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OZET

SULFATLANMIS POLIGULONIK ASIT POLISAKKARIT VEYA BUNUN FARMASOTIK
TUZU, BUNUN PREPARASYON YONTEMI VE BUNUN KULLANIMI

Bir poligulonik asit silfat veya bunun farmasdtik olarak uygun tuzu, bunun preparasyon
yontemi ve timor blylmesi ve/veya metastaz inhibitdrlerinin preparasyonunda bunun
kullanim ClagklanmaktadEl Mevcut bulusun poligulonik asit sllfatCiveya bunun farmasétik
olarak uygun tuzu, timoér buyumesi inhibitdrleri, timdr metastaz inhibitérleri, anjiyogenez
inhibitorleri, heparanaz inhibitérleri, C-Met enzimi inhibitdrleri, mikrotiibll polimerizasyon
inhibitorleri, aktin-depolimerlestirme faktdri aktivitesi inhibitrleri ve aktin-agregasyon

inhibitérlerinin birinin veya daha fazlasbll preparasyonunda kullanI@bilmektedir.
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ISTEMLER

Bir poligulonik asit sulfat veya bunun farmasétik olarak uygun tuzu olup, burada L-
guluronik asit birimi, birbirine 1,4-glikosidik badlar araclijlyla indirgen ucun konum
1'inde yer alan bir hidroksil ile badlanmaktadflve C-2 konumunda tamamen siilfatlanm[g]
seker halkalarCblup, burada poligulonik asit silfat veya bunun farmasotik olarak uygun

tuzu asagldiki genel formdil (I)in bir yapknk sahiptir:

CCOOH

NG

burada,

n, 0'Odeya 1 ila 23'Un bir tamsaykhEemsil etmektedir,

Ry, SO;Hdir,

R,, birbirinden bagmsZlolarak, H ve SO;H'yi temsil etmektedir,

poligulonik asit stlfatl sUlfir icerigi olarak hesaplanan sulfatlasma derecesinin addkl

cinsinden %?5 ila 20 olmas[Eosuluyla gecerlidir.

Genel formil (I)'de n'nin, 2 ila 13'Un bir tamsayl(sl, Itercihen 3, 4, 5, 6, 7 veya 8 oldudu,

Istem 1'e gére poligulonik asit siilfat veya bunun farmasétik olarak uygun tuzu.

Slfir iceriginin, agdkl cinsinden %7 ila 15, tercihen agK cinsinden %9 ila 13 oldugu,

Istem 1 veya 2'ye gore poligulonik asit siilfat veya bunun farmasotik olarak uygun tuzu.

fstem 1'e gore poligulonik asit siilfat veya bunun farmasotik olarak uygun tuzunun

hazldanmasb yonelik bir yontem olup, asag(dakileri igermektedir:

asagdeki yapBhl formil (II)de gdbsterildigi GOzere bir poligulonik asidin  bir
sulfonatlasticdn reaktif ile tepkimeye girmesini muteakip genel formil (I)de
gosterildigi Uzere poligulonik asit siilfat vermesi igin bir indirgen madde aracllglyla

indirgenmesi,
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yapshl formul (IIY'de m, 0'¥eya 1 ila 48'in bir tamsay[slnCemsil etmektedir;

(11

COOH

0
o O

genel formiil (I)'de, n, R, ve R,, Iistem 2’de a¢Kland@gibidir.

. Sillfonatlastlran reaktifin, klorosilfonik asit oldugu; silfonatlagtiran sicakligin 45 ila 85°C,

tercihen 60 ila 75 °C oldudu; tepkime siiresinin, 1.5 ila 4.5 saat, tercihen, 2 ila 3.5 saat,
en fazla tercihen 3 saat oldugu; vefveya indirgen maddenin, sodyum borohidriir, sodyum
siyanoborohidriir, nikel-hidriir reaktifler veya halojen-tabanlCndirgen maddeler oldugu,

Istem 4’e gdire yontem.

Tumor blylimesi ve/veya metastazlol 6nlenmesine yonelik bir ilag preparasyonunda,
Istemler 1 ila 3ten herhangi birine gdre poligulonik asit siilfat veya bunun farmasotik

olarak uygun tuzunun kullan o[

Timorin, karaciger kanseri, mide kanseri, kolorektal kanser, akciger kanseri, meme
kanseri, pankreas kanseri, bobrek kanseri, mesane kanseri, prostat kanseri, melanom ve

beyin kanserini iceren gruptan secildigi, Istem 6'ya gére kullan[m.

Tumor blyldmesi inhibitorleri, tUmdr metastaz inhibitorleri, anjiyogenez inhibitérleri,
heparanaz inhibitérleri, C-Met enzimi inhibitérleri, mikrotiibll polimerizasyon inhibitérleri,
aktin-depolimerlestirme  faktéri  aktivitesi inhibitdrleri  ve/veya aktin-agregasyon
inhibitdrlerinin preparasyonunda, Istemler 1 ila 3'ten herhangi birine gére poligulonik asit

silfat veya bunun farmasoétik olarak uygun tuzunun kullan(m

istemler 1 ila 3'ten herhangi birine gére poligulonik asit siilfat veya bunun farmasétik

olarak uygun tuzunun terapétik olarak etkili bir miktarlCikeren bir farmasotik bilesim.
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10. Timér bilylmesi ve/veya metastaz inhibitorlerinin preparasyonunda, Istem 9a gore
farmasotik bilesim kullan(m (]

5 11. TUimdr biylmesi inhibitérleri, timdr metastaz inhibitdrleri, anjiyogenez inhibitdrleri,
heparanaz inhibitorleri, C-Met enzimi inhibitorleri, mikrotibll polimerizasyon inhibitérleri,
aktin-depolimerlestirme  faktéri  aktivitesi inhibitdrleri  ve/veya aktin-agregasyon

inhibitrlerinin preparasyonunda, Istem 9'a gére farmasétik bilesim kullan@d
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TARIFNAME

SULFATLANMIS POLIGULONIK ASIT POLISAKKARIT VEYA BUNUN FARMASOTIK
TUZU, BUNUN PREPARASYON YONTEMI VE BUNUN KULLANIMI

TEKNIK ALAN

Mevcut bulug, tip alanCe ozellikle de bir poligulonik asit stlfat veya bunun farmasétik olarak
uygun tuzu, bunun preparasyon yodntemi ve tiimdr blylimesi ve/veya metastaz
inhibitorlerinin preparasyonunda bunun kullanmOle ilgilidir.

ONCEKI TEKNIK

Tlmdrler, insan hayatOhe sagl@igin ciddi bir tehdit clusturmaktadit] Habis tiimdrler, kentsel
bdlgelerde bir numaralllkdal bolgelerde ise iki numarallBliim sebebi haline gelmistir ve
cesitli hastallklarda 6lim oraninda birinci slkhdadlr] Timor metastaz, habisliin bir isaretidir
ve habis timérlerin metastazlI ve nilksetmesi, tedavinin basarEZl olmashil temel
sebepleridir. Bu nedenle glinimizde, timaér blylmesini ve metastaz[dnleyebilen anti timor
ilaclarnl bulunmashbk 6énem verilmektedir.

