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OZET

PRADER-WILLI SENDROMUNUN TEDAVISINDE KULLANIMA YONELIK
ASILLENMEMIS GIRELIN FRAGMENTLERI

Bir sujede azalan girelin seviyeleri ve/veya azalan girelin/asillenmemis girelin oranCgin bir
yontem ve bir bilesim olup, yéntem, asillenmemis girelinin, bunun bir fragmentinin, bunun bir
analogunun ve/veya bunun farmasétik olarak uygun tuzlarbll sujeye etkili bir miktarnlinl
uygulanmas@d icermektedir, burada girelin seviyelerindeki bir azalma ve/veya
girelinfasillenmemis girelin oranhidaki bir azalma sujeye faydalldlfl Ayrich asillenmemis
girelinin uygulanmask yanf] verebilen vefveya bundan faydalanabilen bir sujeninin
belirlenmesi icin biyoisaretleyiciler olarak girelin seviyesi ve/veya girelin/asillenmemis girelin

orani kullanmd
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. Yikselmig girelin seviyelerine sahip bir sujede Prader-Willi Sendromu’nun tedavisinde

kullanmmCicin, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 6'da belirtildigi gibi veya SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 25te belirtildigi gibi peptidden olusan asillenmemis girelinin fragmentleri ve

bunun farmasdétik olarak uygun bir tuzu.

. Bunun, yaklagkl 0.001 pg/kg ila yaklaskl 10 mg/kg’lkl bir etkili miktarda s6z konusu

asillenmemis girelin fragmentinin ve tuzun uygulanmasfOicerdidi, istem 1'e gdére
kullanmCkin asillenmemis girelin fragmentleri ve bunlar(@l tuzu.

» Bunun, vaklaskl 1 pg kg ila yaklaglkl 1 mg/kg’lkl bir etkili miktarda sdz konusu

asillenmemis girelin fragmentinin ve tuzun uygulanmasbcerdidi, istemler 1 veya 2'den
birine gére kullanmikin asillenmemis girelin fragmentleri ve bunlaril tuzu.

. S0z konusu asillenmemis girelin fragmenti ve bunun farmasétik olarak uygun tuzlarnlnl,

intravendz, subkiitandz, transdermal, oral, bukkal, sublingual, nazal ve inhalasyondan
olusan gruptan segilen bir yol araclilyla uyguland@ldistemler 1 ila 3'ten birine gére
kullanmLin asillenmemis girelin fragmentleri ve bunlar(nl tuzu.

. Yikselmis girelin seviyelerinin yiikselmis dolagsan girelin seviyeleri oldugu, istemler 1 ila

4ten birine gore kullanmOLin asillenmemis girelin fragmentleri ve bunlarnl tuzu.

. Istemler 1 ila 5'ten birine gdre kullani icin asillenmemis girelin fragmentleri ve bunlar@

tuzu olup, burada hasta

- sujeden dolasan girelininin bir seviyesinin belirlenmesi, ve
- dolasan girelin seviyesinin yikselip yiikselmedigini ileten bilginin elde edilmesi icin
dolasan girelinin bir referans seviyesine en azlbdan kisini olarak bagdl$ekilde dolasan

girelinin seviyesinin iglenmesi ile teshis edilmektedir.
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TARIFNAME

PRADER-WILLI SENDROMUNUN TEDAVISINDE KULLANIMA YONELIK
ASILLENMEMIS GIRELIN FRAGMENTLERI

TEKNiK ALAN

Bu bulusg, bir sujede girelin seviyelerinin ve/veya girelin/asillenmemis girelin oraninlnl modiile
edilmesi icin asillenmemis girelinin, bunun fragmentlerinin ve/veya analoglarlnl kullanm e
ilgilidir, burada bu tir medilasyon sujeye faydalCblmaktadltl Bu bulus, bir sujede girelin
seviyelerini ve girelin/asillenmemis girelin oranlCmodiile eden asillenmemis girelin, bunun
fragmentleri ve/veya analoglarlnliceren bilegim ile ilgilidir, burada bu tir modiilasyon sujeye
faydalColmaktadlrl Bulusg, ayrich asillenmemis girelinin uygulanmasinh yanlflverebilen ve/veya
bundan faydalanabilen bir sujeninin belirlenmesi icin biyoisaretleyiciler olarak girelin seviyesi

ve/veya girelin/asillenmemig girelin orannlnl kullanmOle ilgilidir.

ONCEKI TEKNIK

Girelin (ayrlch, Tasillenmis girelin” olarak ifade edilmektedir veya "“AG"” olarak
klsaltlhaktadlr}, sichn midesinden saflastclldn ve belirlenen ve Ser3 kallkis[iizerinde bir n-
oktanoil modifkasyonu varlldliyla karakterize edilen bir 28 amino asitli peptiddir (Ref. 1).
Girelinin asillenmesi, enzim girelin O-asil transferaz (GOAT) ile katalizlenmektedir. GOAT'[
ekspresyonu codunlukla midede ve bagl$aktadir]l Girelin, blylime hormonu (GH) salgC]
uyarlclsl reseptoriiniin (GHSR-1a) endojen ligand(dlc] (Refler. 2, 3). Girelin, gldh allmhnl]
uyaran ve enerji masrafilCinodiile eden bir etkili oreksijenik faktdr olarak yayghl bir sekilde
su an tanlhlanmaktadld (Refler, 4, 5 ve 6). Cevresel seviyede, Girelin, glikoz ve lipid
metabolizmashlkegile eden kendi temel fizyolojik eylemini muhtemelen uygulamaktadlr]
(Ref. 7). Aslinba, girelin bir diyabetik eyleme sahiptir (Ref. 8) ve glikoz-uyarlthls! insilin
salglsnlbastlrinaktadrl ve glikoz toleransinl bozmaktadlrl (Ref. 9). Bu sekilde, ylikselmig
plazma girelini, divabet ve obezite gibi metabolizma ve bhiylimenin belirli rahatsZlklarila
ilgilidir. Yikselmis plazma girelin seviyeleri, Prader-Willi Sendromu’na (PWS) sahip yetiskinler
ve cocuklar arasinda gosterilmistir (Ref. 10 ve 11). PWS, GH eksiklidine sahip ¢ogu hastayla
iliskilendirilen bir genetik obezite sendromudur. PWS’li cocuklar, bir doymaz istahla birlikte bir
hiZICkilo kaybhlsunmaktadlr] PWS'de girelininin gelisimi (zerindeki callsmalar, PWS'de
gbzlemlenen hiperfajinin girelininin bilinen oreksijenik etkisi ile tutarl(d ylikselmis girelin

