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OZET

BIR INAKTIVE RGD BOLGESINE SAHIP MODIFIYE OSTEOPONTIN
PEPTITLERI VE BUNLARIN KULLANIMLARI

Bir memelide kil uzamasinin uyarilmasina ydnelik bir bilesim,
bir RGD bdélgesinin inaktive edildidi bir modifiye ostecpontin
polipeptidi wve farmasdtik olarak kabul edilebilir ve/veva
kozmetik clarak kabul edilebilir bir eksipivan, tTagiyici veva
seyrelticiyi igerir. Bulus ayrica kil uzamasinin uyarilmasinin
yéntemlerini ve alopesi veya kellik gibi ki1l dékiilmesi ile
bFaglantili bir hastalidin tedavi edilmesi wveya &nlenmesinin

yontemlerini sadlar.
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ISTEMLER

1. Bir polipeptit olup, &zelligi; SEQ ID NC: 63'e ait amino

asit sekansini veya SEQ ID NO: 63'e ait aminco asit sekansinin

bir kil wuzamasini uyarici aktivitesini muhafaza eden bir

parcasini igermesidir.

2. Istem 1'e gére polipeptit olup, &zellidi; SEQ ID NO: 637e

zit amino asit sekansinin bir parcasini icermesi veya bundan

olusmasidir.

3. Istem 1 veya 27ve gdre polipeptit olup, dzelligi; sdz konusu

polipeptidin, SEQ ID NO: 64, 66, 67, 70, 71, 75, 76, 81, 82 ve

88"den olusan gruptan sec¢ilen bir amino asit sekansini icermesi

veya bundan olusmasidir.

4. Onceki istemlerden herhangi birine gdre polipeptit olup,

ozelligi; séz konusu polipeptidin izole edilmesidir.

5. Rir bilegim olup, ozellidi; asagidakileri igcermesidir:

(a) onceki istemlerden herhangi birine gdre bir polipeptit ve
(b) farmasétik olarak kabul edilebilir ve/veya kozmetik

olarak kabul edilebilir bir eksipivyan, tasiyici veva seyreltici.

6. Istem 5’e gdre bilesim olup, 6zelligi; topikal veya

intrakiitandz uygulamaya yonelik olmasidir.

7. Istem 5 veya 6’vya gdre bilesim olup, 6zellidi; tibbi amacli

kullanima y&nelik olmasidir.

8. Istem 5 veva 6’ya gdre bilesim olup, 6zellifi; radyoterapi

ve/veya kemoterapi i1le inditklenen kil ddékiilmesinin tedavisinde

veya Onlenmesinde tibbi amacg¢li kullanima ydnelik olmasidir.

9. Istem 5 veya 6’ya gdre bilesim olup, ©zellidi; alopesinin

tedavisinde wveya Onlenmesinde tibbi amacli kullanima vydnelik

olmasidir.

10. Istem 5 veya 6’ye gdre bir bilesim olup, &zellifi; kozmetik

amacli kullanilmasidir
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TARIFNAME

BIR INAKTIVE RGD BOLGESINE SAHIP MODIFIYE OSTEOPONTIN
PEPTITLERI VE BUNLARIN KULLANIMLARI

Bulus Sahasi

Mevcut agiklama, memelilerde kil uzamasinin uyarilmasina yonelik
ajanlar ile ilgilidir. Ozellikle memelilerde (insanlar dahil)
kil uzamasinin uyarilmasina vyénelik bir modifiye osteopontin
polipeptidini iceren bilesimler ve bunlarin farmasdtik ve

kaozmetik amac¢li kullanimi saglanir.

Altyapi

K1l uzamasi, (¢ asamada meydana gelmek ilizere déngliliidir: anajen,
aktif uzama fazi; katajen, dejeneratif faz; ve telojen, dinlenme
fazi. Telojenden sonra eski kil 1ifi doékiiliir ve tekrar eden
dénglinin bir parcasi olarak yeni bir kil idretilir.

Alopesi veya kil ddkilmesi hem erkekler hem de kadinlarda meydana
gelir ve yaslanma, hormon seviyeleri, stres ve kemoterapi dahil
olmak {izere birgok nedene badlanir. Bu durumlarda kil 1ifi
uzunludu ve g¢apinin kademeli azalmasi ile scnuclanmak lzere
telojen asamasinda ¢ok daha fazla kil folikitld kalir, son olarak
kismi veya tam kellik asamasina ulasilir.

Alopesi areata, androgenetik zlopesi, anajen effluvium,
kendiligdinden indiklenen ki1l doékiilmesi, telojen effluvium ve
vara birakan alocopesi dahil olmak tlzere c¢esitli kil dékiilmesi
tirleri bkilinmektedir. Bir oto-immiin rahatsizlig: oldugu
diligtinilen alopesi areata, kafa derisi Uzerinde yuvarlak bir
vamada kil ddkiilmesi ile basglar. Alopesi areata, alopesi totalis
olarak bilinen tim kafa derisi killarinin dékiilmesi ve alopesi
Uiniversalis olarak bilinen tim kafa derisi ve wviicut killarainain
dékiillmesinin vyani sira kafa derisi {lzerinde hafif vamali kil
dékiilmesini igerir. Erkek ve disi kellik modeli dahil olmak lzere
androgenetik alopesiye, genetik yatkinlik, vaslanma ve androjen

hormonu seviyelerinin bir kombinasyonunun neden oldugu
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disiiniliir. Androgenetik alopesi, ki1l folikiillerini olumsuz
sekilde etkileyen artan androjen uyarimi 1ile badlantiladair.
Artan androcjen uyarimai, diger mekanizmalarin arasinda,
testosteronu dihidrotestosterona dénistiren bir enzim olan 5-
alfa-rediktazin yvilkseltilmisg seviyeleri ile meydana
getirilebilir. Anajen effluvium, kansere y&nelik kemoterapi veya
radyasyon tedavisi gibi kimyasallar veya radyasyondan dolayi kil
dékiilmesidir. Kendilidinden indiiklenen kil dékiilmesi, kila
yvénelik bilingli veya bilingsiz kendi kendine olan hasarin neden
oldugu kil dékilmesini digerir. Kendi kendine co¢lan kil
dékiilmesinin iki ortak tird, birinin kendi sagini siirekli olarak
cekmesi wveya koparmasi durumunda sonug olarak ortaya cikan
trikotilomani veya kil ddkllmesi ve siirekli olarak sagi ceken at
kuyruklari veya Orgliler gibi sag¢ sekillerinin neden oldudu
traksiycen alopesidir. Telojen effluvium, &érnedin ameliyat, c¢ocuk
dodurma veya gebelidin sonlandirilmasi gibi olaylarin neden
oldugu stres ile baglantili kil dékilmesidir. Telojen
effluviumun diger nedenleri, oral kontraseptifler veya diJer
regceteli ilac¢larin kullanimi, tiroid anormallidi, diyabet, lupus
ve duygusal stresi dicerir. Yara birakana alopesi, kil
folikiillerine y&nelik enfeksiyon ve inflamasyonun neden oldudu
ki1l déktlmesi ve yaniklar veya dider travmalarin neden oldudu
kil dokiilmesini icgerir.

K1l ddkiilmesi, bazilari tarafindan kozmetik olarak hos olmadigi
dilsiinilen ve genellikle ilgili kisi i¢in duygusal strese neden
olan vyaygin bir problemdir. Sonug olarak alopesi tedavilerine
biiyik bir talep wvardir. Bircok Dbilesim, é&érnedin anajenin
desteklenmesi veya uzatilmasi voluyla kil uzamasinli uvyarma
veteneklerine yonelik olarak test edilmistir. Bu tir
bilesimlerin ©&rnekleri, mincksidil (Regaine RTM., Pharmacia
Corp.) ve diazoksid gibi potasyum kanali agicilar; ve finasterid
(Propecia RTM., Merck & Co.) gibi b-alfa-rediiktaz inhibitérleri;
ve 1mmiin baskilayici siklosporin A’vy1i igerir.

Ancak ki1l uzamasinin uvarilmasina yonelik olarak bilinen bu tir

tedaviler, sginirli etkinlik sergiler ve istenmeyen yan etkilere
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neden olur. Ornedin istenmeyen dider van etkilerin arasainda
potasyum kanali agicilar, kardiyovaskiiler etkilere neden oclur,
finasteridi hamile olan veya hamile olabilen kadinlar ig¢in
givenli degildir wve siklosporin A, 1immin sistemini baskilar.
Ayrica kil uzamasinin istendidi alanlara topikal olarak
uygulandiginda dahi, alopesiye yénelik olarak bilinen tedaviler
genellikle, kadinlarda yiizdeki killar gibi wvicutta istenmeyen
alanlarda kil uzamasina neden olur. Alopesinin tedavi edilmesine
yvénelik olarak bilinen bilegimlerin bu tir dezavantajlari, kil
dékiilmesi vyasavan birc¢ok kisinin takma sacglar ve peruklara
givenmesine yecl agar. Dider kisgiler, pahali olan, tam olarak
etkili olmayan ve bazen de 6Ornedin kemoterapi hastalarina
yonelik olarak  mimkiin olmayan sag ektirme amelivyatini
lstemektedirler.

Dolayisiyla hem tibbi hem de kozmetik uygulamalarda kullanilmaya
yonelik olarak uygun olmak izere kil uzamasini uyarmak amaciyvla
veni tedavilere yéonelik bir ihtivag vardir.

EP1375518 sayili vayinda sekans RGD ve OPN’yi veya bir parcgasini
tanivan bir integrin arasindaki badlanmayi inhibe eden bir anti-
osteopontin antikoru agiklanir.

WO/2008/086449 sayila yayinda modifiye osteopontin
polipeptitleri aciklanir ve burada RGD bdlgesi, inme ve dider
iskemik vyaralar giki terapdtik kullanima yonelik olarak silme
voluyla inaktive edilmistir.

Da-Wen Yu vd., yayininda anajen ve telojen fazlarindan ziyade
katajen sirasinda pelajin dermal papilla hicreleri tarafindan
osteopontin gen ekspresyonu ag¢iklanir.

Yohko U Katagiri vd., vavininda medifive osteopontin
polipeptitleri agiklanir ve burada RGD Db&lgesi, silme volvyla
inaktive edilmistir.

Donald Courter vd., vayininda mutasyona udratilmis veya silinmis
RGD ile OPN izoformlarinin ekspresyonu aciklanir.
WO/2005/066339 vyayininda Alicycloba- c¢illus genomunda bulunan
polinlikleotitler tarafindan kodlanan polipeptitler, bu
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polipeptitlerin ldretilmesine yonelik ydntem ve bu polipeptitleri
iceren bilegimler agiklanir.

WOQ/2001/84159 sayili vyayinda LDL reseptdr sinyvallemesinin
indiklenmesi ve saptanmasina yoénelik vyoéntemler acgiklanir.
W0/1996/32961 sayili  vyayinda osteopontinin folikiller kil

uzamasinl modile etmesi agiklanir.

Bulusun Kisa Ac¢iklamasai
Mevcut agiklamanin birinci yonid, SEQ ID NO: 63'e ait amino asit
sekansini veya SEQ ID No: 63’e ait amino asit sekansini bir kil
uzamasinil uyaricil aktivitesini muhafaza eden bir parcasin:
iceren bir polipeptit sadglar. Mevcut aciklamanin ikinci véni,
asagidakileri igeren bir bilesim sadlar:
(a) daha &nceki istemlerden herhangi birine gére bir
polipeptit wve
() farmasdtik olarak kabul edilebilir wve/veva kozmetik
olarak kabul edilebilir bir eksipiyan, tasiyici veya

seyreltici.

Bulusun Ayrintili Aciklamasi

Bulus, ekteki istemlerle tanimlandidi gibidir. Ekteki istemlerin
kapsamina giren herhangi bir diizenleme, bulusun pargasinl
olusturmaz.

Aciklamanin bilegsimlerinin aktif bilesgeni, dodal olarak gédriilen
bir osteopontin proteininden derive edilir (dider bir deyislie
polipeptit, dodal olarak gdrilen bir osteopontin proteininin
modifiye, ©Ornegin mutasyona ugratilmis bir versiyonunkine
karsilik gelen bir aminc asit sekansini icgerir.

Kemik siyaloprotein I (BSP-1 wveya BNSP), erken T-lenfosit
aktivasyonu (ETA-1), salgilanan fosfoprotein 1 (SPPl) 2ar ve
Rickettsia direnci (Ric) olarak bilinen osteopontin, g¢egitli
memeli tlrlerinde korunan bir gen Uriniidir.

Gen, vyedi eksona sahiptir, uzunluk olarak 5 kilobaz kapsar ve
insanlarda kromozom 4 bkdlgesinin 13 (4gl3) uzun kolu Uzerinde

kenumlandirilir. Protein, ~300 amino asit kalintisindan olusur
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ve asidik kalinti bakimindan =zengindir: %30-36 aspartik vevya
glutamik asittir. Osteopontin, Golgli cisimcigindeki post-
translasyonel modifikasyon sirasinda proteine badlanan, 10
sivalik asit kalintisini igeren ~30 bagli karbohidrat
kalintisina sahiptir.

Csteopontin ilk olarak, mineralize kemik matrisi (Franzen &
Heinegard, 1985, Biochem. J. 232(3)715-24) izerinde kemik
baglama osteoklastlarindaki veni bir sivaloprotein olarak
kesfedilmistir. Osteopontin ismi, kemiktekil (ostec-) proteinin
varlidil ve kemik hiicreleri ile mineral fazi arasindaki bir képri
(-ponlar) olusturma vyetenedinden gelir. Sekans analizi wve
akabindeki vapisal c¢alismalar ostecpontinin, osteopontinin
mineral badlanma &6zelliklerine aracilik ettidi dilsliiniilen birkag
on aspartik asit kalintisinin vyiksek oranda asidik Dbir
b&dlgesinden olusan 32 kDa’Lik bir glikoprotein oldudunu
gbstermistir. Ayrica osteopontin molekiiliiniin orta kisminda
ayrica bir R-G-D sekansi boyunca aracilik edilen bir hiicre
badlanma bélgesi wvardir (Oldberg wvd., 1986, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 83(23):88158-23).

Osteopontin temel olarak, osteopontinin birg¢ok viicut sivisinda
salgilanmasi 1ile sonu¢lanmak {izere ostecoblastlar ve g¢esitli
epitelyal hiicre tiplerinde ifade edilir. Kemik, osteopontinin
depclandidi ve bunun blyik miktarlarda geri kazanabildidi doku
tipidir. Osteopontinin ifadesi ayrica vaskiler diuz kas
hiicrelerinde, farkli kanser hicresi tiplerinde wve inflamatuar
hiicreler arasinda (spesifik olarak makrofajlar ve T lenfositler)
indiklenebilir. Adezyon, proliferasyon, gdg¢, anti-apoptoz ve
kemo atraksiyon gibi cesitli bdnemli hiicresel fonksiyon
osteopontine atfedilmistir. Bu fonksiyonlarin bazilarinin,
farkli integrinler ile, codunlukla avf3, fakat ayni zamanda avfl
ve oavpb> 1le etkilesim kuran RGD hiicre adezyonu bdlgesi
aracilidgiyla aracilik edildidine inanilir (incelemek lzere
bakiniz, Scatena vd., 2007, Arteric. Thromb. Vasc. Biol.