Yakll zamandaki callSimalara gére, sakkaritler yalnlzta énemli yaplsal olusumlarl ve enerji
kaynaklarilnl bir slfdedildir ayrlch Gnemli biyolojik fonksiyonlara sahiptir. Hiicreden
hiicreye tanima ve sinyallesmeye dahillerdir ve bir organizmadaki niikleik asitlere ilaveten
onemli sinyal molekillerinin bir sflblduklarCdistnilmektedir. Ayrlch, hiicre yizeylerinde
sinyal tanima, antikor-antijen tepkimeler, hiicre sinyal transdiksiyonu ve hissetmede
genellikle kilit unsur olduklarCdigin, biyolojik aktiviteler sahip aktif polisakkaritlerin
arastirimasb ¢ok daha fazla ilgi gosterilmektedir. Ancak sakkaritlerin kompleks yaplsl e
ayrlhasClve yaplsadl karakterizasyonundaki zorluklardan dolay(] giinimize kadar Kklinik
amagclar icin yalnzEa koriolus mantarClpolisakkaritleri, poliporus polisakkaritler, mantar
polisakkaritleri, sizofilan polisakkaritleri, Poria cocos polisakkaritleri ve benzeri kullanIi(St]
Teknikte, biyolojik aktiviteler sahip daha fazla polisakkarit tirl elde edilmesine ihtiyag
duyulmaktadlr] Yaplshl olarak ilgili bilesikler, CN 1544475 numaralCpatent dokimannda
a¢klanmaktadtl

BULUSUN KISA ACIKLAMASI
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Yaplshl ayrSma ve karbonhidratlardl preparasyonundaki zorluklara ve dogal sekerlerin diisiik
aktivite problemlerinin yan(3[d tiimordeki siddetli hadiselerin pratige iliskin problemlerine ve
tedavideki zorluklara ragmen mevcut bulusu yapan kisi, kapsamlClve yodun callsimalara
dayanarak mevcut bulusu tamamlam(stE] Mevcut bulusu yapan kisi, oligo-guluronik asidin bir
sulfatlanm 5] tlrevini vermek icin uygun bir sire boyunca uygun s(chklKl altloda poligulonik
asidin bir silfonatlastlchn madde ile tepkimeye girmesi ile ve sonrasda indirgenme igin bir
indirgen madde eklenmesiyle, boylelikle Istem 1'e gére bir poligulonik asit siilfat (bundan

badyle “"PGAS” olarak anllacaktlt) elde edilmesiyle meveut bulusu tamamlamgt ]

Buna gdre mevcut bulusun bir amaclIbir poligulonik asit silfat veya bunun farmasotik olarak
uygun tuzunu saglamaktltl Mevcut bulusun poligulonik asit siilfatClveya farmasétik olarak
uygun tuzu, timér blylmesi ve metastazda énemli bir dnleme etkisine sahiptir ve etki
mekanizmasl] heparanaz aktivite, C-Met enzim aktivite, anjiyogenez, mikrotibdl
polimerizasyon, aktin depolimerize edici faktorler ve benzerini Gnleme yetenegi ile
baglantlt] Mevcut bulug, L-guluronik asit birimlerinin, birbirine 1,4-glikosidik bag
aracllflyla indirgen ucun konum 1‘inde yer alan bir hidroksil grup ile badland@bir
poligulonik asit siilfat veya bunun farmasdtik olarak uygun tuzu ve bunun C-2 konumlarbda
tamamen siilfatlanmslseker halkalar(3agdlamaktadc]

Mevcut bulusun bir baska amacl1bir poligulonik asit siilfat veya bunun farmasétik olarak
uygun tuzunun hazfanmashb ydnelik bir yontem saglamaktE]l Mevcut bulusun bir bagka
amacl]timodr blylmesi ve/veya metastaz inhibitérlerinin preparasyonunda bir poligulonik

asit silfat veya bunun farmasdétik olarak uygun tuzunun bir kullan(ohDCSadlamakt(

Mevcut bulusun yine bir baska amac[dmevcut bulusa gdre bir poligulonik asit siilfat veya
bunun farmasotik olarak uygun tuzunun terapétik olarak etkili bir miktariblCligeren bir
farmasotik bilesim saglamakt(r]

Mevcut bulusun bir bagka amacJtimdrlerin tedavisine yonelik bir yontem saglamakt]

Mevcut bulusun bir acElnk goére, asadldaki genel formil (I)in bir yaplsiia sahip bir

poligulonik asit silfat veya bunun farmasétik olarak uygun tuzu saglanmaktadid
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poligulonik asit sulfatl sdlfir icerigi olarak hesaplanan siilfatlasma derecesinin aglkl
cinsinden %5 ila 20 olmasCkosuluyla, genel formil (I)’de n, 0’'C¥eya 1-23Un bir tamsaysInl]
temsil etmektedir; R;, SOsH'dir; R;, birbirinden baghsZlolarak H veya SOsH'dir.

Mevcut bulusun genel formidl (I) ile temsil edilen poligulonik asit silfat veya bunun
farmasotik olarak uygun tuzunda, poligulonik asit, 1,4-glikosidik bag aracllflyla indirgen ucun
konum 1‘inde yer alan bir hidroksil grup ile L-guluronik asitlerden ve bunun C-2 konumunda
tamamen sulfatlanmisl ve bunun C-3 konumunda klsinen slilfatlanmisl seker halkalaroklan
olusturulmaktadlcl

Yukar[daki genel formiil (I)'de, n, 0 veya 1-23'(in bir tamsayBIHIE] 6rnedin, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 veya 23; tercihen, n, 2-13'ln bir
tamsay[sldlr] daha tercihen, n, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 veya 10'dur ve en fazla tercihen, n, 4, 5, 6,
7 veya 8'dir. Tercihen siilfiir icerigi, aglrlKl cinsinden %7-15, daha tercihen ag[rlKl cinsinden
%9-13'tlr. Mevcut bulusta, muhtemelen bu polisakkaritler viicut hiicreleri tarafibdan daha
kolay tand@l]ve kabul edildigi icin, dodekasakkarite tetrasakkarit (&zellikle de
dodekasakkarite heksasakkarit) kullanarak ve/veya siilfiir icerigi agikl cinsinden %7-15

{6zellikle agHklcinsinden %9-13) oldudjunda daha iyi biyolojik etkiler elde edilmektedir.

Mevcut bulugta poligulonik asit silfatlarinl farmasétik olarak uygun tuzlar(Jérnegin sodyum,
potasyum, kalsiyum veya tercihen sodyum tuzlar olmak Uzere bu bilesiklerin magnezyum
tuzlarO olabilmektedir. Farmasotik olarak  uygun tuzlar, Kklasik yGntemlerle
haz[tlanabilmektedir.

Mevcut bulusun bir baska aclslnh goére, poligulonik asit siilfat veya bunun farmasétik olarak
uygun tuzunun hazlenmasiia yonelik bir yontem saglanmakta olup, yontem asad(dbkileri

icermektedir:

asagdbki yapsal formil {II)Yde gosterildigi lizere bir poligulonik asidin bir siilfonatlastizn
reaktif ile tepkimeye girmesi, arddan genel formdl (I)'de gosterildidi Gizere poligulonik
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asit stilfat vermek icin bir indirgen madde aracllflila indirgenmesi,

O
COOH (an
O OH o OH
m

formiil (IT)'de m, O'T¥eya 1-48'in bir tamsay[Shlliemsil etmektedir;

(h

genel formiil (I)'de n, R; ve R;, yukarldh agkland@Cgibidir.

Mevcut bulusta silfonatlastén reaktif tercihen klorostlfonik asit olabilmektedir; tercihen
sulfonatlastlcdn s(chklk] 45-85°C, daha tercihen 60-75 °C olabilmektedir ve tepkime siresi
1.5-4.5 saat, daha tercihen, 2-3.5 saat, en fazla tercihen 3 saat olabilmektedir; indirgen
madde tercihen sodyum borohidriir, sodyum siyanoboro-hidriir, nikel-hidriir reaktifler,
halojen-tabanlCThdirgen maddeler ve benzeridir.

