = 4, n= 6 veya 7 ve
mn= 0, 1, 2 wveya 3 ile, daha tercihen x = 4, n= 7 ve m= 2 ile

(GxS)n'"dir. Bir uygulamada bahsedilen bafdlavici, (GiS})s ({Seq.
Id. No. 17)'dir. Bir uygulamada bahsedilen badlavyici, (G33)sG2
(Seqg. Td. No., 13)'tur.

Konjligasyon, cesitli kimyasal baglayicilar kullanilarak
gerceklestirilebilir. Ornedin, tek deferli badlama varligi
veya flzyon proteini ve beyin efektér wvarlida, cesitli
bifonksiyonel protein kenetleyici ajanlar kullanilarak konjige

edilebilecek olup, bunlarin arasinda ornedgin N-siiksinimidil-3-

(2-piridiltivyo) propiyonat (SPDP), siiksinimidil-4- (N-
maleimidometil) siklchekzan-1-karboksilat (SMCC) ,
iminotiyoloan (IT), bifonksiyonel imidoester tiirevleri
(6rnedin dimetil adipimidat HCI1), aktif esterler (Ornedin

distiksinimidil suberat), aldehitler (9rnedin glutaraldehit),

bis-azido bilesikler (Ornedin bis (p-azidobenzoil)
hekzandiamin), bis-diazonyum tlirevleri (&rnedin bis-(p-
diazonyumbenzeil)-etilendiamin), diizosiyanatlar (&rnedin
tolilen Z2,6-diizosiyanat) ve bis-aktif flor bilesikleri
(6rnedin 1,5-difloro-2,4-dinitrokenzen) bulunur. Baglayica,
efektdr varlidinin beyne iletimi ilzerine salimini

kolaylastiran bir "ayrilabilir badlayici" olabilir. Ornedin,
bir aside davaniksiz badlavici, peptidaza duyarli kadlavica,
1s1§a dayaniksiz baglayici, dimetil bkaglayvici vya da distlfit
igeren baglayici (Chari ve digerleri, Cancer Res. 52: 127-131
(1992); U.S. Patent No. 5,208,020) kullanilabilir.

Kovalent konjiugasyon dodrudan veya bir baglayici aracilidiyla
olabilir. Belirli wuygulamalarda, doJrudan konjlgasyon, bir
protein fizyonunun olusturulmasi ile (baska bir devigle, tek

deerlikli baglanma varligini bir R/BBB ve efektdr wvarlidina
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kodlayan iki genin genetik fiuzyonu ve tek bir protein seklinde
eksprese edilmesi) olur. Belirli uygulamalarda, dogrudan
konjligasyon, R/BBB’ye karsi tek deferlikli badlanma varlidinin
iki kisminin biri lzerindeki bir reaktif grubu ve beyin
efektdr wvarliga: {lzerindeki kargilik gelen bir grup veya
akseptdr arasinda bkir kovalent bad olusturulmasi ile olur.
Belirli wuygulamalarda, dogrudan konjugasyon, uygun kosullar
altinda konijlige edilecek difJer molekiile kovalent bir bkad
olusturan reaktif bir grup igerecek sgekilde konjluge edilecek
1iki melekiilden birinin ({sinirlayici oclmayan &rnekler olarzak,
bir glfhidril grubu wveya bir karboksil grubu) modifikasyonu
voluyladir (bagka bir devyisle, genetik modifikasyon) .
Sinirlayici olmayan bir &rnek olarak, bir arzu edilen reaktif
gruplu (baska bir devyisle, bir sistein kalintisi) bir molekiil
(baska bir deyisle, bir amino asit), &rnedin, R/BBB antikoruna
karsi monovalent baglanma varlidina ve ndrolojik ilacla
olusturulmus bir disilfit badina dahil edilebilir. Nikleik
asitlerin proteinlere kovalent konjligasyonu icin ydntemler de
teknikte bilinmektedir (baska bir devisle, foto caprasz
baglantilama, bakiniz, &rnedin, Zatsepin et al. Russ. Chem.
Rev. 74: 77-95 (2005)) Konjugasyon ayrica ¢esitli badlayicilar
kullanilarak da yapilabilir. Ornegin, bir tek deJerli baglama
varlifdi wve bir beyin efektdr wvarlidi, c¢esitli bifonksivyvonel
protein kenetlevyici ajanlar kullanilarak kconjlige edilebilecek
olup, bunlarin arasinda Sdrnedin N-siiksinimidil-3-(2-
piridiltiyo} propivonat (SPDP) , siiksinimidil-4- (N-
maleimidometil) siklohekzan-1-karboksilat {SMCC) ,
iminotiyoeloan (IT), bifonksivyonel imideoester tiirevleri
(drnedin dimetil adipimidat HCl), aktif esterler (ornedin

distiksinimidil suberat), aldehitler (Srnedin glutaraldehit),

bis-azidc bilesikler (drnegin bis (p-azidobenzoil)
hekzandiamin), bis-diazonyum tlirevleri (Gdrnedin bis-(p-
diazonyumbenzceil)-etilendiamin), diizosiyanatlar (&rnedin
tolilen 2,6-diizosiyanat) ve big-aktif flor bilegikleri
{(&rnedin 1,5-difloro-2,4-dinitrobenzen) bulunur. Peptit
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baglariyvla birlestirilen bir 1la yirmi amino asitten olusan
peptit badlayicilari da kullanilabilir. Belirli bu gibi
uygulamalarda, aminco asitler yirmi dodal olarak olusan amino
asitten segilir. Baska belirli bdyle uygulamalarda, bir veya
daha fazlaz amince asit, glisin, alanin, prolin, asparagin,
glutamin wve 1lizin arasindan sec¢ilir. Badlayici, efektdr
varlidinin beyne iletimi Uzerine salimini kolavylastiran bir
"ayrilabilir baglayica® olabilir. Ornedin, bir aside
dayaniksiz badlavici, peptidaza duvarli badlayici, 1519a
dayaniksiz baglayici, dimetil baglayici ya da distulfit igeren
ba&layici (Chari ve diderleri, Cancer Res. 52: 127-131 (1992);
U.5. Patent No. 5,208,020) kullanilabilir.

Bir "etiket", buradaki fizyon proteini ile birlestirilmis wve
tespit veya goriUntileme icin kullanilan bir markdérdir. Bu gibi
etiketlerin &rnekleri arasinda radyo etiket, bir florofor, bir
kromofor wveya bir afinite etiketi bulunur. Bir uygulamada,
etiket, medikal gérintileme icin kullanilan bir radyoetiket,
Srnedin tc9%99m veya 1123°7tiir veya nillkleer manyetik rezonans

(nmr) godrintileme 1ig¢in Dbir déner etiket (manyetik rezocnans

gérintilleme, mri olarak da bilinen), 9rnedin iyot-123 tekrar,
iyvot-131, indiyum-111, flor-19, karbeoen-13, nitrojen-15,
oksijen-17, gadolinyum, manganez, demir ve benzeridir. Bir
"birey" vevya "kigi™, bir memelidir. Memeliler, bunlarla
sinirli olmamak 1lzere, ehlilestirilmis hayvanlar (Ornedin
inekler, koyun, kediler, kopekler ve atlary, primatlar
(Ornedin insanlar ve insan harici primatlar, bdrnedin
maymunlar), tavsanlar ve kemirgenleri (&rnedin fareler ve

sicanlar) kapsar. Belirli uygulamalarda, birey veya hasta bir
insandir.

Bir “izole edilmig” antikor, dogal ortamindaki bir bilesenden
ayrilmis bkir antikordur. Bazi uygulamalarda, bkir antikor,
ornedin elektrcforetik (Srnedin SDS-PAGE, izoelektrik odaklama
(IEF), kapiler elektroforezi) veva kromatografi (&rnedin iyon
dedisimi veya ters faz HPLC) ile belirlendigi sekilde %95 wveya

%99'dan tfazla oranda saflastirilair. Antikor safligini
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dederlendirmeye ydnelik vyoéntemler ig¢in bakiniz, &rn. Flatman
ve dig. J. Chromatcgr. B 848:73-87 (2007).

"Prospektiis" terimi, terapdtik lriinlerin ticari ambalajlarina
alisildigal dUzere dahil edilen ve endikasyonlar, kullanim,
dozaj, uygulama, kembinasyon terapisi, kontraendikasyoeonlar
ve/veya bu gibil terapdtik {rinlerin kullanimina ydnelik
uyarilarla i1ilgili bilgiler iceren talimatlari ifade eder.
“Farmasdtik formilasyon” ifadesi, icinde bulunan aktif
bilesenin bivolojik aktivitesinin etkili olmasina olanak
taniyacak bir big¢imde bulunan wve formilasyonun uygulanacadl
bir hasta ig¢in kabul edilemeyecek diizeyde toksik olan hicgbir
ilave bilesen icgermeyen bir preparati ifade eder.

Bir ™"farmasdtik olarak kabul edilebilir tasaiyici", bkir kisi
i¢in toksik o¢olmayan, etken madde digsindaki bir farmasotik
formilasyondaki bir terkip maddesi anlamina gelir. Farmasétik
olarak kabul edilebilir bir tasiyici, bir tampon, vyardimci
madde, stabilizatdr wveya koruyucu icerir, ancak bunlarla

sinirli dedildir.

Burada kullanildidi sgseklivle, “tedavi” i1fadesi (ve bunun
“tedavi etmak” veya “tedavi aden” gibi gramatik
varyasyonlari), tedavi edilen bireyin dogal seyrini

dedistirmek amaciyla yapilan klinik bir girisimi belirtir wve

profilaksi amaciyla vyva da klinik patolojinin seyri sirasinda

gerceklestirilebilir. Tedavinin istenen etkileri, bunlarla
sinirli olmamak lzere, hastalidin ortaya ¢ikisinin veya
nitksetmesinin Snlenmesi, semptomlarin hafifletilmesi,

hastalidin dodrudan vwveya dolayli herhangi bir patolojik
sonucunun azaltilmasai, metastazin Oonlenmesi, hastalidin
ilerleme hizinin azaltilmasi, hastalik durumunun
iyilestirilmesi ya da palyasyonu ve 1iyilestirilmis prognozu
kapsar. Bazi uygulamalarda, mevcut bulusun antikocrlari, bir
hastalidin gelisimini geciktirmek veya kir hastaligin
ilerleyisini yavaslatmak ic¢in kullanilir.

Bilegimler ve yontemler

Mevcut bevanin yéntemleri ve bir imalat fliriinleri, bir R/BREB'ye
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bajlanan bir kan beyvin bariveri mekidli ve/veva flzvyon
proteinini kullanir veya dahil eder. Tek dederlikli badlanma
varlidinin iiretimi wveya taramasi icin kullanilacak olan R/BBB
antijeni, ©&rnedin, bir ¢ozinlir veya bunlarin arzu edilen
epitopu igeren bir kismi bigiminde (&rnedin ekstraseliler
domen) olabilir. Alternatif olarak veya ayrica, BBB-R'i hiicre
yvilzeylerinde eksprese eden hiicreler monovalent baglanma
varligdi Uretmek veya taramak ig¢in kullanilabilir. Monovalent
badlanma varligi Uretmek i¢in vararlai olan dider R/BBB
formlara, teknikte uzman kigilerce acikca goriilecektir,
Ruradaki R/BBB &rnekleri arasinda, transferrin reseptdorl
(TER), ingilin reseptdry, insiilin benzeri blylime faktdri
reseptdrii (IGF-R), diisiik yodunluk lipoprotein reseptdri,
protein 1 (LRP1) 1ile ilgili wve LRP8 wve heparin baglayici
epidermal biliylime faktdérid benzeri blylume faktdri (HB-EGF) .
Mevcut bulusa gdre, bir "tek dederli Dbadlanma" vwvarliga,
burada, botyle tek deferlikli badlanma wvarlidil gdsteriminin,
MSS (6rnedin, beyin) alimini arttiracadini gdsteren verilere
dayvali o¢lazrak TfR'yve karsi =secilir. Bu tiUr bir baglanma
varligini tanimlamak ig¢in, bunlarla sinirli olmamak lzere,
monovalent badlanma modunu Slemek ig¢in cesitli testler
mevcuttur: Scatchard deneyi ve yizey plazmon rezonans teknidi
(drne&in BIACCRE® kullanilarak) wve burada aciklanan 1in wviwvo
incelemeler.

Mevcut beyan, bir beyin efektdr wvarlidinin, ©&rnedin bir
nérclojik  bozukluk ilacinin, kan-beyin bariyeri  bhoyunca
tasinmasil icin yararli bir tek dederlikli badlanma wvarlidini
vapma yoéntemi sadlamakta olup, vdntem, bir tek dederlikli
badlanma varligdinin, R/BBB ic¢in monovalent bir badlanma moduna
sahip olmasindan &tiiri bir R/BBB’ye karsi bir tek degerli
baglanma parcgalari paneli arasindan seg¢ilmesini igerir. Tek
degerlikli baglanma modu, reseptdrlerin normal hiicre 1i¢i
siralamalarini engellemeyerek belirli R/BBB'ler ic¢in verimli
BBR gegisi saglar.

Bir ndropati bozukluk ig¢in, secgilebilecek olan bir ndrolojik
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ilag, bir analjeziktir, Oornedgin, bunlarla sinirli olmamak
kaydiyla, bir narkotik/opioit analjezik (baska bir deyisle,
morfin, fentanil, hidrokcodon, meperidin, metadon, oksimorfon,
pentazosin, propoksifen, tramadol, kodein wve oksikodon), bir
nonsteroidal antienflamatuvar ilag (NSATID) (baska bir deyisle,
ibuprofen, naproksen, diklofenak, diflunisal, etodoclak,
fenoprofen, flurbiprofen, indometasin, ketorolak, mefenamik
asit, meloksikam, nabumeton, oksaprozin, piroksikam, sulindak
ve tolmetin), bir kortikostercit (baska bir deyisle, kortizon,
praednizon, prednisolon, deksametazon, metilprednisolon ve

triamsincolon), bir antimigren maddesi {(baska bir deyisle,

sumatriptin, almetriptan, trovatriptan, sumatriptan,
rizatriptan, eletriptan, zolmitriptan, dihidroergotamin,
eletriptan ve ergotamin), asetaminofen, bir salisilat (baska

bir deyisle, aspirin, kolin salisilat, magnezyum salisilat,
diflunisal, ve salsalat), bir anti-konvulsan (baska bir
deyisle, karbamazepin, klonazepam, gabapentin, lamotrigin,

pregabalin, tiagabin, ve topiramat), bir anestetik (baska bir

deyisgsle, izofluran, trikloroetilen, halecthan, sevofluran,
benzokain, kloroprokain, kokain, siklometikain, dimetokain,
propoksikain, prokain, novokain, proparakain, tetrakain,
artikain, bupivakain, kartikain, sinkokain, etidokain,

levebupiva-kain, lidokain, mepivakain, piperckain, prilokain,
ropivakain, trimekain, saksitoksin ve tetrodotcksin), ve bir
koks-2 inhibitérudir (baska bir deyisle, selesoksib,
rofesoksib, wve wvaldesoksib). Vertigonun dahil oldudu bir
néropati bozukluk igin, secilebilecek olan bir nérolojik ilag,
bir anti-vertigo maddesi, 0&rnedin bunlarla sinirli olmamak
kaydiyla, meklizin, difenhidramin, prometazin ve diazepamdir.
Bulantinin dahil oldugu bir nércpati bozukluk igin
segilebilecek olan bir né&érolojik ilacg, bir anti-bulanta
maddesi, ornedin bunlarls sinirli olmamak kaydivla,
prometazin, klorpromazin, proklorperazin, trimetobenzamit ve
metoklopramit bulunur. Bir ndrcdejeneratif Thastalik i¢in

segilebilecek olan bir ndrolejik ilag, bir biyiime hormonu veva
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nérotrofik faktérdir; ornekleri arasinda bunlarla sinirla
kalmamak kaydiyla beyin kaynakli nérotrofik fakt&ér (BDNF),
sinir biiyiime faktdril (NGI), ndrotrofin-4/5, fibroblast biiyime
faktori (FGEF) -2 ve diger FGEF' ler, ndrotrocfin {(NT) -3,
eritropocietin (EPQ), hepatosit blyime faktdril (HGF), epidermal
biiyime faktédri (EGF), doniistirlici biyime faktérti (TGF)-alfa,
TGF-beta, wvaskiiler endotel biiyime faktdri (VEGF), interldkin-1
reseptdr antagonisti (IL-1ra), siliyer nérotrofik faktdér
(CNTF), gliyal-tiirevli né&éretrofik faktdr (GDNF), ndrturin,
trombosit tirevli biylime faktdrii (PDGF), heregulin, néregulin,

artemin, persefin, interldkinler, gliyal hiicre hatti tirevli

nérotreofik faktdr (GFR), granilosit-koloni uyarici faktér
(CSF), granllosit-makrofaj-CSF, netrinler, kardiyotrofin-1,
dikenliler, lésemi inhibe edici faktaor (LIE), midkin,
pleiotrofin, kemik morfogenetik proteinler (RMP'ler},

netrinler, sapozinler, semaforinler ve k&k hiicre faktdri (SCF)
bulunur. EKanser icin, secilebilecek olan bir ndrolojik ilacg,
bir kemoterap&tik maddedir. Ornekleri kemoterapdtik maddeler
arasinda, alkilleyici maddeler ¢&rnedin tiyotepa ve CYTOXAN®
siklosfosfamid; alkil stilfonatlar Srnedin bustulfan,
improsiilfan ve piposiilfan; aziridinler ©&rnedin benzodopa,
karbokuon, meturedopa, ve uredopa; etileniminler ve
metilamelaminler drnedin, altretamin, trietilenmelamin,
trietilenfosforamit, Lrietiylentivofosfor-amit ve
trimetilclomelamin; asetojeninler (6zellikle Dbullatasin ve
bullatasinon); delta -8-tetrahidrokannabinol {(dronabinol,