27:2302=-2309) .
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Son zamanlarda ostecpontin, inflamasyon wve immin yanitlarinda
yer alan birkag¢ hiicre tipini modiile edebilen etkili bir sitokin
olarak ortavya c¢ikmistir. Osteopontine atfedilen fonksiyonlarin
genis aralidil karistirilmistir ve timl tekli hicre badlayici RGD
sekansi tarafindan acgiklanamaz. Osteopontin RM3-G-D-S-L-A-Y-G-
I-R-51%3"te (SEQ ID NO:122) (UniProt kodu P10923’e sahip amino
asitler 144 ila 154'e karsilik gelir) on bir aminc asit
peptidinin tanimlanmasi ve daha sonra fonksivyonel olarak
egslestirilmesi durumunda ac¢iklama gelmistir. owpz 1ntegrine
badlanmaya aracilik eden, bilinen R -G-D147 hilgesine ek ¢larak
osteopontin molekiiliindeki iki ek temel bdlge, difjer bir deyisle
yvilksek oranda spesifik bir trombin klevaj bdlgesi, diger bir
deyisle R -51°% wve «9Bl integrine (bakiniz Scatena vd.,
yukarida yer almaktadir) badlanan bir kriptin integrin baglanma
bélgesi, dider bir deyigsle SM3-1L-A-Y-G-L-R' (SEQ ID NO:123)
kegfedilmistir. odfl’e ydnelik bir ek baglanma boélgesi ayrica
tanimlanmistir (bakiniz Scatena vd., yukarida yer almaktadir).
Aciklamanin bilesimlerindeki ostecopontinden derive edilen
polipeptidin karakterize edici bir &6zellidi, osteopontinde dogal
olarak bulunan RGD b&lgesinin, fonksiyonel olmayacak (en azindan
kismen) sekilde inaktive edilmesidir. Crnedin RGD bélgesinin
inaktivasyonu, osteopontinden derive edilen polipeptidin, dogdal
olarak g6rilen osteopontin proteinine badlanan integrinlerin
biri veya daha fazlasina bkaglanmasini ¢nleyebilir.

Boylece “modifiye osteopontin polipeptidi” ile, RGD bdlgesinin
fonksiyonel olmadidi (en azindan kismen) dodal oclarak gdriilen
bir osteopontin proteininin modifiye edilmigs bir formuna
karsi1lik gelen polipeptitlerin wvani gira ‘tam uzunluktaki’
modifiye osteopontinin kil uvyarici dzellidini Koruyan pargalara
ve varyantlari da dahil edilir. o&rnedin medifiye osteopontin
polipeptidinin fonksiyonel olmayan RGD bdlgesi integrin ovp3’e
baglanamayabilir (bakiniz, Scatena vd., vukarida yer
almaktadir) .

Avantajlil bir sekilde, dodal olarak goriilen osteopontin proteini

memelivye, drnedin insana aittir.
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Aciklamanin bilesimlerinde bulunan modifiye osteopeontin
polipeptitleri, memelilerde kul uzamasini uyarabilir.

Mevcut aciklamanin bir dizenlemesinde polipeptit, insan kilinin
uzamasinl uyarabilir.

Mevcut ag¢iklamanin dider Dbir dluzenlemesinde polipeptit, kil
uzamasinl in viveo olarak uyarabilir.

Mevcut acgiklamanin difJer bir dizenlemesinde polipeptit, dodal
sus insan osteopontinden daha fazla etkinlik ile kil uzamasini
in vivo olarak uyarabilir. Bu badlamda “daha biuyik etkinlik” ile
daha distik bir dozda etki ve/veya etkinligin daha hizli
baslangic1 ve/veya daha biyiik maksimum etki (6rnedin, daha fazla
sayida veni folikiill wveya kil vyodunludu) dahil edilir. Mevcut
aciklamanin diger bir dlzenlemesinde polipeptit, ayni dozdaki
dodal sus insan ostecpontinden daha hizli bir etki baslangici ve
daha Dbiyik kit maksimum kil uzama etkisi ile kil uzamasini Iin
vivo olarak uyarabilir (drnedin bakiniz Ornek B).

Teknikte uzman kisiler tarafindan, kil uzamasinin uyarimina,
mevcut kil folikiillerinin etkisi tarafindan ve/veya vyeni kil
folikillerinin olusumunun indilklenmesi voluyla aracilik
edilebilecedi kabul edilecektir.

Bu nedenle mevcout agiklamanin bir diizenlemesinde modifiye
osteopontin polipeptidi, mevcut kil folikiillerinin uyarabilir
6rnedin anajen fazinin uzatilmasi vyoluyla ve/veya dinlenen
folikiller aktif oclacak sekilde telojen fazinin Kkisaltilmasi
valuyla) .

Mevcut  agiklamanin dider bir dizenlemesinde polipeptit,
aynisinin Uretilmesine yoénelik olarak vyeni kil folikillerinin
veya k&k hiicrelerin olusumunu indiikleyebilir.

Dogal olarak godrilen ostecpontin proteinleri tipik olarak

yvaklasik 300 amino asit uzunludundadir. Ancak, teknikte uzman

kisilerce aciklamanin bilesimlerinde bulunan modifiye
osteopontin pelipeptitleri wuzunluk bakimindan dedisiklik
gbsterir.

Tipik olarak polipeptit, 500 amino asit uzunludunda, oOrnedin

400, 350, 340, 330, 320, 310, 300, 290, 280, 270, 260, 250, 200,
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150, 100, 50, 40, 30, 20, 15, 10 wveya daha az amino asit
uzunludundadir.

Mevcut ag¢iklamanin bir diizenlemesinde polipeptit, 250 ile 350
amino asit uzunludunda, Ornedin 280 ile 300 amino asit
uzunlugundadir (&rn., 293 amino asit uzunludunda) .

Mevcut aciklamanin alternatif bir diizenlemesinde polipeptit, 10
ile 20 amino asit uzunludunda, &rnedin 12 ile 18 amino asit
uzunludgundadir (drn. 15 amino asit uzunludunda).

Yukarida tartisildidi lzere modifiye csteopontin polipeptitler,
normalde dogal clarak gdrillen osteopontin proteinlerinde bulunan
aktif tripeptit sekansi “arjinin-glisin-aspartik aside” sahip
dedildir. Bu RGD bdélgesinin bircok farkli strateji il inaktive
edilebilecedi kabul edilecektir.

Mevcut aciklamanin bir dizenlemesinde RGD b&lgesi, dodal clarak
goérillen bir osteopontin proteinine gdére bir veya daha fazla
silme, ornatim ve/veya ekleme wveyva bunlarin kombinagyonlarini
icerecek gekilde modifiye osteopontin polipeptitinde bir veva
daha fazla amino asitte mutasyona udratilar.

Ornedin RGD bdlgesi, arjinin wve/veya glisin wve/veya aspartik
asit kalintisi olmavacak sekilde en azindan kismen silinebilir.
Alternatif olarak veya buna ek clarak RGD bkdlgesi, bir veya daha
fazla amino asitte ornatilabilir. Ornedin arjinin ve/veya glisin
ve/veyva aspartik asit kalintisi, baska bir amino asit ile
ornatilabilir. Bu ornatimlar, korunumlu clabilir vevya
olmayabilir.

Benzer sekilde RGD bdlgesi, asadidakiler dahil ornatimlar ve
silmelerden clusan bir kombinasyon yoluyla inaktive edilebilir:

(a) arjinin kalintisinin crnatimi ve glisin ve aspartik asit
kalintilarinin silinmesi;

() arjinin ve glisin kalintilarinin ornatimi ve aspartik
agit kalintisin silinmesi (6rnedin -RGD- tripeptit,
dipeptit sekansi -DI- ile degistirilebilir);

(c) arjnin ve aspartik asit kalintilarinin ornatimi ve glisin

kalintisinn silinmesi; vevya
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(d) arjinin ve aspartik asit kalintilarinin silinmesi ve
glisin kalintisinin ornatimi.

Mevcut agiklamanin bir dizenlemesinde tripeptit -RGD- sekansi,
dipeptit -DI- sekansi ile dedistirilir.
Herhangi bir teoriye bagli: kalmak istemeksizin, RGD sekansa
inaktivasyonunun, cevredaki ortamda yeni bir alanin
olusmasina/maruz birakilmasina neden olan bir osteocpontin
polipeptidindeki konformasyonel bir dedisime {karsi1li1k gelen
dogal olarak gdrilen osteopontin proteinine gore) neden
olabildigi disiiniiliir.
Tercih edilen bir diizenlemede madifiye ostecpontin polipeptidi,
asagida yer alan SEQ ID NO: 1l’e ait amino asit sekansini veya
SEQ ID NO:1'e ait aminoc asit sekansinin bir kil uzamasini uyarici
aktivitesini (en azindan kismen) muhafaza eden bir pargasini,
varyanti, tiurevi wveya filizyonu (veya gdz konusu parganin,
varvantinin veva tirevinin bir fiizvonu) icerir wvevya bunlardan
olusur (inaktive RGD bilgesini kapsayan bdlgenin alti

cizilmistir):

SEQ ID NO: 1

Burada kullanildidi sekliyle 'amino asit' terimi, standart yirmi
adet genetik olarak kodlanmis amino asit ve bunlarin 'D' formunda
karsilik gelen sterecizomerler (dogal 'L' feormuna kivasla),
omega—-amino asitleri ve dider dodal olarak gdrlilen amino
asitler, konvansiyonel olmayan amino asitler (drn. o,o-diornatik
amino asitler, N-alkil amino asitler vb.) ve kimyasal olarak
tiretilmig amino asitleri igerir {asadiya bakiniz).

Bir amino asit, spesifik olarak numaralandirildidainda, &ornedin
‘alanin® veya ‘Ala’® wveya ‘A’, sz konusu terim, aksi &zellikle
belirtilmedikge hem L-alanin hem D-alanin’i ifade eder. Diger

konvansiyonel clmayan amino asitler, istenen fonksiyonel &zellik
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polipeptit tarafindan muhafaza edildidgi sirece ayrica mevcut
aciklamanin polipeptitleri 1¢in wuygun bilesenler olabilir.
Gosterilen polipeptitler ig¢in, kodlanmis her bir aminc asit
kalintisi, uygun olan vyerlerde, konvensiycnel amino asidin
aligilmig adina karsilik gelen tek bir harf gdsterimi ile temsil
edilir. Alisilmisa uygun olarak, burada ag¢iklanan amino asit

dizileri, N-terminal ucunda C-terminal ucu yéninde sadlanir.

Tipik o©¢larak agiklamanin bilesimlerinde kullanilan modifive
osteopontin polipeptitleri, L-amino asitlerini idig¢erir veya
bundan olusur.

"Parca" terimi ile SEQ ID NO: 1l’'e ait amino asit sekansinin en
az 6 bitisik amino asitini, &rnedin SEQ ID NO: 1lf'e ait en az 7,
8, &, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 1%, 20, 30, 40, 50,
100, 150, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 255, 260, 265, 270, 275,
280, 285, 286, 287, 288, 289 230, 291 wveya 292 bitisik amino
asiti icerir.

Ornedin parca veya varyant, SEQ ID NO: 63 ila 120’ten herhangi
birine g&re bir amino asit sekansini icgerebilir veya Dbundan
olusur (asagida ayrintili bir sekilde verildidi lizere).

Mevcut aciklamanin belirli bir diizenmesinde polipeptit, asadida
yer alan SEQ ID NO:63'e ait amino asit sekansini igerir veya
bundan olusur.

VDTYDGDISVVYGLR SEQ ID NO: 63 ["FOL-005"]

Ornedin polipeptit, SEQ ID NC: 63'e ait amino asit sekansinin
bir tirevini igerebilir wveya bundan clusabilir.

Bir veya daha fazla amino asitin kimyasal tirevleri, fonksiyonel
bir van grubu ile tepkime voluyla gerceklesgebilir. S&z konusu
tilrevlendirilmis molekiiller arasinda drnedin amin
hidrokloriirler, p-toliien siulfonil gruplari, karboksibenzoksi
gruplari, t-butiloksikarbonil gruplarai, kloro asetil gruplara
veya formil gruplarini clusturmak iizere serbest aminc gruplarin
tiretilmis oldugu molekiiller bulunur. Serbest karbcksil
gruplari, tuzlari, metil ve etil esterleri vevya esterlerin veya

hidrazitlerin diger tirlerini clusturmak izere
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tirevlendirilebilir. Serbest hidroksil gruplari, O-asil veya O-
alkil tlrevlerini olusturmak {izere tlurevlendirilebilir. Ayrica
kimyasal tiirevler olarak yirmi adet standart amino asitin dodal
olarak gérilen amino asit tlirevlerini iceren peptitler dahil
edilmigtir. Ornegin: 4-hidroksiproclin, prolin igin
ornatilabilir; b5-hidrcksilizin, 1lizin ig¢in ornatilabilir; 3-
methilhistidin, histidin icin ornatilabilir; homoserin, serin
ig¢in ornatilabilir ve lizin icgin ornitin ornatilabilir. Tiirevler
ayrica, gerekll aktivite muhafaza edildidi siirece bir veya daha
fazla ekleme veya silme igeren peptitleri igerir. Diger dahil
edilen mocdifikasyonlar arasinda amidasyon, aminc terminal
asilasvyonu (8rn. asetilasyon vevya tioglikolik asit amidasyonu),
terminal karboksilamidasyonu (&8rn. amenyak veya metilamin) ve
benzer terminal modifikasyonlari bulunur.

Teknikte wuzman kisilerce, asagida ayrintili olarak verilen
modifivye osteopontin polipeptitlerin konformasyonunu ve
istenilen Szelliklerini taklit edebilen preptidomimetik
bilesiklerin vyararli olabilecedi takdir edilecektir. Ornedin
aciklamanin pelipeptitleri, sadece amino asit kalintilarinin
peptit (-CO-NH-) baglantilara yoluyla birlegstirildigi
molekiilleri dedil ayrica peptit baginin tersine dondirtldigi
molekilleri igerir. S&z konusu retro-ters peptidomimetikleri,
teknikte bilinen vydntemler, ©6rnedin Meziere et al. (1597) J.
Immunol. 159, 3230-3237 vavininda tarif edilen y&ntemler gibi
yéntemler kullanilarak olusturulabilir. Bu yaklasim, omurgayi
kapsavyan dedisiklikleri igeren, ancak yan zincirlerin
oryantasyonunu icermeyen psddopeptitleri kapsar. CO-NH peptit
baglarinin yerine NH-CO baglarini iceren retro-ters peptitler,
proteolize ¢ok daha direnclidir. Alternatif olarak aciklamanin
polipeptidi, amino asit kalintilarinin birinin veya daha
fazlasinin, konvansiyonel amit badlantisi yerine bir -y (CHZNH)-
bad1 ile baglandidi bir peptidomimetik bilesik olabilir.

Baska bir alternatifte peptit badi, amino asit kalintilarinin
karbon atomlari arasindaki aralidar muhafaza eden uygun bir

baflavici parcanin kullanilmasi sartiyla dadilabilir: badlavica
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parcanin bir peptit badi ile ayni yik dadilimina ve biylik &lclde
ayni dizlemsellide sahip olmasi avantajli olabilir.
Polipeptitin, eksoproteolitik sindirimine olan duyarlilidin
indirilmesine vardimci c¢lmak igcin N veya C terminallerinde
klasik c¢larak bloke edilebildigdi takdir edilecektir.

Cesili kodlanmis veya modifiye amino asitler, &rnedin D-amino
asitleri ve N-metil amino asitleri ayrica memeli polipeptitleri
medifive etmek icin kullanilmistir. Avyrica farzedilen bir
bicaktif konformasyon, bir kovalent modifikasyon, &rnedin
siklizasyon veya laktam veya diger tlirde képrilerin
katilmasiyoluyla stabilize edilebilir; ©&rnedin bkz. Veber vd.,
1978, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:2636 ve Thursell vd., 1983,
Biochem. Biophys. Res. Comm. 111:166.

Bircok sentetik strateji arasindaki ortak tema, bir peptit bazli
cerceveye bir miktar siklik parganin katilmasi clmustur. Siklik
parcg¢a, peptit yapisinin konformasycnel bogludunu kisitlar ve bu,
si1k si1k belirli bir biyolojik reseptér icgin peptidin artmis bir
spesifiklidine neden olur. Bu stratejinin ilave bir avantaja,
bir =siklik parcasinin bir peptide katilmasi ayrica hilicresel
peptidazlara azalmis bir duyarliliga sahip peptite neden olmasi
olabilir.