Mevcut bulusun bir baska amacl] timér blylimesi vefveya metastaz inhibitdrlerinin
preparasyonunda bir poligulonik asit siilfat veya bunun farmasoétik olarak uygun tuzunun
kullan(m AC3adlamakt(r]

Mevcut bulusta “tlimorler” terimi, habislikler ve drnegin, karaciger kanseri, mide kanseri,
kolorektal kanser, akciger kanseri, meme kanseri, pankreas kanseri, bobrek kanseri, mesane
kanseri, prostat kanseri, melanom, beyin kanseri ve benzeri dahil olmak (izere tlimdrlerin her

tiriine atfa bulunmaktadltl

Mevcut bulusta tercihen poligulonik asit silfat veya bunun farmasétik olarak uygun tuzu,
timdor  blyumesi inhibitdrleri, tumdr metastaz inhibitdrleri, anjiyogenez inhibitdrleri,
heparanaz inhibitdrleri, C-Met enzimi inhibitorleri, mikrotibll polimerizasyon inhibitorleri,
aktin-depolimerlestirme faktéri aktivitesi inhibitorleri ve/veya aktin-agregasyon inhibitérleri

olarak kullan@bilmektedir.
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Mevcut bulusun yine bir baska a¢EInh gdre, meveut bulusun bir poligulonik asit silfatCeya
bunun farmasdtik olarak uygun tuzunun terapoétik olarak etkili bir miktar@Cligeren bir
farmasotik bilesim saglanmaktad(rl Tercihen farmasoétik bilesimdeki aktif bilesen, mevcut
bulusun bir veya daha fazla poligulenik asit silfatindan veya bunun farmasoétik olarak uygun
tuzlaridan clugmaktad[t] Bir bagka uygulamada mevcut bulusun poligulonik asit stlfatCyeya
bunun farmasotik olarak uygun tuzuna ek olarak, mevcut bulusun farmasoétik bilesimi, aktif
bilesen olarak bir veya daha fazla anti timor ilacClveya anti timoér adjuvan ilacl]

icerebilmektedir.

Mevcut bulusta farmasoétik bilesim ayrlch tercihen, bir farmasotik olarak uygun taskylcl]
icerebilmektedir. Farmasotik olarak uygun tasvIcl Iteknikten yaygll sekilde kullan@@nlardan

olabilmektedir.

Mevcut bulugta farmasdtik bilesim tercihen, tlimdr buylmesi inhibitdrleri olarak
kullanIdbilmektedir.

Mevcut bulusta farmasoétik bilesim tercihen, timoér metastaz inhibitérleri olarak
kullanI@bilmektedir.

Buna ek olarak farmasotik bilesim tercihen, anjiyogenez inhibitrleri, heparanaz inhibitorleri,
C-Met enzimi inhibitérleri, mikrotlibll polimerizasyon inhibitérleri, aktin-depolimerlestirme
faktorli  aktivitesi  inhibitorleri  ve/veya  aktin-agregasyon  inhibitdrleri  olarak
kullanIdbilmektedir.

Mevcut bulusun yine bir baska agslnh gére, mevcut bulusun bir poligulonik asit silfatC¥eya
bunun farmasétik olarak uygun tuzunun terapétik olarak etkili bir miktarnlnl tedaviye ihtiyacO
olan bir 6zneye verilmesini iceren tiimorlerin tedavisine yonelik bir ydntem sadlanmaktad|(r]

Mevcut bulusta “etkili miktar” terimi, istenilen bir sonucu elde etmek icin dozajlarda ve
gerekli sirelerde etkili bir miktara atfa bulunabilmektedir. Bu etkili miktar, hastal@ml tiird,
tedavi edildiginde hastal@Inl semptomlar[dilag verilen belirli bir hedef organ(nl yapSL16znenin
boyutu veya hastal@nl ya da durumun siddeti gibi faktorlere gére degisebilmektedir. Belirli
bir bilesigin etkili bir miktar[Jteknikte uzman kisiler taraflddan uygunsuz deney yaplhaksznl
ampirik olarak belirlenebilmektedir.



Yukaridekiler g&z oninde bulunduruldugunda, timdérlerin tedavisi icin etkili ilaclari
eksiklidine dair mevcut problemin ¢ozllmesi amaclda tiimdrlerin tedavisi ve timodr metastazd
igin bir ilaclnl preparasyonunda mevcut bulusun bir poligulonik asit siilfatCeya farmasotik

olarak uygun tuzunun kullanlmasCdldukca dnemlidir.

SEKILLERIN KISA AGIKLAMASI
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SEKIL 1, mevcut bulusun poligulonik asit siilfatimn ilgili bilesenlerine ydnelik kolon ayFa
sonucunu gdstermektedir.

SEKIL 2, insan meme kanseri MDA-MB-435 ortotopik ksenogreftlerin biiylimesinde
mevcut bulusun bir poligulonik asit silfatolnl dnleme etkisini gdstermektedir.

SEKIL 3, insan meme kanseri MDA-MB-435 ortotopik ksenogreftlerin akciger
metastazda mevcut bulusun  bir  poligulonik  asit  sllfatbd &nleme  etkisini
gostermektedir. Panel A, H&E boyamas[Clile akcigerdeki metastazl genel bir resmini
(bliyiitme: 200X) gdstermektedir; panel B, MDA-MB-435 ortotopik ksenogreftlerin akciger
metastaz(nidaki PGAShin dnleme etkisinin nicel bir gérinimudir. Sekildeki veriler, genel
bir deneyde ortalama £SD olarak ifade edilmektedir.

* P <0.05 **P < 0.01, tedavi grubuna karg[kontrol grubu.

SEKIL 4, insan meme kanseri MDA-MB-435 ortotopik ksenogreftlerde meveut bulusun bir
poligulonik asit silfathlnl anjiyogenez Gnleme etkisini gdstermektedir. Panel A, pozitif
boyamay[fésteren oklarla birlikte CD31 boyamasllnl genel bir resmini gostermektedir
(buytme: 200X} (Panel A'da: "C" kontrol grubudur, “P" ise PGAS tedavi grubudur); panel
B, insan meme kanseri MDA-MB-435 ortotopik ksenogreftlerdeki PGAS'nin anjivogenez
onleme etkisinin nicel bir gérinimidir. Sekildeki veriler, bir deneyde ortalama £SD
olarak ifade edilmektedir. **P < 0.01, tedavi grubuna karskontrcl grubu.

SEKIL 5, murin melanom BysFig hiicrelerinin deneysel akcider metastazda mevcut
bulusun bir poligulonik asit siilfatnlnl onleme etkisini gdstermektedir. Panel A, akcigerdeki
metastazlnl genel bir resmini gostermektedir; panel B, Bi¢Fio'nin deneysel akcider
metastazbdaki PGAS’nin énleme etkisinin nicel bir goriinimidir. Sekildeki veriler, genel
bir deneyde ortalama +SD olarak ifade edilmektedir. Benzer sonuglar, en az iki bagmmsZ]
deneyden elde edilebilmektedir.

* P < 0.05, **P < 0.01, tedavi grubuna kars[Bontrol grubu.

SEKIL 6, tavuk embriyo koryoallantoik membranidl (CAM) neovaskiilarizasyonunda mevcut
bulusun bir poligulonik asit siilfatinl énleme etkisini gastermektedir. Panel A, bir ¢6ziici
kontrol grubunu gbstermektedir; panel B, bir 200 pg/yumurta PGAS grubunu

6
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gdstermektedir; panel C, bir 400 pg/yumurta PGAS grubunu géstermektedir; panel D, bir
800 pg/yumurta PGAS grubunu gdstermektedir (blyutme: 40X).

SEKIL 7, heparanaz aktivitesinde mevcut bulusun bir poligulonik asit siilfati@lal énleme
etkisini gostermektedir. Panel A, mevcut bulusun bir poligulonik asit silfatilnl heparanaz
aktivitesinin dnlenmesini gdsteren HPLC spektrumu géstermektedir; panel B, yukardaki
panel A spektrumundan hesaplanan sonuglardan mevcut bulusun bir poligulonik asit
sulfatllnl heparanaz aktivitesinin énleme oranlllgéstermektedir.