MARINCOL®) ; beta-lapakon; lapakeol; kolsisinler; betulinik asit;

bir kamptotesin (Ornedin sentetik analog topotekan
(HYCAMTIN®) , CpPT-11 (irinoctekan, CAMPTOSAR®},
asetilkamptotesin, skopolektin, ve 9-aminokamptotesin);
briyostatin; kalistatin; CC-1065 (6rnedin adozelesin,
karzelesin ve kizelesin sentetlik analoglari); podefillotoksing
podefillinik asit; tenipozid; kriptofisinler (Gzellikle
kriptofisin 1 wve kriptcfisin 8); dolastatin; duckarmisin
{(&rnedin sentetik analoglara, KW-2189 ve CB1-TM1) ;
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eleuterobin; pankratistatin; bir sarkodiktin; spongistatin;
nitrojen hardallari Srnedin klorambusil, klornafazin,
kolofosfamid, estramustin, ifosfamit, mekloretam, mekloretam
oksit hidroklorir, melfalan, novembikhin, fensterin,
prednimustin, trofosfamit, urasil hardal; nitrozireler &rnedin
karmustin, klorozotosin, fotemustin, lomustin, nimustin, ve
ranimnustin; antibiyotikler ©&rnedin enedin antibiyotikleri
(&rnedin, kalikeamisin, dzellikle kalikeamisin gammal ve
kalikeamisin omegal (bakiniz, ©&rnedin, Agnew, Chem Inti. Ed.
Engl, 33: 183-186 (1994)); dinemisin, &rnedin, dinemisin A;

bir esperamisin; ve neckarzinostatin kromofor wve ilgili

kromoprotein enedin anticbivyotik kromoforlari),
aklasincmisinler, aktinomisin, autramisin, azaserin,
blecmisinler, kaktinomisin, karabisin, karminomisin,
karzinofilin, kromomisinler, daktinomisin, dauncorubisin,
detorubisin, 6-diazo-5-okso-L-norldsin, ADRIAMYCIN®
doksorubisin (brnedin, morfolino-doksorubisin,
siyanomorfolino-doksorubisin, 2-pirrolino-doksorubisin ve
decksidoksorubisin}, epirubisin, escorubisin, idarubisin,

marsellomisin, mitomisinler &rnedin mitomisin C, mikofenolik
asit, nogalamisin, olivomisinler, peplomisin, potfiromisin,
purcmisgin, kelamisin, rkokuubisin, streptonigrin,
streptozosin, tibersitin, ubenimeks, zincstatin, zorubisin;
anti-metabolitler ornedin metotreksat ve 5-florourasil (5-FU};
folik asit analcglara Sdrnedin denopterin, metotreksat,
pteropterin, trimetreksat; purin analoglary bdrnedin

fludarabin, 6-merkaptopurin, tiyamiprin, tiyoguanin; pirimidin

analoglara drnedin ansitabin, azasitidin, 6-azauridin,
karmofur, sitarabin, didecksiuridin, doksifluridin,
encsitabin, floksuridin; androjenler &rnedin kalusteron,
droenanclon propiyonat, epitiostanol, mepitiostan,

testolakton; anti-adrenaller &rnedin aminoglutetimit, mitotan,
trilostan; folik asit tazeleyici ©Ornegin freolinik asit;
aseglaton aldofosfamid glikosid; aminolevulinik asit;

enilurasil; amsakrin; bestrabusil; bisantren; edatraksat;
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defofamin; demekolsin; diazikuon; elfomiting; elliptinyum
asetat; bir epotilon; etoglusid; galyum nitrat; hidroksilire;
lentinan; lonidainin; maytansinocidler &rnedin maytansin ve
ansamitosinler; mitoguazon; mitoksantron; mopidanmol;
nitraerin; pentostatin; fenamet; pirarubisin; losoksantron; 2-

etilhidrazit; prokarbazin; PSK® polisakkarit kompleksi (JHS

Natural Products, Eugen, OR); razoksan; rizoksin; sizofiran;
spilirogermanyum; tenuzazonik asit; triazikuon; 2,2',2"-
triklorotrietilamin; trikotekenler {(Ozellikle T-2 toksin,
verrakurin A, roridin A ve anguidin); uretan; vindesin

(ELDISINE®, FILDESIN®); dakarbazin; mannomustin,; mitobronitol;
mitolaktol; pipobroman; gasitozin; arabinozid ("Ara-Cc");
tiyotepa; taksocidler, ©&rnedin, Taxol® paklitaksel (Bristol-
Myers Squibb Oncology, Princeton, N.J.), ABRAXANETM
Kremoforsuz, paklitakselin albiimin ile geligtirilmis
nancparg¢acik formiilasyonu (American Pharmaceutical Partners,
Schaumberg, Illinois), ve Taxotere® doksetaksel (Rhone-Poulenc
Rorer, Antony, Fransa); kloranbusil; gemsitabin (GEMZAR®}; 6-
tiyoguanin; merkaptcopurin; metctreksat; platin analocglaris
drnedin cis-platin  ve karboplatin; vinblastin (VELBAN®) ;
platin; etopozid (VP-16); ifosfamit; mitoksantron; vinkristin
(ONCOVIN®); oksaliplatin; 1ékovovin; wvinorelbin (NAVELBINE®) ;
novantron; edatrekszat; daunomisin; aminopterin; ibantronat;
topcisomeraz inhibitdérid RES 2000; diflorometlilomitin (DMFO}) ;
retinoidler OSrnedin retinoik asit; kapesitabin (XELCDA®) ;
yukaridakilerin herhangi birinin farmasdtik olarak kabul
edilebilir tuzlara, asitleri vaya tlrevleri; ve
vukaridakilerin iki wveva daha fazlasinin kombinasvyonu Ornedin
CHOP, bir siklofosfamid, doksorubisin, vinkristin Ve
prednizolonun birlesik tedavisi dig¢in bir kisaltma wve 5H-FU ve
ldkovovin 1ile Dbirlestirilmis oksaliplatin (ELOXATINTM) ile
tedavi rejiminin kisaltmasi olan FOLFOX bulunur.

Kemoterapdtik ajanlarin bu taniminda ayrica, kanser blylimesini
kolaylastirabilecek hormonlarin etkilerini dizenleyici,

azaltici, bloke edici va da inhibe edici etki gbsteren wve
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genellikle sistemik vya da tTim wvicut tedavisi biciminde olan
anti-heormonal ajanlar da bulunmaktadir. Bunlarin kendileri de
hormon olabilir. Ornekler arasinda anti-&strojenler ve secici
dstrojen reseptdr modilatdrleri (SERM'ler), ornedin tamoksifen
(NOLVADEX® tamoksifen de dahil}, EVISTA® raloksifen,

drcloksifen, 4-hidroksitamoksifen, tricksifen, keoksifen, LY

117018, onapriston ve FARESTON® toremifen; anti-
progesteronlar; dstrojen reseptdrii asadi-dizenleyicileri
(ERD'ler); vyumurtaliklari bastirma vya da kapatma fonksiyonu

gbsteren ajanlar, oOrnedin 1é6tinize edici hormon salan hormon
(LHRH) agonistleri, ©&rnedin LUPRON® ve ELIGARDE loprolit

asetat, goserelin asetat, buserelin asetat ve tripterelin;

diger anti-androjenler, Odrnedin flutamid, nilutamit ve
bikalutamit; ve bdbrekistii bezinde bstrojen iretimini
dilzenleyen aromataz enzimini inhibe eden aromataz
inhibitdrleri, ornedin 4(5)-imidazoller, aminoglutetimit,

MEGASE® megestrol asetat, AROMASIN® eksemestan, formestan,
fadreozol, RIVISOR® wvorozcol, FEMARA® letrozol ve ARIMIDEX®
anastrozcl bulunur. Ayrica, kemoterapdtik maddelerin bu tir
tanimlari arasinda, bisfosfonatlar &rnedin klodronat (drnedin,
BONEFO3® veya OSTAC®), DIDROCAL® etidronat, NE-58095%, ZOMETA®
zoldronik asit/zoldronat, FOSAMAX® alendronat, ARFEDIA®
pamidronat, SKELID® tiludronat wveva ACTCONEL® risedronat; ve
troksasitabin (bir 1,3-dicksolan nilklecsid =sitozin analogu};
antisens oligoniikleotidleri, Ozellikle anormal hilcre
proliferasyonunda belirtilen sinyal yvollarinda genlerin
ekspresyonunu inhibe edenler, ©&rnedin, PKC-alfa, Raf, H-Ras,
ve Epidermal Blylme Faktdrii Reseptdril (EGF-R); asilar &rnedin
THERATOPE® agi ve gen terapisi asilari, &rnedin, ALLOVECTIN®
as1s1, LEUVECTIN® asisi, ve VAXID® asisiy LURTOTECAN®
topoizomeraz 1 inhibitdri; ABARELLX® rmRH; lapatinib ditosilat
(bir ErbB-Z wve EGFR dual tirozin kinaz kicuk-molekulla
inhibitér, GW572016 olarak da bilinir); wve yukaridakilerin
herhangi kirinin farmasdtik olarak kabul edilebilir tuzlari,

asitleri veya tirevleri bulunur.
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Kanser tedavisi wveya onlenmesi ic¢in nodrolojik ilaclar clarak
secilebilecek baska bir bilesik grubu, anti-kanser
imminogleobiilinleri (6rnedin, bunlarla sinirli olmamak
kaydiyla, trastuzumab, bevacizumab, alemtuksumab, setuksimab,

gemtuzumab ozogamisin, ibritumomab tiuksetan, panitumumab ve

rituksimab)’dir. Baz1 durumlarda, antikorlar, drnedin,
bunlarla sinirli olmamak kaydiyla, bir radycetiketli
tositumomab, toksik bir etiketle birlikte arzu edilen

hiicreleri (baska bir deyisle, kanser hilicreleri) hedeflemek ve
Oldiirmek igin kullanilabilir,

Bir okiller hastalik wveya bozukluk dic¢in seg¢ilebilir olan bir
néreclojik ilag, bir anti-anjivyojenik oftalmik madde (baska bir
deyisle, bevacizumabk, ranibizumab ve pegaptanib)}, bir oftalmik
glakom maddesi (baska Dbir deyisle, karbakol, epinefrin,
demekaryum bromir, apraslonidin, brimoenidin, brinzolamit,

levcobhunolol, timolol, betaxolol, dorzolamit, bimatoprost,

karteolol, mnetipranclol, dipivefrin, Travoprost ve
latanoprost), bir karbonik anhidraz inhibitédri (baska bir
deyisgsle, metazcolamit ve asetazolamit), bir oftalmik
antihistamin (baska bir deyisle, nafazolin, fenilefrin ve

tetrahidrozeolin), bir okiiler kaydirici madde, bir oftalmik

sterolit {(baska bir deyigle, florometolon, prednisclon,
loteprednol, deksametazon, difluprednat, rimeksolon,
flucsinolon, mekuruzon ve triamsinolon), bir oftalmik
anestetik (baska bir deyisle, lidokain, proparakain ve

tetrakain}, bir oftalmik anti-enfektif (kaska bhir deyisgle,

levofloksasin, gatifloksasin, ciproflcksasin, moksif oksasin,

kloramfenikel, basitrasin/polimiksin b, siilfasetamit,
tobramisin, azitromisin, besifloksasin, norfloksasin,
sulfizoksazol, gentamisin, idoksuridin, eritromisin,
natamisin, gramisitin, neocmisin, ofloksasin, trif uridin,

gansiklovir, vidarabin), bir oftalmik antienflamatuvar madde
(baska bir deyisle, nepafenak, ketorolak, flurbiprofen,
suprofen, siklosporin, triamsinolon, diklofenak ve bromfenak),

ve bir oftalmik antihistamin wveya dekonjestan (baska bir
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devisle, ketotifen, olopatadin, epinastin, nafazolin,
kromolin, tetrahidrozolin, pemirclast, bepotastin, nafazclin,
fenilefrin, nedokromil, lodoksamit, fenilefrin, emedastin ve
azelastin) olabilir. Bir ndbet bozukludu igin ndrolejik bir
ilag segilebilir, bunlar arasinda, bir antikonvulzan veya
antiepileptik &rnedin, bunlarla sinirli olmamak kaydiyla,
barbiturat antikonvulzanlar (baska bir deyigle, primidon,
metarbital, mefobarbital, allobarbital, amobarbital,
aprcharbital, alfenal, barbital, brallcobarbital ve
fenobarbital), benzodiazepin antikonvulzanlar {baska bir
devyisgle, diazepam, klonazepam, ve lorazepam), karbamat
antikonvulzanlar (baska bir devyisle felbamat}, karbonik
anhidraz inhibitor antikonvulzanlar (baska bir deyisle,
asetazolamit, tepiramat Ve zonisamit), dibenzazepin
antikonvulzanlar (baska bir deyisle, rufinamit, karbamazepin,
ve okskarbazepin), vad asidi tirevli antikonvulzanlar ({baska
bir deyisle, divalproeks ve wvalproik asit), gama-amincbutirik
asit analoglari (baska bir deyisle, pregabalin, gabapentin ve

vigabatrin), gama-amincbutirik asit alim inhibitdrleri (baska

bir deyisle, tiagabin), gama-aminobutirik asit transaminaz
inhibitérleri (baska bir deyisle, vigabatrin), hidantoin
antikonvulzanlar (baska bir deyisle fenitoin, etotoin,
fosfeniteoin ve mefenitein}, g¢esitli antikenvulzanlar {baska
bir deyigle, lakcocsamit ve magnezyum sulfat), progestinler
(basksa bir deyisle, progesteron), oksazolidindiyon
antikonvulzanlar (baska bir deyisle, parametadiyon ve

trimetadiyon), pirrclidin antikonvulzanlar (baska bir deyisle,
levetirasetam), siksinimit antikonvulzanlar {baska bir
deyisle, etosuksimit ve metsuksimit), triazin antikonvulzanlar
(baska Dbir deyisle, lamotrigin}, ve {re antikonvulzanlar
(baska bir deyisle, fenasemid ve fenturid} bulunur.