Bu nedenle ag¢iklamanin &rnek nitelidindeki polipeptitleri,
terminal sistein aminc asitlerini icerir. B&vle bir polipeptit,
terminal sistein aminc asitlerindeki merkaptid gruplarinin
distilfit bagi olusumu yoluyla bir heterodetik siklik formda veya
terminal amino asitler arasindaki amit peptit badi olusumu
yoluyla bir homodetik formda meydana gelebilir. Yukaraida
belirtildidi giki, N ve C terminal bé&lge sisteinleri arasindaki
distlfit veya amit baglari ycluyla sikliklesen kiigiik peptitler,
kimi zaman dodrusal peptitlerde gdrilen spesifiklik ve yari omir
problemlerini proteclizin azaltilmasi ve ayrica yapinin
rijitligini arttirilmasi yeoluyla ¢ézer ve bdylece ylksek dizeyde
spesifik Dbilesikler elde edilebilir. Disilfit Dbaglar ile
gikliklestirilen polipeptitler, hala proteclitik bozunmaya karsi

duyarli olabilen serbest aminc ve karbecksi terminallere
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sahipken, N terminal amin ve C terminal karboksil arasindaki bir
amit  badinin olusumu yoluyla sikliklegtirilen peptitler
dolayisiyla artik serbest amino veya karboksi terminallerini
igermez. Bu nedenle mevcut aciklamanin peptitleri, bir C-N
baglantisi veya bir disilfit bagdlantisi yoluyla baglanabilir.
Mevcut agiklama, peptit siklizasyonu ydntemi ile herhangi bir
sekilde sinirlandarilmaz, ancak siklik yapisinin uygun herhangi
bir sentez vy&ntemi vyoluvla elde edilebildidi peptitleri kapsar.
Bu nedenle heterodetik bkadlantilar, bunlarla sinirli olmamak
izere distilfit, alkilen veya sulfit koprileri ycluyla olusumu
igerebilir., Disiilfit, sidlfit ve alkilen képriiler dahil siklik
homotetik peptitlerin wve siklik heterodetik peptitlerin sentez
ydntemleri, US 5,643,872 vayininda ac¢iklanmistir. Siklizasyon
yontemlerinin dider drnekleri arasinda klik kimyasi, epositler,
aldehitamin tepkimeleri vycluyla wve ayni zamanda US 6,008,058
sayili vayinda ag¢iklanan yontemlerle siklizasyon bulunur,

Bu terminal modifikasyonlari, proteinaz sindirimi voluyla
duyarlilidin azaltilmasi ve dolayisiyla ¢dzeltilerde, &zellikle
proteazzlarin bulundugu biyclojik sivilarda peptitlerin
yaridmriniin uzatilmasi 1g¢in yararlidir ve ayni zamanda iyi
bilinir. Polipeptit siklizasyonu ayrica siklizasyon yoluyla
olusturulan stabkil vyapilar wve siklik peptitlerde gdrilen
biyolojik aktiviteler nedeniyle yararli bir modifikasyondur.

Bu nedenle mevcut ag¢iklamanin bir dizenlemesinde, mevcut
aciklamanin birinci y&ninin polipeptidi sikliktir.

Ancak mevcut agiklamanin alternatif bir dilzenlemesinde
polipeptit dodrusaldair.

Ancak mevcut ag¢iklamanin tercih edilen bir dizenlemesinde,
modifive ostecpontin polipeptidi, PEGilasyon, amidasvon,
esterifikasyon, asilasyon, asetilasyon ve/veya alkilasyon
yoluyla modifiye edilmis wveya tilrevlendirilmis bir wveva daha
fazla amino asit icgerir.

Teknikte uzman kisiler, modifiye osteopontin polipeptidinin bir
veyva daha fazla amino asitte glikosile edilebilecedini kabul

edecektir. Ornedin polipeptit, bir karbohidrat grubuna
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baglanabilen, karsilik gelen (‘parent’) osteopontin proteininin
glikosilasyon b&lgelerinin biri wveya daha fazlasini muhafaza
edebilir.

Ornedin polipeptit, SEQ ID NO: 63'e ait amino asit sekansinin
bir fdzyonunu icerebilir.

Ornedin s6z  konusu polipeptit, s&z konusu polipeptidin
saflastirilmasini kolaylastirmak amaciyla glutation-5-
transferaz (GST) veya protein A gibi bir polipeptide
kaynastirilabilir. S&z konusu fizyonlarin o&rnekleri, teknikte
uvzman kisilerce 1iyi bilinmektedir. Benzer sekilde sz konusu
polipeptit, His6 gibi bir oligo-histidin etiketine wveya iyi
bFilinen Myc etiket epitopu gibi bir antikor tarafindan tanainan
bir epitopa kaynastirilabilir. S&z konusu polipeptidin herhangi
bir wvaryantina veya turevine flzyonlar, ag¢iklamanin kapsamina
dahil edilir.

Fizyon, agiklamanin sdz konusu polipeptidi lizerinde istenen bir
etkl kazandiran baska bir parcayi icerebilir; drnedin sdz konusu
parca, kil uzamasini uyarici etkinin arttirilmasinda vevya
uzatilmasinda vararli olabilir. Orne&in mevcut aciklamanin bir
dilzenlemesinde, fiizyon, insan serum albimini wveya benzer bir
protein (US 2009/0005312 sayili vyayinda ag¢iklandidi gibi)
icerir.

Alternatif olarak kaynasmis parca, teknikte uzman kigsilerce
bilindigi gibi polipeptidinin hiicresel alimini arttirilabilen
bir lipofilik molekiil veya polipeptit bélgesi olabilir.

Mevcut agiklamanin baska bir diizenlemesinde, modifivye
osteopontin polipeptidi, bir amino asit sekansinin tandem
tekrarlarini icerir wveya bunlardan olusur. Alternatif olarak
polipeptit, SEQ ID NO: 63'e ailt aminc asit sekansinin tandem
tekrarlarini ig¢erir veya bunlardan olusur.

Mevcut aciklamanin tercih edilen baska bir diizenlemesinde,
modifiye osteopontin peolipeptidi, sadece SEQ ID NO: 63'e ait
amino asit sekansini icerir veya Dbundan olusur. Ornedin

polipeptit, SEQ ID NO: 63'e gdre polipeptidden colusabilir.
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Aciklamanin bilesimlerinde kullanilmaya vénelik olarak uygun
olan modifiye osteopontin polipeptitleri, teknikte uzman
kisilerce iyi bilinen in vitro hiicre bazli ifade ydntemleri ile
olusturulabilir (&rnedin, bakiniz, buraya referans yoluyla dahil
edilen Sambrock & Russell, 2000, Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, Third Edition, Cold Spring Harbor, New York).
Kullanilacak olan ifade wvektdri we konakgi hiicrenin secimi,
bircok faktdre bagli clabilir. Ornedin modifive osteopontin
polipeptidinin glikosile edilecek olmasi halinde bir memeli
ifade sistemi gerekli olacaktair.

Uygun ifade vektdrleri wve kconakgil hiicreler birgcok kaynaktan
ticari olarak temin edilebilir.

Alternatif olarak modifiye osteopontin polipeptitleri, sivi faz
ve kati faz sentezl (drnedin, t-Boc kati faz peptit sentezi ve
BOP-SPPS) gibi bkilinen yollarla sentezlenebilir.

Teknikte uzman kigiler tarafindan, mevcut agiklamanin ayrica
yvukarida acgiklanan medifivye osteopontin polipeptidinin
farmasdtik olarak ve/veya kozmetik olarak kabul edilebilir bir
ilave asit veya baz tuzlarini igerir. Bu aciklamada yararli olan
yukarida bahsedilen baz bilesiklerinin farmasdtik olarak ve/veya
kozmetik olarak kabul edilebilir ilave asit tuzlarini hazirlamak
dzere kullanilan asitler, toksik olmayan ilave asit tuzlarinz,
difer bir deyigle digerlerinin arasinda hidroklorid,
hidrobromid, hidroivodid, nitrat, siilfat, bisilfat, fosfat, asit
fosfat, asetat, laktat, sitrat, asit sitrat, tartrat, bitartrat,
siiksinat, maleat, fumarat, glukonat, sakkarat, benzoat,
metansiilfonat, etansilfonat, benzenstUlfonat, p-tcluensilfonat
ve pamcat [dider bkir devisle 1,1'-metilen-bis-(2-hidrcksi-3
naftoat)] tuzlari gibi farmasdtik olarak ve/veva kozmetik clarak
kabul edilebilir anyonlari iceren tuzlari clusturan asitlerdir.
Farmasdtik clarak ve/veya kozmetik clarak kabul edilebilir ilave
baz tuzlari ayrica, modifiye osteopontin polipeptitlerinin
farmasdtik olarak ve/veva kozmetik clarak kabul edilebilir tuz
formlarini Uretmek Uzere kullanilabilir. DoJada asidik olan,

mevcut bilegiklerin farmasdtik olarak ve/veya kozmetik olarak
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kabul edilebilir baz tTuzlarini olusturmak Uzere reaktifler
olarak kullanilabilen kimyasal bazlar, bu tir bilesgikler ile
toksik olmayan baz tuzlarini olusturan bazlardir. Toksik olmayan
bu tlir baz tuzlari, bunlarla sinirli olmamak lzere, didJerlerinin
zrasinda alkali metal katyonlar (0rnedin potasyum ve sodyum) ve
toprak alkali metal katyonlar (&rnedin kalsiyum ve magnezyum}
gibi farmasétik olarak ve/veya kozmetik olarak kabul edilebilir
bu tir katyonlar, N-metilglukamin- (meglumin) ve diisiik
alkanolaliminyum gibi amonyum veya suda ¢odzllebilen ilave amin
tuzlari ve farmasdtik olarak kabul edilekilir organik aminlerin
digder baz tuzlarindan derive edilenleri igerir,.

Avrica aciklamanin modifive ostecpontin polipeptidinin,
kullanilmadan &nce uygun bkir tasivicida depclanmaya vydnelik
olarak liyofilize edilebildigi ve vyeniden sulandirilabildigi
kabul edilecektir. Herhangi bir uygun liyofilizasyon y&ntemi
(6rnegin pliskiirtmeli kurutma, kek kurutma) kullanilabilir,.
Teknikte uwzman kisiler tarafindan, livofilizasvyon ve yeniden
sulandirmanin, gesitli aktivite kaybi seviyelerine neden
olabilecedi ve kullanim seviyelerinin vukari dodru dengelemek
lizere ayarlanmak zorunda olabilecedi kabul edilecektir. Tercihen
liyefilize (dondurularak kurutulmus} polipeptit, rehidre
edilmesi durumunda aktivitesinin yaklasik %20/sinden daha
fazlasini wveva yaklasik %257inden daha fazlasini wveya vaklasik
$30"undan fazlasini veya vaklasik %35'inden fazlasinili veya
yaklasik %40’'1indan fazlasini veya yaklasik %45’ inden fazlasina
veya vaklasik %50’sinden fazlasini (liyofilizasyondan &nce)
kaybetmez.

Modifive osteopontin polipeptidi, hedeflenen uygulama yolu ve
standart farmasétik vwvevya farmasdétik uvygulamava gére seg¢ilen,
polipeptit wve farmasdétik olarak kabul edilebilir ve/veya
kozmetik olarak kabul edilebilir bir eksipivyan, tasiyici veya
seyrelticiyi igeren bir bilesim formunda sadlanir (Srnedin,
bakiniz: Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19.
baski, 1895, Fd. Alfcnsc Gennaro, Mack Publishing Company,

Pennsylvania, USA).
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“"Farmasétik olarak kabul edilebilir” ile, feormllasyonun steril
oldudu ve pirojen icgermedidl dahil edilir. Uygun farmasdtik
tasivyicilar, kimya teknidinde iyi bilinmektedir. Tasivyici(lar),
agilklamanin bilesidi ile uyumlu olma wve alicilari igin zararli
olmamz bakimindan “kabul edilebilir” olmalidir, Tipik olarak
tasiyicilar, steril clacak ve pirojen icermeyecek olan su veya
salin olacaktir; ancak dider kabul edilebilir tasaiyicilar da
kullanilabilir. Béylece “farmasdtik olarak kabul edilebilir
tasivyici” ve “farmasdtik olarak kabul edilebilir eksipivan”,
sadece Dbir tasiyici olarak etki etmesi hedeflenen, dider bir
deyisle Dbiyolojik aktiviteye sahip olmasi hedeflenmeyen
formilasyonunun bir kisminin olusturulmasinda kullanilan
herhangl bir bilesidi (bilesikleri) icerir. Farmasdtik olarak
kabul edilebilir tasiyici veya eksipiyan genellikle giivenlidir,
toksik dedildir ve Dbiyelojik olarak veya Dbaska sekilde
istenebilir. Burada kullanildi§i lzere farmasdtik olarak kabul
edilebilir bir tasivici veva eksipivan, bu tirdeki bir tasivici
veya eksipivyanin biri wveya daha fazlasini icerir.

Avyni sekilde “kozmetik olarak kabul edilebilir” terimi, kozmetik
drtinleri ile kullanilmaya y®nelik olarak uygun formilasyonlari
g&stermek Gzere kullanilir. Yaygin c¢larak sampuanlar, losyonlar,
kremler ve bu tirdeki dider {iirinlerde kullanilanlar gibi uygun
kozmetik tasiyicilar teknikte ivyi bilinmektedir.

Eksipivyan, karbohidratlar, pclimerler, lipidler ve minerallerin
biri wveya daha fazlasi olabilir. Karbohidratlarin &rnekleri,
drnedin liyofilizasyonun kolaylastirilmasinda yo&nelik olarak
bilegime eklenen laktoz, sukroz, mannitecl ve siklodekstrinleri
icerir. Polimerlerin ornekleri, timi farkli molekiiler agirliga
sahip c¢lan, ©Ornedin vwviskozite kontroliine vonelik olarak,
biycadezyonun saglanmasina yonelik olarak veya lipidin kimyasal
ve proteolitik bozunmadan korunmasina ydnelik olarak bilesime
eklenen nisasta, selillcz eterler, seliiloz karboksimetilselilloz,
hidroksipropilmetil seliloz, hidroksietil seluloz,
etilhidroksietil seliloz, aljinatlar, karajenanlar, hiyaliironik

asit ve deriveleri, poliakrilik asit, polisiilfonat,
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polietilenglikol/polietilen oksit, polietilenoksit/pelipropilen
oksit kopolimerleri, farkla hidreliz derecelerine sahip
polivinilalkel/polivinilasetat ve polivinilpirclidondur.
Lipidlerin érnekleri, polimerlere yénelik olanlar ile bkenzer
nedenlerden dolayil bilesime eklenen, tiumil farkli asil zinciri
uzunludu ve satlirasyonuna sahip olan mono-—, di- ve
trigliseritler, seramidler, sfingolipidler wve glikelipidler,
yvumurta lesitini, soya lesitini, hidrojenize vyumurta wve sova
lesitinidir. Minerallerin ornekleri, S1V1 birikiminin
azaltilmasli veya avantajli pigment O6zellikleri gibili faydalari
elde etmek iizere bilesime eklenen talk, magnezyum cksit, ¢inko
oksit ve titanyum oksittir.

“Seyreltici” teriminin, peptidin farmasodtik preparatta
seyreltilmesi amaci 1ile akdz wveya akdz olmayvan bir solisyon
anlamina gelmesi hedeflenir. Seyreltici, salin, su, polietilen
glikol, propilen glikol, etancl veya yaglarin (aspir vadil, misir
vadl, ver fistifi vadi, pamuk tohumu vyadi vevya susam yvadi gibi)
biri veya daha fazlasi clabilir.

Seyreltici avrica bkir tampon olarak islev gdorebilir. “Tampon”
teriminin, pH’nin stabilize edilmesi amaci ile bir asit-baz
karisimini igeren bir akdz solilsyon anlamina gelmesi hedeflenir.
Tamponlarin ©&rnekleri, Trizma, Bicine, Tricine, MOPS, MOPSO,
MOBS, Tris, Hepes, HEPBS, MES, fosfat, karbonat, asetat, sitrat,
glikolat, laktat, borat, ACES, ADA, tartrat, AMP, AMPD, AMPS30,
BES, CABS, kakodilat, CHES, DIP30O, EPPS3, etanolamin, glisin,
HEPFPS0, imidazol, imidazollaktik asit, PIPES, S58C, SSPE, POPSO,
TAPS, TABS, TAPSO ve TES’dir.