SEKIL 8, bir hiicresiz sistemdeki tubulin polimerizasyonunda mevcut bulusun bir
poligulonik asit silfatinl dnleme etkisini gdstermektedir. Panel A, zamana bagmlIHO
gostermektedir, panel B ise doza badmlMBCgostermektedir.

SEKIL 9, bir hiicresiz sistemdeki aktin depolimerizasyonunda mevcut bulugun  bir
poligulonik asit sulfatinlnl énleme etkisini gdstermektedir.

SEKIL 10, aktin-depolimerize edici faktoriinin aktin depolimerize etme/yapGha
aktivitesinde mevcut bulusun bir poligulonik asit stlfatilnl 6nleme etkisini gdstermektedir.
##P<0.01, Kofilin grubuna kars[Eontrol grubu; **P<0.01, tBbi gruba karg[Kofilin grubu.
SEKIL 11, mevcut bulusun bir poligulonik asit stlfatinl ilgili bilesenlerinin tiimér metastaz

onleme aktivitesini gdstermektedir.
BULUSUN AYRINTILI ACIKLAMASI
Mevcut bulus, yaplandlinalarla daha ayrintlbir sekilde asaglda acglklanacaktlel Ancak
asadldeki vapl@ndlrinalar, yalnzta drnekleme amaclyla saflanmaktadlflve mevcut bulusun

kapsam[Bbunlarla shlrlenmamaktadicl

Malzemeler ve reaktifler

Poliguluronik asit, Cin Ocean Universitesi'nin Lan Tai Pharmaceuticals Co.Ltd'den almStE)
dekstrana gére 10000 Da agidinda bir ortalama molekiiler agidiga sahiptir. Formamit,
klorostilfonik asit, vb., Sinopharm Group Chemical Reagent Company, A.R. grade tarafiddan
saglanmStr] Dekstran molekiler ag K standart, Fluka Company’den allim[Str] Doksorubisin
enjeksiyonu {Adriamisin, ADM), Zhejiang Haimen Pharmaceutical Factory tarafindan
uretilmistir, Zhejiang sagKlilag kesin (1996) No. 135501, icerik: 10 mg/viyal, ¢bziici: normal
salin, formilasyon : her bir uygulamadan 6nce normal salin ile istenilen konsantrasyona
seyreltilmigtir. TSK gel2000SWXL, TSK gel G3000SWXL, Japonya TOSOH Company‘den temin
edilmistir; Bio-Rad Company'den Bio-Gel-P6, Bio-Gel-P10 ; Pharmacia Company'den
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Sephadex G-10, Sepharose CL-4B, ; tubulin, aktin, SIGMA Company’den allm/stic]

Cihazlar

NICOLET Company'den NEXUS-470 ak[kZzldtesi spektrometre; Bruker Company'den DPX-
300 NMR spektrometre; Beijing Longzhida Co., Ltd.’den Jel Gegirgenlik Kromatografisi (GPC);

Unocal Corporation, US'den UV-2102 ultraviyole ve goérundr spektrofotometre.

Deneysel Hayvanlar

Clplak fareler, BALB/cA, 18-22 g, Sanghay Ila¢ Bilimleri Enstitiisu, Cin Bilim Akademisi
taraflddan saglanmistlt) Cs;BL/6 fareleri, 6-7 hafta, Sanghay Hayvan Merkezi, Cin Bilim
Merkezi tarafdan sadlanmistE Taze yumurtalar, Sanghay Shenbao Tavuk Ciftlidi'nden
al A Bt

Ornek 1: Poligulonik asit siilfat’m (PGAS) preparasyonu

5°C'nin altlida bir sichklGslrdiriirken 10 ml formamide 3 ml klorosilfonik asit damlalar
halinde eklenmistir. 20 dakikalkl tepkimeden sonra, 1 g poliguluronik asit eklenmistir ve 65-
70°C bir slchklkta 3 saat boyunca tepkimeye girmistir. %80 etanol solisyonunun 2 hacmi,
tepkime Griiniine eklenmistir ve yaplshn bir madde vermesi icin devamlCblarak sallanmistc]
Fazladan %80 etanol sollisyonu eklenmistir ve yukaridaki adiblar 2 defa tekrarlanmGtll
Sollsyon, bosaltImistirlve yaplskan bir madde vermesi icin su eklenmistir. Yaplskan madde,
bir %1 Na,CQO; solUsyonu ile pH 7.0 ayarlanmstve bir %95 etanol soliisyonun 2 hacmiyle
alkol cokeltisine maruz blraklmStk] Ortaya c¢lkhn ¢okelti, poliguluronik asidin siilfatlanmsl bir
tirevini vermesi igin 50-60°C bir slchklkta kurutulmustur. Tlrev, bir 4 mg/ml sodyum asetat
sollisyonuna (pH7.0) formile edilmistir ve solusyona 50 mMYye kadar sodyum borohidrar
eklenmistir. Tepkime, 30-40°C bir sichklkta 30 dk boyunca gergeklestiriimistir ve bir buz
banyosu ile sonlandImmistel *pH, 0.1M asetik asit ile ayarlanmistit] tepkimeyen sodyum
borohidriir serbest blakIhEE ve pH nodtr olacak sekilde ayarlanmiStE]l Ortaya ¢Khn
soliisyon, devamllolarak ¢okeltilmis ve etanol ile ylkhnmiglve kurutulmustur, béylece bir ham
poligulonik asit silfat (PGAS) vermistir. Ham PGAS, bir %10 soliisyona formile edilmistir ve
bir %95 etanol sollisyonu ile cdkeltiye maruz blakIhstt] Ortaya ¢lkbhn ¢okelti, mutlak etanol
ile ykinmlg] kurutulmus ve bir %5 solisyona formiile edilmigtir. Sollisyon, safszlklar(]

kaldlrinak icin bir 3mm membran ile filtrelenmistir ve bir hareketli faz olarak ve fraksiyon
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koleksiyonu kullanarak Sephadex G-10 kolenda (153 100 cm) tuzundan arbdlh(stic]
Sulfurik asit-karbazol yontemiyle eluatlar tespit edilmistir ve indirgenmis basokta konsantre
edilen, tuzundan arbd[rldn ve dondurarak kurutulan seker iceren bilesenler birlestirilmistir,

béylece rafine edilmis bir poligulonik asit sulfat vermistir.

Yukarida hazltlanan poligulonik asit sulfatiol stlfiir miktar[Joksijen cam sise yanma yontemi
ile belirlenmistir. 25 mg civarlbida bir numune albmistlr) kesin olarak tartlhistltlve oksijen
cam sise yanma ydnteminin arlndan organiklerin tahribine maruz blakIthistic]l Bir 1000 ml
yanma cam sisesi kullanOhistE] emici siJolarak 0.1 ml konsantre hidrojen peroksit
sollisyonil ve 10 ml su kullanIhEtE] Olusturulan duman tamamen emildiginde, ortaya ¢kan
madde, 15 dakika boyunca bir buz banyosuna konulmusg, 2 dakika boyunca hafif kaynamaya
kadar SEIh[g) sogutulmus, indikatoér olarak 50 ml etanol-amonyum asetat tampon (pH3.7),
30 ml etanol ve 0.3 ml bir %1 Alizarin kimnZLsollisyon eklenmis ve hir baryum perklorat
titrasyon soliisyonu (0.05 mol/L) ile agKl turuncu-klfinlzlyh titre edilmistir. 1 ml baryum
perklorat titrasyon sollisyonu (0.05 mol/L), 1.603 mg S'ye esdegerdir. Test sonuglarl]
kurutulan Griine dayanarak poligulonik asit siilfatin siilfiir igeriginin ag Kl cinsinden %11.2

oldugunu gostermektedir.