Bir lizozomal depclama hastalidiy 1¢in segilebilecek bir
nérelojik ilag, kendisi veya baska tirli, hastalikta bozulmus
olan enzimin aktivitesini taklit eden bir ilag¢tir. Lizozomal

depc bozukluklarinin tedavisi ig¢in &rnek rekombinant enzimler
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arasinda, bunlarla sinirli kalmamak kaydiyla, ©&ornedin, U.S.
Patent Bagvuru Yayin No. 2005/0142141'cde zikredilenler ({baska
bir deyisle, alfa-L-iduronidaz, iduronat-2-stlfhataz, N-
siilfataz, alfa-N-asetilglukosaminidaz, N-asetil-galaktosamin-
6-stilfataz, heta-galaktosidaz, arilsilfataz B, beta-
glukuronidaz, asit alfa-glukosidaz, glukoserebrosidaz, alfa-
galaktosidaz A, heksosaminidaz A, asit sfingomyelinaz, beta-
galaktoserebrosidaz, beta-galaktosidaz, arilslilfataz A, asit
seramidaz, aspartoasilaz, palmitoil-protein tiyoesteraz 1 ve
trip eptidil amino peptidaz 1) bulunur.

Amiloidoz igin secgilebilecek clan bir ndrolojik ilag, bunlarla
sinirli olmamak kaydivla, ©&zellikle asagidakilerden secilen
bir hedefe baglanan bir antikor veya diJer badlayici molekiil
(&drnedin, bunlarla sinirla olmamak  kaydiyla, kicik bir
molekiil, bir peptid, bir aptamer veya didger protein baglayici)
olabilir: beta sekretaz, tau, presenilin, amiloid prekiirsdr
proteini veya kisimlarz, amiloid beta peptidi veya
oligomerleri wveya fibrilleri, &61Um reseptdrll 6 (DR6), gelismis
glikasyon son 1iridnleri ig¢in reseptor (RAGE) , parkin wve

huntingtin; bir kolinesteraz inhibitérd (baska bir deyisle,

galantamin, donepezil, rivastigmin ve takrin); bkir NMDA
reseptdr antagonisti (baska Dbir deyisle, memantin), bir
moncamin  depletdrii  (baska bir devisle, tetrabenazin}; bir

ergoloit mesilat; bkir antikolinerjik antiparkinsonizm maddesi
(baska bir deyisle, prosiklidin, difenhidramin,
triheksilfenidil, benztropin, biperiden wve triheksifenidil};
bir dopaminerjik antiparkinsonizm maddesi (baska bir devyisle,
entakapon, selegilin, pramipekscl, bromokriptin, rotigotin,
selegilin, ropinirol, rasagilin, apomorfin, karbidopa,
levodopa, pergolit, tolkapon wve amantadin); bir tetrabenazin;
bir antienflamatuvar (6rnedin, bunlarla sinirlz olmamak
kaydiyla, bir nonsteroidal antienflamatuvar 1ila¢ (baska bir
deyigle, 1indometisin wve vyukarida sayilan dider bkilesikler};
bir hormon (bagska bir deyisle, bstrojen, progesteron ve

léprolit); bir vitamin {baska bir devyigle, folat ve
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nikotinamit); dimebolin; bir homotaurin (baska bir deyisle, 3-
aminopropansiilfonik asit; 3 APS); bir serotonin reseptdr
etkinlik mediilatdéri  (baska bir deyisle, ksaliproden); bir
interferon ve bir glukockortikoid.

Viral veya mikrobiyal bir hastalik ic¢in se¢ilebilecek olan bir
nérolojik ilag, Dbunlarla sinirli kalmamak kaydiyla, bir
antiviral bilesik (&6rnedin, bunlarla sinirli olmamak kaydiyla,
bir adamantan antiviral (kaska bir devyisle, rimantadin ve
amantadin), Dbir antiviral interferon (baska bir deyigle,
peginterferon alfa-2b), bir kemokin reseptor antagonisti
(baska bir deyisgle, maravirok), bir integraz iplikg¢ik transfer
inhibitéri (baska bir devyisle, raltegravir), bir néraminidacz
inhibitdrd (kaska bir deyisle, oseltamivir wve zanamivir), bir
non-nikleosid ters transkriptaz inhibitdru (baska bir devyisle,
efavirenz, etravirin, delavirdin ve nevirapin), bir nikleosid
ters transkriptaz inhibitdrleri (tenofovir, abakavir,
lamivudin, zidovudin, stavudin, entekavir, emtrisitabin,
adefovir, =zalsitabin, telbivudin ve didanozin), bir proteaz
inhibitéria {(baska bir devisle, darunavir, atazanavir,
fosamprenavir, tipranavir, ritonavir, nelfmavir, amprenavir,
indinavir wve sakinavir}), bir purin nilklegsid {baska bir
deyisle, valasiklovir, famsiklovir, asiklovir, ribavirin,
gansiklovir, wvalgansiklovir wve sitofovir), wve Dbir cesitli
antiviraller (baska bir devyigle, enfuvirtid, foskarnet,
palivizumab ve fomivirsen)), bir antibiyotik (8rnedin,
bunlarla sginirli o¢lmamak kaydiyla, bir aminopenisillin (baska
bir deyisle, amoksisillin, ampisillin, oksasillin, nafsillin,
kloksasillin, dikloksasillin, flukcksasillin, temosillin,
azleosillin, karbenisillin, tikarsillin, mezlosgillin,
piperasillin wve Dbakampisillin), bir sefalosporin (baska bir
deyisle, sefazolin, sefaleksin, sefalotin, sefamandol,
seftriakson, sefotaksim, sefpodoksime, seftazidim,
sefadroksil, sefradin, lorasarbef, sefotetan, sefuroksim,
sefprozil, gsefaklor, ve sefoksitin), bir karbapenem/penem

{(baska bir deyisgle, imipenem, meropenem, ertapenem, faropenem
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ve doripenem), bir monobaktam (kaska bir deyisle, aztreonam,
tigemonam, norkardikin A ve tabtoksinin-bheta-laktam, bir
betalaktamaz inhibitérid (baska bir deyisle, klavulanik asit,
tazcbaktam ve sulbaktam) baska bir beta-laktam antibiyotik ile
birlikte, bir aminoglikosid (bagka bir deyigsle, amikasin,
gentamisin, kanamisin, neomisin, netilmisin, streptomisin,
tobramisin, ve paromomisin), bir ansamisin (bagka bir deyisle,
geldanamisin ve herbimisin), bir karbasefem (baska bir
deyisle, lorasarbef), bir glikopeptidler (baska bir deyigle,
teikoplanin ve vankomisin), bir makrolid (baska bir deyisle,
azitromisin, klaritromisin, diritromisin, eritromisin,
roksitromisin, trolandomisin, telitromisin ve spektinomisin),
bir monokaktam (baska bir deyisle, aztrecnam), bkir kinolon
(baska bir deyisle, siprofloksasin, enoksasin, gatifloksasin,
levofloksasin, lomefloksasin, moksifloksasin, norfloksasin,
ofloksasin, trovaflcksasin, grepafloksasin, sparflcksasin ve
temafloksasin), bkir silfonamit (bagka bir deyigle, mafenid,
silfonamidokrisoidin, siulfasetamit, silfadiazin, siilfametizol,
siilfanilamit, siilfasalazin, siilfizoksazol, Trimetoprim,
trimetoprim ve sltlfametoksazol), bir tetrasiklin (baska bir
deyisle, tetrasiklin, demeklosiklin, doksisiklin, minosiklin
ve oksitetrasiklin), bir antineo-plastik wveya sitotoksik
antibivotik (baska bir deyisle, dokscorubisin, mitcksantron,
blecomisin, dauncrubisin, daktinomisin, epirubisin, idarubisin,
plikamisin, mitomisin, pentostatin ve valrubisin) ve ¢esitli
antibakteriyel bilesikler (baska bir deyisle, bakitrasin,
kolistein ve ©polimiksin B)), bir antifungal (baska Dbir
devisle, metronidazol, nitazoksanid, imidazol, klorokin,
iyvodokinel we paromomisin), wve bir antiparasitik (drnedin,
bunlarla sinirli olmamak kaydiyla, kinin, klorokin, amodiakin,
pirimetamin, siilfhadoksin, proguanil, meflokin, atovakuon,
primakin, artemesinin, halofantrin, doksisiklin, klindamisin,
mebendazol, pirantel pamcat, tiyabendazol, dietilkarbamazin,
ivermektin, rifampin, amfoterisin B, melarsoprol, efornitin ve

albendazol) olabilir. Iskemi icin secilebilecek bir néroleoijik
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ilag¢lar arasinda, bunlarla sinirli kalmamak kaydivyla, bir
trombolitik (baska bkir deyisle, urckinaz, alteplaz, reteplaz
ve tenekteplaz), bir trombosit agregasyon 1inhibitérii (baska

bir deyisle, aspirin, silostazol, klopidogrel, prasugrel ve

dipiridamol), bkir statin (baska bir deyigle, Ilovastatin,
pravastatin, fiuvastatin, rosuvastatin, atorvastatin,
simvastatin, serivastatin wve pitavastatin}, wve kan akisina

veya vaskiller esneklidl gelistirmek icin bir bilesik, &rnedin,
sinirlayici clmamak kaydiyla kan basing ilaglari bulunur.

Bir davranissal bozukluk ig¢in sec¢ilebilecek bir nodéroleojik
ilag, davranigs dedistirici bilesik, &rnedin, bunlarla sinirli
olmamak kavdiyla, bir atipik antipsikotik (baska bir devyisle,
risperidon, olanzapin, apripiprazol, guetiapin, paliperidon,
asenapin, klczapin, iloperidon wve ziprasiden), bir fenotivazin
antipsikotik (baska bir deyisle, proklorperazin, klorpromazin,
flufenazin, perfenazin, trifluoperazin, tiyoridazin ve
mezoridazin), bir tiyoksanten (baska bir deyisle,

tiyotiksene}, bir muhtelif antipsikotik <(bkaska bkir devyisle,

pimozid, lityum, molindon, haloperidol ve loksapin), bir
selektif serotonin alimi inhibitéra (baska bir deyisle,
sitalopram, essitalopram, paroksetin, fluoksetin ve

sertralin), bir serotonin-norepinefrin alimi inhibitdéri (baska

bir devyisle, duloksetin, venlafaksin, desvenlafaksin, bir

trisiklik antidepresan {backa bir deyisle, doksepin,
klomipramin, amoksapin, nortriptilin, amitriptilin, tri-
mipramin, imipramin, protriptilin ve desipramin), bir

tetrasiklik antidepresan (baska bir deyisle, mirtazapin ve

maprotilin), bir fenilpiperazin antidepresan (baska bir
deyisle, trazodon ve nefazodon), bir monoamin oksidaz
inhibitdéri {(baska Dbir deyisle, izokarboksazid, fenelzin,

selegilin wve tranilsipromin), bir benzodiazepin (baska bir
deyisle, alprazolam, estazolam, flurazeptam, klonazepam,
lorazepam ve diazepamnm), bir nerepinefrin-dopamin alimi
inhibitdrii (baska bir deyisle, bupropiyon), bir MSS uyarici

{baska Dbir deyisle, fentermin, dietilpropivyon, metamfetamin,
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dekstroamfetamin, amfetamin, metilfenidat, deksmetilfenidat,
lisdeksamfetamin, modafmil, pemclin, fendimetrazm,
benzfetamin, fendimetrazm, armodafmil, dietilprcpiyon, kafein,
atomoksetin, doksapram, ve mazindol), bir
anksiyolitik/sedatif/hipnotik (Ornedin, bunlarla ginirla
olmamak kaydiyla, bir barbiturat (baska bir deyisle,
sekobarbital, fenckbarbital wve mefcocbarbitzl), bir benzodiazepin
(vukaraida tarif edilen gsekilde) ve bir muhtelif
anksiyeolitik/sedatif/hipnotik (baska bir deyisgle
difenhidramin, sodyum oksibat, zaleplon, hidroksizin, kloral
hidrat, aolpidem, buspiron, doksepin, eszopiklon, ramelteon,
meprobamat ve etklorvinol)), bir sekretin (bakiniz, O&rnedin,
Ratliff-Schaub wve diJerleri Autism 9: 236-265 (2005}), bizr
opicit peptidi (kakiniz, &rnedin, Cowen et al, J. Neurochem.
89:273-285 (2004)), wve Dbir ndropeptid (bakiniz, Ornedin,
Hethwa wve diderleri Am. J. Physicl. 289: E301-305 (2005))
olabilir.

MSS enflamasyonu ig¢in, enflamasyonun kendisine hitap eden
(baska bir deyisgsle, bir non-steroidal antienflamatuvar madde,
drnedin ibuprofen wveya naproksen) veya enflamasyonun altinda
vatan nedeni tedavi eden (baska bir deyisle, bir anti-viral
veya anti-kanser madde) bir nérolejik ilacg secilebilir.

Baska bir uygulamada beyin efektbr wvarlidi, sadlam wveya tam
uzunlukta bir antikordur. Intakt antikorlar agir zincirlerinin
sabit domeninin amino asit sekansina bagli olarak farkl:
siniflara ayrilabilir. Bes ana intakt antikor sinifi wvardir:
IgaA, IgD, IgE, IgG ve IgM ve Dbunlarin birkaci ayrica alt
siniflara (izotipler} ayrilabilir; orn. IgGl, IgGz, IgG3,
IgG4, IgA ve IgAZ. Farkli antikor sainiflarina Kkarsilik gelen
agir zincir sablit domenleri, sirasiyla o, &, £, y ve 1 olarak
adlandirailir. Farkli imminoglobiilin siniflarinin alt birim
yvaplilari wve Ug¢ boyutlu konfigirasyonlari 1iyi bilinmektedir.
Bir uygulamada, intakt antikecr efektdr fonksiyondan ycksundur.
Antikor idretme teknikleri bilinmektedir ve bu dokiimanin tanim

bEéliminde yukarida &rnekler verilmistir. Bir uygulamada, s&z

43



10

15

20

25

30

35

konusu antikor, bir kimerik, hUmanize wveya insan antikorudur
veya antijen baglayici fragmanlaridir.

Monovalent baglanma varlidinin R/BBB'ye baglanmasinin
saptanmasi ig¢in g¢esitli teknikler mevcuttur. Bodyle bir test,

insan R/BBB (beyin antijen) Dbaglanmasi bakimindan kabiliyet

igin bir enzime badli immiinosorbent testidir (ELISA). Bu teste
gdre, antijen 1le kaplanmigs plakalar (drnedin rekombinant
sR/BBB), R/BBB'ye dodru tek dederlikli baglanma varligini

iceren bir ornek 1le enkilbe edilir ve tek dederlikli bkadlama
varliginin ilgi duyulan antijene baglanmasi belirlenir.

Bir gérinimde mevcut bulusun tek dederli Dbadlanma varliga,
antijen badlanma aktivitesi bakimindan, &rnedin ELISA, Western
blot vb. bilinen metotlarla test edilir.

Bir gdriinimde, mevcut bulusun tek dederlikli baglanma varlida,
X 1sin1 yapl saptamasinin epitop eglestirmesi kullanilarak bir
R/BBB’ye dogru tekli antijen baglanma etkinligdi bakimindan
test edilmistir.