Istede bagli olarak bilesim bir adjuvani icerebilir. “Adjuvan”
teriminin, peptidin biyolejik etkisini arttirmak lizere
formilasyona eklenen herhangi bir bilesik anlamina gelmesi
hedeflenir. Adjuvan, farkli anyonlar, &rnedin bunlarla sinairl:i
olmamak {iizere florid, klorid, bromid, tiyosiyanat, sulfit,
hidroksit, fosfat, karbonat, laktat, glikolat, sitrat, borat,
tartrat ve farkli asil bilegimlerinin asetatlarina sahip ¢inko,

bakir veya glmils tuzlarinin biri veya daha fazlasi olabilir.
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Aciklamanin farmasdtik bilesimleri avrica biyobozunur mikro
kiireler formunda clabilir. Poli(laktik asit) (PLZ),
poli(glikolik asit) (PGA)}, PLA ve PGA (PLGA) kopclimerleri veya
poli (kaprolakton) (PCL) ve polianhidritler gibi alifatik
poliesterler, mikro kiirelerin Uretiminde biyobozunur polimerler
olarak yaygin bir sekilde kullanilmigtir. Bu tir mikro kiirelerin
hazirlaniglari, US 5,851,451 ve EP0213303'te bulunabilir.
Aciklamanin farmasdétik bilesimleri avrica polimer Jelleri
formunda o¢labilir, burada nisasta, selilloz eterler, seliiloz
karboksimetilseliiloz, hidroksipropilmetil selilloz, hidroksietil
selilloz, etilhidrcksietil selliloz, aljinatlar, karajenanlar,
hiyvalironik asit ve deriveleri, poliakrilik asit, polisilfonat
gibi polimerlerdir. Modifiye osteopontin polipeptidi, kullanilan
belli polipeptitlerin etkinlidi/toksisitesine badli olarak
cesitli konsantrasyonlarda formile edilebilir., Tercihen bilesim,
1 nM ile 1 M arasinda, &rnedin 0,1 pM ile 1 mM arasinda, 1 uM
ile 100 uM arasinda, 5 uM ile 50 uM arasinda, 10 uM ile 50 uM
arasinda, 20 pM ile 40 uM arasinda ve 1istede badli olarak
vaklasik 30 uM’lik bir konsantrasyonda modifiye osteopontin
polipeptidi i¢erir. Ex vivo ve In vitro uygulamalara yonelik
olarak bilesimler, &rnedin 0,0025 uM ile 1 uM arasinda clmak
Uzere modifiye ostecpontin polipeptidinin daha disik bir
konsantrasyonunu icerebilir.

Teknikte uzman kigiler tarafindan, agiklamanin bilesimlerinin
drnedin topikal, transdermal, parenteral veya oral uygulama
olmak Uzere ¢esitli yollar aracilidiyla uygulanabilecedi kabul
edilecektir.

Avantaijli olarak aciklamanin bilesimleri, topikal uygulama veya
intrakiitandz uygulamava vyonelik clarak uygundur.

Bu nedenle ag¢iklamanin Dbilesimleri, deriye (6rnedin kafa
derisine) topikal olarak uygulanabilir. Ornedin bilesim,
drnedin asagidakilerin biri veya daha fazlasi ile bir karisim
icinde sispanse edilen veya ¢odzlilen aktif polipeptidi icgeren bir
merhem formunda saglanabilir: mineral vyadi, sivi vazelin, bevaz

vazelin, propilen glikol, poliocksietilen polioksipropilen
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bilesidi, emUlsiyonlastirici wvaks ve su. Alternatif olarak
polipeptit, &rnedin asadidakilerin biri veya daha fazlasinin bir
karisiminda siispanse edilen veya ¢dzilen, uygun bir losyon veya
krem olarak formiile edilebilir: mineral vadi, sorbitan
monostearat, bir polietilen glikeol, sivi parafin, polisorbat 60,
setil esterler, wvaks, setearil alkel, 2-oktildodekancl, benzil
alkcl wve su.

Istede badli olarak topikal uygulamaya vyénelik bilesim, bir
penetrasyon arttiricivi (drnedin Osborne & Henke, 1997,
Pharmaceutical Technology, Kasim: 58-82 ve Pathan & Setty, 2009,
Tropical Journal of Pharmaceutical Research 8 (2): 173-17%'da
acgiklanan gibi) icerebilir.

Alternatif olarak aciklamanin bilesimleri, parenteral olarak,
drnedin intrakiitandz olarak uygulanabilir. Bu tir bilesimler en
iyi sekilde, dider maddeleri, drnedin sclisyonu kan ile izotonik
yapmak lzere yeterli ftuz veya glukoz icerebilen steril bir akdz
soliisyon formunda kullanilir. Akdz solisvyvonlar, gerekli olmasi
halinde uygun sekilde tamponlanmalidir (tercihen 3'ten 9'a kadar
olan bir pH’vye kadar). Steril kosgullar altinda uygun parenteral
formiilasyonlarin hazirlanisi, teknikte uzman kisilerce iyi
bilinen standart farmasdtik teknikler 1ile kolay bir sekilde
sadlanabilir.

Parenteral uygulamaya yoénelik olarak uygun bilesimler, anti-
oksidanlar, tamponlar, bakteriyostatlar ve formilasyonu
hedeflenen alicinin kani 1le 1zotonik hale getiren solltleri
igerekbilen ak&éz ve akdz olmayan steril enjeksiyen scliisyonlariy
ve slspanse edici ajanlar ve kivamlastirici ajanlari igerebilen
zakdz Ve akdz olmavyan steril slispansivyonlari icerir.
Formiilasyonlar, tek dozlu veyva g¢ok dozlu kaplarda, &rnedin
kapali ampuller ve sigelerde sunulabilir ve kullanilmadan hemen
bdnce sadece steril sivi tasiyicinin, Ornedin enjeksiyonlara
yonelik olarak suyun eklenmesini gerektiren dondurularak
kurutulmus (livofilize edilmis) bir durumda depclanabilir.

Ekstamporane enjeksiyon solilsyonlari wve slUspansiyonlari, daha

20



10

15

20

25

30

35

dnceden aciklanan tlirdeki steril tozlar, graniller ve
tabletlerden hazirlanabilir.

Modifiye osteopontin pclipeptitlerinin uygulanmasina yonelik
olarak mikro kiire formilasyonlari gibi vyavas salimli Dbir
sistemin kullanilmasi faydali olabilir.

Alternatif olarak bilesimler, aktif polipeptidi direkt olarak
gerekli bdélgeye (diJer bir deyisle epidermis) salan cerrahi
olarak implante edilmis bir cihaz ile uvgulanabilir.
Aciklamanin bilesimleri ayrica transdermal metodolojiler ile
uygulanabilir.

Ornedin, elektroporasyon terapisi (EPT) ve/veya iyontoforez
sistemleri, proteinler ve pcolipeptitlerin uygulanmasina yénelik
olarak kullanilabilir. Bu tiir y&ntemlerde, hlicre membranlarinin
ilaca ydnelik artan gec¢irgenlidi ve hiicre i¢i ilac¢ dagiliminin
dnemli artisi ile sonug¢lanmak iizere, darbeli elektrik alanini
hiicrelere uygulamak lzere bir cihaz kullanilir,

Bir alternatif transdermal yontem, elektreoinkorporasyon,
elektroporasycnda kullanilan ile ayni wveya buna benzer elektrik
darbelerine maruz kalan deri vizeyinde cap olarak 30 mikrona
kadar olan kiicik partiklilleri kullanir. Partikliller korun
i¢inden derinin daha derin katmanlarina yonlendirilir.
Partikiiller, ilaclar veya genler 1ile yilklenebilir veya
kaplanabilir ve basit bir sekilde, icinden ilaclarin girebildigi
deride gdzenekleri olusturan "mermiler” olarak Thareket
edebilir.

Ek transdermal metcdolojiler ayrica, PowderJect Pharmaceuticals
(simdilerde sahibi Novartis AG’dir) tarafindan gelistirilmistir.
Aciklamanin polipeptitleri wve bilesimlerinin uygulanmasina
voénelik uygun vyéntemler teknikte i1iyi bilinmektedir, o&rnedin
bakiniz Therapeutic Protein and Peptide Formulation and
Delivery, Zahra Shahrokh wvd. (Eds), 1997, American Chemical
Society, ISBN13: 97808412352Z81.

Mevcut acgiklamanin ikinci bir yonid, SEQ ID NO: 63’e ait amino
asit sekansini veya SEQ ID NO: 63'e ait amino asit sekansinin

bir kil wuzamasini uyarici aktivitesini muhafaza eden bir
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parcasini, varyantini, turevini veya flizyonunu (veya s6z konusu
parca, varyant veya tlrevin bir flizyonu) ig¢eren veya bunlardan
olusan bir pclipeptidi saglar.

Mevcut ag¢iklamanin bir dizenlemesinde polipeptit izole edilir
(rnedin memeli vicudunun diginda).

“Parga”, “varyant”, “tirev” veva “flizyon” terimleri, mevcut
aciklamanin birinci y&énil ile ilgili olarak yukarida tanimlandida
gibidir.

Mevcut aciklamanin 1ilgili bir vy&nlnde polipeptit, inaktive
edilen (RGD bédlgesinin amino asitlerinden birinin veya daha
fazlasinin ornatilmasi veya silinmesi vyocluyla ve/veya RGD
bBélgesinde bir veya daha fazla amino asidin eklenmesi voluyla)
bir RGD bélgesini igeren bir insan c¢steopontin parcasidir.
Ornedin vyabani tip 1nsan osteopontin proteininin “R-G-D”
bélgesinin ¢ amino  asidi, iki  amino asit “D-I” dle
degistirilebilir., Tercihen parca, bes ila otuz amino asit
uzunludunda, ornedin on ile yirmi aminoe asit uzunludundadir.
Ornedin polipeptit, SEQ ID NC: 63 ila 120"den herhangi birine
git bir amino asit sekansini veva bunun bkir parc¢asini,
varyantini, tilirevini wveya flzyonunu igerebilir wveya bundan

olusabilir,

Tercih edilen 15 amino asitlik peptitler asadidaki gibidir:

VDTYDGDISVVYGLR ['FOL-005" SEQID NO: 63
VDTYDGDISVVYGLS SEQID NO: 64

Tercih edilen 14 amino asitlik peptitler asagidaki gibidir:

VDTYDGDISVVYGL SEQ ID NO: 65
DTYDGDISVVYGLR SEQID NO: 66
TYDGDISVVYGLRS  SEQ ID NO: 67

Tercih edilen 13 amino asitlik peptitler asadgidaki gibidir:

VDTYDGDISVVYG SEQID NO: 68
DTYDGDISVVYGL SEQIDNO: 69
TYDGDISVVYGLR SEQIDNO: 70
YDGDISVVYGLRS  SEQIDNO: 71

Tercih edilen 12 aminc asitlik peptitler asadidaki gibidir:
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VDTYDGDISVVY
OTYDGDISVVYG

TYDGDISVVYGL

YDGDISVVYGLR

SEQIDNO: 72
SEQIDNO: 73
SEQIDNO: 74
SEQIDNO: 75
SEQIDNO: 76

DGDISVVYGLRS

Tercih edilen 11 amino asitlik peptitler asadidaki gibidir:

VDTYDGDISVY SEQID NO: 77
DTYDGDISVVY SEQID NO: 78
TYDGDISVVYG SEQIDNO: 79
YDGDISVVYGL SEQID NO: 80

DGDISVVYGLR SEQ ID NO: 81
GDISVVYGLRS  SEQID NO: 82

Tercih edilen 10 amino asitlik peptitler asadidaki gibidir:

VDTYDGDISV SEQ ID NO: 83
DTYDGDISVV SEQ ID NO: 84
TYDGDISVVY SEQ ID NO: 85
YDGDISVVYG SEQID NO: 86
DGDISVVYGL SEQ ID NO: 87

GDISVVYGLR SEQID NO: 88
DISVVYGLRS  SEQID NO: 89

Tercih edilen 9 amino asitlik peptitler asadidaki gibidir:

VOTYDGDIS SEQ ID NO: 90
DTYDGDISV SEQ IDNO: 91
TYDGDISVV SEQ ID NO: 92
YDGDISVWY SEQ ID NO: 93
DGDISVVYG SEQ ID NO: 94
GDISVVYGL SEQ ID NO: 95

DISVVYGLR SEQ ID NO: 96
ISVWYGLRS  SEQID NO: 97

Tercih edilen 8 amino asitlik peptitler asagidaki gibidir:

VDTYDGDI SEQ ID NO: 98
DTYDGDIS SEQ ID NO: 99
TYDGDISV SEQIDNO: 100
YDGDISVV SEQIDNO: 101
DGDISVVY SEQIDNO: 102
GDISVVYG SEQIDNO: 103

DISVVYGL SEQIDNO: 104
ISVWYGLR  SEQIDNO:105

Tercih edilen 7 amino asitlik peptitler asadidaki gibidir:
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VDTYDGD SEQ ID NO: 106
DTYDGDI SEQ ID NO: 107
TYDGDIS ~ SEQID NO: 108
YDGDISV ~ SEQID NO: 108
DGDISVV SEQ ID NO: 110
GDISVVY SEQ ID NO: 111
DISVWWYG  SEQID NO: 112
ISVVYGL  SEQID NO: 113

Tercih edilen 6 amino asitlik peptitler asafidaki gibidir:

DTYDGD SEQ ID NO: 114
TYDGDI SEQ ID NO: 115
YDGDIS SEQ ID NO: 116
DGDISV SEQ ID NO: 117
GDISVV SEQ ID NO: 118

DISVVY SEQ ID NO: 119
ISVWYG  SEQIDNO: 120

Mevcut ac¢iklamanin tercih edilen bir diizenlemesinde polipeptit,
SEQ ID NO: 63'e ait bir aminc asit sekansinl igerir veya bundan
olusur.

Aciklamanin polipeptitleri, kil dokiilmesi (asagida detavyla
olarak ag¢iklanan sekilde) 1le badlantili bir hastalik veya
durumun tedavisi veya Onlenmesinde tibbi kullanima ydnelik
olabilir.

Aciklama ayrica, bir memelide kil uzamasinin uyarilmasina
yonelik c¢larak acgiklamanin bir polipeptidinin kullanilmasini
saglar, burada kullanim, kozmetik veya ticaridir (asagida
detayli oclarak ag¢iklanan sekilde) .

Mevcut agiklamanin bir {Ug¢iincl y&nii, bir memelide kil uzamasinin
uyarilmasinda kullanilmaya yo&nelik olarak a¢iklamanin birinci
yonine gére bilegimler sadlar.

Bu nedenle bilesimler, mevcut kisg folikiillerinin uyarilmasinda
ve/veya yeni kil foliklillerinin (veya aynisinin Uretilmesine
ydnelik olarak ko&k hilicrelerinin) biylimesinin indiklenmesinde
kullanilmaya ydnelik olabilir.