Ornek 2: Poligulonik asit siilfat’@ (PGAS) yap[Sal karakterizasyonu

Yaplshl karakterizasyon, poligulonik asit silfatbl preparasyonundan ortaya c¢lkhn

fraksiyondaki sakkarit bilesenlerinde gergeklestirilmistir.

1. UV absorpsiyon spektrumu

Yukaridaki poligulonik asit sillfat, uygun bir konsantrasyona seyreltilmistir ve ham metal
olarak damiklsu ile 190 nm-400 nm araslhda UV-2012 ultraviyole-gérindr spektrofotometre
ile taranmsti] Fraksiyonun, ultraviyole bdlgesinde belirli bir absorpsiyon pikine sahip
olmad@Cbulunmustur, bu da yaplda hi¢ konjuge cift bagd olmad@nlCgdstermektedir. Ancak,
190-200 nm’de nonspesifik absorpsiyon vardl[tl

2. K[zIBtesi spektroskopi

0.5 mg PGAS, Kbr peletler olmasCicin preslenmistir ve kzIdtesi spektroskopi, NEXUS-470
akMlIk[zlidtesi spektrometre ile gergeklestiriimistir. Hidroksil gruplarinnl simetrik gerilme
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titresiminin, 3219.53 cm¥de mevcut oldudu, karbonil gruplarB@ simetrik gerilme
titresiminin, 1612.58 cm™de mevcut oldugu, hidroksil gruplar@i makaslama titresiminin,
1414.33 cm"de mevcut oldugu, karboksik gruplaribdaki karbon-oksijen badlarm@nl simetrik
gerilme titresiminin, 1103.97 cm™¥de mevcut oldugu, C-O-S'nin geriime titresimi pikinin,
823.30 cm™'de mevcut oldugu ve siilfatlasmadan sonra siilfattaki S=0'nun gerilme titregimi
pikinin, 1274.62 cm™“de mevcut oldugu bulunmustur, bu da bilesigin, karboksil, hidroksil ve

sulfoik gruplar igeren bir destek yaplsing sahip oldugunu gostermektedir.

3. PGAS'nin NMR spektroskopisi

PGAS'nin NMR spektrokopisi (**C-NMR), Bruker Auance DPX-300 NMR spektrometre ile
belirlenmistir. Spektrumda, siilfonlu olmayan C-3 sinyal pikleri hala mevcut iken sulfonlu
olmayan C-2 sinyal piklerinin, blylik olclide g&rilmedidi bulunmustur. C-2 konumundaki
hidroksil gruplarfn, gorece tamamen siilfatlanm(g oldudu ve C-3 konumundaki hidroksil
gruplariln] yalnzta kismen sdlfatianmisloldudu belirtiimektedir.

4. PGAS'nin molekiiler agHigare molekiiler ad ik dad i

PGAS'nin molekiler ag@l] GPC yontemi ile belirlenmistir. Tespit, bir molekiler agllkl
standardCJolarak Fluka Company’den dekstrana, bir kromatografik kolon olarak TSK
gel2000SWXL kolona ve 0.5 ml/dk bir akiglhzlnda, 35°C bir sicakllkta ve 25 ml bir enjeksiyon
hacmi olan bir hareketli faz olarak %0.2 sodyum asit ve &2.84 Na;SO, iceren bir sulu
¢ozeltiye sahip KEIMa Indisi Detektorl kullanarak gerceklestirilmistir. Dekstrana gore
PGAS'Nin molekiiler agdgnin addklCortalamashinl 2513 Da oldugu bulunmustur ve
numunelerin coklu kiimelerinin belirleme sonuglar(d dekstrana gére molekiiler agrlGininl
ad K [ortalamashlnl, 1500-8500 Da arashta oldugunu gdstermektedir.

Bu sonuglar birlikte, yukardaki fraksiyonun, poligulonik asidin indirgen ucundaki konum 1'de
bir hidroksil grubuna sahip olan bir poligulonik asit siilfat oldugunu ve C-2 konumunda
tamamen silfatlanmElve C-3 konumunda kiSimen siilfatlanmg oldugunu, asaddaki kimyasal

formiil (I)’e sahip oldugunu dogrulamaktad (i
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OH ;
COOH a

OR,  OR,CH,0H

genel formiil (I)'de, n, R; ve R,, yukarlda agklandCgibidir.

Ornek 3: PGAS'nin bilesenlerinin ayrinas(e preparasyonu

Yukarida hazltlanan PGAS'nin bir numunesi alllimlg] bir %5 solisyona formile edilmis,
safsZIKlarCkaldlrinak icin bir 3 mm membran ile filtrelenmis ve bir hareketli faz olarak 0.2
mol/L NH4HCO; ile Bio-Gel-P6 jel kolonda (1.63180 cm) ayrlihistlc]l ve fraksiyonlar
toplanm(stlc] Eluatlar, sllfirik asit-karbazol yontemi ile tespit edilmistir, seker iceren
bilesenler, toplanmgtirlve bos hacimli bilegenler, Bio-Gel-P10 jel kolonda (1.63180 cm) daha
da ayrlhistle] Ortaya ¢Kkhn urlinler, kiitle spektrometrisi ile tanmlanmis] olan bir dizi PGAS
sakkarit bileseni vermesi igin dondurarak kurutulmustur. Sonuglar, PGAS'nin di-, tri-, tetra-,
penta-, heksa-, hepta-, okta-, nona-, deka-, undeka- ve dider sakkarit bilesenlerin Gretimini

onaylamaktadlcl

Asagdaki deneylerde, Ornekler 4-11, Ornek 1’de hazanan iiriinii kullantken,

Ornekler 12 ve 13, Ornek 3'te hazHanan Uriinleri kullanmaktad®

Ornek 4: Poligulonik asit siilfat’'m (PGAS) tiimér biiyiimesini énleme etkinliginin
degerlendirilmesi

Bir 2.53107 hiicre/ml konsantrasyonunda bir Ustel biiyiime evresinde insan meme kanseri
MDA-MB-435 hiicreleri (American Type Culture Collection, ATCC, Rockville, MD, ABD'den), 4-
5 haftalKdisi ¢[plak farelerin ikinci sol meme yag pedine as@@anmStiE}(BALB/cA, Sanghay Ilag
Bilimleri Enstitiisii, Cin Bilim Akademisi taraf@dan sadlanm@). Tumérler, 100-200 mm?
boyutuna biyitildiglinde hayvanlar, timoér hacimlerine gore negatif bir kontrol grubuna, bir
doksorubisin enjeksiyonu (Adriamisin, ADM) tedavi grubuna (pozitif kontrol grubu) ve 5
mg/kg ve 20 mg/kg PGAS tedavi gruplarink (PGAS deneysel gruplar), 20 fare/grup seklinde
esit olarak béltinmiistlir. PGAS deneysel gruplarC¥e pozitif kontrol grubuna, 7 kesintisiz hafta
boyunca haftada bir defa intravenéz enjeksiyon verilmistir ve negatif kontrol grubuna, normal

salinin bir egit miktar[¥erilmigtir. Deneylerde, iki haftada bir timérlerin caplldlgmek igin bir
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verniyerli kumpas kullanIhStld ve timoér hacmi (V), asaddeki formil kullanl3rak

hesaplanmsti
V=12 axh

burada, a ve b, slislyla timérlerin uzunludunu ve genisligini temsil etmektedir. Ilgili timér
hacmi (RTV), dlclilen sonuglara gére hesaplama formilll kullanldrak hesaplanmistlcd RTV, =
Vi/Vy; burada Vo, hayvanlar farkiClozda ilag (6rnedin dy) verilmek iizere ayrIdidinda dlglilen
timor  hacmidir ve Vi, oOlgim  glninde tamoér hacmidir.  Anti-timoér  aktivitesinin
farmakodinamik degerlendirme indikatord, ilgili tiimor proliferasyon orandidT/C (%), bunun

hesaplama formili asagldeki sekildedir:

TIC (%) = ER“' <100%

RTV

Terv: Tedavi grubunun RTV'si; Crry: Negatif kontrol grubunun RTV'si. Etkinlik
Degerlendirmesi: T/C % >%60, etkisiz anlamibk gelmektedir; T/C % <%60 ile birlikte

P<0.05'in istatistiksel énemi, etkili anlambh gelmektedir.