Sistemik olarak wverilen kan beyin bariyeri mekidi ve/veya
konjligatinin alimi ve kan beyin bariyeri mekidinin ve/veya
konjiigatinin diger biyolojik aktivitelerini dederlendirmek
igin testler, &rneklerde acgiklanan sekilde wveya 1ilgi duyulan
kan beyin bariyeri mekidi ve/veya konjligati ig¢in Dbilinen
sekilde gerceklestirilebilir. MSS’'nin parankim bosludu icinde
konsantrasyonunu dlgmek, ©Ornedin etiketli kan beyin barivyeri
mekigil ve/veya konjiigatin ELISA veya radyoaktivite
dlclimleriyle birlikte mikrodiyaliz wveya kapiler tiikenme metodu
kullanilarak da kullanilabilir.

Farmasétik formiillasyonlar

Mevcut bulusa uygun kullanilan kan beyin kariveri mekidinin
ve/veya konjlgatinin terapdtik formilasyonlara, opsiyonel
farmasdtik olarak kabul edilebilir tasiyicilar, eksipiyanlar
veya stabilizatorler ile karigtirilarak (Remington's
Pharmaceutical Sciliences lé'nci baski, 0Osol, A. Ed. (1980)),
liyofilize edilmis formilasyonlar vevya sulu cozeltiler

biciminde depolama icin hazirlanirlar. Kabul edilebilir
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tasivyicilar, eksipiyanlar veya stabilizatorler, uygulanan
dozajlarda ve konsantrasyonlarda alicilar ig¢in toksik degildir
ve bunlarin arasinda tamponlar, &rnedin fosfat, sitrat wve
diger organik asitler; askorbik asit ve metiyonin dahil
antioksidanlar; koruyucular (6rneg¢in oktadesildimetilbenzil
amonyum klorur; heksametonyum kloriar; benzalkonyum klorur,
benzetonyum klorlr; fenol, bitil wveya Dbenzil alkol; alkil
parabenler, drnedin metil vevya propil paraben; katekol;
resorsinel; sikloheksanol; 3-pentancl; ve m-krescl); distik
molekil agirlikla (vaklasik 10 rezidiiniin altinda)
polipeptidler; proteinler, &rnedin serum alblimin, jelatin veya
immiinoglobilinler; hidrofilik polimerler, drnedin
polivinilpirolidon; amino asitler, &rnedin glisin, glutamin,
asparagin, histidin, arginin wveya lizin; monosakaritler,
disakaritler ve diger karbonhidratlar, o¢rnedgin glukoz, mannoz
veya dekstrinler; selatlama maddeleri, &rnedin EDTA; sekerler,
drnedin sukrcz, manitol, trehaloz veya sorbitel; tuz olusturan
karsi iyonlar, ©&rnedin sodyum; metal kompleksleri (&rn. Zn-
protein kompleksleri); ve/veya iyonik olmayan vyizey aktif
maddeler, Ornegin TWEEN™, PLURONICS™ veya polietilen glikol
(PEG) bulunur.

Buradaki formiilasyon ayrica, tercihe gdre, birbirini olumsuz
yonde etkilemeyen tamamlayici aktiviteleri clanlarda,
gerektidi kadar birden fazla zktif bilesik igerebilir. Bu tir
ilaglarin tipi wve etkili miktarlari, érnedin formilasyonda
bulunan kan beyin bariyeri mekidi wve/veya konjugat miktarina
ve deneklerin klinik parametrelerine baglidir. Bu tir ©Ornek
ilaclar asagida tartisilmistir.

Aktif bilegenler ayrica, ©rnedin kocaservasyon tekniklerivle va
da interfasiyel polimerizasyonla hazirlanan mikrokapsiiller,
Srnedin, sirasiyla hidroksimetilseliiloz va da jelatin
mikrokapsiiller ve poli-{(metilmetasilat} mikrckapslller ig¢inde,
kolloidal ilag¢ daditim sistemleri (&6rnedin, lipozomar, albimin
mikrokiirecikleri, mikroemiilsiyonlar, nanc-parcaciklar ve

nanckapsiiller) va da makrcemiilsiyonlar icinde hapsedilebilir.
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Bu gibi teknikler, Remington's Pharmaceutical Sciences 16 nci
baski, Osol, A. Ed. (1980) yayininda aciklanmigtir.

Strekli salimli preparatlar hazirlanabilir. Strekli salimla
preparasyonlarin uygun drnekleri arasinda, antikoru icgeren
kata hidrofobik polimerlerin yari gegirgen matrisleri

bulunabilir ve bku matrisler, sekilli malzemeler, &rn, filmler

veya mikrckapsiller biciminde olur. Slrekli salimla
matrislerin Sdrnekleri arasinda polyesterler, hidreijeller
(drnedin, poli(Z2-hidroksietil-metakrilat) va da
poli(vinilalkel)}, polilaktitler (U.S. Pat. No. 3,773,919), L-

glutamik asit ve vy etil-L-glutamat kopeclimerleri, bozunmaz
etilen-vinil asetat, bozunur laktik asit-glikolik asit
kopolimerleri, ©&rnedin LUPRON DEPOT™ (laktik asit-glikolik
asit kopolimeri ve 1éprolit asetattan olusan enjekte
edilebilir mikrokiurecikler) ve poli-D-(-)-3-hidroksibitirik
asit bulunur.

In vivo uygulamada kullanilacak olan formiilasyonlarin steril
olmas1i gerekir. Sterillik, steril <filtrasyon membranlara
ig¢erisinden filtrasyon voluyla kclavylikla sadlanir. Bir
uygulamada, formiilasyon izotoniktir.

Kan beyin bariyeri mekigi wve/veya bulusun konjlgati, ¢esitli
in vivo yoéntemlerde kullanilabilir. Ornedin, mevcut beyan, BBB
boyunca terapdtik bir bilesiin tasinmasi icin bir y&ntem
saglar, bu yvéntem, kan bevyin barivyeri mekigdi ve/veya
konjtigatinin, tek degerli baglama varliginin buraya
kenetlenmis terapdtik bilesidi BBB bhoyunca tasivacadi sekilde
BBR'ye maruz birakilmasini icgerir. Baska bir &rnekte, mevcut
beyan, bir ndrolojik bozukluk ilacain BBB boyunca tasinmasi
voéntemini saglamakta olup, vyéntem, KkKan bevyvin bariveri mekigi
ve/veya konjligatinin, tek deferli badlama wvarlidinin buraya
kenetlenmis ndrolojik bozukluk ilacini BBB boyunca tasivyacada
sekilde BBB'ye maruz birakilmasini ig¢erir. Bir uygulamada,
buradaki BBB, bir memelide (&rnedin bir insanda), bunlarla
sinirli olmamak iizere, asadidaki bir ndérolojik bozukludu olan

bir memelide bulunur: 2Alzheimer hastalidr (AD), inme, demans,
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kas distrofisi {(MD), multipl skleroz (MS), amiyotrofik lateral
skleroz (ALS), kistik +fibroz, Angelman's sendromu, Liddle
sendromu, Parkinscn hastaliga, Pick hastaliga, Paget
hastaligi, kanser, travmatik beyin hasari ve benzeri.

Bir wuygulamada, norclojik bozukluk asagidakilerden segilir:
bir ndropati, amiloideoz, kanser (6rnegin MS$S veya beyini
igeren), bir okiiler hastalik wveya bozukluk, bir wviral wvevya
mikrobiyal enfeksivyon, enflamasvon (6rnedin MSS veva bevinin},
iskemi, nérodejeneratif hastalik, kasilma, davranigsal
bozukluk, lizcozomal depolama hastalidil ve benzeri.

Néropati bhozukluklara, Uygunsuz veya kontrolsiiz sinir
sinvallesmesi wveya eksikligdi ile karakterize sinir sistemi
hastaliklari veya anomalileri olup, bunlar arasinda, bunlarla
sinirli kalmamak kaydiyla, kronik adri (6rnedin nosiseptif
agri), wvicut dokularinin =zarar gdrmesinden kaynaklanan adgri,
drnegin, kanser ile ilgili adri, ndropatik adri (sinirlerdeki,
omurilikteki wveya Dbeyindeki anormalliklerin neden oldudu
agri)y, ve psikogenik adra (tamamen veya g¢odunlukla Dbir
psikolojik bozuklukla 1lgili}), genellikle vertigo veya mide
bulantisi gibi néropati bozukluklarina eslik eden bas adraisai,
migren, ndropati ve semptomlar ve sendromlari bulunur.
Amiloidozlar, MS$SS'deki hiicre disi proteinli birikintilerle
iliskili bir hastalik wve Dbozukluk grubu olup, Srnedin,
bunlarla sinirli olmamak kavdiyla, ikincil amiloidoz, vasa
bagli amiloidoz, Alzheimer’s hastalidar (AD), Hafif bilissel
bozukluk (MCI), Lewy cisimcikli demans, Down sendronu,
herediter serebral hemoraji ile amiloidoz (Dutch tipi); Guam
Parkinson-demans kompleksi, Bevin amiloid anjivyopatisi,
Huntington hastalidi, progresif supranlkleer palsi, multipl
skleroz; Creutzfeld Jacok hastalidi, Parkinson hastaliga,
bulasici slUngerimsi ensefalopati, HIV ile 1ilgili demans,
amiyotrcfik lateral sklercz (ALS), InkllUzyon-vicut miyozidi
(IBM}, ve beta-amileid birikimi ile ilgili okiiller hastaliklar
(baska bir devyisle, makiller dejenerasyon, drusen ile ilgili

optik néropati wve katarakt} bulunur.
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M35 kanserleri, bir veya daha fazla MSS hiicresinin (baska Pkir
deyisle, bir sinir hilcresi) anormal proliferasyonu ile

karakterizedir wve bunlar arasinda, bunlarla sinirli kalmamak

kaydiyla, glivyom, glichlastoma multiforme, menenjiyom,
astrositom, akustik noroma, kondroma, oligodendrogliyom,
medulloklastomus, ganglicglioma, Schwannoma, nérofibrom,

nérceblastom, ve ekstradural, intrameduller veya intradural
timérler bulunur.

M3S'nin viral vevya mikrokbival enfeksiyonlaryi arasinda,

bunlarla ginirla kalmamak kaydiyla, virtislerin {(yani,
influenza, HIV, poliovirus, rubella), bakterilerin (yvani,
Neisseria sp., Streptococcus sp., Pseudomonas sp., Proteus

sp., E. coli, S. aureus, Pneumccoccus sp., Meningococcus sp.,
Haemophilus sp., ve Mycobacterium tuberculosis) ve diger
mikroorganizmalarin Grnedin, mantarlar (yani, mava,
Cryptococcus neoformans), bulunur, MSS patofizyolojileri ile
sonu¢lanan parazitler (yani, toxoplasma gondii) wveya amipler
arasinda, bunlarla sinirla kalmamak kaydivyla, menenjit,
ensefalit, mvelit, wvaskulit wve akut wveya Kkronik olakilen apse
bulunur. MSS enflamasyonu, MSS’ne verilen bir hasarinin neden
oldudu enflamasyondur, bu bir fiziksel hasar (baska bir
deyisle, bir kaza, cerrahi, beyin travmasi, omurilik
varalanmasi, sarsinti) veya MSS'nin baska bir wveya daha fazla
hastalik veva beozukluklari ile 1ilgili bir hasar (baska bir
deyisle, apse, kanser, viral veya mikrobiyal enfeksiyon)
olabilir.

MSS'nin iskemisi, burada kullanildidi sekilde, beyinde anormal
kan akisi wveva wvaskiller davranigla wvevyva bunun nedenleriyle
ilgili bir grup bozukludu ifade eder ve Dbunlarla sinirla
kalmamak kaydiyla sunlari igerir: fckal beyin iskemisi, global
beyin iskemisi, inme (baska bir deyisle, subaraknoid hemoraji
ve intraserebral hemoraji), ve anevrizma.

Norodejeneratif hastaliklar, MS5S'de ndral Thiucre fonksiyon
kayb1 wveya &liimle iliskili hir hastalik wve bozukluk grubudur

ve bunlar arasinda, bunlarla sinirlia: kalmamak kaydiyla:
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adrenoldkodistrofi, Alexander's hastalidi, Alper's hastalidi,
Amyotrofik lateral sklerocz, Ataksi telenjiektazi, Batten
hastalidi, cockayne sendromu, kortikiiscbazik dejenerasyon, bir
amiloidozun naden oldudu vevya iliskili dejenerasvyon,
Friedreich ataksisi, frontotemperal lop dejenerasyonu,
Kennedy's hastalidi, g¢oklu sistem atrofisi, multipl skleroz,
birincil lateral skleroz, progresif suprantkleer palsi, spinal
muskiiler atrcefi, transvers miyelit, Refsum's hastaligi ve
spinoserebellar ataksi bulunur.

MSS'nin nébet hastaliklari ve bozukluklari, MSS'deki uygunsuz
ve/veya ancormal elektrik iletimini igerir wve bunlar arasinda,
bunlarla sinirli kalmamak kaydivyla: epilepsi (baska bir
deyisle, vyoksunluk ndbetleri, atonik ndbetler, iyi huylu
Rolandik epilepsi, cocukluk vyoksunludu, klonik nébetler,
kompleks kismi nodbetler, frontal 1lob epilepsisi, atesli
nébetler, infantil spazmlar, juvenil miyoklonik epilepsi, geng
voksunluk epilepsisi, Lennox-Gastaut sendromu, Landau-Kleffner
sendromu, Dravet's sendromu, OCtahara sendromu, West sendromu,
miycklonik nékbetler, mitckondril bozukluklar, progresit
miyoklonik epilepsiler, psikogenik néketler, refleks epilepsi,
Rasmussen sendromu, basit kismi ndbetler, sekonder genel
nébetler, temporal lobk epilepsisi, toniklonik ndbetler, tonik
nébetler, psikomotor nébetler, limbik epilepsi, kismi-
baslangic nébetleri, genel-baslangic népbetleri, status
epileptikus, abdominal epilepsi, akinetik n&betler, otonomik
nébetler, masif bilateral miyoklonus, katamenial epilepsi,
damla nébetleri, emosyonel nébetler, fokal ndketler, gelastik
nébetler, Jacksonian March, Lafora hastalidi, motor ndbetler,
multifokal ndbetler, nocktiirnal ndketler, 1sik duvarli ndbet,
psédo nobetler, duyusal ndketler, gizli nébetler, silvan
nbbetleri, cekilme nbdbetleri wve gbdrsel refleks ndbetleri)
bPulunur.

Davranis bozukluklara, MSS'nin etkilenen kisinin anormal
davranisi 1ile karakterize olan bozukluklar olup, bunlar

arasinda, bunlarla sinirla kalmamak kaydiyla: uyku
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bozukluklara (baska bir devisle, insomnia, parasomnias,
kabuslar, sirkadyen ritm uyku bozukluklari, wve narkolepsi),
duygudurum  bozukluklari {(baska bir deyisle, depresyon,
suisidal depresyon, anksiyete, kronik efektif bozukluklar,
fobiler, panik ataklar, obsesif-kompulsif bozukluk, dikkat
eksikligi  Thiperaktivite bozukludu (ADHD), dikkat eksikligi
bozukludu (ADD), kreonik vorgunluk sendromu, agorafobi, travma
senrasi stres bozukludu, bipolar bozukluk), veme bozukluklari
(baska Dbir deyisgle, anoreksi wveya bulimia), psikozlar,
geligimsel davranis bozukluklari (baska bir deyisle, otizm,
Rett's sendromu, Aspberger sendromu}, kisilik bhozukluklari ve
psikotik bozukluklar (baska bir deyisle, gizofreni, sanrili
bozukluk wve benzerleri) bulunur.