Mevcut agiklamanin bir dilzenlemesinde bilegim, alopesi gibi kil
dékiilmesi ile badglantili bir hastalik veya durumun tedavisinde

veya Onlenmesinde kullanilmaya yodnelik olabilir.
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Alopesi Tipik olarak anajen killarin dokiilmesi ile
baglantilaidir. Ancak aciklamanin bilesimlerinin ayrica telojen
killarin ddkiillmesi ile baglantili durumlarin tedavisine yénelik
olarak kullanilabilecedi kabul edilecektir.
Mevcut agiklamanin bir dizenlemesinde alopesi, asagidakilerden
olusan gruptan segilir:
(a) androgenik alopesi (ayrica androgenetik alopesi, alopesi
androgenetika, erkek kellik modeli wveya digsi kellik

modeli olarak da kilinir):;

(b) traksiyon alopesi;
(¢) anajen effluvium;
(d) telojen effluvium;

(e) alopesi areata;

(f) alopesi totalis;

(g) alopesi Universalis;
(h) alopesi barba;

(1) alopesi musincza;
(1) alopesi neoplastika;

(k) sikatrisyel alopesi; ve

(1) vara birakan alopesi.
Ornedin alopesi androgenik alopesi olabilir.
Alternatif olarak alopesi anajen effluvium oclabilir. Killarin
erken telojen fazina girmesinden kaynaklanan bu durum, yeme
bozukluklari, ates, bebek dodurma, kronik hastalik, majdr
cerrahi, anemi, c¢iddi duygusal rahatsizliklar, sck diyetler,
hipertircidizm ve i1lag¢lar dahil olmak lizere ¢esitli nedenlerden
dolayl olabilir.
Bu nedenle mevcut ag¢iklamanin bir dizenlemesinde kil dékiilmesi,
radyoterapi ve/veya kemoterapi ajanlara tarafindan
indiklenebilir. Ornedin kil dokilmesi, sisplatin, etoposid ve
paklitaksel gibi kemoterapdtik ilaclar ile tedavinin vyaygin ve
acl verici bir yan etkisidir.
Klasik colarak memeli bir insandir.
Mevcut aciklamanin ilgili bir dordinci yonll burada agiklanan,

bir memelide ki1l uzamasinin uyarilmasina vydnelik bir ilacain
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hazirlanmasinda mevcut acgiklamanin birinci ydnine gbdre yukarida
tanimlanan sekilde bir modifiye osteopontin polipeptidinin
kullanilmasini sadlar.
Béylece 1ilacg, mevcut kil felikillerinin uyarilmasina ve/vevya
veni kil folikillerinin (aynisin {retilmesine vydnelik kdk
hiicrelerinin) uzamasinin indiiklenmesine ydnelik olabilir.
Mevcut aciklamanin bir dizenlemesinde ilac, kil dékiilmesi ile
iliskili bir hastalidin vevya durumun, drnedin  alopesinin
(drnedin anajen kullarinin ddkiilmesi 1ile iligkili) tedavi
edilmesi veya Onlenmesine yéneliktir. Meveut ag¢iklamanin bir
dilzenlemesinde alopesi, asadidakilerden olusan gruptan secilir:
{(a) androgenik alopesi (ayrica androgenetik alopesi, alopesi
androgenetika, erkek kellik modell wveya digsi kellik

modeli olarak da bilinir);

() traksivon alopesi;
() anajen effluvium;
(d) telojen effluvium;

(e) alopesi areata;

(f) alopesi totalis;

(g) &alopesi lniversalis;
(h) alopesi barba;

(i) alopesi miusinoza;
(7)) alopesi neoplastika;

(k) sikatrisyel alopesi; ve

(1) vara birakan alopesi.
Ornedin alopesi, androgenik alopesi clabilir.
Alternatif olarak alopesi, Grnedin radyoterapi ve/veya
kemcterapi yoluyla indiiklenen anajen effluvium olabilir
(yvukariya bakiniz).
Klasik olarak memeli bir insandir.
Mevcut ac¢iklamanin bir ilgili, besgsinci yoni, mevcut ag¢iklamanin
birinci y&nine gbre yukarida tanimlanan sekilde bir modifiye
osteopontin polipeptidinin etkili bir miktarinin uygulanmasini
igermek idzere bir memelide kil uzamasinin uyarilmasina ydnelik

bir vdntem sadlar.
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Bu nedenle yéntem, mevcut kil folikillerinin uyarilmasina
ve/veya yeni kil folik{illerinin (aynisin {iretilmesine ydnelik
kok hiicrelerinin) uzamasinin indilklenmesine ydnelik clabilir.
Aciklamanin polipeptit bilesimi, hastaya etkili bir miktarda
uygulanir. ‘Terapdtik olarak etkili bir miktar”, wveya ‘etkili
miktar’ wveya ‘terapdtik olarak etkili”, burada kullanildig:
Uzere, kil uzamasi Uzerinde uyarici bir etki saglayan miktara
refere eder. Bu, istenen terapdtik etkiyi {iretmek {zere
hesaplanan aktif matervalin &dnceden belirlenmis bir miktaridir.
Teknikte wuzman kisi tarafindan kabul edildigi tlzere bir
bilesidin miktari, bunun spesifik aktivitesine badli olarak
dedigiklik gésterebilir. Uygun dozaj miktarlari, gerekli olan
seyreltici 1ile Dbaglantili olarak istenen terapdtik etkiyi
meydana getirmek {zere hesaplanan aktif bkilesimin &nceden
belirlenmis bir miktarini igerebilir. Ag¢iklamanin bilesimlerinin
Uretimine ydnelik ydntemler ve kullanimlarda aktif bilesenin
terapdtik olarak etkili bir miktari saglanir. Terapdtik olarak
etkili bkir miktar, teknikte 1iyi bkilindidi lzere, vas, kilo,
cinsiyet, durum, komplikasyonlar, dider hastaliklar, vb. gibi
hastanin karakteristiklerine badli olarak teknikte uzman tip
veya veteriner c¢alisani tarafindan belirlenebilir.

Mevcut agiklamanin bir dizenlemesinde yéntem, alopesi (drnedin
anajen killarin ddkiilmesi ile badlantili) gibi kil dékilmesi ile
baglantili bir hastalik veya durumun tedavisi veya dnlenmesine
yénelik olabilir.

Mevcut agiklamanin bir diizenlemesinde alopesi, asadidakilerden
olusan gruptan secilir:

(a) androgenik alopesi (ayrica androgenetik alopesi, alopesi
androgenetika, erkek kellik modeli wveya digi kellik
modell olarak da bilinir);

{b) traksivon alopesi;

(c) anajen effluvium;

(d) telcjen effluvium;

(e) alopesi areata;

(f) alopesi totalis;
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(g) alopesi lUniversalis;

(h) alopesi barba;

(1) alopesi milsinocza;

(7) alopesi neoplastika;

(k) sikatrisyel alopesi; ve

(1) vyara birakan alopesi.
Ornedin alopesi, androgenik alopesi olabilir.
Alternatif olarak alopesi, 6rnedin radyoterapi ve/veya
kemcterapi yoluyla indiiklenen anajen effluvium olabilir
(yvukariya bakiniz).
Klasik olarak memeli bir insandir.
Teknikte uzman kisgiler tarafindan, mevcut aciklamanin birinci
yoéninin bilesiminin, tibbi kullanimlar ile sinirli olmadidi,
fakat ayni zamanda kozmetik ajanlar olarak (bunlarin herhangi
bir fiziksel sadlik gelismesi sadlamamasi, fakat sadece memeli
icin bir estetik fayda sadglamasi bakimindan) kullanilabilecegi
kabul edilecektir.
Bu nedenle mevcut ag¢iklamanin bir ydni, bir memelide kil
Uuzamasinin uyarilmasina vdnelik olarak ac¢iklamanin hirinci

yoniine gdbre bir bilesimin kullanimini sadlar, burada kullanim

kozmetiktir.
Bu nedenle kozmetik Dbilesimi, mevcut kil folikiillerinin
uyarilmasina ve/veya yeni kil folikiillerinin (aynisin

iretilmesine yonelik k&k hiicrelerinin) uzamasinin indiiklenmesine
yénelik olabilir.

Mevcut agiklamanin bir dizenlemesinde kozmetik bilesim, acilan
bir alin boélgesi wve/veya incelen kil ile badlantili olabilen
kellidin tedavisi vevya &nlenmesine y&nelik clarak kullanilir.
Bu tir bilesimler, kafa derisi {izerine uygulama ile sinirli
degildir, fakat ayrica vicudun baska bir yerine de uygulanabilir
(sakal, kirpikler, kaslar, vb.'nin uzamasini desteklemek iizere
yiz dahil).

Klasik olarak memeli bir insandir.

Teknikte uzman kisiler tarafindan, ag¢iklamanin bilesimlerinin

tek basina veya dider terapdtik veya kozmetik ajanlar ile
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kombinasyon halinde kullanilabilece&i kabul edilecektir. Orne&in
minoksidil Regaine RTM., Pharmacia Corp.) ve diazoksit gibi
potasyum kanali acicilar; finasterid (Propecia RTM., Merck &
Co.) gibli 5-alfa-rediiktaz inhibitérleri; ve immin baskilayici
siklosporin A gibi olmak lzere agiklamanin bilegimleri, mevcut
killarin kaybini &nlemek lizere wve/veya yeni killarin uzamasini
uyarmak lUzere mevcut tedaviler ile bir kombinasyon terapisinde
kullanilabilir.

Ayrica teknikte uzman kigiler tarafindan aciklamanin
bilesimlerinin in vivo, ex vivo veya in vitro kullanilabilecedi
kabul edilecektir,

Bu nedenle direkt olarak bir memelive kullanilmasi veya
uygulanmasina ek olarak bilesimler, kil uzamasini ex vivo
olarak, ornedin derinin memeliye greftlenmesinden once bir deri
eksplantinda uyarmak iizere kullanilabilir.

Alternatif olarak bilesimler, d&rnedin akabinde bir hastaya
transplante edilebilen hilicre killtirinde kil folikiUllerinin in
vitro olarak uzatmak lizere kullanilabilir.

Dolavisivla mevcut ac¢iklamanin bir baska ydni, kil uzamasinin in

vitro wveya ev vive uyarilmasina ydnelik olarak mevcut

agiklamanin bir yénine gdre bir polipeptidin kullanimini
saglar.
Mevcut aciklamanin bir dizenlemesinde polipeptit, kil

folikillerinin (veya avynisinin Kkdk hiicre prekursérlerinin)
uzamasinl uyarmak lUzere kullanilabilir.
Mevcut acgiklamanin belli ag¢ilarini kapsayan tercih edilen,
sinirlayici olmayan ©&rnekler bu noktada asadidaki sekillerin
referansi ile aciklanacaktir:
Sekil 1, fareler iUzerindeki derinin numune alma alaninin bkir
gsematik temsilini gdsterir.
Sekil 2, bir modifiye osteopontin polipeptidi i1le tedavi
edilmesinden 48 saat sonra bir faredeki derinin bir kesitinin
temsili bir fotodrafidir. Epidermis igindeki folikiiller ok
ile gésterilir. Folikiillerin lineer yodunludu, mm kasina

18.3 folikildir (epidermisin 32.65 mm’sinde 598 folikiil).
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Sekil 3, bir negatif kontrol bilesimi ile tedavi edilmesinden
48 saat sonra bir faredeki derinin bir kesitinin temsili bkir
fotografidar. Epidermis i¢indeki folikiiller ok ile
gosterilir. Foliklillerin lineer yodunludu mm basina 11.7
folikildir f{epidermisin 32.50 mm’sinde 379 folikil).

Sekil 4, (a) 0 olan bir kil uzama skoruna sahip olan 14,
glinde kontrol ile tedavi edilen bir hayvan, (b) 1.5 olan bir
kil uzama skoruna sahip olan 14. glinde &rnek nitelidindeki
*tam uzunluktaki’ polipeptit “Cx” (SEQ ID NO:1l’e karsilik
gelir, fakat 1lk on alti amino asit sinyalil peptidi yoktur,
60 nM) ile tedavi edilen bir hayvan, (c¢) 2.5 olan bir kil
uzama skoruna sahip olan 5. ginde Srnek nitelidindeki kisa
peptit "FOL-004"™ {(SEQ ID NC: 5, 60 nM) ile tedavi edilen bir
hayvan ve (d} 2.0 olan bir kil uzama skoruna sahip olan 5.
ginde ornek niteligindeki kisa peptit "FOL-005" (SEC ID NO:
5, 63 nM) ile tedavi edilen bir hayvanin femsili
fotodraflarini gdsterir.

Sekil 5, ek nitelidindeki ‘tam uzunluktaki’ polipeptit “Cx”
ve acgiklamanin SEQ ID NO: 5 wve 63 polipeptitlerinin kil
uzamas1 Uzerindeki etkisini gdsterir.

Sekil 6, dodal sus fare ostecpontinden karsilik gelen SEQ ID
NO :1217e kiyasla 6rnek niteligindeki SEQ ID; NC: 5'in kil

uzamasi iizerindekil etkisini gdsterir.

ORNEK A - Farelerde mutasyona udratilmis fare osteopontinin kil

uzama etkisinin in vivo incelenmesi

Materyaller ve Yéntemler

Test polipeptidinin olusturulmasi ve iUretimi

Modifiye osteopontin polipeptidi sekansi SEQ ID. NO:1, XhoI ve
BamHI restriksiyon enzim bdlgelerinin kullanimi ile kir pCEP4
ifade vektorunde klonlanmistir. pPCEP4 ifade vektori,
bakterilerde ifadeye vyénelik bir ampisilin direng geni ve
Hdkaryotik EBNA hiicrelerinde ifadeye vyonelik bhir hidromisin

direnc genini icerir. Polipeptit igeren vektdr, kompetan XL-10

30



10

15

20

25

30

bakteri hicrelerine dénlUsturilmistir, codaltilmistir ve Qiagen
midi hazirlama kiti ile izole edilmistir. Izole edilen vektérler
akabinde, {reticinin protokolilne (Invitrogen) gdre Fugene
transfeksiyon reaktifinin kullanima yveluyla insan EBNA

hiicrelerinde igleme tabi tutulmugtur.

Test polipeptidinin izolasyonu

Uretilen polipeptidi iceren EBNA hiicre kiiltiiriindeki ortam,
killtiirlemeden Ug¢ ile dért gin sonra toplanmistir. pCEP4 plazmidi
tarafindan iretilen polipeptitler, Ni-sefaroz jel kromatografisi
(Invitrogen) ile izolasyonu kolaylastirmak fdizere kullanilan
verlestirilmis bir His-etiketini icerir. Toplanan ortam, baflama
tamponu (20 mM sodyum fosfat, 500 mM sodyum klorid, pH 7,8) ile
seyreltilmistir. Ni-sefaroz sUspansiyonu, 4 °C’de bir gece
calkalayici Uzerindeki inkibasyondan Once eklenmigtir. Ni-
sefaroz Jjeli, vyedi dakika 1000 g’de santrifugasyon yoluyla
pellet haline getirilmistir ve tek kullanimlik bkir BicRad mini
kolenuna dékilmistilr. Bagla olmayan proteinler, yikama
tamponunun (20 mM scdyum fosfat, 500mM sodyum klorid, pH 6&,0)
akabinde baglama tamponu ile uzaklastirilmistir. Polipeptitler,

500 mM imidazcl ile kolondan ayristirilmistir.

Genel g¢aligma tasarimi

Caligma, her biri beg erkek wtCH7BL/6N faresini igeren dért deney
grubundan olusgsmustur.

1. glnde katilan tum farelerin boyunlari, vaklasik olarak 1,5 x
1,0 cm’1ik kareler halinde dikkatli bir sekilde tirag edilmistir
ve kalan kiiciik kil parcalari uzaklastirilmistir. Sonraki giin (0.
giin), her bir hayvan, tTirasli iUcgendeki (bakiniz 3ekil 1) avri
konumlarda (her biri yaklasik olarak 0,5 x 0,5 cm) her biri 25
nl’lik dért intraklitandz enjeksiyon almistir.

Her bir hayvan, SEQ ID NO: 1l'e (“Test polipeptidi” wveya “Cx”,
FBS idic¢inde 60 nmol/l) ait &6rnek nitelidindeki bir modifive

osteopontin polipeptidi ve 25 ul PBS'1ik (Tablo 1'de ana hatlara
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ile acgiklanan semaya gdbre) 1iki negatif kontrol enjeksiyonunu

iceren bir bilegimin 25 plflik iki enjeksiyonunu almistair.

Tablo 1: Caligsma Tasarimi

Intrakiitanéz Uygulama

Hayvan
Grup Hacim  Uygulamadan sonraki
sayisa
zaman ¢izelgesi
Test polipeptidi + 24 saat (1. glin}) sonra
1 25pl1 5
PR3 otopsi
Test pclipeptidi + 18 saat (2. gln) sonra
2 25ul1 5
PBS otopsi
Test pclipeptidi + 96 saat (4. glin) sonra
3 251l 5
PES otopsi
Test polipeptidi + 336 saat (14. gin)
4 25ul 5
FBS sconra otopsi

Tedavi Gruplari 1 ila 4’'teki hayvanlar, bilesik uygulamasindan
sirasiyla 24 saat (l. Grup), 48 saat (2. Grup), 96 saat (3.

Grup) ve 336 saat (14 gin, 4. Grup) sonra oldirilmistir.

Tim durumlarda boyunda isaretlenen deri alani c¢ikarilmistir wve
asadidaki sekilde islenmistir: Polipeptit ile tedavi edilen deri
numunelerinin biri wve PBS ile tedavi edilen kontrol deri
numunelerinin biri, %4 paraformaldehit ig¢inde sabitlenmistir ve
akabinde parafin ig¢ine gomiilmistiir. Dider iki deri numunesi
(polipeptit ile tedavi edilen ve PBS ile tedavi edilen), sivi
nitrojen icinde hizli dondurulmustur ve yaklasik olarak -80°C’de
depolanmigtir.

Parafin ile gdmilmis bolumlerin bir hematoksilin lekelemesi

gerceklestirilmistir.