Hayvanlar, ilac verilmesi kesildikten 1 hafta sonra feda edilmistir. Akcider dokular(J24 saatten
daha uzun bir sire boyunca Bouin'in soliisyonuna (doygun pikrik asit: formaldehit: glasiyal
asetik asit=75:25:5) sabitlenmistir ve akcijer metastazlarChbeyaz nodlar seklinde gériinene ve
akciger dokularChormal rengine geri donene kadar mutlak etanolde bekletilmistir. Akciger
bash akcider metastaz nodlard sayS[gozlemlenmistir ve bir tegrih mikroskobunun altikla
kaydedilmistir. Ortotopik tliimor dokularlnl bir pargasl sk hitrojene yerlestirilmistir, toplam
RNA ve proteinin ¢kbarliasCicin dondurarak muhafaza edilmistir. Akcigerlerin bir parcas Ve
ortotopik timdr dokulard %10 formaline sabitlenmistir ve timdr dokularhtaki

anjiyogenezler, H&E boyama ve immuno-histokimya ile belirlenmistir.

Timoér inokllasyonundan scnra 15-20. ginlerde insan meme kanseri MdA-MB-435
ksenogreftlerinin, bir %100 inokilasyon basarBCile 100-200 mm?® civarida biyidigi;
inoklilasyondan sonra 8-9. haftalarda tlimor taslybn ¢lplak farelerin akciger dokularida
%100 bir metastaz oranila ¢ok saylda metastaz ortaya ¢kt@ bulunmustur. Bu noktada
hayvanlar feda edilmekte ve anti-tlimdr etki dederlendirmesine maruz bldkIhaktadld] 7
kesintisiz hafta boyunca haftada bir defa intravendz enjeksiyon ile PGAS tedavisi
uygulanmistlr] 5 mg/kg PGAS tedavi grubu, ortotopik timdrlerin bilylimesini dnleme 6zelligi
gdstermektedir ancak tlimér dnleme etkisi, %67.3 bir T/C dederi ile dnemsizdir; 20 mg/kg

PGAS tedavi grubu, clplak farelerde insan meme kanseri MDA-MB-435 ortotopik
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ksenogreftlerin blylmesini, %37.6'va kadar bir T/C dederiyle dnemli dlciide 6nleme 6zelligi
gostermektedir. Pozitif kontrol ilacCIADM, insan meme kanseri MDA-MB-435 ortotopik
tiimérlerin blylimesini 6nemsiz dlglide onleme ozelligi gostermektedir ve 5 mg/kg ADM
tedavi grubu, %21.8 bir T/C dederine sahiptir. Bu, PGAS'nin insan meme kanseri MDA-MB-
435 ortotopik ksenogreftlerinin bilylimesini énemli dlglide onleyebilecedini gostermektedir
(SEKIL 2). 7 kesintisiz hafta boyunca haftada bir defa, intravensz enjeksiyon ile 5 mg/kg ve
20 mg/kg dozaj rejimi altlnda, insan meme kanseri MDA-MB-435 ortotopik ksenogreftlerin
akcider metastazindaki PGAS'nin onleme oranlarOsltaslyla %60.2 ve %88.4. Akciger
metastaztaki doksorubisinin (5 mg/kg) dnleme oran[1%89.8'dir. Bu, PGAS'nin insan meme
kanseri MDA-MB-435 ortotopik ksenogreftlerinin  akcier metastazinld onemli  oOlgiide
onleyebilecedini géstermektedir (SEKIL 3). AyrlEh, anjiyogenez in vivoda PGAS etkisi,
immiino-histokimyasal boyama ile degerlendirilmistir. Endotelyal hlcreye &6zgl belirteg
CD31'in belirlenmesi, insan meme kanseri MDA-MB-435 ortotopik ksenogreftlerinde ¢ok
saylda kiigiik damar olusturuldugunu géstermektedir. Kontrol grubu ile karslastFIdGintda 5
mg/kg PGAS tedavi grubu igin ksenogreftlerdeki kiiglik damar saySlnda énemli bir degisiklik
olmazken, kontrol grubu ile kars@@stiIdidinda 20 mg/kg PGAS tedavi grubundaki
ksenogreftlerdeki kiiclik damar say@lnda, %42.1 bir 6énleme oranlda Snemli bir azalma
olmaktadlf]l Bu, PGAS'nin insan meme kanseri MDA-MB-435 ortotopik ksenogreftlerindeki

anjiyogenezi dnemli 8lclide énleyebilecedini géstermektedir (SEKIL 4).

Ornek 5: Poligulonik asit siilfat’m (PGAS) tiimér metastazm[Bnleme etkinliginin

degerlendirilmesi

6-7 haftalkl C57BL/6 fareleri (Sanghay Hayvan Merkezi, Cin Bilim Akademisi tarafldan
saglanmistlt), bir normal salin negatif kontrol grubuna ve bir 5 mg/kg PGAS tedavi grubuna
ve bir 20 mg/kg PGAS tedavi grubuna rastgele bolinmigtir. 2.5x10° hiicre/ml
konsantrasyonunda bir Gstel blylme evresinde murin melanom BigFig hicreleri (American
Type Culture Collection, ATCC, Rockville, MD, ABD'den), farelerin kuyruk damarnbb
asldnmistid Hicre inokllasyonundan 20 dakika once PGAS gruplarlbh, bir intraperitoneal
{(i.p.) enjeksiyon wverilmigtir ve negatif kontrol grubuna, normal salinin bir esit miktar(d
verilmistir. 11 glin sonra akciderler, farelerden allbinistirlve akciger dokular(124 saatten daha
uzun bir sire boyunca Bouin‘in solisyonuna (doygun pikrik asit: formaldehit: glasiyal asetik
asit = 75:25:5) sabitlenmistir. Akciger bashb akcijer metastaz nodlarin saysL]
gdzlemlenmistir ve bir tegrih mikroskobunun altblda kaydedilmistir. Bunun yerine, akciger

dokularChormal rengine geri dénene kadar akcider dokular[Jiki giin boyunca daha mutlak
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etanolde bekletildikten sonra béyle bir gdzlemleme gerceklestirilmistir. Inokiilasyondan 11
gun sonra, farelerin akciger dokularibda %100 bir metastaz oranlyla cok saylds metastaz
ortaya ¢kt@bulunmustur ve tekli i.p. enjeksiyonunun dozaj rejiminde 5 mg/kg PGAS tedavi
grubu, %40.81'e kadar bir dnleme oranlyla dnemli timor metastaz dnlemesi gostermektedir
ve 20 mg/kg PGAS tedavi grubu, %82.20've kadar bir dnleme oranlda melanom Bi¢Fyg
hiicrelerinin  akciger metastazida daha Onemli bir onleme gostermektedir. Sonuglar,
PGASnin melanom BiFie hilcrelerinin akciger metastazinl nemli olgiide onleyebilecegini
gdstermektedir (SEKIL 5).