Lizczomal depolama bozukluklarz, bazi durumlarda CNS 1le

iliskili veya MSS-spesifik semptomlari Dbulunan metabolik

bozukluklar olup; bu tilr Dbozukluklar arasinda, bunlarla
sinirli kalmamak kaydiyla asadidakiler bulunur: Tay-Sachs
hastaliga, Gaucher's hastaliga, Fabry hastaliga,

Mukcpolisakkaridoz (tipler 1, 1I1I, III, IV, V, VI wve VII),
glikojen depclama hastalidy, GMl-Gangliosidoz, metakromatik
ldkodistrofi, Farber hastaligzi, Canavan lokodistrofisi wve
néronal seroit lipofuskinoz tipleri 1 wve 2, Niemann-Pick
hastalidi, Pompe hastalidi ve Krabbe's hastalidi bulunur.

Bir gdrinimde, bir 1ilag¢ clarak kullanilmak {zere mevcut
bulusun kan beyin bariyeri mekigil ve/veya konjligata
sunulmaktadir. Ayri gérinumlerde, bir nérolojik hastalidi veya
bozukludu tedavi etmede kullanim ig¢in mevcut bulusun kan beyin
bariveri mekidgi ve/veya konjlgati sunulmaktadair (brnedin,
Alzheimer’s hastaligi). Belirli  uygulamalarda, bir tedavi
yonteminde kullanima ydnelik mevcut bulusun kan beyin bariyeri
mekidi wve/veya konjigati sunulmaktadir. Belirli uygulamalarda,
mevcut bulusg, bireye etkili bir miktardaki mevcut bulusun kan
beyin bariyeri mekidi ve/veya konjlgatinin uygulanmasini
igeren uygulanmasini iceren Dbir ndrolojik hastalik veya

bozukludun bir bireyin tedavi edilmesinin bir y&nteminde
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kullanim i¢in mevcut bulusun kan beyin bariveri mekidi ve/veva
konjigatini saflamaktadir. Yukaridaki uygulamalardan herhangi
birine g&re bir “birey” tercihe g&re bir insandair.

Mevcut bulusun kan bevin bariyeri mekidi ve/veya konjlugati vya
tek bagina ya da bir terapideki diger maddeler ile kcombinasyon
halinde kullanilabilir. Ornedin, mevcut bulusun kan beyin
bariyeri mekigi ve/veya konjiigati, en az bir ilave terapdtik
madde ile birlikte wverilebilir. Belirli uygulamalarda, ilave
bir terapdtik madde, mevcut bulusun kan bevin bariyeri mekigi
ve/veyva konjlugati, tedavi i¢in kullanilirken ayni veya farkl:i
bir ndérolcjik bozuklugu tedavi etmek igin etkili olan bir
terapodtik maddedir. Ornek ilave terapdétik maddeler arasinda,
bFunlarla sinirli kalmamak kaydiyla sgsunlar bulunur: vukarida
tarif edilen cesitli nérolojik ilac¢lar, kolinesteraz
inhibitérleri (Grnedin donepezil, galantamin, rovastigmin ve
takrin}, NMDA reseptdr antagonistleri (6rnegin memantin},
amiloid beta peptid agregasyon inhibitérleri, antioksidanlar,
yv-sekretaz modiilatdrleri, sinir biylime faktdrdl (NGF) mimikleri
veya NGF gen terapisi, PPARy agonistleri, HMS-CoA rediktaz
inhibitérleri (statinler), ampakinler, kalsiyum kanal
blokdrleri, GABA resept&r antagonistleri, glikojen sentaz
kinaz inhibitérleri, intravendz imminoglobiilin, muskarinik
reseptdr agonistleri, nikrotinik reseptdr modilatdrleri, aktif
veya pasif amiloid beta peptid imminizasyonu, fosfodiesteraz
inhibitérleri, serotonin reseptdr antagonistleri wve anti-
amiloid heta peptid antikorlari. Bazi uygulamalarda, en az bir
ilave terapédétik madde, nérolojik ilacin bkir veya daha fazla
van etkisini hafifletme kabiliveti nedenivle secilir.

Bu gibl vyukarida belirtilen kombinasycen terapileri birlikte
uygulamay1l (burada iki veya daha fazla terapdtik ajan, ayni ya
da farklai formillasyonlara dahil edilir}) wve ayri uygulamayi
igermekte clup, ayri uygulama durumunda, mevcut bulusun kan
beyin bariveri mekidl ve/veya konjlgati uygulanmasi, 1lave
terapdtik ajan ve/vevya adjuvanin uygulanmasindan once,

egzamanlil olarak ve/veya ardindan gerceklegtirilebilir. Mevcut
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bulusun kan bevin bariveri mekikleri wve/veva konjligatlar:
ayrica, diger girisimsel tedavilerle, Srnedin, bunlarla
sinirli olmamak kaydiyla, radyasyon terapisi, davranissal
terapi veya teknikte bilinen ve tedavi edilecek veya onlenecek
nérelojik bozukluk ig¢in uygun olan dider terapilerle birlikte

de kullanilgbilir. Mevcut bulusun kan beyin bariyeri mekigi

ve/veya konjlgati (ve herhangi bir ilave terapdtik
madde) herhangi bir uygun yolla uygulanabilir, drnedin
parenteral, 1intrapulmoner ve 1intranazal ve, arzu edilirse

lokal tedavi 1i¢in, intralezyonal uygulama 1ile wverilebilir.
Parenteral 1infiizyonlar arasinda intramuskiiler, intravendz,
intraarterival, intraperitoneal va da subkiitandz uygulama
bulunur.

Doz uygulamasi herhangi bir uygun vyolla, &rnedin kismen
uygulamanin kisa sureli ya da sirekli olmasina badli olarak
enjeksiyon vyoluyla, 6rnedin intravendz vya da subkitandz
enjeksiyonlarla vapilabilir. Cesgsitli doz uygulama planlara,
Srnedin bunlarla sinirli kalmamak iizere, cesitli zaman
noktalarinda tek degerlikli vya da c¢oklu uygulamalar, bolus
uygulama ve ataimli inflizyon burada disinidlmistiir.

Mevcut bulusun kan beyin bariyeri mekidi ve/veya konjigatlara,
ivi tibbi uygulamalarla uyumlu Dbir sekilde formile edilir,
dozlanir ve uygulanir. Bu badlamda dikkate alinmasi gereken
faktdorler arasinda, tedavi edilen belirli bozukluk, tedavi
edilen memeli, hasta bireyin klinik durumu, bozukludun nedeni,
ajanin uygulanma alani, uygulama ydntemi, uygulama plani ve
tip dokterlar: tarafindan bilinen diger faktérler Dbulunur.
Mevcut bulusun kan bevin bariyeri mekidi ve/vevya konjlgatlara,
zorunlu olmamak kaydiyla, ancak 1istede bagli olarak, 1ilgili
bozukludun ¢&énlenmesi ya da tedavi edilmesinde gilincel olarak
kullanilan bir wveya daha fazla madde 1ile birlikte Zformiile
edilir. Bu gibi dider maddelerin etkili miktari, formillasycnda
mevcut bulunan kan beyin bariyeri mekidi ve/veya konjlugati
miktarina, bozukluk ya da tedavi tiiriine ve yukarida ele alinan

dider faktérlere badlidir. Bunlar genellikle ayni dozajlarda
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ve burada tarif edilen uygulama yollariyla ya da burada tarif
edilen dozajlarin vyaklasik %1 ila %99'u arasinda vya da
deneysel olarak/klinik olarak uygun oldudu belirlenmis olan
herhangi bir dozaj ve herhangi bir yolla kullanilair.

Hastalik Onlenmesi va da tedavisi igin, mevcut bulusun kan
beyin bariveri mekidi wve/veya konjlgatinin uygun dozajl (tek
basina ya da bir wveya daha fazla baska ilave terapétik ajanla
birlikte kullanildidinda), tedavi edilecek olan hastalidain
turine, kan beyin bariyeri meki§i ve/veya konjlUgatinin tiriine,
hastalidin ciddiyetine wve seyrine, antikorun ¢&nleyici va da
terapotik amag¢la uygulanmasina, terapli gecgmisine, hastanin
klinik geg¢misine wve kan beyin Dbariveri mekidi ve/veya
konjlgatina yanitina ve hastaya bakan doktorun takdirine badla
olarak dedisgir. Soz konusu kan beyin bariyeri mekidi ve/veya
konjigati, hastaya bir kerede ya da bir dizi tedavi halinde
uygun sekilde tatbik edilir. Hastalidin tiriine ve ciddiyetine
bagli clarak, bir veya daha fazla ayri uygulama big¢iminde ya
da slurekli inmultimerik biciminde hastaya uygulanacak olan 1ilk
dezaj, vaklasik 1 ug/kg ile 15 mg/kg (érnedin 0,1 mg/kg - 10
mg/kg) kan beyin bariyeri mekidinin ve/veya konjigati diizeyi
arasinda olabilir. Tipik bir gilinliik dozaj, yukarida bahsedilen
faktoérlere dayalil olarak yaklasik 1 ug/kg ila 100 mg/kg veya
daha fazlasi arasinda degisebilir. Birkag¢ gin veya daha uzun
sireler boyunca tekrarlanan uygulamalarda, duruma bagli
olarak, tedavi genellikle, hastalik semptomlarinin istenen
supresyonu meydana gelene kadar sirdirilir. Ornek
nitelidindeki Dbir antikor dozaji, vyaklasik 0,05 mg/kg ile
yvaklasik 10 mg/kg arasinda dedisebilir. Bu nedenle, vaklasik
0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg va da 10 mg/kg'lik bir veva
daha fazla doz (ya da bunlarin herhangli bkir kombinasyonu)
hastaya uygulanabilir. Bu gibi dozlar aralikli olarak, &rnedin
her hafta ya da her ¢ haftada bir uygulanabilir (&rnedin
hastayva vyaklasik 1ki ile yaklasik yirmi doz arasinda, &rnedin
vaklasik alti doz antikor uygulanir). Yiiksek bir baslangig

yvilkleme dozu ve ardindan bir veya  bircok diisiik  doz
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uygulanabilir. Ancak, diger dozaj rejimleri de yararli
olabilir. Bu terapinin ilerleyisi, geleneksel teknikler ve
analizler yardimiyla keclaylikla izlenebilir.

Imalat driinleri

Mevcut bulusun baska bir goriniuminde, vyukarida tarif edilen
bozukluklarin tedavisi ve/veya Snlenmesi icin yararli
malzemeler iceren bir Urin sadlanir. Bu imalat Uriinid, bir kap
ve kabin ilzerinde va da kapla ilintili olarak bir etiket va da
prospektiis ig¢erir. Uygun kaplar arasinda, Ornedin, siseler,
viyaller, siringalar, IV  ¢dzelti torbalari: vb. bulunur.
Kaplar, &rnedin cam vya da plastik gibi g¢esitli malzemelerden
olusabilir. Kzbin icinde, bozukludun tedavi edilmesi,
onlenmesi ve/veya teshis edilmesi ig¢in tek basina ya da baska
bir bilegsimle birlikte etkili olan bir bilesim bulunur ve
steril bkir erisim agzina sahip olakilir (&rnedin kap, Dbir
derialti enjeksiyon idnesiyle delinebilen bir taikaci bulunan
bir intravendz sollisyon torbasi va da bir flakon olabilir).
Bilesimdeki en az bkir aktif madde, mevcut bulusun bir kan
beyin mekidi ve/veya konjugatidir. Etiket va da prospektis,
bilesimin secilen durumun tedavisi icin kullanildigina
belirtir. Ayrica, imalat Urinid, (a) igerisinde mevcut bulusun
bir kan beyin bariyeri mekigi ve/veya konjligatini igeren bir
bilesim bulunan bkir birinci kaba ve (b) icgerisinde bkaska bir
sitctoksik va da tTerapdtik ajan igeren bir bilesim bulunan bir
ikinei kaba sahip olabilir. Mevcut bulusun bu uygulamasinda
imalat urini ayrica bilesimlerin belirli bir durumun
tedavisinde kullanilabilecedini belirtilen bir prospektis
icerebilir. Alternatif wveva ek olarak, imalat {rint ayraica,
farmasdtik olarak kabul edilebilir Dbir tampon, drnedin
enjeksiyon i¢in bakteriyostatik su (BWFI), fosfat tamponlu
salin, Ringer solisyonu ve dekstroz solliisyonu ig¢eren ikinci
(ya da lg¢incil) bir kap icerebilir. Imalat irinl ayrica bir
ticari son kullanici ag¢isindan 1stenebilecek olan Dbaska
malzenmeler, &rnedin baska tamponlar, seyrelticiler, filtreler,

idneler ve giringalar icerebilir.
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Imalat irinii tercihe g&re ayrica bir kisideki bir ndroloijik
bozukluk tedavi etmek icin talimatlar bulunan bir prospektils
icerir, burada talimatlar, burada ag¢iklanan sekildeki kan
beyin bariyeri mekidi ve/veya konjligatin ndrolojik bozuklugdu
tedavi ettidini gdstermektedir wve tercihe gbre kan beyin
bariyeri mekigi ve/veya konjilgatin R/BBB'ye monovalent
baglanma modu nedeniyle BBB boyunca alimi arttirdidinz
g&stermektedir.

Ornekler

Ornek 1: Ekspresyon plazmidlerinin iiretimi

Bazik/standart memeli ekspresyon plazmidi

Arzu edilen proteinler, insan embriyonik bdbrek hicrelerinin
(HEK 293) gecici transfeksiyonu ile eksprese edilmistir. Bir
arzu edilen gen/proteinin (6rnedin antikor-Fab multimerik
protein) ekspresyonu ic¢in asagidaki fonksiyonel elementleri
ihtiva eden bir transkripsiyon birimi kullanilmistair:

* intron A’vyl ig¢eren 1insan sitomegalo virilisinden (P-CMV)
vakin erken arttirici ve prcomotdr,

* bir insan &agir zincir imminoglobilini 5’ -transle edilmemis
bdlgesi (5'UTR),

* bir murin imminoglcbilin agir zincir sinval sekansi (SS),

* eksprese edilecek bir gen/protein (drnedin tam uzunluklu
antikor adgir zinciri), ve

* s1gir blylme hormonu poliadenilasyon sekansi (BGH pA).
Temel/standart memell ekspresyon plazmidi, eksprese edilmesi
istenen geni ig¢eren ekspresyon Dbiriminin/kasetinin yaninda
sunlari igerir:

* Bu plazmidin E. coli'de replikasyonuna imkan veren pUC18
vektdorinden bir replikasyon kaynadgi, ve

* E. coli’'de ampisilin direnci kazandiran bir beta-laktamaz
geni.
Agsagidaki antikor-scFab fiizyon polipeptitlerini/proteinlerini

kodlayan ekspresyon plazmitleri olusturulmustur:

Tetravalan Mab3l-scFakb (8D3) (Sekil icC) (Mab31 insan
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monoklcnal antikorunu taniyan Abeta. Mab 317in INN’si =

Gantenerumak)

Agir zincir (10132 pPM284 Mab31l (IgGl) —(Ge5)4—VL-Ck-{Gs5) ¢ GG-VH-

CH1) (Seq. Id. No. 1)

Mab3l-scFab (8D3) adir zincir flizyon proteini bilegimi:

* C ucu Lys olmayan Mab3l insan IgGl adir zinciri
* Glisin-Serin ba§layici
* Fare 8D3 anti-transferrin antikorunun dedisken hafif zincir
domeni (VL) wvaryanti {(L596V ve 1L598T) (Boado, R.J. Zhang, Y.
Wang, Y wve Pardridge, W.M., Bictechnology and Bioengineering
(2009) 102, 1251-1258)
* Insan C-kappa hafif zinciri
* GlisinSerin-baflayica
* Fare 8D3 anti-transferrin antikorunun dedisken agir zincir
domeni (VH) (Boado, R.J. Zhang, Y. Wang, Y ve Pardridge, W.M.,
Bictechnology and Biocengineering {2009) 102, 1251-1258)
* Insan IgGl CH3 agir zincir domeni
Hafif zincir (5170-VL-Mab31-BsmI-LZ2-Nac-BGHpA) (Seq. Id. No.
2}