seviyeleri ile pozitif olarak iligkilendirildigi dnemli bir temel saglamstlicl(Ref. 12).
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Asillenmemis girelin (ayrlcd “desasil girelin” olarak ifade edilmektedir veya “UAG" olarak
kSaltIhaktadl), girelinin asillenmemis bicimidir. Plazma ve dokudaki kendi konsantrasyonu
girelin ile karsl3strldiginda daha yiiksektir. UAG, fizyolojik konsantrasyonlarda sadece
bilinen girelin reseptérii GHSR-1a’y[badlamada basarsSIzloldugundan ve GH salglsInda hicbir
fizyolojik etkiye sahip olmad@ndan dolayChicbir fizyolojik role sahip olmayan bir (riin olarak
uzun sire daginulmistir (Ref. 15). Bununla birlikte, UAG, biyolojik olarak aktif peptiddir,
ozellikle metabolik seviyede ve kendi uygulamasintla glda allminlnl azalmasiyla ve gastrik
bosaltmanil ertelenmesiyle bir negatif enerji dengesini indikledigi gdsterilmistir (Ref. 16).
Farede UAG'nin astlékspresyonu, insilin hassasiyeti ve glikoz toleransOle yag birikiminde bir

azalmayla sonuglanmaktadtl{Refler. 16 ve 17).

UAG, saglKlOgoénillilerde, beraberinde uygulandi@inda, girelinin hiperglisemik etkilerini
onledigi gosterilmistir. ¢zellikle referans ile kendi 6zlinde buraya dahil edilen, U.S. Patenti
7,825,090 sayllpatent dokimanhb baknlzl Bu baslanglcl gézlemi, UAG'nin anti-diyabetik
potansiyel lizerinde birkag rapor ile takip edildi (Refler. 18, 19, 30, 31 ve 32).

In vitro, in vivo ve klinik kanfE] UAG'nin saglklOgondllilerde ve GH-eksikligine sahip
hastalarda girelinin diyabetojenik etkilerini 6nledigini gostermektedir (Refler. 18 ve 19). Bu,
insan hepatositleri taraflndan hem bazal hem de girelin-indiklenmis glikozu inhibe etmektedir
{Ref. 31). Skhnlarda, UAG, glikoza yanBolarak portal inslini gelistirmektedir (Ref. 32) ve
UAG'yi aslfT&ksprese eden transjenik farelerde gézlemlendidi gibi yad birikmesi ve trigliserid
seviyelerini azaltmaktadlcl(Ref. 16). 7n vifro, UAG, insllinom hiicrelerinden insiilin salgsInlC]
stimile etmektedir (Ref. 32) ve proliferasyonu tesvik etmektedir ve beta hicrelerinin

apoptozunu inhibe edilmektedir (Ref. 33).

UAG’nin, bunun fragmentleri ve analoglaridl anti-diyabetojenik etkileri ve girelin-antagonize
edici etkileri U.S. Patent Numaras[¥,485,620; U.S. Patent Numaras[(B,222,217; U.S. Patent
Numaras[8,318,664 ve WO 2008/145749 numarallpatentte rapor edilmistir.

Dolasan anjiyojenik hiicreler (CAC) (izerindeki mevcut deneyler, UAG'nin tip 2 diyabetli
hastalarClolumsuz etkiledigi bilinen vaskiler yeni bigimlendirme prosesini faydalColarak
etkiledigini gdstermektedir. CAC Uzerinde UAG'nin etkileri, U.S. Patent Basvuru Seri Numaras[d
2010/0016226 ve WO 2009/150214te rapor edildi.

Obez fare ve insanlar, obezitenin bir goéreceli UAG eksikligi ile korelasyon halinde
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olabildigini gbstererek, normal kilodaki sujelerden daha diusik UAG seviyeleri gosterdigi rapor
edilmistir (Refler. 34, 35 ve 21). Insiiline direncli obez sujelerin, insiiline hassas obez sujeler
ile karsl@stldGnda bir yiikselmis AG/UAG orania sahip oldugu gézlemlenmistir (Refler. 20
ve 22).

Girelin ve GHS-RYi (yani, girelin antagonistleri) hedefleyen tedaviler, obezite ve diger
durumlar, girelinle iligkilendirilen rahatsZlklar ve hastalklara karsCsavasmak igin etkili
farmakolojik yollar olarak énerilmistir. Birgok GHS-R ligandlar( Ve obezite karsklaglar dnerildi
(Ref. 24). Girelin, girelin enantiomerleri ve girelin asil-transferaz (GOAT) inhibisyonuna kars(d
antikorlarOndikleyen dider farmakolojik yaklashilar (Ref. 25) arastIhmstid ancak, etkililik
eksikligi, segici olmamasOve sirdirilen kilonun eksikliginden dolay[] bu farmakolojik

yaklaglnhlar heniiz piyasaya ulagmamlstiri(Ref. 26).

Bu ylizden, sujelerde dolasan girelin seviyelerinin ve/veya dolasan girelin/asillenmemis girelin
oran@@ modiile edilmesinin etkili ve daha dodrudan bir yoluna teknikte bir ihtiyag
bulunmaktad(t) burada bu tlr modiilasyon, sujeye ve girelin seviyeleri ve girelin/asillenmemis
girelin oran@d modilasyonundan faydalanabilen bu sujelerin belirlenmesinde daha etkili

yollar igin faydal(dlr]

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Bulusg, ylkselmis girelin seviyelerine sahip, &zellikle yiikselmis dolasan girelin seviyelerine
sahip bir sujede Prader-Willi Sendromunun tedavisinde kullanm icin SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 6'da belirtildigi gibi veya SEKANS KIMLIK NUMARASI: 25'te belirtildigi gibi
peptidden olusan asillenmemis girelinin fragmentini ve bunun farmasétik olarak uygun
tuzunu sadlamaktadl] Bulus, ylkselmis girelin seviyelerine sahip bir sujede Prader-Willi
Sendromu’nun tedavisinde kullanlm icin asillenmemis girelin fragmentleri ve bunun tuzunu
saglamaktadl] burada yaklaslkl 0.001 pg/kg ila yaklaskl 10 mg/kg, daha tercihen yaklaslkl 1
ng/kg ila yaklaskkl 1 mg/kg sdz konusu asillenmemis girelin fragmentinin ve tuzun etkili bir
miktar@lnl uygulanmashlicermektedir.