Bulusu yapan kisi ayrich, PGASnin etki mekanizmashlCarasttin(st(E]

Ornek 6: PGAS ile anjiyogenez dnleme testi

Taze yumurtalar (Sanghay Shenbao Tavuk Ciftligi'nden allfimBtlr), 39°C'de ve %50 nemde
{gaz hicresi yukarLgelecek sekilde) bir inkiibatdr Roll-X bazlnh (Lyon Electric Company, CA,
ABD) vyerlestirilmistir. 7 glin boyunca kesintisiz inkiibasyondan sonra, tavuk embriyosunun
canlColup olmad@niCbelirlemek icin yumurtalar aydmlatlthstEve koryoallantoik membraniol
konumu belirlenip isaretlenmigtir. Yumurtalaral hava kesesi ucunda kigik bir delik aglfStE]
ve tavuk embriyosu, yatay bir sekilde yerlestirilmistir (koryoallantoik membran yukarl[gelecek
sekilde), Hava kesesi, lastik bir pipetin haznesiyle yavasca emilmistir, bdylece koryoallantoik
membran yKIm(sl ve yumurta kabugundan ayrlmisticlve bir siire boyunca ayakta kalmasC
saflanmBtE] SonrasMta civciv embriyosunun (zerine 1 cm® bir aclKl pencere konumu
yaplmistit] ve ackl pencere, temellendirilmis ve bir makas ile kesilmistir, toz, yumurta
kabugundan ucmustur, aclkl penceredeki yumurta kabudu soyulmustur ve koryoallantoik
membran aglktba gbriniir hale gelmistir. 0,25 x 0,25 x 0,25 (uzunluk x geniglik x ylkseklik)
cm® bir boyuta sahip jelatin siingerler, 200, 400, 800 pg/yumurtan@ bir nihai
konsantrasyonunda ve bir arag kontroliinde 10 pg PGAS ile tedavi edilmistir ve sonrasinda
bliylk damarlarl olmad(@koryoallantoik membrandaki alana yavasca yerlestirilmistir. Kliglik
pencere, steril seffaf bant ile kapatlhhstit ve yumurtalar, 48 saat daha inkiibe edilmistir.
Gozlemlemek igin bant gkhrIthStl) fotodraflar cekilmistir (blyiitme: 403) ve tabuk embriyo
koryoallantoik membraniol anjiyogenezinde PGASnin ¢nleme etkisi degerlendirilmistir. PGAS
iceren stngerin yanldaki koryoallantoik membranda, damar derinlidinin, 6nemli 6lgiide
azaltld Gbulunmustur {SEKIL 6) ve konsantrasyon bagmmlC®nleme edilimi gdsterilmistir. Bu,
PGAS'nin, anjiyogenez 6nleme etkisine sahip oldugunu géstermektedir.
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Ornek 7: PGAS ile heparanaz aktivite dnleme testi

Heparanazlnl serumsuz boécek ifade sistemi ve afinite kolon saflastiiina sistemi, PCR
amplifikasyonu ve gen rekombinasyonu ile insan plasentasiidan elde edilen insan
heparanaznl ¢cDNA'slkullanarak kurulmustur ve %95 veya daha fazla bir saflida sahip
oldukca aktif heparanaz elde edilmistir. 150 pl'ye kadar bir tepkime tamponu (50 mM
sodyum asetat, pH4.2), 0.5 pg FITC-HS (fluoresin izotiyosiyanat-etiketli heparan siilfat) ve
25 ng/ml bir nihai konsantrasyonda heparanaz ve ayrlch cesitli konsantrasyonlarda PGAS
eklenmistir ve 3 saat boyunca 37°C'de tepkimeye girmistir. 100°C'de 5 dakika sonra, pelet
¢ozinmeyen malzemelere 20 dakika boyunca 10000 rpm’de  santrifiigasyon
gerceklestirilmistir. Ust faz, bir 0.45 pm filtre membranOle filtrelenmigtir ve sonrasbda 20
HITik bir yiklemede, bir tampon 50 mM Tris/150 mM NaCl, pH7.5 ve 0.8 ml/dk bir aklsloranU]
kullanarak TSK jel G3000SWXL kolona enjekte edilmistir, FITC-HS drinin fllioresan
yodunludu, bir fliioresan detektorii (Ex: 485 nm, Em: 538 nm) ile belirlenmistir. Enzimin
goreli aktivitesi, heparanaz aktivitede PGAS'nin etkisini belirlemek icin intakt FITC-HS pikinin
on yarEN azaltlhasia dederlendirilmistir. PGAS'nin bir 6.55 ng/ml ile doza badmlChir
sekilde heparanaz aktiviteyi énledigi bulunmustur ve doz, 40 ng/ml oldugunda aktivite, pozitif
kontrol heparininkinden daha iyidir (SEKIL 7).

Ornek 8: PGAS ile C-Met enzim aktivite onleme testi

Enzim tepkime alt tabaka Poly (Glu, Tyr), bir mikrotitre plakaya kaplanmlistlE] uygun
konsantrasyonlarda ATP sollisyonu ve poligulonik asit silfat ve c-Met enzim sollisyonu
eklenmistir ve 37°C 1 saat boyunca tepkime icin bir calkalaylclyh yerlestirilmistir. Sonrasinda,
5 mg/ml BSA iceren T-PBS seyreltilmis PY99 antikor calkalaylClyh eklenmistir ve 37°C'de 0.5
saat boyunca tepkimeye girmistir. Ayr(ch, yabanturpu peroksidaz-etiketli kegi anti-fare IgG,
calkalaylclyh eklenmistir ve 37°C'de fazladan bir 0.5 saat boyunca tepkimeye girmistir.
Nihayetinde 2 mg/ml OPD gelisen sollUsyon eklenmistir, 25°C, karanlkita 1-10 dakika
boyunca tepkimeye girmistir ve tepkimeyi sonlandlmak icin 2M H,SQ4 eklenmistir. 490 nm'de
absorbans, mikroplaka okuyucu ile dlgllmistir ve enzim aktivite &nleme orand

hesaplanmst[i
. ) Bilesidin OD dederi — Enzimsiz kontrol cukurcugunun OD dederi
Onleme oran%) =(1- : %100
Negatif kontrol . . ' Enzimsiz kontrol gukurcugunun
gukurcugunun OD degeri 3D deferi
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c-Met'te 10 pg/ml bir konsantrasyonda poligulonik asit sulfatil enzim aktivite onleme
oraniod %71.1 oldugu bulunmustur, bu da poligulonik asit siilfatlnl c-Met enzim aktivitesini

dnleme etkisine sahip oldugunu géstermektedir.

Ornek 9: PGAS ile tubulin polimerizasyon dnleme testi

Cesitli konsantrasyonlarda 10 pl PGAS, bir 96-cukurcuk plaga eklenmistir ve 37°C'de 10
dakika boyunca dnceden BEImGLE] Tubulin liyofilize toz, PEM tampon (10 mM BORULAR, 1
mM MgCl,, 1 mM EGTA) artCdl mM GTP, %5 gliserinde 12 pM bir konsantrasyona
seyreltilmigtir. Bu sollsyonun 90 pl'si, 96-cukurcuk plaga eklenmigtir ve bir mikroplaka
okuyucu baslatlhistir) slchklkl 37°C'de ayarlanmistltl ve belirleme dalga boyu, 340 nm’de
avarlanm&t Dilizgiince karBEIhEl ve bir kesintisiz 30 dakika boyunca dakika basibh bir
defa okunmugtur. Sonuglar, PGAS'nin, hlicresiz sistemde tubulin polimerizasyonunu dnemli
dlglide onleyebildidini géstermektedir ve PGAS'nin konsantrasyonu 2.5 pM’den 40 pM'ye
artrIdJinda énleme oranldbir 8.58 uM ICs, ile doz bagmil[blan %18.26'dan %73.44'e
artclim St

Ornek 10: PGAS ile aktin depolimerizasyon énleme

Pirenil-etiketli aktin, agregasyon tamponuna {100 mM Tris-HCI, 20 mM MgCl;, 500 mM KCl, 2
mM CaCl,, pH 7.5) eklenmistir ve telciklere toplanmasCicin 37°C'de 30 dakika boyunca
inkiibe edilmistir. Sonrasinda aktin depolimerizasyon tamponu (10 mM Tris-HCI, 0.2 mM
CaCl,, 0.2 mM ATP, pH 8.0) ve depolimerize olmasCamaclhda farklCkonsantrasyonlarnl
PGAS'si seyrelme igin eklenmigtir. Bir fllioresan mikroplaka okuyucu, 360 nm bir emisyon
dalga boyunda ve 410 nm bir absorpsiyon dalga boyunda ve 37°C bir slchklkta ayarlanmist ]
Dizgin bir sekilde karlstrImistir] ve kesintisiz 30 dakika boyunca dakika bashbk bir defa
okunmustur. Sonuglar, PGAS'nin, hicresiz sistemdeki aktin depolimerizasyon prosesini 6nemli
Olclide Onleyebildigini ve doza bagmllkl (ICsy, 10.6 pMdir) sergiledidini géstermektedir.
(SEKIL 9).