Mab3l hafif zincirinin bilesimi
- Mab3l insan Ckappa hafif zinciri
Uc degerlikli Mab3l-scFab(8D3) (Sekil 1B)
Topuz agir zinciri (10134 pPM287 Mab3l(IgGl) topuz S5 - (G43)4-

VL-Ck=-(G483) ¢—GG-VH-CH1) (Seqg. Id. No. 3)

Topuz Mab3l-scFab (8D3) agir zincir flizyon proteininin bilesimi

* CH3 topuzu mutasyonu T366W iceren C-terminal Lys olmadan
Mzb31 insan IgGl agair =zinciri wve i1lave bir distulfid
kopriistiniin olusumu ig¢in S354C mutasyonu

* GlisinSerin-badlavyica

* Fare 8D3 anti-transferrin antikorunun dedisken hafif zincir
domeni (VL) varyanti (L596V ve L5%8I) (Boado, R.J. Zhang, Y.
Wang, Y ve Pardridge, W.M., Biotechnology and Bicengineering

(2002) 102, 1251-1258)

* Tnsan C-kappa hafif zinciri
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* GlisinSerin-baglavica
* Fare 8D3 anti-transferrin antikorunun degisken adir =zincir
domeni (VH) (Boado, R.J. Zhang, Y. Wang, Y ve Pardridge,
W.M., Biotechnology and Bioengineering (2009) 102, 1251-1258)
* Insan IgGl CHE3 agir zincir domeni
Delik agir zinciri (10133 pPM286 Mab31l (IgGl) delik SS) (Seq.
Id. No. 4)

Delik Mab3l adir zincir flzyon proteininin bilesimi

* CH3 delik T3665, Y407V ve L368A mutasyonlarini igeren Mab3l
ingan IgGl adir zinciri wve ilave bir disilfid koéprisinin
olusumu icin Y349C mutasyonu
Hafif zincir (5170-VL-Mab31-BsmI-LZ-Neo-BGHpA) (Seqg. Id. No.
2)

Mab31l hafif zincirinin bilesimi

- Mab3l insan Ckappa hafif zinciri

Ornek 2: Tek ve ¢ift Mab3l-scFab yapilari sFab ve dFab’ain
saflastairilmasa

Antikor =zincirleri, F17 ortam1i ig¢inde (Invitrogen Corp.)
kiiltirlenen HEK293 hiicrelerinin (insan embriyonik bdbkrek hiicre
hatta 293  tirevli) gegici transfeksiyonuyla Uretilmistir.
Transfeksiyon igin "293-Fektin" transfeksiyon ayiraci
(Invitrogen) kullanilmistir. Antikeor zincirleri, tetravalan
Mab31l-scFab (8D3) agir zinciri Ve sirasiyla, Mabh3l igin
karsilik gelen hafif =zincir wveya topuz ve delik trivalan

Mab3l-scFab (8D3) adir zincirleri wve Mab3l ig¢in karsilik gelen

hafif =zincir icin kodlama vyapan iki (tetravalan Mab31l-
scFab (8D3)) vevya uc (trivalan Mab3l-scFab (8D3)) farklz
plazmidden eksprese edilmistir. Tki veya g plazmit,
transfeksiyon Uzerine esmolar bir plazmid oranainda

kullanilmistair. Transfeksivonlar, Ureticinin tzlimatlarinda
belirtilen sekilde gerceklestirilmistir. Transfeksiyondan vyedi
gin sonra antikor fizyon proteinleri igeren hilcre kiltiird st
fazlara toplanmistir. Ust fazlar saflastirmaya kadar
dondurulmus clarak saklanmistir.

Proteinler, sdzulmis hiicre kiualtaru ust fazlarindan
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saflastirilmistir. Ust fazlar, bir protein A Sepharose
kolconuna (GE Healthcare) uygulanmis ve PBS pH 7.4 ile
yikanmistir. Antikorlarin elilsyonu, pH 3.0'da 100 mM Citate
tamponu ile gergeklestirilmistir, ardindan pH 6.5'e hizli
nétrlegstirme vyapilmistir. Konsantrasyon agregat olusturduktan
sonra, protein ve dider vyan {iriinler, mcnomerik antikorlardan
20 mM histidin, 140 mM NaCl iginde, pH 6.0 boyut dislama
kromatografisivle (Superdex 200; GE Healthcare) ayrilmistir.
Her bir fraksivon, tamamiyle birlestirilmemis molekiillerin ve
diger yan uUrinlerin miktarinin belirlenmesi ig¢in analitik SEC
(TSK G3000SWXL) wve ¢ip bazli kilcal elektroforez sistemi (CE-
SDS, LabChipGX, Caliper) Uzerinde analiz edilmistir. Yan
drtnler igcermeyen monomerik antikor fraksiyonlara
toplanmistir. Bir MILLIPOREAmicon Ultra (30 molekiiler adirlik
kesiti) santrifilj yodunlastirici kullanilarak konsantrasyondan
sonra, protein -80 °C'de saklanmistir. Son {irinién analitik
karakterizasyonu UV protein tayini, CE-SDS, boyut dislama
kromatografisi, kiitle spektrometrisi ve ayrica endotoksin
tayini ile gercgeklesgtirilmistir.

Ornek 3: Tekli scFab (sFab) ve c¢iftli scFab (dFab) yapilarinin
ELISA baglanma verileri

MAL31-8D3 vyapilarinin fare transferrin reseptdrine {mT£fR)
badlanmasi, indirekt ELISA ile deferlendirilmistir. Bu amacla,
rekcmbinant mTER (ekstraseliler domen; Sino Biological)
Maxisorb mikrotitre plakasina (Nunc) 1 upg/mL‘’de PBS ig¢inde 4
°C'de gece Dboyunca kaplanmistir. Oda sicaklidinda 1 saat
siireyle %1 Crotein-C/PBS {(bloklama tamponu; Roche) icinde
bloke ettikten ve %0,1 Tween-20/PBS (yikama tamponu) ile 4
vikamadan sonra, mAb31-8D3 vapilari kuyucuklara bloke edici
tamponda 0,01 ila 150 nM arasindaki konsantrasyonlarda ilave
edilmis ve 1 saat slireyle oda sicaklidinda enkiibe edilmistir.
4 yikama adimindan sonra, vyapilar, 1:10,000 dilisyenda kloka]
Ltamponu (1 RT) igcinde anti-insan-IgG-HRP (Jackson
ITmmunoresearch) ilavesiyle tespit edilmistir, daha sonra 6

yvikama ve TMB iginde (Sigma) enkilbasyon vapilmistir.
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Abscrbans, 1 N HCl ile renk gelisimini durdurduktan sonra 450
nm'de okunmustur.

Sekil 3, iki deferlikli mAb31-8D3-dFab’1n mTfR’ ye
baglanmasinin, 8D3 IgG'un baglanmasi ile Kkarsilastirilabilir
olurken tek dederli mAb31-8D3-sFab vyapisinin indirgenmis bir
afinite gdsterdidini ortaya koymaktadir.

MAB31'in islevsellidi ELISA ile dofrulanmistir. Kisaca, Abeta
(1-40), fibriller Abeta iliretmek icin 37°C'de 3 giin siireyle PBS
igcinde 7 upug/mL'de Maxisorp plakalari uzerine kaplanmis, sonra
oda sicakliginda 2 saat kurutulmustur., Plaka, oda sicaklidinda
1 saat boyunca PBS'de (bloklama tamponu) %1 Crotein C wve 50,1
RSA ile blocke edilmis, daha sonra bir kez yikama tamponu ile
yikanmistir. mAb31l yapilari, bloke edici tampon igerisinde 100
nM'ye kadar konsantrasyonlarda ilave edilmis ve gece boyunca 4
°C'de enkilbe edilmistir. 4 yikama asamasindan sonra vyapilar
yukarida belirtildigi gibi tespit edilmistir.

Sekil 4, her iki mAb31-8D3 vyapisinin (sFabk wve dFab) Abeta
fibrillerinin immobilize edilmis mAbk31'dekine benzer Dbir
afinite ile baglandidini gostermektedir.

Ornek 4: Sadece tekli scFab BBB'yi geg¢iyor ve plaklari boyuyor
Beyin kesitleme ve imminohistokimyasal boyama:

PBS perfizyonundan sonra beyinler hazirlanmis ve sagittal
kriyokesitler, lateral ~ 1,92 wve 1,68 millimeter arasinda
Paxinos wve Franklin beyin atlasina gdre gercgeklestirilmigtir.
Beyinler, -15 °C'de 20 mikronluk nominal bir kalinlia bir
Leica CM3050 5 kriyostat kullanilarak kesitlenmis ve O&nceden
sofutulmus cam lameller {zerine vyerlestirilmistir (Superfrost
plus, Menzel, Almanvya). Her beyin ic¢in, ayni lamele 80 mikron
aralikli U¢ kesit yerlestirilmigtir.

Kesitler, b dakika boyunca PBS igerisinde vyeniden hidratlanmis
ve ardindan 2 dakika beyunca =20 °C'ye énceden sodutulmus %100
asetona daldirilmistir. Diger tim adimlar oda sicaklidinda
vapilmistir. Beyin kesitlerinin oldudu 1lameller PBS 1ile
yikanmis, pH 7.4 wve spesifik olmayan badlanma bdlgeleri Ultra

V blodunda (LabVision) 5 dakika boyunca sirali enkiilbasyonla
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bloke edilmis, daha sonra PBS yikamasi ve PBS icinde %Z normal
kegi serumlu glic blok ¢dzeltisi (BioGenex} 1iginde 20 dakika
siireyle enkiibasycon gerceklestirilmistir. Lameller direkt
olarak ikincil antikor, (adir ve hafif zinciri igin spesifik)
Alexa Fluor 555 boyasina (# A-21433, 1lot 54699A, Molecular
Frobes} konjige edilmis bkir afinitesi aritilmis kegi anti-
insan IgG'si ile PBS icinde %2 normal keg¢ili serumu icinde, pH
7.4"te 1 saat slirevle bir 20 mikrog/ml konsantrasyonunda
enkiibe edilmistir. PBS 1ile vyodun vyikamadan sonra, plak
lokalizasyonu, Alexa Fluor 488 boyvasina 0,5 microg /ml’de 1
saat slireyle gii¢ blok ¢dzeltili (BioGenex) wve $10 ncrmal koyun
serumlu PBS ic¢inde Abeta'va karsi konijlige edilmis bir Roche
kurum i¢i murin moncklonal antikoru clan BAP-2 ile enkiibasyon
vapilarak Abeta plaklari bakimindan bir c¢ift etiketleme 1ile
dederlendirilmistir. PBS yikamasindan sonra, lipofusinin
otofloresansi, 4 mM CuS0O4 iginde 50 mM amonyum asetat, pH 5
icinde 30 dakika silreyle enkilbasyon voluyla Dbaskilanarak
indirgenmistir. lameller iki kez damitilmis suyla
durulandiktan sonra, lameller Confocal Matrix‘e (Micrc Tech
Lak, Avusturya) gdmulmustir.

Konfokal mikreskopil

Her bir PS2APP-farenin beyninin her birinden, &n kortekste
plak igeren bdlgelere (birincil motor korteksin bdlgesi) sahip
¢ gdbrintid alinmistir. Goruntiler, 1 Airy idne deligi avyarina
sahip bir Leica TCS SPbH konfokal sistemi ile kaydedilmistir.
Alexa Fluor 488 boyalari ile immiinoisaretlenmis plaklar, ayni
spektral sartlarda (488nm’lik bir eksitasyon ve bir 500-554nm
bant gecis emisvonu) foto cofaltim kazanci ve offset (tipik
olarak, sirasiyla 770 V ve %-0) Dbir %30 lazer gilicline
ayvarlanmigs halde yakalanmistir.

Doku kesitlerinin erisilebilir yizeyindeki bagli ikincil Alexa
Flucr 555 antikecrlari uygulanmis saptama antikorunun emisyon
dalgaboyu aralidini kapsayan bir 570 1ila 725 nm arasinda
dedisen bir penceredeki 561 nm’deki eksitasyon lazer hattinda

kaydedilmistir. Cihaz ayarlari; &zellikle, lazer giicli, tarama
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sirati, kazang¢ ve offset gibi avyarlar, test edilen insan anti-
Ap antikorlarinin kiyaslamali yodunluk &Slcimlerine imkan
vermek amaciyla godriintii alimlari sabit tutulmustur. Lazer giich
%30 olarak ayarlanmis ve PMT kazanci ig¢in ayarlar tipik olarak
850 VvV wve %0711k bir nominal ofset c¢lmustur. Bu, ayn1l ayarda
hem soluk hem de ¢ock lekeli plaklarin gdrgellegtirilmesgini
sadlamistir. Toplama frekansi 400 Hz olmusgtur.

Konfokal taramalar su icinde bir HCX PL APO 20x 0,7 IMM UV
objektifli tek optik katmanlar olarak, bir 512 x 5lZ-piksel
cozinlrliginde kaydedilmis ve disey eksende bir optik &lgme
derinligi doku kesitinde gdrintiileme sadlamak ig¢in etkilesimli
olarak kontrcl edilmistir. Frontazl korteksin 2-5 katmanlarinda
bulunan amiloid plaklara gdriintilenmis ve flloresan
vodunluklari ¢lgilmistir.

Tstatistiksel analiz

Tmmiinopozitif bélgeler TIFF gdrintiisii olarak gdrsellestirilmis
ve Imaged wversivyonu 1.45 (NIH) ile floresan vodunludju ve
alanin (piksel olarak ©&l¢lilen) miktarinin belirlenmesi ic¢in
igslenir. Kantifikasyon icin 5 zemindeder vodunludu, her
gérintiiden ¢ikarilmis ve 5 kare pikselden kigik pozitif
b&lgeler filtrelenmistir. Segilmis izoylizeylerin toplam
floresans yodunludu tekli pozitif bkélgelerin vyodunluklarinin
toplami olarak belirlenmis ve ortalama piksel yodunludu toplam
vodunlugun anzliz edilen piksel saylsina bolinmesiyle
hesaplanmistir.

Crtalama ve standart sapma dederleri her bhir hayvan icgin {g¢
farkl: bodlimden g¢ekilmis dokuz fotodraftan elde edilen tim
6lglilen izoviizevlerinden Microsoft Excel (Redmond / WA, ABD)
ile hesaplanmistir. Grup karsilastirmasi ig¢in istatistiksel
analiz Student’s t test wveya bir Mann-Whitney  testi
kullanilarak gergeklegtirilmistir.

10 mg/ml mAb31 (Sekil 1A’nin vyapisi), 13,3 mg/kg sFab-maAb31 1
(Sekil 1B’nin vapisi) ve 16,7 mg/kg dFAb-mAb31l (Sekil 1C'nin
yapisi}) 1.v. olarak farelerde kuyruda enjekte edilmis ve 8

saat sonra beyine PBS plskiirtiilmistir. B&élimler yukarida tarif
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edilen sekilde hazirlanmis ve KkKec¢i anti-insan IgG'si 1ile
lekelenmistir. MAbL31l vyapisi 1i¢in neredeyse hichir spesifik
sinyval tespit edilmemistir (Sekil 4A). Hem plak hem de
kilcallarin sFab-mAb31 kapsamli boyamasi, tesplit edilirken
(Sekil 4B), dFab-mAb31’in sadece kilcal damarlari boyadiga
tespit edilmistir (Sekil 4C). Bu, transferrin reseptdriine
yénelik tek degerlikli bir baglanma modunun (sFab-mAb3l),
vaplvl bkevin endotel hilicreleri {izerinden BBBR’vye getirmede c¢ok
daha etkilidir. Iki dederlikli badlayici molekiiliin (dFab-
mAb31) kantifikasyonu, S$Sekil 5'te gdsterilmektedir. Veriler,
dFab-mAb31 vyapisi 1i¢in plak dekorasyonunda artis c¢lmadidini
gdstermektedir, vapinin kilcal Dbirikmesinden dolayi sadece
toplam yodunlukta bir artis sdz konusudur.