Hayvanlar
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Temel

sSus

Kavynak

Caligmanin amacina ydnelik olarak kabul

edilen test sistemi
erkek wtC57BUGN
Charles River GmbH
Sandhofer Weqg 7

D 97633 Sulzfeld

Tcplam hayvan sayisi 20

Uygulama vasi

5-6 hafta

Viicut agirlidil ve Yaklasik olarak 30g

araliga

{uyum saglamada)

Tanimlama

Uyum saglama

Hayvancilik

Kosullar

Yerlegtirme

Diyet

Su

Kulak isareti ile etiketleme

17 Subat ila 1 Mart 2011

Optimum hijyenik kosullar, =aatte 10-15 hava
degdisimi ile iklimlendirme ve 22 + 3 °C’lik
sicaklida ve %30-70 badil neme ydnelik hedef
araliklari: ile siirekli olarak izlenen ortam, 12

saat vapay floresan 1s1§1/12 saat karanlik

kafes basina maksimum 3 hayvan

M-Zucht

ssniff Spezialdidten GmbH
Ferdinand Gabriel Weg 16
D-58494 Soest

Ortak musluk suyu (otoklavlanmis)

Test polipeptidi
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Tanim SEQ ID NO:1'e ait modifiye osteopontin
polipeptidi

Depolama 4°C"de Hepes tamponunda depclanmistir

kcgullara

Glivenlik Yemenin, solumanin &nlenmesi, eldiven wve yiz

dnlemleri maskesi giyllmesi, deri temasindan sonra sabun
ve su ile yikama; herhangl bir &dzel 6nlemin
olmamasi

Numunenin Uygulanan stok sollisyonu, enjeksiyondan &nce

hazirlanmasi 60 nm calisma sclisyonunu elde etmek lUzere PRS
ile 15x seyreltilmistir.

Arac

Tanim PBS pH 7.4

Tedavi

Uygulama Yolu: Intrakiitandz oclarak

Uygulama siklida 0. ginde tek uygulama

Doz hacmi 25 ul

Gozlemler

Asadidaki parametreler Kkaydedilmistir:

Canlilik/Mortalite gunlik olarak
Klinik belirtiler gliinlik olarak
1. Grubun parafin ile gdbmiilmiis b&élimlerinin Hematoksilin

lekelemesine y&nelik protokol

1. 5 dakika ksilen banyosu
2. 5 dakika ksilen banyosu
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3. 5 dakika EtCH %100 banyosu
4. 5 dakika EtCH %95 banyosu
5. 5 dakika EtOH %70 banyosu
6. 5 dakika PBS banycsu
5 7. Yaklasgaik 20 saniye Hematoksilin banyosu (Harrys
Hematoksilin) 2 -b)
8. 3 dakikada 3 kez su banyosu
9. 5 dakika EtOH %70 banvosu
10.5 dakika EtOH %85 banycsu
10 11.5 dakika EtOH %100 banyosu
12.5 dakika ksilen banyosu
13.5 dakika ksilen banvyosu
14 .Permcunt ve lamel kullanilarak lamin monte edilmesi.
a) zaman, Xkullanilan hematoksilin tirine baglidir, 20
15 saniye 1la 10 dakikadir (test lamlarinin kullanimi
voluyla belirlenebilir)
b) kullanilmadan once filtreden gecirilir.
Sonuclar

200 Bir modifiye osteopontin polipeptidi (SEQ ID NO:1) ile tedavinin

kis folikilid yodunludu ldzerindeki etkisi asadidaki Tablo 1(a) ve

(b)"de kisaca acgiklanir.

Tablo 1(a) - Polipeptit ile tedavi edilen hayvanlar

Polipeptit ile | K1l Epidermis uzunludu,
tedavi edilen Lam 1 | folikilllerinin |mm
saylsi

bdlge al 18 0.90

bolge a2 21 0.90

bélge a3 25 0.95

bélge bl 13 0.90

bdlge b2 21 0.90

bdlge b3 26 0.95

Toplam 124 5.50
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Polipeptit ile | Kal Epidermis uzunludu,
tedavi edilen Lam 2 | folikiillerinin |mm
saylsi
boélge al 16 0.90
bolge a2 18 0.90
b&élge a3 25 0.95
boélge bl 14 0.90
bélge b2 18 0.90
bdlge b3 19 0.95
Toplam 110 5.50
Polipeptit ile | K1l Epidermis uzunlugu,
tedavi edilen Lam 3 | folikilllerinin |mm
sayisi
boélge al 18 0.90
bolge az 13 0.90
bélge a3 19 0.95
bélge bl 20 0.920
bolge b2 17 0.90
bélge b3 14 0.920
Toplam 101 5.45
Polipeptit ile | K1l Epidermis uzunlugdu,
tedavi edilen Lam 4 | folikiillerinin |mm
saylisi
bdlge al 18 0.90
bélge a2 17 0.90
b&lge a3 15 0.90
bélge bl 18 0.90
bdlge b2 17 0.90
bolge b3 13 0.920
Toplam 98 5.40
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Polipeptit ile | K1l Epidermis uzunludu,
tedavi edilen Lam 5 | folikilllerinin |mm
sayisi
bdlge al 13 0.90
bolge a2 10 0.90
boélge a3 21 0.90
bolge bl 12 0.90
bdlge b2 10 0.90
Polipeptit ile | K1l Fpidermis uzunludu,
tedavi edilen Lam 5 | folikillerinin |mm
saylsi
bélge b3 16 0.90
Toplam 82 5.40
Polipeptit ile | K1l Epidermis uzunludu,
tedavi edilen Lam 6 | folikillerinin |mm
saylsi
bolge al 18 0.90
bélge a2 10 0.920
bolge a3 10 0.90
bdlge bl 18 0.920
bélge b2 17 0.920
bolge b3 10 0.90
Toplam 83 5.40
Polipeptit ile | K1l Epidermis uzunludu,
tedavi edilen Lam7 folikillerinin |mm
sayisi
Lam 34 124 5.50
Lam 38 110 5.50
Lam 42 101 5.45
Lam 44 98 5.40
Lam 50 82 5.40
Lam 54 83 5.40
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Toplam 598 32.65
Tablo 1(b) - Kontrol ile tedavi edilen hayvanlar
Kontrol ile | K1l foliklillerinin |Epidermis
tedavi edilen Lam | sayisi uzunludu, mm
1
ndlge al 9 0.90
bolge aZ 17 0.90
bdlge a3 7 0.90
bdlge bl 11 0.90
bdlge b2 14 0.95
bdlge b3 10 0.90
Toplam 68 5.45
Kontrol ile| K1l folik{illerinin | epidermis
tedavi edilen Lam | sayisi uzunludu, mm
2
bdlge al 12 0.90
bolge az 17 0.90
ndlge a3 7 0.90
bolge k1 12 0.90
bolge b2 13 0.90
bdlge b3 10 0.920
Toplam 71 5.40
Kontrol ile| K1l folikiillerinin | Epidermis
tedavi edilen Lam | sayisi uvzunlugu, mm
3
bdlge al 8 0.920
bolge aZz 7 0.90
polge a3 11 0.90
bdlge bl 19 0.95
bdlge b2 8 0.90
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bdlge b3 14 0.90
Toplam 677 5.45
Kontrol ile | K1l folikiillerinin | Epidermis
tedavi edilen Lam| sayisi uzunludu, mm
4

bolge al 21 0.90
bdlge a2 5 0.%90
bdlge a3 2 0.90
bdlge bl 16 0.920
bolge b2 11 0.90
bdlge b3 3 0.90
Toplam 58 5.40

Lam 5

bdlge al 13 0.90
bolge a2 2 0.90
ndlge a3 9 0.90
bdlge bl 12 0.90
bdlge b2 7 0.90
bblge b3 15 0.920
Toplam 58 5.40
Kontrol ile| K1l feolikiillerinin | Epidermis
tedavi edilen Lam | sayisi uzunludu, mm
6

holge al 7 0.90
bdlge az 11 0.90
bdlge a3 10 0.920
bdlge bl 6 0.90
bdlge b2 8 0.90
bdlge b3 15 0.920
Toplam 57 5.40
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Kontrol ile | K1l feolikillerinin | Epidermis
tedavi edilen Lam| sayisi uzunlugu, mm
.

Lam 18 68 5.45

Lam 22 71 5.40

Lam 26 67 5.45

Lam 34 58 5.40

Lam 38 58 5.40

Lam 42 57 5.40

Toplam 379 32.50

Sonug¢larin kisa acgiklamasi asagidaki Tablo 2'de gdsterilir.

Tablo 2
Analiz edilen mm kasina
folikilllerin folikiillerin
numarasi numarasi
SEQ ID NOC: 1 356 18.3
ile tedavi
Kontrol 356 11.7
grubu

Tedavli edilen ve kontrel hayvanlarindaki Zfolikiilleri gdsteren
temsili doku bdliumleri Sekiller 2 wve 3'te gésterilmektedir.

Karsilastirma yoluyla dodal sus fare ostecopontinin, kil uzamasi
Uzerinde saptanabilir herhangi Dbir etkiye sahip olmadid:

g&zlenmistir (veriler g&sterilmemistir).

Cikarimlar

Veriler, SEQ ID NO: 1’e ait ©6rnek nitelidindeki modifiye
osteopontin  polipeptidi ile tedavinin, kil folikiillerinin
saylsi/mm epidermisi vaklasik %60 arttirdidini gésterir.

Bu bulgular, aciklamanin osteopontin benzeri polipeptitlerinin

kil uzamasinin uyarilmasindaki yararini dofrulamaktadir.
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ORNEK B - Farelerde SEQ ID NO: 5 ve 63'e ait kil uzama etkisinin

in vivo incelenmesi

Materyaller ve Yéntemler

Hayvanlar

Fareler (CH7BU6) 6 ila 8 haftalikken kullanilmistir.

Calisma Tasariminin Genel Dederlendirmesi

Kil uzamasinin telojen fazindaki hayvanlarin sec¢ilmesi.
hayvanlarin dorsal arka kisminin kesilmesi

Test peptidi/aracinin subkitandz enjeksiyonu

Gérsel analiz: Anajen indiksiyonu vyizdesi; Ortalama kil
uzama skoru; Gorsel melanojenez:

Histolojik analiz: Subkiitandz dckudaki folikill sayimi; Deri

kalinligina ydnelik morfometri.

Tedavi gruplari

Hayvanlar, tedavi gruplarina rastgele bir sekilde

ayrilmistir (bakiniz Tablo 3).

Tablo 3
Tedavi Hayvan Doz | Hacim
sayisi
"Cx" 5 60 25 ul
nM
"FOL-004" (= SEQ TID NO:5) 5 60 25 nl
nM
"FOL-005" (= SEQ ID 5 60 25 nul
NO:63) nM
Ara¢ kontrolu 5 - 25 nl

* Hayvanlara 1, 5 ve 9. glUnde belirtilen tedavi uygulanmistir.

Tedavi, dorsal kirpilmis derive subkiutanodz olarak

uygulanmistir,

Skorlama kriterleri

41



* Tedavilerin etkisi gdzlenmistir ve Tablo 4’teki kriterlere

gdre gunlik olarak skorlanmistir.

Tablo 4

Kil
Dorsal deri gézlemi uzamasi

skoru
Kil uzamasi yoktur, deri pembedir 0
Deri rengi gérilebilir kil uzamasi 0.5
olmadan pembeden griye dbner
Deri rengi, anajen baslangicaini gdstermek 1
llzere gbrilebilir kil uzamasi olmadan
pembeden griye ddner
Seyrek kil uzamasi 1.5
Yaygin kisa kil uzamasi 2
Orta derecede kil uzamasa 2.5
Yogun, normal tiiysd kil 3

Sonug¢lar
Aciklamanin o6rnek niteligindeki peclipeptitlerinin kil uzamasi

Uzerindeki etkisi Tabkloc 5'te gdsterilir.

Tablo 5

Gin
Hayvan 1 2 5 6 7 8 9 12 13 |14 |15 |16
(A) Arac¢ (kontrol)
1 0 0 0 0 0 0 ¢ 0 0 NA | NA
2 g 0 0 0 0 0 C 0 c NA | NA
3 0 0 0 0 0 0 0 c 0 0 NA | NA
4 0 0 0 0 0 0 0 c 0 c NA | NA
5 0 0 0 0 0 0 0 0.5 |1 1 NA | NA
Ortalam | 0. 0. 0. |0. |0. |O. 0. (0.1 |0. |O. - -
a 0 0 0 0 0 0 0 2 2
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(B) "Cx" (SEQ ID NO:1 baslangictaki 16 amino asit sinyal

peptidi eksik)

1 0 0 0 1 1. |2 2. |3 3 3 NA | NA
5 5
2 0 0 0 0. |0. 0. Q. |1 1 1 NA | NA
5 5 5 5
3 0 0 0 0. | 0. 0. |1 1.5 |1. |1. |NA |NA
5 5 5 5 5
4 0 0 0 0. |0. 0. |1 1.5 |1. | 1. |NA |NA
5 5 5 15} 5
5 0 0 0 0 0 0 0. |1 1. |2 NA | NA
5 5
Ortalam |O0. |O. |O. |O. |O. |O. |1. 1.6 |1. |1. |~ -
a 0 0 0 5 6 7 1 7 8
(C) FOL-004 (SEQ ID NO: 5)
1 Q Q 0. |1 1 1 1 1.5 |1 1 2 3
5 5 5 5
2 0 0 2. 2. |3 3 3 3 3 3 3 3
5 5
3 0 0 2. 2. ]2 3 3 3 3 3 3 3
5 5 5
4 0 0 1. 2. |3 3 3 3 3 3 3 3
5 5
5 0 0 1. |2 2. |2 3 3 3 3 3 3
5 5 5
Ortalam (0. |0. |1. |2 2. |2 2. |12.7 |2 2
a 0 0 7 1 4 5 6 7 7 9 0
Hayvan Giin
1 2 5 6 7 8 9 12 13 |14 |15 |16
(D) FOL-005 (SEQ ID NO: 63)
1 Q 0 2 2. 3 3 3 3 3 3 3 3
5
2 0 Q 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3
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3 0 0 0 0. 1 1 1 2.5 |2 2 3 3
5 5 5 5 5

4 0 C 2 2. 2 3 3 3 3 3 3 3

5 5

5 C C 0 c C C 1 2 2 2. 3 3
5 5 5
Ortalam | 0. 0. 1. 1. 1. 2. |2. |2.7 |2. |2.

a 0 0 3 7 9 1 3 8 8 0

sekil 4, (a) 0 olan bir kil uzama skoruna sahip 14. glinde kontrol
ile tedavi edilen bir hayvan, {(b) 1.5 olan bir kil uzama skoruna
sahip 14. ginde drnek nitelidindeki ‘tam uzunluktaki’ polipeptit
“Cx” (SEQ ID NO: 1, 60 nM) ile tedavi edilen bir hayvan, (c)} 2.5
olan bir kil uzama skoruna sahip 5. glnde o6rnek nitelidgindeki
kisa peptit “FOL-004" (SEQ ID NO: 5, ©0 nM) ile ftedavi edilen
hayvan ve (d) 2.0 olan bir kil uzama skoruna sahip 5. glinde &rnek
niteligindeki kisa peptit “FOL-005"” (SEQ ID NO: 5, 63 nM) ile
tedavi edilen bir hayvanin temsili fotedraflarini gdsterir.
Sonuclar $Sekil 5'te kisaca aciklanmaktadir.

Ornek niteligindeki polipeptitler FOL-004 (SEQ ID NQO: 5) ve FOL-
005'in (SEQ ID NO: 63) her ikisi de, 5. glnden itibaren belirgin
olan ve deJerlendirme periyodunun scnuna (16. glin} kadar devam
ettirilmek lizere hizli kil uzamasini indiklemistir.

Agiklamanin “tam uzunluktaki” bir polipeptidi (“Cx”} ayrica FOL-
004 (SEQ ID NO: 5H) wveya FOL-005'ten (SEQ ID NO: 63) daha vyavas
bFir baslangica ragmen belirgin kil uzamasini indiiklemistir.
Arac¢ kontrolll ile tedavi edilen hayvanlar, deney periyodu basina
kiigiik bir kil uzama belirtisi gdstermistir.