Ornek 11: Kofilinin aktin depolimerize etme/yapSma aktivitesinde PGAS'nin

onlenmesi

Poligulonik asit sllfat, poligulonik asit silfatinl bir afinite kromatografi kolonunu hazlrlamak
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icin Sepharose CL-4B ile birlestirilmistir. Bu kromatografi kolonunu kullanarak, akciger kanseri
hiicre hatt[CJA549'daki poligulonik asit stilfatil baglaylcl proteinleri ¢Karlth(s ve ayrlfistic]
Kiitle spektrometrik tanlmlama ile, kofilinin, poligulonik asit silfata giglii bir sekilde baglanan
proteinlerden biri oldugu bulunmustur. Dider callsimalar, poligulonik asit siilfatin), kofilinin
aktin depolimerize etme/yapSina aktivitesini onemli Glglide Onleyebildigini gdstermektedir
(SEKIL 10). Bu, poligulonik asit siilfatd, kofilinin aktin depolimerize etme/yapSna aktivitesini
onlemek icin kofiline baglanabildigini ve boylece timdr hiicrelerinin hiicre goglini engelleme

islevi gbsterdigini belirtmektedir.

Ornek 12: PGAS'nin seker bilesenlerinin aktivite belirlenmesi

Yapl@ndltina 3'te hazldanan PGAS seker bilesenlerinin anti-timor aktivitesi test edilmigtir.
PGAS'nin 15 mg/kg'den daha az bir intravendz enjeksiyon dozunda dodekasakkarit
bilesenlerin (genel formil (I)’de n, 2-10 olanlara karslkl gelen) tetrasakkarit'inin, ¢lplak
farelerde insan meme kanseri MDA-MB-435 ortotopik ksenogreftlerin biiyiimesinde %30 veya
daha az bir T/C degere sahip oldugu ve bunun akciger metastazlnda %95 veya daha fazla bir
onleme orana sahip oldudu; 10 mg/kg’den daha az bir dozda dodekasakkarit bilesenlerin
{genel formil (I)'de n=4-8) heksasakkarit'inin, ¢plak farelerde insan meme kanseri MDA-MB-
435 ortotopik ksenogreftlerin bliyimesinde %30 veya daha az bir T/C degdere sahip oldugu
ve bunun akcider metastazldda %95 veya daha fazla bir 6nleme oranh sahip oldudu
bulunmustur. Bu sonuglar, siilfiir iceridi, aglrkl cinsinden %7-15 oldugunda daha iyidir ve

ag K cinsinden %9-13 oldugunda en lyidir.

Ornek 13: PGAS'nin seker bilesenlerinin tiimér metastaz onleyici aktivitesinin

belirlenmesi

Tiimor metastazda Ornek 3'te ayrl@n farkICPGAS seker bilesenlerinin etkisi, Transwell hiicre
tahlili ile belirlenmistir. Tripsin, Ustel biuyime asamasda in vitro kiltlrlenen gegis olan
meme kanseri MDA-MB-435 hiicrelerini parcalamak icin kullanlthaktadt) bunu, U¢ defa
serumsuz kaltir ile yKanmasve 2 x 10%/mlye seyreltiimesi izlemektedir. 100 pl hiicre
seyrelmesi, Transwell hicresindeki gukurcuklariml st haznelerine eklenmigtir ve %10 FBS
iceren kiiltirden 600 |, alt haznelere eklenmistir ve 100 pl/ml farklCPGAS bilesenleri, hem Ust
hem alt haznelere eklenmistir. Hiicreler, 37°C'de 12 saat boyunca bir %5 CO, iceren
inkiibatdrde inkiibe edilmistir, kiiltir ortamg;khrh(stirlve hiicreler, 30 dakika boyunca bir
%90 etanol soliisyonda sabitlenmistir. Hiicreler, oda sichkl@inida 10 dakika boyunca %0.1
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kristal mor soliisyon (0.1 M borik asit, %0.1 (agMKkfhacim) kristal mor, %2 etanol) ile
boyanmIstlt) berrak su ile durulanmistltlve Ust tabakadaki go¢ etmeyen hiicreleri kaldlinak
igin pamuklu gubuk ile silinmistir. Hiicreler gézlemlenmis, fotograflanmgl ve bir mikroskop
altlnda kaydedilmistir. Nihayetinde c¢lkbrma, 100 pl/cukurcukta 10 dakika boyunca %10
asetik asit sollsyon ile gerceklestirilmistir, OD dederleri, 595 nm’'de belirlenmistir ve meme

kanseri hlicrelerindeki farklC3eker bilesenlerinin go¢ 6nleme oranlarChesaplanmstr]

Goc Onleme Oranl (b= {1-OL e QL+ 100%

Kontrol grubundaki MDA-MB-435 hiicrelerinin, FBS'nin konsantrasyon gradyan[boyunca 12
saat icinde Ustten alt haznelere serbest bir sekilde géc edebildigi bulunmustur. Kristal mor
boyamanl fotografik sonuclariidan, tetrasakkaritten (genel formill I'de, n=2)
undekasakkarite (genel formdl I'de, n=9) ve daha buylk polisakkaritlere dedigiklik gdsteren
farkICPGAS seker bilesenlerinin , tumor hicre gocuni onemli dlglide onleyebilirken disakkarit
bileseninin (genel formil I'de, n=0) ve trisakkarit bileseninin (genel formil I'de, n=1) daha
disiik énleme oranlarfi sahip oldugu bulunmustur (SEKIL 11), bu da cesitli PGAS
bilesenlerinin (dzellikle de tetrasakkaritten undesakkarite ve daha buyuk polibilesenlere)

tiimor hiicrelerinin metastaz dnleme etkisine sahip oldugunu gostermektedir.

Istatistik islemleme

Yukarldeki veriler, Startview yazllm(Ulile istatistiksel analize tabi tutulmustur, sonuglar,
“Ortalama degerler + SE” olarak ifade edilmistir ve kars[@stlina icin ANOVA kullanlihStir]

Yukardiki farmakolojik sonuglara gdre, meveut bulusun bir poligulonik asit siilfatiil etkili bir
miktarlChir farmasotik taslvlclile karlstirdrak klasik formiilasyon yontemlerini kullanarak bir
farmasotik bilesim hazltdanabilmektedir. Farmasdtik bilesim, timor tedavi ilaglarCive timor
metastaz tedavi ilaclarCIolarak kullanl@bilmektedir ve ayrlch anjivogenez inhibitorleri,
heparanaz inhibitérleri, C-Met enzimi inhibitérleri, mikrotiibil polimerizasyon inhibitérleri,
aktin-depolimerizasyon inhibitérleri olarak kullanl@bilmektedir. Tumdrlerin tedavisi ve timor
metastazllicin bir ilacl preparasyonunda mevcut bulusun bir poligulonik asit sdlfatninl

kullantasloldukca dnemlidir,
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