Bulusa gore, sdz konusu asillenmemis girelin fragmenti ve bunun farmasétik olarak uygun
tuzlardintravendz, subkiitanoz, transdermal, oral, bukkal, sublingual, nazal ve inhalasyondan

olusan gruptan secilen bir yolla uygulanabilmektedir.

Bulug, ayrich yikselmis girelin seviyelerine sahip bir sujede Prader-Willi Sendromu’nun
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tedavisinde kullanm@ icin SEKANS KIMLIK NUMARASI: 6'da belirtildigi gibi veya SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 25'te belirtildigi gibi peptidden olusan asillenmemis girelin fragmentleri

ve bunun bir farmasotik olarak uygun tuzunu saglamaktad(t] burada hasta

- sujeden dolasan girelin seviyesinin tespit edilmesiyle, ve
- dolasan girelin seviyesinin yiikselip ylikselmedidini ileten bilgiyi tliretmek icin dolasan
girelinin bir referans seviyesine en azldan k[Smi olarak baglCkekilde dolasan girelinin

seviyesinin islenmesi ile belirlenmektedir.

SEKILLERIN KISA ACIKLAMASI

Sekil 1, meveut bulusun bir yapllandkinasinb gére, Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM) iceren
bir callsima protokoliiniin bir sematik temsilidir. SBM, Standart KahvaltCYemedi'ni ifade
etmektedir.

Sekiller 2A ve 2B, T2DM sujelerinde AG serum seviyeleri (izerinde UAG inflizyonunun
etkisini gdsteren grafiklerdir. Sekiller 2A'da, pg/ml olarak AG serum seviyeleri, SBM'den
bir saat dnce ve sonra plasebo veya UAG uygulamalar@dakiben olguldi. Sekiller 2B'de,
pg/ml olarak UAG serum seviyeleri, SBM'den bir saat dnce ve sonra plasebo veya UAG
uygulamalarlfakiben élgulda.

Sekiller 3A ve 3B, bir sirekli glikoz izleme cihaz[LJCGMS® iPro™ Sirekli Glikoz Okuyucu,
Medtronic trading. Hollanda) ile &lgildiigu gibi T2DM sujelerinde ortalama post-prandiyal
glikoz seviyelerini gdsteren grafiklerdir. Sekil 3A, SBM ve arddan plasebo, UAG 3
mcg(mikrogram)/kg/sa ve UAG 10 mcg/kg/sa inflizyonlarbkdan sonra ortalama mutlak
glikoz seviyelerini gistermektedir. Tekrarlanan dlgimler ANOVA p<0.0001; Bonferroni'nin
Coklu Karsl3dstlirimalarCplaseboya karsCB mcg NS; plaseboya kars[10 mcg p<0.001; 3
mcg’ye kars[110 mcg p<0.001. Sekil 3B, Ug¢ islem gdrmis grup igin ortalama t0-t180
glikoz seviyelerini gbstermektedir.

Sekiller 4A ve 4B, T2DM sujelerinde ortalama post-prandiyal glikoz seviyelerini gosteren
grafiklerdir. Sekil 4A, plasebo, UAG 3 mcg/kg/sa ve UAG 10 mcg/kg/sa inflzyonlarnl]
takiben yemek oncesi referans cizgisinden glikoz seviyelerindeki dedisimi g&stermektedir.
Tekrarlanan o&lclimler ANOVA p<0.0001; Sonferroni'nin Coklu KarslastirmalarCplaseboya
kars[3 mcg p<0.001; plaseboya kars[10 mcg p<0.001; 3 mcg'ye kars[10 mcg p<0.05.
Sekil 4B, (g islem gbérmis grup icin ortalama t0-t180 glikoz seviyelerini gostermektedir.
Sekiller 5A ve 5B, plasebo, UAG 3 mcg/kg/sa ve UAG 10 mcg/kg/sa infizyonlarhldakiben
callshnand sekiz sujesinde SBM’den sonra pik plazma glikoz seviyelerini gosteren

grafiklerdir. Wilcoxon uyumlu-giftler eglestirilmis dizi testi; *: 10 mcg'ye kars[Placebo,
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p<0.05.

Sekiller 6A, 6B ve 6C, aclkl bazal AG ve/veya UAG konsantrasyonlarCdve UAG
uygulamasb glisemik yan[larasidaki bir korelasyonun varl@inlCgosteren grafiklerdir.
Sekil 6A'daki grafik, SBM'den sonra aglkl bazal AG seviyeleri ve pik glikoz seviyelerindeki
dedisimi (UAG'ye Kkars[d plasebo uygulamasl] takiben) arasiidaki korelasyonu
gostermektedir. Sekil 6B'deki grafik, iPro sirekli glikoz 6lclimleri kullanldrak SBM'den
sonra aglkl bazal AG seviyeleri ve AUC glikoz seviyelerindeki degisimi (UAG'ye kars(]
plasebo uygulamasinlltakiben) arasindaki korelasyonu gostermektedir. Sekil 6C'deki
grafik, iPro sirekli glikoz dlglimleri kullanldrak SBM'den sonra UAG seviyeleri (izerinden
aclkl bazal AG'nin oranCve AUC glikoz seviyelerindeki degisim (UAG'ye karsCplasebo
uygulamas[olfakiben) arasibdaki korelasyonu gostermektedir.

Sekil 7A, mevcut bulusun baska bir yapl@ndirinasibh gdére T2DM sujelerinde
Hiperinsiilinemik-Oglisemik Y@M ¢alSina protokoliiniin sematik bir temsilidir.