Ornek 5: Tekli bir scFab yapisi ile beyin maruziyet miktarinain
belirlenmesi

Deneysel prosediir Ornek 4'te tarif edilmektedir. sFab-mAb31
beyin maruziyetinin kantifikasyonu, Sekil 6/da 10 mg/ml mab31
(Sekil 1A’nin vyapisi) ve 13,3 mg/kg sFab-mAb31 (Sekil 1B'nin
Vaplsi) kullanilarak gdsterilmistir. sFakb-mAb31 vaplsinin
enjeksiyonundan heniiz 8 saat sonra mAb31l'e kiyasla g¢ok fazla
alim bulunmaktadir (yaklasik 55 kat artis). Benzer veriler, 25
mg/ml mAb31l (Sekil 1A'nin vyapisi) ve 33,3 mg/kg sFab-mab3l
(Sekil 1B'nin vyapisi) kullanilarak dozdan 24 saat sonra elde
edilmistir. Sekil 6 avrica, sFab-mAb31'in gecgici Kkapiler
boyama gbstermekte olup, bu, zaman i¢inde hedefleme etkisi ve
BBB'nin ge¢ilmesini ortaya koymaktadir. Bltin bu veriler,
Sekil 6'da belirtildidi gibi oldukga anlamlidir.

Sekil 7, disiik bir dozdaki mAb31 (yapisi Sekil 1A'in) wve sFab-
mAb31 {vapisi Sekil 1B'in) yapisinin verilerini
géstermektedir. Yine, sadece sFab-mAb31 vapisi, beyin endotel
hiicrelerini gecgebilir ve beyindekil pladi dekore eder. Maksimum
etkiye deozdan 8 saat sonra zZaten ulasilmigtir. mAb31l yapisi
igin sadece daha yiksek bir dozda (10 mg/kg) ve nispi uzun
siirede (7 glin), bevyindeki Abeta plaklarina badlanma sinyalinde

artis trendi olmustur (Sekil 7). Bitiin bu veriler, Sekil 7'da
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belirtildidi gibki cldukca anlamlidir.

Ornek 6: Ciftli bir scFab yapisi ile hiicre yiizeyi T£fR'sinin
spesifik asagi regiilasyonu

Deneysel detaylar: 6 kuyucuklu bir plaka formatinda
killtirlenmig bEnd3 hicreleri., dFab-mAb31, sFab-mAb31l ile ortak
tedaviden 2-3 glin sonra veya 24 saat slireyle tedavi edilmemisg
ctr. Ardindan ortam c¢ikarilmis/aspire edilmis ve hiicreler buz
sodukludundaki PBS (-MgCl) (-CaCl) (Gibco 14190-09%4), 5 ml/kuvyu
ile iki kez vyikanmistir. 1 ml Tripsin/EDTA (Lonza CC-
5012) /kuyu ilave edilmis, tium hilcreler ayrilincaya kadar 15
dakika sireyle 37°C'de enkilbe edilmistir. 1 ml tripsin
noétrlestirme c¢ézeltisi (buz sodJukludunda) (Lonza CC-5002) ile
tepkime durdurmustur. 2 ml tripsin/EDTA + ndtrlestirme
¢dzeltisi bir 50ml Falkon tiplunde toplanmis ve buz {dzerinde
muhafaza edilmistir. Hicrelerin 4 °C'de 1400 rpm'de 10 dakika
santrifijlenmesi. Peletler, 50 ml buz sodukludundaki bEnd3
ortami {DMEM-12 (Gibco 31331) + %10FBS) icinde veniden
siispanse edilmistir. Hicrelerin 4 °C'de 1400 rpm ile 10 dakika
santrifiijlenmesi. Pelet, 3 ml buz sofjukludunda FACS-Tampon (BD
554656) 1c¢inde tekrar silspansiyon haline getirilmistir. Hilcre
sayilari: a) sFab tipll (2,5x10° hilcre/ml) canlilik: %47, b)
dFab tlipt (3,18x10° hicre/ml) canlilik: %55, «¢) ctr. tupl
(4,6x10° hiicre/ml) canlilik: 557. FACS boyamasi 1x10°
hilcre/eppendorf tiipil dagitilmis ve sgantrifilije edilmistir (4
°Cc, 10 dakika, 1500rpm). Ust faz aspire edilmistir; a) 100
mikrolL'e kadar buz sodukludundaki FACS-tampconu (BD 554656) ile
dolu CD71-PE (klecn R17217-IgGZ2a mencklonal) ({Santa cruz sc-—
52504) 20 mikrol zantikoru/peleti (beyama hacmi 100 mikrol), b)
100 mikrolL've kadar Dbuz soduklugundaki FACS-tampcnu (BD
554656) 1le dolu CD31-APC (BD 551262} (sican anti fare TIgGZa
(200 mikrog/ml)) 5 mikrog antikeoru/peleti (boyama hacmi 100
mikrol}, <) buz scoduklugundaki FACS-tamponu (BD 554656) iginde
seyreltilmis 8D3-Alexad488 (1:50) (boyama hacmi 100 mikroL), d)
Alexad88, APC ve PE (timli BD) ig¢in izotip ctr. 1 saat boyunca

buzda karanlikta enkilbasyon. Buz sodukludunda FACS-Tampon ile

63



10

15

20

25

30

35

1,5 ml'ye kadar doldurulur ve santrifiijlenir (4 °C, 10 dak,
1500rpm) . Topak, 1,5 ml buz sofukluunda FACS-Tampon ile iki
kez yikanmis ve tapak, son olarak 500 mikroL PBS ig¢inde tekrar
askiya alinmistir. FACS oOlgumi, Guava Flow Cytometry cihazi
kullanilarak vapilmigtir. Veriler, gift (dFab) yaplisinin
(Sekil 8B), hilcre yilizeyindeki Transferrin reseptdrini asagd:
dizenlivyor gbrindiglini gbstermektedir. Bu, mevcut test
kurulumundaki tekli (sFab) vapi ile tespit edilemez (Sekil
84A), bu da, tek dederlikli bir baglanma modunun hilcre trafigi
ve Dpeyin endotel hilcrelerinde hiicre yiizeyindeki Transferrin
reseptdrinin miktarini belirleyen geri donlisiim {dzerinde
dodrudan etkivye sgahip olmadiini gdstermektedir.

Ornek 7: Tekli wve ¢iftli scFab yapisainin in vive hiicre ici
siniflandirilmasi

APPswe/PS2 transgenik farelerine, 1i.v (kuyruk enjeksiyonu)
olarak asadidaki MAb31 (10 mg/kg), sFab-MAb31l (13,3 mg/kg)
veya dFab-MAbL31 (17,44 mg/kg) vapilari enjekte edilmistir.
Enjekte edilen doz, referans olarak kullanilan MAb31 1ile
molekill boyvutunu vansitmaktadir. Enjeksiyondan 15 dk veva 8
saat sonra, fareler CO; 1ile &tenazi edilmis ve asadidaki
sekilde muamele edilmistir. Kalbin sad kalp atriyumu kesilerek
kan ve perfiizyon ¢dzeltisinin disari akabilmesi sadlanmistir.
Scl kalp wventrikil kesilmis wve 10 numarali gavaj probu aort
i¢ine sokulmustur. Yaklasik 20 ml PBS (~10 ml/dak, oda
sicakligay, ardindan PBS di¢inde 30 mwml %2 PFA enjekte
edilmistir, BReyinler ¢ikarilmis ve ayni perflizat 1i¢inde
7saat00 siireyle daha enkibe edilmistir. Imminoflcoresan boyama
icin kullanilan 100 mikron beyin serbest viizer keszitleri
olusturmak igin Vibratome kullanilmistar. Kesgitler once
gegirgenlestirilmis wve PBR5-%0,3 Triton X-100-%10 esek serumu
kullanilarak bloke edilmistir. Ardindan, kesitler gece boyunca
PBS-5 esek serumunda seyreltilmis belirtilen primer
antikorlarla enkibe edilmistir. Uretici ©&nerilerini takip
ederek molekiiler problar ikincil antikorlar kullanilmigtir.

Goériintiller bir Leica SP5 konfokal mikroskebu kullanilarak elde
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edilmistir, gdruntid isleme ve 3D rekonstriiksiyon 1ig¢in Imaris
vazilimi kullanilmigtir.

Bu wveriler, periferik olarak uygulanan sFabk-MAb3l ve dFab-
MARL31in bevyin endotel hiicreleri tarafindan alimini
gtstermektedir. MAL31, sFab-MAb31 wve dFab-MAb31, Alexa 5H55'e
baglanmis bir keg¢i anti-ingan antikoru kullanilarak tespit
edilmigtir. Sekil 97da gbsterilen gekilde, hem sFab-MADL31
(Sekil 9SA) hem de dFab-MAL31'in (Sekil 9B), bevin damarlarini,
enjeksiyoendan 15 dakika sonra dadilimlarinda bir fark olmadan
dekore etmektedir. Fnjeksiyondan 8saat00 sonra, sFab-MAb31,
parankime ulasir wve amiloid plaklarini dekore ederken (Sekil
9C oklar), dFab-Mab31l (Sekil 9D} 15 dakika =zaman noktasina
benzer sekilde beyin damarlarinda kalir. Parankimde, dFab-
MAbL31 ile herhangi bir amiloid pladi tespit edilememistir.
Sekil 10: Arastirmada kullanilan tim vapilarin buUtinliadini
kontrol etmek igin, 18 aylik beyin kriyokesitlerinin boyanmasi
MAB31 (Sekil 102&), sFab-MAb21 (Sekil 10B) wveya dFab-MAB31
(Sekil 10C) kullanilarak vapilmistir. Scnug¢lar, 3 vapinin da
transgenik farelerin beyninde amiloid plaklari tespit ettigini
gostermistir.

Sekil 11-12: Yiiksek ¢&zintrliklyi konfokal mikroskopi, sFab
(Sekil 11) wve dFab-MAb31'in (Sekil 12) beyin kilcallarinin
luminal wvanini dekore etmedidini ancak, endotel hilicrelerinin
luminal membranini geg¢en vezilikill benzeri vapilar icerisinde ve
endotel hiicresi sitozoll icerisinde bulundudunu
gostermektedir. Sekil 11 wve Sekil 12'deki oklar, endotel hiicre
cekirdeklerinin abluminal tarafinda sFab veya dFab-MAb31l
vapllarini iceren vezikiilleri gbdsterir. Birlikte bu wveriler,

hem sFab-MAbL31 hem de dFab-MAbL31'in endotel hilcrelerine

girebildigini ama sadece sFab-MAR317in vaskilatiri
gegebildidini ve amiloid plaklarina ulasabildigini
gostermektedir.

Mevcut bulusun ydntemleri wve Dbilesimleri MSS'ye dagilan
antikor kisminin bilyilk 06lgiide iyilestirilmesi wve bdylelikle

MSSfde terapdtik bir konsantrasyona daha kolay ulasmasi igin
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bir vyol saglar. Mevcut bulusun yo&ntemleri ve Dbilesimleri,
yenidir ve abluminal bdlgeye ulasmak 1i¢in optimal ve
bozulmamis bir hiicre 1ig¢i yol/tasnifleme kullanilarak BEC'ler
igindeki farkli organellerden gecme etkinligini &nemli &lgide
arttirar,

Ornek 8: BBB'yi geg¢mek ig¢in monovalent reseptdr badlama modu
cok Snemlidir

Anti-AB monokleonal antikor mlAb31l, c¢ok spesifik ve glicli bir AR
plak baglayici olup, bevin parankimi icindeki hedef
bagliligini ol¢mek ig¢in bize gii¢gli bir okuma saglar. PS2APP
¢ift transgenik amiloidoz modelini, iki Beyin Mekigdi yapisinin
maAb31l ebeveyn antikoruna kivasla beyin maruzivyetinin miktarina
arastirmak ic¢in kullandik. Ug¢ varyant intravendz olarak 10
mg/kg'de enjekte edilmis ve Dbeyine maruziyeti derecesi
enjeksiyondan 8 saat sonra plaklardaki mevcut antikor miktari
Olgiilerek Dbelirlenmigtir. dFab vyapisi ig¢in, mAb3l'e kivyasla
plak dekorasyonunda anlamli bir artis tespit edilmemistir
(Sekil 13A). Bununla birlikte, sFab vapisi ig¢in, ana mAb3l
antikoru ile karsilastirildiginda wplak dekorasyonunda biyik
bir artis olmustur. Amiloid plaklarda hedef badlanti, etiketli
bir ikincil antikor kullanilarak floresans yodunludu miktarina
dayali olarak sFab yapisi igin 50 kattan fazla artmistir. sFab
vaplisi, genis bir plak dekorasyenu gbstermis olma da (Sekil
13D}, dFab valnizca mikrodamarlarda tespit edilmistir (Sekil
13C}, bu, dFab yapisinin beyin mikrodamarlarini hedefledigini
ve girdigini, ancak akbluminal taraftan kagcamadidini
gbstermistir. sFab yapisinin 2,66 mg/kg’lik disik bir dozdaki
hedef angajman kapasitesi wve 7 gline kadar uzun sitreli in vivo
maruziyet siliresini incelemis bulunmaktayiz. Maksimal plak
dekorasyonuna 8 saat i1g¢erisinde ulasilmis, daha sonra tek bir
enjeksiyondan en az bir hafta sonra kalici plak baglanmasi sdz
konusu clmustur (Sekil 13LE}.

Oncekli bir c¢alismada, ana mAb31'in enjeksiyondan 7 gun sonra
maksimum plak badlanmasina ulastidl gdsterilmistir. Mikrodamar

vapilarinda lekelenmenin kantifikasvonu, sFab yapisinin
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lokalizasyonunun BBB'de cok gecgici oldudunu gdstermis, bu da,
yapinin bariyeri gectidi nispeten hizla orani ortavya
koymustur. Enjeksiyondan 7 saat sonra 2 mg/kg'de ana antikor
makh31 igin (Sekil 13F) ve sFab Vaplsi igin ekimolar
konsantrasyondaki (Sekil 13G) temsili plak boyama gdruntileri,

sFab beyin mekik yapisi ile elde edilen plak badlamasindaki

artisga gbstermektedir., sFab yapisi, sadece lizozomal
kompartmanla kicuk bir kolokalizasyon gbstermekte, bu,
muhtemelen TfR'nin normal esas trafigini lizczoma

yvansitmaktadir, In vitro c¢alismalarimiz sFab yaplsinin geri
déniiglim ve transitozunu da gbstermistir,

Birlikte ele alindidinda, bu bulgular sFab vyapisinin TfR'nin
normal trafidini engellemedidini gdstermektedir. Tersine, dFab
yapisi lizozomal kompartimanla kuvvetli Dbir kolokalizasyon
gbsterir, ancak ne in wvitro ne de in wivo olarak transitoz
aktivitesi yoktur.