Test edilen polipeptitlerin herhangl biri, hayvanlarda herhangi
bir olumsuz etkiye yol agmamistir (herhangi bir kilo kaybi veya

herhangi bir dier fark edilebilir semptom yoktur).
Cikarimlar

Test edilen mutasyona udratilmis tilm cstecopontin polipeptitleri,

belli bir hizli etki baslangici sergilemek izere daha kisa &rnek
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nitelidindeki polipeptitler FOL-004 (SEQ ID NOC: 5) wve FOL-005

(SEQ ID NO: 63) ile in vivo kil uzamasi etkileri gdstermistir.

ORNEK C - SEQ ID NO: 5'ya esdeger olan dodal sug osteopontin

pargasinin kil uzama etkisinin farelerde in vivo incelenmesi

Materyaller ve Yéntemler
Ornek B’de vukarida aciklandigdi iizere hayvanlar Tablo

ac¢iklanan sekilde tedavi edilmistir:

Tablo 6
Tedavi Hayvan Doz | Hacim
sayisi
"FOL-001"* (= SEC ID 6 60 25 ul
NG:121) nM

* "EFQOL-001" asafidaki amino asit sekansindan olusur:

VDVPNGRGDSLAYGLR [SEQ ID NO: 121]

6’ da

Bu sekans, dodal sus fare osteopontinin bir pargasidir ve “FOL-

004""4n derive edildigi proteinin bdlgesine karsilik gelir

(diger bir deyisle “FOL-004" dodal sus parg¢gasinin “FOL-001”"

mutasyona udratilmis bir versiyonudur).

e Hayvanlara 1, 5 we 9. glinlerde belirtilen tedavi

uygulanmistir

» Tedavi dorsal kirpilmis deriye subkiitandz enjeksiyon

voluyla uygulanmistir.

Skorlama kriterleri

e Tedavilerin etkisi gdzlenmistir ve Ornek B’'de aciklanan

sekilde ginlik olarak skorlanmistir.

Sonuclar

Faolipeptit “FOL-001""in ki1l uzamasi1 lizerindeki etkisi Tablc 7'de

ve Sekil 67da gbsterilmektedir.
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Tablo 7

Giin
Hayvan 1|2|5 6 7 8 9 12 13 14 15 16
FOL-001 (SEQ ID NO: 121, 60nM)
1 010} 0.2 0.5 |0.5 |0.5 |1 2 2 2.5 2.5 |NA
2 010]0.5 |0.5 |0.5 |0.5 |1 2 2 2.5 2.5 |NA
3 |00 0 0 0 0.5 |1 1 1 1 NA
4 0|00 0 0 0 0 0 0 0 0 NA
5 0|00 0 0 0 .5 |1 1 1 1 NA
01010 0 0 0 0.5 |1 1 1 1 NA
Ortalama |0|0|0.17|0.17|0.17|0.27|0.58/1.17(1.17|1.33|1.33| -

FOL-001 (SEQ ID NO: 121) peptidi, vyaklasik olarak 9. giinde
belirgin olmak ve vaklasik olarak 1.3710k bir skorda bir dizlige
ulasmak {zere farelerde geciktirilmis, fakat saptanabilir bir

kil uzama etkisi meydana getirmistir.

Cikarimlar

Aciklamanin karsilik gelen mutasyona ugratilmis peptit sekansina
kiyvasla (FOL-004; SQE ID NO:5), esdeder mutasyona ufratilmamis
dogal sus sekansi, FOL-004 1ile gbézlenenin %50'sinden az bir
maksimum etki ile ki1l uzamasinin uyariminin geciktirilmis

baslangicini sergilemistir.
Béylece 0ornek niteligindeki polipeptit, esdeer mutasyona
ugratilmis dodal sus sekansindan c¢ok daha fazla etkinlik

gosterir.

ORNEK D - Soyulmug deride anajen indiikksiyonunun in wvivo

incelenmesi

Materyaller ve Yontemler

Hayvanlar ve tedaviler yukarida Ornek B’de aciklanan sekildedir.
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Tim hayvanlar 16. giunde oldUrulmistir.

Melanojenez gdzlemi

Ornek B ye vonelik kil uzama dederlendirmesi slUresinin
tamamlanmasinin akabinde hayvanlar dtenazi edilmigtir ve dorsal
derisi soyulmustur ve ig¢ yizeyin gdzlenmesine y&nelik clarak

cikarilmistir.

Histolojik analiz

Soyulan deri bélimleri, Ornek A’da aciklanan sekilde histololik
analize vydnelik olarak hazirlanmigtir., Subkitandz dokudaki

folikil sayimi ve deri kalinlidi akabinde &lcilmiigstir.

Sonuclar

Sonuglar, asagidaki Tablolar 8 ve 9'da kisaca ag¢iklanir,

Tablo 8
Melanojenez gdzlemi
Soyulmu
s Kil
Deri % anajen deridek % anajen uzamasi
Grup rengi indidksiyonu | 1 siyah | indiiksiyon gbsteren
(dis) * renk u ** hayvanlara
(le. n sayisi
giin)
Sivyah
Cx (60n (5/5
100 3/5 60 5/5
M hayvan
)
Sivyah
FOL-
(5/5
004 100 1/5 20 5/5
hayvan
{60nM)
)
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Siyah
FOL-
(5/5
005 100 3/5 60 5/5
haywvan
{60nM)
)
Pembe
(4/5
Arac ani 20 1/5 20 1/5
hayvan
)
* pembeden siyaha dis deri rengi dedisimine gore
**% goyulmus derideki siyah renge gdre
Table %9a (tiim hayvanlar)
Ortalama % sem
Disuniilen
Subkiitandz
Grup hayvan Deri
dokudaki folikiil
sayisi kalinlaiga
sayimi (numara)
Cx 308.8 £
5 22.20 £ 10.69
(60nM) 21.24
FOL-004 312.2 +
5 6.20 £ 5.80
{60nM) 15.60
FOL-005 348.80 +
5 34.80 + 14.58
(60nM) 40.05
246.5 £
Aracg 4+* 0+ 0
8.35
* 5 Numara hayvanin onemli bir avkiri gdzlem oldudu
bulunmustur (p<0/05, Grubb's test) ve bu nedenle
analizde gdz ardi edilmistir.

Tablo 9b (sadece anajendeki hayvanlar)

Grup

Diigiiniilen
hayvan

sayisi

Ortalama fsem

Subkiitandz

dokudaki folikiil

sayimi (numara)

Deri

kalinliga
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Cx 308.8 =+
3/5 36.67 £ 10.69
{60nM 21.94
FOL-004 312.2 =%
1/5 29 £ 5.8
{(60nM) 15.60
FOL-005 348.80 =+
3/5 58 + 14.58
(60nM) 40.05
246.5 ¢+
Arac 0/4x* 0+ 0
8.35

Kil uzama ddngiisll ¢ fazdan olusur: pbir dinlenme telojen fazi
(C57BU6 deri agik pembe rengindedir), bir aktif kil uzamasi
anajen faz1 ( burada deri koyu gri veya siyahtir) ve son olarak
bir katajen fazi (burada kil uzamasi durur ve deri telojen fazi
geri gegls vyapar, bdvlece agik pembe bir renge doner).

Mevcut calismada hayvanlar, pembe derive (telojen fazi) yénelik
olarak dnceden secilmistir ve Test polipeptidi
subklitanéz/topikal vol ile uygulanmistir. Uygun bir kil uzama
promotdri, dinlenme telojen fazindan aktif anajen fazina geg¢isi
ve bdylece agik renk deriden koyu renk deriye gecisi tetikler.
Bu koyu pigmentasycn, anajen fazinda yeni kil uzamasina ydnelik
hazirlikta kil folikiillerinde melanin toplanmasindan
kaynaklanabilir. Folikiiler melancsitlerin melanin sentezi anajen
fazina siki sekilde baglanir, katajen sirasinda durur ve telojen
fazinda bulunmaz. Bu nedenle uygun bir kil uzamasi promotdri
dorsal derinin kararmasina neden olur. Sonlandirilmasinin
lizerine hayvanlarin dorsal derisi akabinde soyma yoluyla kesilip
¢ikarilmistir wve soyulan deri ters g¢evrilmistir ve gdrsel
kararma ile g&sterilen melanojenezin indiiksiyonuna vydnelik
olarak gozlenmigtir. Histolojik analiz, folikiil sayisi ve deri
kalinli¢ini ortaya ¢ikarir Uygun bir kil wuzama promotori,
subkliitanéz dokudaki folikiillerin sayisini ve deri kalinlidini
arttirir.

Mevcut ¢alismada 1{1Ug¢ tTest polipeptidinin timi, subkitandz
enjeksiyondan sonra yogun kil uzamasi gdrintiisiine neden olmustur

(bakini vyukaridaki Ornek B). Ayrica hayvanlarin bazilarinda
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35

kilin tam uzamasinin akabinde, katajen fazinin bir
karakteristig§i olmak Uzere deri renginin siyahtan griye ve
pembeye déndidil gdzlenmistir. Calismada toplanan soyulmus deri,
melanosit ayrilmasindan dolayil kil uzama déngiisiin anajen fazinin
(aktif faz) bir gbstergesi olmak iizere siyah vyama seklinde
kendini gdstermistir. Bu hayvanlarda histolcjik sonuglar, biyik
bir kil folikiili sayisi ve deri kalinlidainds artig gdstermistir.
Fakat bazi hayvanlarda katajen fazinin mevdana geldigi vyerde
soyulmus derinin, tisil kilin bozulmamis olmamasina radmen pembe
renkli oldudu bulunmustur. Bu nedenle bu tiirdeki soyulmus deri
b&liimlerinin analizi, subkiitandz dokuda folikiil eksikligi, fakat

deri kalinlifinda yine de iyi bir artis géstermistir.

Cikarimlar

Agiklamanin &rnek niteligindeki mutasyona ugratilmis osteopontin

polipeptitleri, subkiitandz dokudaki k1l folikiillerinin

sayisindaki bir artis ve/veya artan deri kalinligi ile

gbsterildidi dzere anajenin belirgin indilksiyonunu gdstermistir.
SEKANS LISTESI

<110> FOLLICUM AB

<120> Yeni bilesimler ve bunlarin kullanimlari

<130> FOLBA/P51811PC

<140> PCT/GBZ2012/051955
<141> 10 AgGustos 2012

<150> GB 1113770.0
<151> 10 Agustos 2011

<le60> 123

<170> SeqWin99
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<210> 1

<211> 293

<212> PRT

<213>» Yapay Sekans

<220>

<223> Modifiye osteopontin

<400> 1

Me_ Are Leu A-a val I.e ©va Phe Cva Lew Phe oy I_e A.a Sar

il Pru Val Liya Wal Thr Asp Sar Goy Sur Sar Goo Gon Lavas Lial
20 2< an

Ry
b
]

S&r v HY 3 Proo Asp 'ro | Thr Trp &v 22l Pro &sp Prao

For. Lwd& Ao Ase e Leo A_a Poo Gon Ase. A_a Val Yer Yer o

il RE fall

arc Anp Anp Phe e O CTe Thre g IPrey S Anr Ser Asr T

H-3 A&sp H -5 WM&t Asp AsSp ASp AP ASP AP ASPD ASD ASD ASP Ly
1o N ar

Ho: A_a Gowo Snr Gow Amp Sure Vel Asp Sue Asp Gow Bor Asp Gooo

13 1% [N

H-i H-o Sy Asp C7v Sor o asp 77 Thr val Thr ATa Sev Thy O
1.~ 120 2o

Asp Thi Phe Thai Pre I_e Val Pre Thr Val Asp Val Pro Asc Goy
S 15 13,

I_e: Sur Lo Aoa Tyr Gow Lo Aru Sor Ly Sor Arg Soe Phe: Got
14: 17 15
Ser Asp CTv CTr Myr Ivo Asp &'a Thr asp C'ye Asp ev Thr Ser
1 1 1
Moo, v LSl Gay Fal USL LvE Taw UeL 20 Asp Val I.e Pro Val
1 147 157
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<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln Leu

His Glu
210

Glu His
225

Asp Ser

Phe His

Asp Asp

Ser Ser
290

10
PRT

Yapay

Leu Ser Met
195

Ser Ser Gln

Ser Lys Glu

Gln Ala Ser
245

Ser His Lys
260

Arg Tyr Leu
275

Glu Val Asn

Sekans

Pro

Leu

Ser

230

Sar

Asp

Lys

Ser

Asp

215

Gln

Lys

Lys

Phe

Inaktive RGD bdélgesi

3
299
PRT

Yapay

Asp Gln Asp Asn Asn Gly
200 205

Glu Pro Ser Leu Glu Thr
220

Glu Ser Ala Asp Gln Ser
235

Ala Ser Leu Glu His Gln
250

Leu Val Leu Asp Pro Lys
265

Arg Ile Ser His Glu Leu
280 285

Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly Leu Arg Ser

1

Sekans

Mcdifiyve osteopontin

5 10
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Lys

His

Asp

Ser

Ser

270

Glu

Gly

Arg

Val

His

255

Lys

Ser

Ser

Leu

Ile

240

Lys

Glu

Ser
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<210> 4

<211> 10

<212> PRT

<213> Yapay Sekans
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<2720>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>

inaktive RGD bdlgesi

4
Asp Ile Ser Val val Tyr Gly Leu Arg Ser
1 5 10
5
15
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 15 amino asitlik peptit (FOL-004)

val Aap vVal Pro Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly Leu Arg
1 5 10 15

6
15
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 15 amino asitlik peptit

6
Agsp Val Pro Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly Leu Arg Ser
1 5 10 15
7
14
PRT
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<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>

Yapay Sekans

Tercih edilen 14 aminc asitlik peptit

7
Val Asp Val Pro Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly Leu
1 5 10

8

14

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 14 aminc asitlik peptit

8
Asp Val Pro Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly Leu Arg
1 5 10

9

14

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 14 aminc asitlik peptit

9
Val Prc Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly Leu Arg Ser
1 5 10

10

13

PRT
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<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<L223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<2720>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>

Yapay Sekans

Tercih edilen 13 aminc asitlik peptit

10
Val Asp Val Pro Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly
1 5 10

11

13

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 13 amino asitlik peptit

11
Agp Val Pro Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly Leu
1 5 10

12

13

FPRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 13 aminc asitlik peptit

12
Val Pro Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly Leu Arg
1 5 10

13

13

PRT
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<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
223>
<400>

<210>
<211l>
<212>
<213>
<220>

Yapay Sekans

Tercih edilen 13 amino asitlik peptit

13
Pro Agn Gly Agp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly Leu Arg Ser
1 5 10

14

12

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 12 aminoc asitlik peptit

14
Val Asp Val Pro Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr
1 5 10

15

1z

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 12 amino asitlik peptit

15

Asp Val Pro Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly
1 5 10

16
12
PRT

Yapay Sekans
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<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<21l2>
<213>

<220>
<223>

Tercih edilen 12 amino asitlik peptit

16

Val Pro Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly Leu
1 5 10

17
12
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 12 amino asitlik peptit

17
Pro Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly Leu Arg
1 5 10

18

12

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 12 amino asitlik peptit

18
Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly Leu Arg Ser
1 5 10

19

11

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 11 aminc asitlik peptit
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<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

19
Val Asp Val Prc Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala
1 & 10

20

11

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 11 amine asitlik peptit

20
Agp Val Pr¢o Agn Gly Agp Ile Ser Leu Ala Tyr
1 5 10

21

11

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 11 aminc asitlik peptit

21
Val Pro Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly
1 5 10

22

11

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 11 aminc asitlik peptit
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<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<2Z23>

<400>

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<223>

22
Pro Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly Leu
1 5 10

23

11

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 11 amino asitlik peptit

23
Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly Leu Arg
1 5 10

24

11

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 11 amino asitlik peptit

24
Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly Leu Arg Ser
1 5 10

25

10

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 10 amino asitlik peptit
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<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

25
Val Asp Val Pro Asn Gly Asp Ile Ser Leu
1 5 10
26
10
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 10 aminc asitlik peptit

26
Asp Val Pro Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala
1 5 10
27
10
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 10 amingc asitlik peptit

27
Val Pro Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr
1 5 10
28
10
PRT

Yapay Sekans
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<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<2Z20>

Tercih edilen 10 amino asitlik peptit

28
Pro Agn Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly
1 5 10
29
10
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 10 aminc asitlik peptit