Sekil 7B, Sekil 7A’da sematik hale getirildigi gibi protokol slthsida M-indeksi, insilin
hassasiyetinin yansimasihb bagdlCblarak UAG'nin etkilerini gésteren bir grafiktir. Referans
gizgisinden M-indeksinin degisimi, plasebo ve UAG infiizyonlarlodan sonra dlglldii. *:
p<0.05, Tek u¢lu Mann Whitney testi.

Sekiller 7C ve 7D, T2DM sujelerinde bazal AG seviyeleri lzerinde bir kish UAG
inflzyonunun etkilerini gésteren grafiklerdir. Sekil 7C, UAG inflizyonu ve ardlodan 2.5
saatlik UAG infuzyonu oncesinde dolasan AG seviyelerini gdstermektedir. Sekil 7D, 2.5
saatlik UAG inflizyonundan (6glen 12:00'de [AG] seviyesi - sabah 9:30'da [AG] seviyeleri)
sonra referans c¢izgisinden AG dedisimini gdstermektedir. Wilcoxon uyumlu-giftler
eslestirilmis dizi testi; *: p<0.05; **: p<0.01.

Sekil 8, gdsterilen callsina periyodu Gzerinden AG-indiklenmis glda allmh[Tizerine siklik
UAG fragmentinin (6-13) etkilerini gdsteren bir grafiktir. *p<0.001: Kruskal-Wallis Tek
Yollu ANOVA. Gruplar arasdaki farklklar Dunn testi ile dederlendirildi.

AYRINTILI ACIKLAMA

Mevcut bulus, sadece bunlarla shltiCdolmamak kaydila, bulus sahipleri taraflidan UAG
uygulamasibiml T2DM’li sujelerde dolasan AG'nin  seviyelerini azaltt@d bulgulardan
kaynaklanmaktadlt] Mevcut bulus, ayrlch bazal AG'nin seviyeleri daha yuiksek oldukga,
ornedin obezite, hiperglisemi, insilin direnci, yag birikmesi, hiperfaji, insilin direnciyle
iligkilendirilen obezite gibi AG seviyeleri ile iligkilendirilen zararlCetkilerin azaltlhasClve AG
seviyelerinin azaltlthasioda UAG'nin etkilerinin daha onemli olduguna dair bulgulardan

kaynaklanmaktad(t] Bulus sahipleri, dolasan AG/UAG'nin oran[Haha yiksek oldukga, bu tir
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oranl azalmaska ve AG/UAG oranlle iliskilendirilen zararlC&tkilerin bastiIhastda UAGnin
daha etkili oldugunu bulmuslard[r]

Bu bakimidan, dolasan AG seviyeleri ve dolasan AG/UAG oranlnl her biri, sujenin UAG'nin
uygulanmasibh vyanfl olma ve/veya bundan faydalanma ihtimalinin belirlenmesi icin
biyoisaretleyiciler olarak kullanIdbilmektedir. Bu biyoisaretleyiciler bu ylizden sadece bunlarla
shlfll] olmamak kaydila obezite, diyabet, insilin direnci, Prader-Willi, hiperfaji ve
hipergirelinemi gibi bir durumdan rahatslzlolan sujelerin bir popilasyonu iginde belirlenmesi
icin  kullanl3dbilmektedir, sujelerin UAG uygulamashh yan@ vermesi ve/veya bundan
faydalanmalarCimuhtemeldir. Bir sujede dolasan AG seviyeleri daha yilksek oldukca ve/veya
dolasan AG/UAG oran[dlaha yiiksek oldukga, bu sujenin UAGnin uygulanmashbh yanflolmas]

ve/veya bundan faydalanmasldaha fazla olas(dlrl

Simdiye kadar, c¢allShalar, UAG'nin drnegdin glikoz ve instlin metabolizmalarOdzerinde
girelinin gevresel eylemlerini etkisiz hale getirdigini raporlamBtE]l Mevcut gallsina, UAG'nin
uygulanmasChyrlch dolasan girelin seviyelerini bastlcdi@ birinci kanflsaglamaktadtlve AG
seviyeleri tarafldan ve/veya AG/UAG oranQarafddan etkilenen metabolik parametrelerin
gelistirilmesinde UAG'nin etkililigi ve dolasan AG'nin seviyesi arasiodaki bir korelasyonunun
varl@nlnl birinci kanfhlZaglamaktadt]

Burada sunulan saskilcl]gdsterimleri, uygulamalarl ve asillenmemis girelininin, AG
seviyelerinden ve/veya AG/UAG oranlidan kaynaklanan durumlaril kolaylastrlifhas(]
iyilestirilmesi  ve/veya tedavisini icermesi amachda kullanlabildigi gdstergelerin
genisletiimesine olanak sadlamaktadlc] Bu gosterimler, uygulamalarinl ve asillenmemis
girelininin, yikselmis AG seviyelerinden ve/veya yikselmis AG/UAG ocranhdan kaynaklanan
durumlar@ kolaylasttIthas[diyilestiriimesi ve/veya tedavisini icermesi amaclya kullan@hildidi
gostergelerin genisletiimesine olanak sadlamaktad(r]l Burada kullanld@gibi, “ylkselmis AG
seviye(ler)i” ifadesi, normal ve/veya saglkllujelerde gdzlemlenen AG seviyesi Uzerinde
dolasan AG'nin bir seviyesini ifade etmektedir. Baz[duygulamalarda, “yiikselmis AG
seviye(ler)i” ifadesi, AG ile iliskilendirilen bir veya daha fazla zararl(fizyolojik semptomlarda
bir sujede gérindgii, sirdirildidl veya kotl hale getirildigi dolasan AG'nin bir seviyesini

ifade etmektedir.

Burada kullanlidi§lgibi, “ylkselmis AG/UAG seviye(ler)i” ifadesi, normal vefveya sadlkl[]
sujelerde gozlemlenen AG/UAG oranldl Uzerinde dolasan AG/UAGnin bir cranmblClifade
etmektedir. Baz[Juygulamalarda, “yikselmis AG/UAG oranl] ifadesi, AG/UAG oranUlile

6
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iliskilendirilen bir veya daha fazla fizyolojik semptomlarld bir sujede goriindidlu veya

surdirtldiagi veya kot hale getirildigi dolasan AG/UAG'nin bir oranlhlifade etmektedir.