Ornek 9: BBB boyunca artan antikor iletimi, gelismis in vivo
potansina g¢evirilir

Bir sonraki deney grubunda, bir monovalent badlanma modu
kullanarak beyin maruziyetindeki onemli artisin, uzun sireli
bir tedavi calismasinda anti-AR antikorunun in vive
potansiyelini arttirip arttirmadidini sorduk. sFab yapisini ve
kontrol ana antikoru mAb31'i {¢ ay boyunca haftalik olarak
enjekte ettik. Onceki 5 aylik bir calismada, terapétik antikor
mAb31'in 20 mg/kg'da plak yikiind azalttidy goésterilmistir.
Sekil 14'te gdsterilen verilere dayanarak, gelismis beyin
maruziyetinin in vivo potensin artmasina neden olup
olmayvacadini arastirmak ic¢in iki disiik doz sectik. Sondaki
hedef plak badlanmasi, her i1ki dozda da sFab vyapisina ana
mAb31 antikorundan daha gli¢li bir hedef angajmani oldudunu
gbstermistir (Sekil 14 A-D). APPPS2 ¢ift transgenik farelerde
amiloidcoczun derecesi, referans hattinda nicellesgtirilmis ve
arac, distik doz ana mAb31l ve diusuk dozda sFab vapisi
tedavisine devam edilmistir. Bu diigiik dozlarda, ana moncklonal

mAb31 ile in vivo etki saptanmamistir (Sekil 14E), bu, 5 aydan
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uzun sUren uzun slUreli bir g¢alismaya dayvanarak beklenen bir
durum olmustur. Tersine, 2,67 mg/kg distik dozda sFab vyapisi
ile hem korteks hem de hipokampilistekli plak sayisinda anlamli
bir azalma gdzlenmistir. Cok daha dagsik 0,53 mg/kg dozunda
dahi (Sekil 14E}, istatistiksel anlamliliga erismis olmasa da,
dzellikle kortekste sFab yapisi lehine bir edilim gérilmiistir.
Plak Dboyutlarinin ikincil anslizi, mAb31l ic¢in eylem sekliyle
uyumlu olarak, kiiclik plakalar ic¢in plak savisinin daha
belirgin bir sekilde azaldidini crtaya ¢ikarmistir. Bu
veriler, monovalent bir TfR baglanma modu ile sadlanan beyin
penetrasyonunda artisin, Alzheimer hastalidlr patclojisinin
kronik bir hayvan modelinde terapdtik bir antikorun potansainda
Snemli bir iyilesme safladidini gtstermektedir.

Ornek 10: Farkli antikor fiizyon proteinlerinin TfR+ BaF3
hiicreleri iizerindeki in vitro (ADCC) efektdr fonksiyonu

BaF3 hiicrelerini eksprese eden transferrin reseptdriy (DSMZ, #
CLPzZ04004) (TfR+) farkli antikor-flizyon molekiilleri tarafindan
uyarilan antikor-bagimli hilicre toksisite (ADCC) deneyleri igin
hedef hiicreler olarak kullanilmistir.

Kisaca, vyuvarlak tabanli 96 kuyucuk igerisine ekilmis 1x101
BaF3 hiicresi ve tercihe gdre insan NK92 efektdr hiicreleri
(yiksek afiniteli CD16 klonu 7A2F3; Roche GlycArt) ile bir 3:1
efektdr/hedef oraninda antikor flézyon proteinleri varlidinda
va da vyekluunda birlikte killtUrlenmistir. Dort saatlik
enkilbasyondan sonra (37 °C, %5C02), sitotoksisite, 8lu/dlen
hilcrelerden laktat dehidrojenazain (LDH) salinimi ile O&lgilen
sekilde deferlendirilmistir. Bunun ig¢in, hicreler 5 dakika
250xg'de santrifiijlenmis ve 50pl sUpernatan diz tabanli bir
plakaya aktarilmistir. 50ul LDH tepkime karigimi (Roche LDH
tepkime karigimi, kat. no. 11644793001; Roche Diagnostics
CmbH) ilave edilmis ve tepkime, 20 dakika boyunca 37 ° C, 5%
COz;'de enkitbe edilmistir. Daha sonra, abscrbans, 492/620nm
dalga boyunda bilir Tecan Sunrise Reader'da &lgulmistiir.

Tim &rnekler {i¢ kopya halinde test edilmig ve sonuglar

agsadidaki kontrollere dayvanarak hesaplanmistir:
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Sadece hedef hiicreler (+ ortam)

- Maksimal LDH salimi: hedef hiicreler + %3 Triton-X

Kendilidinden salim: hedef hicreler + HNK hiicreleri (E:T

3:1)

=l

spesifik ADCC/lizisi, asadidaki terimle hesaplanmistir:

Ornek — spontan sahm
% spek. ADCC = , x 100
Maksimal salim — spontan salim

Sekil 15: Fc C-terminaline kaynasik TfR scFab fragmanlarina

sahip olan antikor fiizyon ADCC'yi indlklemez. NKS2 aracil:

BA/F3 fare eritroldsemi hiicrelerinin oldirilmesi, FDH
saliminin kantifiye edilmesivle Sdlcilmistir. Sadece
“geleneksel” “N-terminal - Fc¢” ydnelimindeki TfR badlayici Fab
kismina sahip fiizyon yapilari, anlamli &lgide ADCC

indiklerken, ters yonelimli beyin mekidi vyapilari sessizdir.
Yapilar: 8D3-IgG (tam uzunluklu 8D3 IgG), CA - 8D2 (8D3 IgG
tek agir zinciri), mab31 ($Sekil 1A'nin antikoru), mAb31-8D3-
sFab (Sekil 1B'nin vyapisi), mAb31-8D3-dFab {Sekil 1C'in
vapilisiy) .

Ornek 11: mTfR antikoru 8D3’iin epitop eslestirmesi

Monoklonal antikor 8D3'in epitop eslestirmesi, murin
transferrin reseptdrii 1’in ekstraseliiler domeninin kargilik
gelen sekansinain (90-763) Srtisen, hareketsizlestirilmis
peptit parcalarinin (uzunluk: 15 amino asit, kayma: 3 amino
asit) bir kiUtiphanesi vasitasivla gergeklestirilmistir. Peptit
dizisinin hazirlanmasi1 ig¢in Intavis CelluSpots™ teknolojisi
kullanilmistir. Bu vyaklasimda, peptitler, modifive edilmis
seliiloz disklerinde otomatiklegtirilmis bir sentezlevyici
(Intavis MultiPep RS) 1le sentezlenir, bu diskler sentezden
sonra ¢ozuniir. Makromolekiiler seliiloza kovalent olarak bagli
kalan ayri ayri peptitlerin ¢ozeltileri, ardindan daha sonra
kaplanmis mikrcskop lamlari lizerine yerlestirilir. CelluSpots™
sentezi, bir 384 kuyucuklu sentez plakasindaki amino ile

modifive edilmis seltiloz diskleri Ustinde G-
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florenilmetoksikarbonil (Fmoc) kimyasi kullanilarak adim adim
gerceklestirilmistir. Her bir kenetleme dbnglsiinde, karsilik
gelen amino asitler, DME igindeki hir DIC/HOBt gdzeltisi ile
aktive edilmistir. Kenetleme adimlari arasinda, reaksiyona
girmemis amino gruplari, bir asetik anhidrir, diizopropiletil
amin ve 1-hidroksibenzotriazel karisimi 1ile basliklanmistir,
Sentez tamamlaninca, seliiloz diskleri 96 kuyucuklu bir plakavya
transfer edilmistir ve bir triflorcasetik asit ({TFL),
diklorometan, <tTriizoproilsilan (TIS) ve su karigsimi 1ile vyan
zinciri korumasinin kaldirilmasi i¢in muamele edilmistir.
Yarilma g¢dzeltisinin g¢ikarilmasindan sonra, selilloza badla
peptidler bir TFA, TEMSA, TIS ve su karigimi ile ¢&zillr,
diizopropil eter 1le ¢dkeltilir wve DMSO icinde vyeniden
silspanse edilmistir. Bu peptit c¢odzeltileri daha sonra bir
Intavis lamel lekeleme robotu kullanilarak Intavis CelluSpots™
lamellerine lekelenmistir.

Epitop analizi ig¢in, hazirlanmig lameller etanol wve ardaindan
Tris tamponlu salin (TBS; 50 mM Tris, 137 mM WNaCl, 2,7 mM KCI1,
pH 8) ile vyikanmig, sonra, bir bloklama adimi 4°C'de 16 saat
stireyle TBS, %0,1 Tween 20 icinde 5 mlL 10x Western Blocking
Reagent (Roche Applied Science), 2,5 g sikroz ile
gerceklestirilmistir. Yikamadan sonra (TBS + %0,1 Tween 20),
lameller bir antikor 8D3 TBS + %0,1 Tween 20 igindeki c¢ozelti
(1 npg/mL) ile ortam sicakliginda 2 saat slrevyle enkiibe
edilmistir. Yikamadan sonra, lameller saptanmasi 1i¢in bir
anti-fare ikincil HRP-antikoru (1:20000 TRS-T ic¢inde) ile
enkiibe edilmistir, daha sonra, kimyasal 1sildama substrat
luminolil ile enkiibasyon vapilmis ve bir Lumilmager (Roche
Applied Science) ile gorsellegstirilmistir. ELISA-pczitif
SPOT'lar dlgilmis wve 1ilgili peptid sekanslarinin atanmasi
yoluyla antikcocr badlanma epitoplari tespit edilmistir.

Sekil 1l6: 8D3, fare +transferrin reseptdriniin hicre disa
demenindekl ¢ ayri peptidi badlar. Uc amino asit ile &rtiusen
antikor 8D3 ila 15 mer peptitlerin badlanmasi, immobilize mTfR

peptidlerini tasivan bir CelluSpot lambasinda enkitbe edilmis
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antikorun kemiliminesan tespiti ile acida g¢ikarilmistir. Kutu:

Peptidler #373, 374 ve 376, 8D3 tarafindan baglanmistir.

Peptid Sekans
ID Peptid Sekansi Numarasai
Seqg. Id. No.
373
14
I-G-Q-N-M-V-T-1-V-Q-5-N-G-N-L
Seqg. Id. No.
374
15
N-M-V-T-I-V-Q-5-N-G-N-L-D-P-V
Seg. Id. No.
376

16

Q-S-N-G-N-L-D-P-V-E-$-P-E-G-Y

Tablo 1: peptit eslestirme deneyinde 8D3 1le badlanan mTfR
hiicre disi domeni peptit dizileri.

Burada, bir kan beyin bariyeri reseptdriine karsi biyoterapdtik
yapilar grubu tarif edilmekte olup, ©&zellikle transferrin
reseptdril (TER), antikorlar, proteinler, peptidler wve kilclk
molekiiller dahil olmak {izere terapdtikleri BBB Dboyunca
terapdtik olarak ilgili dozlarda iletebilir. Belirli
gelistirilmis biyoterapétik vapilarin dagilimi, enjeksiyondan
birka¢ saat sonra serebrovaskiiler alandan parankim bosluduna
dogru dedisim géstermistir, bu, bu &zel vyapilarin, parankime
ulasmak icin BEC'ler izerinden onemli miktardaki
biyvoterapttidin transitdzlestirilmesinin mimkin kilinmasi igin
BEC' ler boyunca optimal bir tasima yolu kullandigana
gbstermektedir. MSS'deki biyoterapdtik vapilarin derecesi ve
dagilimi, tamamiyla kan beyin bariyeri reseptdrine, &zellikle
TfR'ye tek dederlikli baglanma modunz badimli olmustur. TIR,
biyoterapdtik vapinin R/BBB'vye baglanmasivla dimerize
oldugunda, parankim boslugu ig¢erisinde saptanabilir bir seviye
saptanmamistir. Bulusun metodolojisi kullanilarak
geligtirilmis bir tekli Fab anti-Abeta moncklonal vyapisinin
tek bir sistemik dozu, hem Dbeyinde 0&nemli antikor alimiyla

sonuglanmis, hem de patolojik amiloid plaklarina anti-Abeta
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moncklonal baglanmasinin dekorasyonunu ¢arpicl bir sekilde
arttirmigtir. Bununla birlikte, R/BBB'ye karsi bir ¢ift Fab
baglanma yaplsi kullanilarak, CNS ig¢inde saptanabilir
seviyeler tespit edilmemistir. Bu basvuruda tasvir edilen
gergekler wve deneyler, bhir R/BBR'ye kargi bir monovalent
baglanma modu kullanilarak MSS'ye biyo terapdtiklerin
(antikorlar gibi} aliminin artmasinin ardindaki eszas katk:
saglayici mekanizmalari g8sterir. 1Ilk olarak, ikili (veva
multimerik) bir anti-R/BBB baglanma modu, lumen tarafindaki
hilcre vylzeyindekl R/BBB'yi hizlica asad1i dogru dizenleyerek
beyin alimini sinirlandirar, béylelikle, damar igine
alinabilecek toplam anti-R/BBB miktarini azaltir, bu, verimli
BBB gegisinin ilk adimadair. Ikinci olarak, ikili (veva
multimerik) bir anti-R/BBB badlanma modu, BEC'lerde hiicre ic¢i
olarak yapinin &abluminal tarafa ulasmasini &nleyen belirgin
bir yanlis tasniflemesini indiklemektedir. Ilging bir sekilde,
R/BBB'yve tek degerli badlanma, wvaskiiler plazmadan MSS icindeki
amiloid plaklarina lokalizasyonda tam bir degisim ile
birlikte, bevin alima ve dagilimini gelistirmektedir.
Tkincisi, R/BBB ic¢in biyoterapdtik vyapilarin gelistirilmis
moncvalent bkadlanma modu, ilave filzyon polipeptid yapisinin
alimina wve abluminal tarafa ve parankim ig¢ine tasinmasina
imkan wvermek amaciyla R/BBB'nin geri déniisint limen tarafina
sabitlemektir. Uciincii  olarak, tek deferli bkadglanma modu
biyoterapdttik vapisi, ¢ogu durumda in vivo etkinlik dicin
kritik olan terapdtik bir monoklonal antikor i¢in orijinal
formati koruyan bir IgG'nin Fc parcasinin C terminali ucunda
gelistirilir. Bu, bu basvuruda aciklanan bir IgG'nin difer
kismina badlanarak da gerceklestirilebilir. Bu awvantajlidir,
ciinkil, &nceden belirlenmis klinik é&ncesi ve klinik etkinligi
olan halihazirda gelistirilmis IgCG mecnoklcnalleri, vyerlesik
islev ve etkinlikten &diin vermeden bu tasima sistemine dahil
edilebilir. Ayrica, reseptdr aracili tasima {RMT} bazli tek
degerli Thedefleyici R/BRBB teknoclojisi, MSS hastaliklarina

yonelik ¢ok c¢esitli  potansiyel terapttikler dig¢in  kapivi

7z



acmaktadir. Mevcut bulus, BBB wve MSS dadiliminin terapdtik
olarak tasinmasini bluyluk &lclide artiran kanitlanmis terapdtik
aktivitelerle birlikte, mevcut IgG formatlarini koruyan BBR
nifuz edici terapdtiklerin mithendislik yontemlerini
saglamaktadar.

Ac¢iklanan amino asit sekanslara

Amino asit sekansi ada Sekans Kimlik Numarasi
(Seq. Id. No.)
Mzb31 agir zinciri - scFab (8D3) 1
Mab31l Hafif Zinciri 2
Topuz Mab3l adir zinciri - scFab 3
(8D3)
Delik Mab3l adir zinciri - scFab 4
(8D3)
Mab 31 vy CDRI1 5
Mab 31 Vz CDR2 6
Mab 31 Vxz CDR3 7
Mab 31 Vi CDR1 8
Mab 31 Vi CDRZ 9
Mab 31 Vi CDR3 10
Mab 31 Vg 11
Mab 31 Vi 12
Peptid baglayici (G:S) sG> 13
8D3 epitop eslestirme peptidi 14
373
8D3 epitop eglestirme peptidi 15
374
8D3 epitop eslestirme peptidi 16
376
Peptid baglayici (GsS)4 17
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