29
Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly Leu
1 5 10
30
10
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 10 amino asitlik peptit

30
Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly Leu Arg
1 5 10
31
10
PRT

Yapay Sekans
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<223>
<400>

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

Tercih edilen 10 amino asitlik peptit

31

Agp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly Leu Arg Ser
1 5 10

32
9
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 9 amino asitlik peptit

32

Val Asp Val Pro Asn Gly Asp Ile Ser
1 5

33
9
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 9 amino asitlik peptit

33

Asp Val Pro Asn Gly Asp Ile Ser Leu
1 5

34
9
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 9 amino asitlik peptit

34
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Val Pro Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala
1 5

<210> 35

<211> 9

<212>» PRT

<213>» Yapay Sekans

<220>

<223> Tercih edilen 9 amino asitlik peptit

<400> 35
Pro Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr
1 5

<210> 36

<211> 9

<212> PRT

<213> Yapay Sekans

<220>

<223> Tercih edilen 9 aminc asitlik peptit

<400> 36
Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly
1 5

<210> 37

<211> 9

<212> PRT

<213> Yapay Sekans

<220>

<223> Tercih edilen 9 amino asitlik peptit

G4



<400> 37

Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly Leu
1 5

<210> 38
<211> 9
<212> PRT

<213> Yapay Sekans

<220>

<223> Tercih edilen 9 amino asitlik peptit

<400> 38
Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly Leu Arg
1 5

<210> 29

<211> ©

<212> PRT

<213> Yapay Sekans

<220>

<223>» Tercih edilen 9 amine asitlik peptit

<400> 39
Ile Ser Leu Ala Tyr Gly Leu Arg Ser
1 5

<210> 40

<211> 8

<212> PRT

<213>» Yapay Sekans

<220>

<223> Tercih edilen 8 amino asitlik peptit
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<400>

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

40

41
8
PRT

Yapay Sekans

Val Asp Val Pro Asn Gly Asp Ile
1 5

Tercih edilen § amino asitlik peptit

41

42
8
PRT

Yapay Sekans

Asp Val Pro Asn Gly Asp Ile Ser
1 5

Tercih edilen 8 amino asitlik peptit

42

43
8
PRT

Yapay Sekans

Val Pro Asn Gly Asp Ile Ser Leu
1 5

Tercih edilen 8 amino asitlik peptit
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<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

43
Pro Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala
1 5

44

8

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 8 amino asitlik peptit

44
Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr
1 5

45

8

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 8 amino asitlik peptit

45
Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly
1 5

46

8

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 8 amino asitlik peptit
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<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

46
Agp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly Leu
1 5

47

8

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 8 amino asitlik peptit

477
Ile Ser Leu Ala Tyr Gly Leu Arg
1 5

48

7

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 7 amino asitlik peptit

48
Val Asp Val Pro Asn Gly Asp
1 5

49

7

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 7 amino asitlik peptit

49

68
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15

20

25

30

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<z21l2>
<213>

<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

Asp Val Pro Asn Gly Asp Ile
1 5

50
7
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 7 amino asitlik peptit

=0

Val Pro Agn Gly Asp Ile Ser
1 5

51
7
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 7 amino asitlik peptit

tl

Pro Asn Gly Asp Ile Ser Leu
1 5

52
7
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 7 amino asitlik peptit
52

Asn Gly Asp Ile Ser Leu Ala
1 5

53
7
PRT

Yapay Sekans
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10

15

20

25

30

<2720>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<21l2>
<213>

<220>

Tercih edilen 7 amino asitlik peptit

53
Gly Asp Ile Ser Leu Ala Tyr
1 5

sS4

7

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 7 amino asitlik peptit

54

Asp Ile Ser Leu Ala Tyr Gly
1 5

55

5

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 7 amino asitlik peptit

55

Ile Ser Leu Ala Tyr Gly Leu
1 5

56
6
PRT

Yapay Sekans
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10

15

20

25

30

<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

Tercih edilen 6 amino asitlik peptit

56
Asp vVal Pro Asn Gly Asp
1 5

57

6

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 6 amino asitlik peptit

57
Val Prc Asn Gly Asp Ile
1 5

58

6

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 6 amino asitlik peptit

58

Pro Asn Gly Asp Ile Ser
1 5

598
6
PRT

Yapay Sekans
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10

15

20

25

30

<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<Z11>
<212>
<213>

<220>

Tercih edilen 6 amino asitlik peptit

59
Asn Gly Asp Ile Ser Leu
1 5

60

6

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 6 amino asitlik peptit

60
Gly Asp Ile Ser Leu Ala
1 5

61

6

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 6 amino asitlik peptit

61
Asp Ile Ser Leu Ala Tyr
1 5

62

6

PRT

Yapay Sekans
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<223%» Tercih edilen 6 amino asitlik peptit

<400> 62
Ile Ser Leu Ala Tyr Gly
1 5
<210> 63
<211> 15
<212> PRT

<213> Yapay Sekans

<220>
<223> Tercih edilen 15 amino asitlik peptit
<400> 63

Val Asp Thr Tyr Asp Gly Asp Ile Ser Val Val Tyr Gly Leu Arg
1 5 10 15

<210> 64
<211> 15
<212> PRT

<213> Yapay Seckans

<220>
<223>» Tercih edilen 15 amino asitlik peptit
<400> o4

Val Asp Thr Tyr Asp Gly Asp Ile Ser Val Val Tyr Gly Leu Ser
1 S 10 15

<210> 65
<211> 14
<212> PRT

<213> Yapay Sekans

<220>

<223> Tercih edilen 14 amino asitlik peptit
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10

15

20

25

30

<400>

<210>
<211>
<21z2>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<21z>
<213>

<220>
<223>
<400>

65

Val asp Thr Tyr Asp Gly Asp Ile Ser Val VvVal Tyr Gly Leu
1 5 10

1)

14

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 14 amino asitlik peptit

66
Asp Thr Tyr Asp Gly Asp Ile Ser val vVal Tyr Gly Leu Arg
1 5 10

67

14

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 14 amino asitlik peptit

67

Thr Tyr Asp Gly Asp Ile Ser Val Val Tyr Gly Leu Arg Ser
1 5 10

68

13

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 13 amino asitlik peptit

683
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10

15

20

25

30

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<2Z0>
<223>

<400>

Val Asp Thr Tyr Asp Gly Asp Ile Ser Val Val Tyr Gly
1 L 10

69
13
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 13 aminoc asitlik peptit

69

Agp Thr Tyr Asp Gly Asp Ile Ser val val Tyr Gly Leu
1 5 10

70
13
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 13 aminc asitlik peptit

70

Thr Tyr Asp Gly asp Ile Ser Val Val Tyr Gly Leu Arg
1 5 10

71
13
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 13 amino asitlik peptit

Tyr Asp Gly Asp Ile Ser Val Val Tyr Gly Leu Arg Ser
1 5 10
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10

15

20

25

30

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>

12
12
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 12 amino asitlik peptit

72

Val Asp Thr Tyr Asp Gly Asp Ile Ser Val Val Tyr
1 5 10

73
12
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 12 aminoc asitlik peptit

73
Asp Thr Tyr Asp Gly &sp Ile Ser Val Val Tyr Gly
1 5 10

74

12

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 12 amino asitlik peptit

74
Thr Tyr Asp Gly Asp Ile Ser Val Val Tyr Gly Leu
1 5 10

75

12

PRT

76



10

15

20

25

30

<213>

<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

Yapay Sekans

Tercih edilen 12 aminc asitlik peptit

75

Tyr Asp Gly Asp Ile Ser Val Val Tyr Gly leu Arg
1 5 10

76

12

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 12 aminoc asitlik peptit

76
Asp Gly Asp Ile Ser Val Val Tyr Gly Leu Arg Ser
1 5 10

77

11

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 11 amino asitlik peptit

77
Val Asp Thr Tyr Asp Gly Asp Ile Ser Val Val
1 5 10

78

11

PRT

Yapay Sekans

77



10

15

20

25

30

<2720>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<21l2>
<213>

Tercih edilen 11 aminoc asitlik peptit

78
Asp Thr Tyr Asp Gly Asp Ile Ser Val Val Tyr
1 5 10

79

11

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 11 aming asitlik peptit

79
Thr Tyr Asp Gly Asp Ile Ser Val Val Tyr Gly
1 5 10

80

11

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 11 aminc asitlik peptit

80
Tyr Asp Gly Asp Ile Ser Val Val Tyr Gly Leu
1 5 10

81

11

PRT

Yapay Sekans

78



10

15

20

25

30

<2720>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

Tercih edilen 11 aminoc asitlik peptit

81

Asp Gly Asp Ile Ser Vval val Tyr Gly Leu Arg
1 5 10

82
11
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 11 amino asitlik peptit

82

Gly Asp Ile Ser Val Val Tyr Gly Leu Arg Ser
1 5 10

83
10
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 10 aminoc asitlik peptit

83
Val Asp Thr Tyr Asp Gly Asp Ile Ser Val
1 5 10
84
10
PRT

Yapay Sekans

79



10

15

20

25

30

<223>
<400>

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

Tercih edilen 10 amino asitlik peptit

84

Asp Thr Tyr Asp Gly Asp Ile Ser Val Val
1 5 10

85
10
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 10 amino asitlik peptit

85
Thr Tyr Asp Gly Asp Ile Ser Val Val Tyr
1 5 10
86
10
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 10 aminoc asitlik peptit

86

Tyr Asp Gly Asp Ile Ser Val Val Tyr Gly
1 5 10

g7
10
PRT

Yapay Sekans
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10

15

20

25

30

<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Tercih edilen 10 amino asitlik peptit

87

Agp Gly Asp Ile Ser val val Tyr Gly Leu
1 5 10

88
10
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 10 amino asitlik peptit

88

Gly Asp Ile Ser Val val Tyr Gly Leu Arg
1 5 10

89
10
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 10 amino asitlik peptit

89
Asp Ile Ser Val Val Tyr Gly Leu Arg Ser
1 5 10
90
9
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 9 amino asitlik peptit

90

81



10

15

20

25

30

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

Val Agp Thr Tyr Asp Gly Asp Ile Ser
1 5

91
9
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 9 amino asitlik peptit

921

Asp Thr Tyr Asp Gly Asp Ile Ser Val
1 5

92

9

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 9 amino asitlik peptit

9z

Thr Tyr Asp Gly Asp Ile Ser Val Val
1 5

93
9
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 9 amino asitlik peptit

93

Tyr Asp Gly Asp Ile Ser Val Val Tyr
1 5

82



<210> 94

<211> 9

<212> PRT

<213>» Yapay Sekans

<220>
<223>» Tercih edilen 9 amine asitlik peptit
<400> 94

Asp Gly Asp Ile Ser Val Val Tyr Gly
1 5

<210> 95

<211> 9

<212> PRT

<213> Yapay Sekans

<220>

<223> Tercih edilen 9 amino asitlik peptit

<400> 95
Gly Asp Ile Ser Val Val Tyr Gly Leu
1 5

<210> 96

<211> §

<212> PRT

<213> Yapay Sekans

<220>
<223> Tercih edilen 9 amino asitlik peptit

<400> 96

Asp Ile Ser Val Val Tyr Gly Leu Arg
1 5

<210> 97
<211> ©

83



10

15

20

25

30

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>

PRT
Yapay Sekans

Tercih edilen 9 amino asitlik peptit

97
Ile Ser Val Val Tyr Gly Leu Arg Ser
1 5

98

8

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 8§ amino asitlik peptit

98
Vval Asp Thr Tyr Asp Gly Asp Ile
1 5

99

8

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 8 amino asitlik peptit

99
Asp Thr Tyr Asp Gly Asp Ile Ser
1 5

100

8

84



10

15

20

25

30

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>

PRT
Yapay Sekans

Tercih edilen 8 amino asitlik peptit

100

Thr Tyr Asp Gly Asp Ile Ser Val
1 5

101
8
PRT

Yapay Sckans

Tercih edilen 8 amino asitlik peptit

101
Tyr Asp Gly Asp Ile Ser Val Val
1 5

102

8

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 8 amino asitlik peptit

102
Asp Gly Asp Ile Ser Val Val Tyr
1 5

103

8

PRT

85



<213> Yapay Sekans

<220>

<223> Tercih edilen 8 amino asitlik peptit

<400> 103
Gly Asp Ile Ser Val Val Tyr Gly
1 5

<210> 104

<211> 8

<212> PRT

<213> Yapay Sekans

<220>

<223> Tercih edilen § amino asitlik peptit

<400> 104
Asp Ile Ser Val Val Tyr Gly Leu
1 5

<210> 105

<211> 8

<212> PRT

<213> Yapay Sekans

<220>

<223> Tercih edilen 8 amino asitlik peptit

<400> 105
Ile Ser Val Val Tyr Gly Leu Arg
1 5

<210> 106

<211> 7

<212> PRT

86



10

15

20

25

30

<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
223>
<400>

<210>
<211>
<212>

Yapay Sekans

Tercih edilen 7 amino asitlik peptit

106
val Asp Thr Tyr Asp Gly Asp
1 5

107

5

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 7 amino asitlik peptit

107
Asp Thr Tyr Asp Gly Asp Ile
1 5

108

7

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 7 amino asitlik peptit

108

Thr Tyr Asp Gly Asp Ile Ser
1 5

109

PRT

g7



10

15

20

25

30

<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>»
<213>

<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

Yapay Sekans

Tercih edilen 7 amino asitlik peptit

109
Tyr Asp Gly Asp Ile Ser Val
1 5

110

h

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 7 amino asitlik peptit

110

Asp Gly Asp Ile Ser Vval val
1 5

111
7
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 7 amino asitlik peptit

111
Gly Asp Ile Ser Val Val Tyr
1 5

112

7

PRT

Yapay Sekans

88



10

15

20

25

30

<2720>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

Tercih edilen 7 amino asitlik peptit

112
Asp Ile Ser Vval Val Tyr Gly
1 5

113

7

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 7 amino asitlik peptit

113

Ile Ser Val Val Tyr Gly Leu
1 5

114

6

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 6 amino asitlik peptit
114

Asp Thr Tyr Asp Gly Asp
1 5

115
6
PRT

Yapay Sekans

89



10

15

20

25

30

<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

Tercih edilen 6 amino asitlik peptit

115
Thr Tyr Asp Gly Asp Ile
1 5

116

6

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 6 amino asitlik peptit

1186
Tyr Asp Gly Asp Ile Ser
1 s

117

6

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 6 amino asitlik peptit

117
Asp Gly Asp Ile Ser Val
1 s

118

6

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 6 amino asitlik peptit
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15

20

25

30

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211l>
<21z>
<213>

<220>
<223>
<400>

118
Gly Asp Ile Ser Val Val
1 5

119

6

PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 6 amino asitlik peptit

119

aAsp Ile Ser Val Val Tyr
1 3

120
6
PRT

Yapay Sekans

Tercih edilen 6 amino asitlik peptit

120
Ile Ser Val vVal Tyr Gly
1 5

121

16

PRT

Yapay Sekans

FOL-001
121
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10

15

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Val Asp val Pro Asn Gly Arg Gly Asp Ser leu Ala Tyr Gly Leu Arg

1 5 10 15

122

11

PRT

Homo sapiens

122

Arg Gly Asp Ser Leu Ala Tyr Gly Leu Arg Ser
1 5 10

123

7

PRT

Homo sapiens

123

Ser Leu ala Tyr Gly Leu Arg
1 5
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SEKIL 1

Enjekslyondan 1 gin tnce bir kare alan Test alanlan arasinda
{yaklagik 1.5°1.0 cm} tirag edilir mesafe birakihr

4 test alani
0.5*0.5cm

I3
e

%4 paraformaldahit i¢inde sabitlenmistir

-80°C'de korunmustur
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SEKIL 2

250 um
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SEKIL 3
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SEKIL (4A)
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SEKIL (4B)
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SEKIL (4C)
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SEKIL (4D)
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SEKIL 5

Kil Uzama Skoru

2.5

Giin

| —e— Cx —8—FOL004 ~0— FOL-005 —»—Arag '
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SEKIL 6

Kil Uzama Skoru

3
25
2
1.5
1
0.5 - N
0. i *—0—0—@ r
1 2 5 6 7 8 9 12 13 14 15 16

Gin

—8— Arag  —&— FOL-001 —a— FOL-004