Bircok faktdr, normal sujede girelin ve asillenmemis girelinin dolasim seviyelerini
etkileyebildigi anlaslhaktadltl Bu tiir faktorlerin drnekleri, sadece bunlarla sdCblmamak
kaydlyla, cinsiyet, yas, fithes, vicut kitle indeksi (BMI), yeme allskanlKklar(d vb.'ni

icermektedir.

Burada kullanld@gibi, “girelinin inhibisyonu” ifadesi, girelin seviyelerinde bir azalmadan
vefveya kendi biyolojik aktivitenin bir bozulmasibdan meydana gelen girelinin biyolojik

aktivitesinin bir bozulmashlOFade etmektedir.

Teknikte uzman bir kisi, bir sujede AG ve UAG seviyelerinin ol¢tlmesi icin teknikler ve tahliller
ile bilindik olacaktt] Bu tiir teknikler 4-(2-aminoetil)benzensulfonil florir hidrokloriir (AEBSF)
veya proteaz inhibitrlerinin diger kokteyli gibi proteaz inhibitdrlerinin kullanmhlbulunduran

teknikleri igerebilmektedir.

Bu yapl@ndirnan(dl bir uygulamasibda, bir cbez suje, sdz konusu suje icin normal kiledan
ortalama olarak %20, ortalama olarak %25, ortalama olarak %30 veya daha fazla bir viicut
agdginh sahip olmasUile karakterize edilmektedir. Normal viicut agligl] ornedin AG
seviyeleri normal oldugunda ve/veya AG/UAG oran[hormal oldudunda gibi énceki bir noktada
sujenin agMigninl bir karsldstifmasOlile, veya benzer bir yas ve/veya durumun diger
sujelerinin ortalamasCile karsldstrithas[Cgibi sujenin AG seviyeleri ve/veya AG/UAG oran(nlnl
bir karsl@stlrinaslile belirlenebilmektedir.

Bu yapIandtinanl dider bir uygulamaska, bir astlkilolu suje, séz konusu suje icin normal
viicut addigindan ortalama olarak %5ten daha fazla ila ortalama olarak %20 daha fazla
viicut agd@lile karakterize edilmektedir. Normal viicut agiglJornegin AG seviyeleri normal
oldugunda vefveya AG/UAG oran[dnormal oldudunda gibi &nceki bir noktada sujenin
agrdgnn bir karsl@stitnasCile, veya benzer bir yas vefveya durumun dider sujelerinin
ortalamasCile karslastrlihas(gjibi AG seviyeleri vefveya AG/UAG oranlnlnl bir karsldstrinas(]

ile belirlenebilmektedir.

Bu yapl@andirianil dider bir uygulamasihida, bir normal suje, sz konusu suje igin normal
vicut aglidindan ortalama olarak %5%en daha fazla ila ortalama olarak %5ten daha az

vicut agd@hle karakterize edilmektedir. Normal viicut agHGlJornedin AG seviyeleri normal
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oldujunda vef/veya AG/UAG oranOnormal oldugunda gibi 6nceki bir zaman noktashda
sujenin agrligininl bir karsldstirmasClile, veya benzer bir yas vefveya durumun diger
sujelerinin ortalamalarCile karslastdd[@gibi AG seviyeleri ve/veya AG/UAG oran@minl bir
karsldstlrmasile belirlenebilmektedir. Bir normal kiloda suje, 19 ila 22 ortalama aralldnda
bir BMI'ya sahip olabilmektedir.

Aksi belirtiimedigi takdirde, burada kullan0an tiim teknik ve bilimsel terimler, bulusun
stirdiigil teknikteki uzman bir kisi tarafindan yayghnl bir sekilde agkland@lgibi aynCanlama
sahiptir.

i) Asillenmemis girelin, ve fragmentler

Terimler “asillenmemis girelin”, “dez-asil girelin” ve “UAG" kEaltmashda, amino asit
sekansmnl asagdbki oldugu SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1'de belirtilen amino asit sekansa

sahip peptidler anlamb gelmesi amaglanmaktad[tl

Gly-Ser-5er-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-GIn-Arg-Val-GIn-GIn-Arg-Lys-Glu-Ser-
Lys-Lys-Pro-Pro-Ala-Lys-Leu-GIn-Pro-Arg (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1)

Asillenmemis girelin UAG {1-28) olarak da ifade edilebilmektedir.

“Peptid”, “polipeptid” veya “protein”, uzunluk veya post-translasyon modifikasyonu (6rn.,
glikosilat veya fosforilasyon) veya kimyasal modifikasyonuna baklItaksEInl herhangi bir
aminoc asitlerin zinciri veya D-Tri. ornitin, amino-adipik asit gibi dogal olmayan veya
olagandisI ] amino asit icerenler anlamib gelmektedir. Terimler, mevcut bagvuruda
degistirilebilir bir bicimde kullanthaktad(t

“Fragmentler” ve “bunun fragmentlerinin” ekspresyonlarLJJAG gibi bir peptidin amino asit

fragmentlerini ifade etmektedir.

UAG'nin fragmentleri, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1’de gosterilen amino asit sekansbidan
daha klshdlt) bu ylzden 28 amino asit kallklslndan daha kisddirl UAG'nin fragmentleri bu
ylzden 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9,8, 7,6, 5
veya 4 amino asit kaltB[Juzunlugunda olabilmektedir. Ornedin, UAG'nin fragmentleri,

asag(daki Tablo 1'de gdsterilen amino asit sekanslarbb sahip olabilmektedir:
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Tablo 1:

Fragment |SEKANS Amino Asit Sekans(]
KiMLiK
NUMARASI:
UAG (1-14) |2 Gly-Ser-Ser-Phe-Leu-Ser-Pro-Gly-His-Bin-Arg:
Val-Gin-Gin

UAG (1-18) |3 Gly-Ser-Ser-Phe-Leu-8er-Pro-Glu-His-Gin-Arg-
Val-Gin-Gin-Arg-Lys-Glu-Ser

UAG (1-5) 4 Gly-Ser-Ser-Phe-Leu

UAG (17-28) |5 Giu-Ser-Lys-Lys-Pro-Pro-Ala-Lys-Lau-Gin-Pro-
Arg

UAG (6-13) 6 Ser-Pro-Glu-His-GIn-Arg-Val-Gin

UAG (8-13) 7 Glu-His-GIn-Arg-Val-GIn

UAG (8-12) 8 Glu-His-GIn-Arg-Val

UAG (6-18) |9 Ser-Pro-Glu-His-Gin-Arg-Vak-Gln-Gin-Arg-Lys-
Glu-Ser

UAG (8-11) |10 Glu-His-Gln-Arg

UAG (9-12) |11 His-GIn-Arg-Val

UAG (9-11) |29 His-Gln-Arg

UAG (14-1) 130 Gln Gin Val Arg Gin His Glu Pro Ser Leu Phe
Ser Ser Gly

Baz[LAG fragmentleri U.S. Patent Numaras[(8,222,217; U.S. Patent Numaras(8,318,664 ve
WO0/2008/145749 numaralOpatent dokimanida bildirilmistir, burada UAG'nin biyolojik
aktivitesini siirdiirmesi icin en kiiciilk UAG fragmentinin, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 11
olarak burada gdsterilen UAG (9-12) oldugu agklanmst(r]

Bulusun bir birinci yaplandEnasihda, UAGnin fragmenti SEKANS KIMLIK NUMARASI: 6
olarak belirtildigi gibi UAG (6-13)tiir.

Bir yapland(tinada, UAG, bunun fragmentleri veya analoglar(gibi polipeptidler “saflastilh 5T,
“izole edilmis” veya “bilylk oranda saf” biciminde kullanlmhaktadlr] Polipeptidler, bunlara
dogal olarak eglik eden bilesenlerden ayrldKlarhba “saflastfthisY, “izole” veya “biyiik
oranda saf”lardir] Tipik olarak, bir bilesik, bir numunedeki toplam malzemenin adldkta en az
%60, %65, %70, %75, %80, %85, %90, %95, %96, %97, %98, veya %9%u oldugunda

saftlrl

Mevcut bulusa gore belirli peptidler, Nor C-ucu bastan sona bagdlanacak sekilde siklik bigcimde
olabilmektedir. Bu tir peptid tirevleri, diz zincir molekiillerden c¢ember bilesiklere
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ddnismemis peptidlere gore gelismis stabilite ve biyoyararlanba sahip olabilmektedir.

Siklik peptidlerin érnekleri sunlarOgermektedir: siklik UAG (1-14), siklik UAG (1-18), siklik
UAG (17-28), siklik UAG (6-13), siklik UAG (8-13), siklik UAG (B8-12), siklik UAG (8-11), siklik
UAG (9-12) ve siklik UAG (9-11).

Bulusun diger yap[@ndFinashda, UAGnin fragmenti SEKANS KIMLIK NUMARASI: 25 olarak
belirtildigi gibi siklik UAG (6-13)'tiir.

Peptidlerin diz zincir molekillerden cember bilesiklere donistirilmesine yonelik yontemler
teknikte iyi bilinmektedir ve 6rnegin buna iki yan zincir fonksiyonel gruplarCarasida disulfit
bag olusumu, bir yan zincir fonksiyonel grup ve omurga a-amino veya karboksil fonksiyonu
arasndaki amid veya ester bag olusumu, iki yan zincir fonksiyonel grup arasitda amid veya
ester bag olusumu veya omurga a-amino ve karboksil fonksiyonlarOarashida amid bag
olusumu ile ulagldbilmektedir. Bu siklizasyon reaksiyonlar[d¢dzeltide ylksek sulandifinada
geleneksel olarak yiritilmistir. Peptid recineye eklenirken, siklizasyona yayghl bir sekilde
ulaghaktadl) Bir kat[Hestek Gzerinde siklik peptidlerin sentezlenmesine yodnelik en yaygld
yollardan biri, regineye bir amino asit yan zincirinin eklenmesiyle olmaktadlr] Uygun koruma
stratejileri kullanldrak, C- ve N-ucunun, zincir diizenlemesinden sonra regine (zerinde segici
bir gekilde koruyucu grubu uzaklastiIabilmektedir ve diz zincir molekilllerden c¢ember
bilesiklere donistiralebilmektedir. Bu strateji yaygl bir sekilde kullanlhaktadll ve tert-
butiloksikarbonil (Boc) veya S-florenilmetoksikarbonil (Fmoc) protokolleri ile uyumludur.
Bununla birlikte, katCdeste§e eklenmesi icin uygun yan zincir fonksiyonelligi iceren peptidler
ile shirfandirIhaktadle]l Birgok yaklasim, siklik peptidlerin etkili sentezine ulasmak igin
kullanldbilmektedir. Siklik peptidlerin sentezlenmesi igin bir prosedir, regineden eszamanll]
yarlha ile siklizasyona dayanmaktad(tl Bir uygun peptid sekans(tecine uzerindeki kat[(Faz
sentezi ile birlestirildikten veya bir dodrusal sekans recineye eklendikten sonra, koruyucu
grubu uzaklastitlan amino grup, korunan siklik peptidlerini tretmek igin kendi baglama aktif
baglantisl1ile reaksiyona girebilmektedir. Genel olarak, bir nihai koruyucu grubun
uzaklastfihasCad o [Jhedef siklik peptidi vermesi icin gereklidir.

Siklizasyonun bir bigimi olan laktamazasyon, Fmoc sentezi kullan@@rak bir laktam k&prUsi
olusturmak icin gerceklestirilebilmektedir, lateral zincirlerde farklCkoruyucu gruplara sahip
amino asitler, drnegin, sadece bunlarla shlfllC]olmamak kaydila heta esterdeki (veya
glutamik asit igin gama ester) alil ester ile korunan aspartik asit (veya glutamik) ve N-g'de

aliloksi karbamat ile korunan lizine uygulanabilmektedir. Sentezin sonunda, aspartik asit ve
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lizinin Allok, alil ve allok koruyucu gruplarbdan farklCFmoc, Boc veya dider koruyucu grup ile
korunan peptidin N-ucu, laktam koprisini Gretmek igin PyAOP (7-Azabenzotriazol-1-
iloksitris(pirolidino) fosfonyum-hekzaflorofosfat) kullan@@rak siklizasyon ile takip edilen

ornegin palladyum (0) ile koruyucu grup uzaklastrTdbilmektedir.

Aksi belirtiimedigi durumda, burada isimlendirilen bir amino asit L-formunu ifade etmektedir.
Teknikte daha iyi bilinen ksaltmalar sola donen amino asitleri (L-amino asitler veya L veya L-
formu) ve saga dénen amino asitler (D-amino asitler veya D veya D-formu), Alanin (Ala veya
A), Arjinin (Arg veya R), Asparajin (Asn veya N), Aspartik asit (Asp veya D), Sistein (Cys veya
C), Glutamik asit (Glu veya E), Glutamin (Gin veya Q), Glisin {Gly veya G), Histidin (His veya
H), Izoldsin (Ile veya I), Losin (Leu veya L), Lisin (Lys veya K), Metiyonin (Met veya M),
Fenilalanin (Phe veya F), Pirolin (Pro veya P), Serin (Ser veya S), Teronin (Thr veya T),
Triptofan {Trp veya W), Tirozin (Tyr veya Y) ve Valin (Val veya V) iceren amino asitleri
acklamak icin kullanl3caktl] Natif peptid sekansUicindeki bir L-amino asit kalbksl]sadece
bunlarla shlfllClolmamak kaydida, 4-hidroksipirolin veya hidroksilizin veya P-alanin veya
homoserin gibi bir protein olmayan amino asit gibi karslkl gelen D-amino asitleri, nadir
amino asitlerden herhangi biri veya proteinlerde vaygld bir sekilde bulunan 20-L amino

asitlerinin herhangi birine degistirilebilmektedir.

Bulusun belirli yonleri UAG polintkleotidlerini kullanmaktad[r]l Bunlar, uygulamada tanlmlanan

UAG polipeptidleri, fragmentleri ve analoglarodlayan izole polinikleotidleri icermektedir.

Burada kullanld@Lgibi, “poliniiklectid”, birden cok deoksiriboniikleotidleri veya niikleozid
altbirimlerinden olusan bir molekill ifade etmektedir. Nikleozid altbirimler arasHaki
baglantCIfosfatlar, fosfonatlar, fosforamidatlar, fosforotiyoatlar veya benzerleri tarafindan
veya peptid nikleik asitlerde (PNAlar) kullanl@n peptoid-tipi badlant@@r gibi teknikte
bilididinden dolay[Fosfat olmayan gruplar tarafibidan sadlanabilmektedir. Baglaylcl ruplar
kiral veya akiral olabilmektedir. Oligonikleotidler veya polinikleotidler, yiiz veya bin
niikleozid altbirimlerine 2 nikleozid altbirimlerinden uzunluk aral@nda olabilmektedir.
Oligonilkleotidler tercihen 5 ila 100 altbirim uzunludu ve daha tercihen 5 ila 60 altbirim
uzunlugunda iken, polintikleotid uzunlugu daha bliyiik olabilmektedir (6rn., 100’e kadar).
Polinukleotid DNA ve RNA'dan herhangi biri olabilmektedir. DNA, genomik DNA, bir genomik
DNA kitlphanesi, bir hiicre veya dokudan tiiretilen cDNA ve sentetik DNA'nlnl herhangi bir
bigiminde olabilmektedir. Buna ek olarak, mevcut bulug, belirli yodnlerde, bakteriyofaj,

plazmid, kozmid veya fajimid igeren vektorleri kullanmaktadlcl
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Mevcut bulusun polipeptidlerine referans olarak “biyolojik aktivite” veya “biyolojik 6zellik”
veya “aktivite” terimi, degistirilebilir bir bicimde burada kullanltaktadlll ve bulusun
polipeptidlerinin farmakolojik, biyolojik veya hiicresel yeterliklerini ancak sadece bunlarla
shifiCblmamak kaydlyla mevcut bulusta agklandIgl ibi UAG'nin biyolojik fonksiyonlarinda
UAG'nin yer degistirme kapasitesini, énegin sadece bunlarla shldCbimamak kaydiyla, AG'nin
modiile edilmesini; AG'nin inhibe edilmesini; dolasan AG seviyelerinin azalmashlJylikselmis
AG seviyelerinin azalmaslJdolasan AG/UAG oranfnlnl azalmas(nl1dolasan yukselmis AG/UAG
oraninlnl azalmashl;] AG seviyeleri vefveye AG/UAG seviyeleri taraflndan indiklenen
semptomlariil hafifletiimesini; dolagan AG ve/veya dolagsan AG/UAG oranClle iliskilendirilen
durumlard kolaylastitihashl]&nlenmesini ve/veya tedavi edilmesini ve yiikselmis dolasan
AG ve/veya ylkselmis dolasan AG/UAG oranle iligkilendirilen durumlarl kolaylastImas(nl 1

dnlenmesini ve/veya tedavi edilmesini ifade etmektedir.

UAG eylemleri fragmentler UAG (6-13) (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 6), UAG (8-13)
(SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7), UAG (8-12) (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 8), UAG (8-11)
{(SEKANS KIMLIK NUMARASI: 12), UAG (9-12) (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 11) ve UAG (9-
11) (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 29) ile korundugu onceden gosterilmistir. U.S. Patents
8,222,217 ve 8,318,664 numaralar[Jglikoz, insilin ve lipid metabolizmalarizerinde UAG'nin
tlim uzunlugunun aktivitesini bu fragmentlerin slrdirdigiini gdstermistir. UAG'nin (1-14)
(SEKANS KIMLIK NUMARASI: 3) ve isimlendirilen UAGTin (14-1) (SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 30) invers sekansbh sahip bir peptid, UAG fragmentlerini test eden deneylerde
bir negatif kontrol olarak kullanTALIUAG (8-11) (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10), UAG
aktivitelerini siirdlirmesi igin en kilicik UAG fragmenti olarak gosterildi. Burada sadlanan
sonuclar ayrlch UAG fragmentlerinin, UAG'nin (6-13) (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 6) ve
siklik UAGNIin (6-13) (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 25), UAGhin AG seviyelerini

azaltabilmesini ve AG/UAG oranl@zaltabilmesini stirdirdidiunl géstermektedir.

UAG, bunun fragmentleri ve/veya analoglar[JPrader-Willi Sendromu (PWS) ile iliskilendirilen
yukselmis AG seviyelerini azaltmak igin kullanlthaktadlrl] PWS'den muzdarip insanlar,
yavaslamsl gelisim, siddetli obezite ve bir doymaz istah skinktEIn gekmektedir. Onlarnl acl @]
hiperfajinin bir sonucu olarak erken 6lim{ engellemek icin glda elverisliliginin koruyucu
giglendirmesini genellikle gerektirecek sekilde gliglidir. Bu sujelerdeki AG konsantrasyonlar[]
normalden daha yiksektir. Hiperfaji ve AG seviyelerindeki artls] arasiodaki bu korelasyon,
AG'nin bilinen oreksijenik etkisi ile uyumludur. Burada mevcut veri, UAG'nin uygulanmasinlfl
PWS sujelerinde yiikselmis AG seviyelerini azaltabildigini gdstermektedir. Bulusun UAG

fragmentleri, kendi girelin seviyelerini daha normal/saglklCseviyelere azaltmak, acl@]
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engellemek vefveya bu rahats@@In dider gostergelerini hafifletmek icin  Prader-Willi
sendromlu hastalara yardmh etmek icin kullanl@bilmektedir. AG'deki bu azalman} agllkta ve
PWS ile iliskilendirilen yag kitlesinde bir sonraki indirgemede bir azalmaya ddniismesi

beklenmektedir.

Burada kullanId@lgibi, “hiperfaji” terimi, astlBclidlve agzl ile anormal sekilde katldrml
biiyik allbhid] ifade etmektedir. Hiperfajik durumlar Grnedin  Gglincli  ventrikiliin
gangliyositomasl,] hipotalmik astrositoma, Kleine-Levin Sendromu, Froehlich Sendromu,
Parkinson Hastall@Qibi merkezi sinir sistemi (CNS) rahatsEZKar[JPraeder-Willi Sendromu
gibi genetik rahatsizlklar, endise, major depresyon rahatsZl Gl dbipolar rahatsE QD depresif
faz[J mevsimsel etkili rahatsZk ve sizofreni gibi major psikiyatrik rahatszlKlar, delta-9
tetrahidrokannabinol, antidepresanlar ve néroleptikleri igeren psikotropik medikasyon ve
uyku apnesini iceren uyku rahatslzlklarCile iliskilendirilerek meydana gelebilmektedir.
Hiperfaji, depresyon, endise ve sizofreni gibi psikiyatrik rahatszlklarda

meydana gelebilmektedir.

Burada a¢Kland@igibi, “tedavi” terimi, hem terapdtik tedaviler hem de profilaktik élgiimleri
ifade etmektedir. Tedavi ihtiyacinda olanlar, rahatsizliga, hastallgh veya duruma zaten sahip
olanlarChatta onlenecek hastall] rahatszlkl veya duruma sahip kosuldakileri icermektedir.
Tedavi ihtiyacldda olanlar, rahatszlk] hastallkl veya durumun meydana geldigi ve sonraki
etkileri veya varalarOblakt@kisilerdir. Tedaviler ayrich, hastal@n, rahatsZ@ veya
durumun siddetinin hafifletiimesi ve tedavi edilmesi icin veya hastalldin, rahatsZIGInl veya
durumun meydana gelmesini veya tekrar olusmashlC®nlemek icin bir hastallk] bir rahatsZK
veya bir durum ile iligkilendirilen semptlmlarl gelistiriimesi veya hafifletiimesi, azaltItaslikin

etkili bir terépatik maddenin uygulanmashlifade etmektedir.

Callshalar, obez sujelerde bir diyet indiiklenmis ag[fkl kaybhltakiben bir yI@ kadar plazma
AG seviyelerinde bir sirekli artlslgostermistir (Refler. 28 ve 29). Bu sujelerdeki ylikselmis AG

seviyelerinin azalmas[, suje diyetteyken bdylece obezite niiksetmesini énleyebilmektedir.

Terdpatik ve/veya farmasotik kullanimhlar igin, burada tanmland@Lgibi polipeptidler, sadece
bunlarla sl blmamak kaydida, konvansiyonel yontemlere gére intraventz, subkutanoz,
transdermal, topikal, oral, bukkal, sublingual, nazal, inhalasyon, pulmoner veya parenteral
uygulama igin formiile edilebilmektedir. Intravendz enjeksiyon, bir konvansiyonel periyot
Uzerinden bolus veya infiizyon ile olabilmektedir. Burada tanmland@gibi polipeptidler,

ornedin bir icten veya dlstan hedef bdlgesine biyolistik taglma veya bir arterde bir bolgeye
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kateter ile bir sujede bir hedef bdlgeye dogrudan uygulanabilmektedir.

Bir yapI@ndlfinada, burada tanmlanan polipeptidler bir bolus olarak uygulanmaktadlt] Buna
uygun olarak, bu yaplandlrmaninl bir uygulamasinta, ilac tirevi yemek éncesi bir kapsul
olarak uygulanmaktadlt) burada kapsul etkili bir miktar UAG, bunun bir tuzunun bunun bir
fragmenti ve/veya bir analogunu icermektedir. Kapsil giinde bir, iki, (ic kere veya daha fazla

uygulanabilmektedir veya diger dozaj rejimlerine gére uygulanabilmektedir.

Uygun dozaj rejimleri, sadece bunlarla sifiCblmamak kaydlyla, dozlanan suje tarl, yas,
aglk) cinsiyet ve sujenin medikal durumu, uygulama yolu, istenen etki, vb. gibi teknikte cok

iyi bilinen faktorler hesaba katl@rak belirlenmektedir.

Burada ac¢kland@gibi polipeptidler gibi aktif bilesenler, bir siispansiyon olarak oral sekilde
uygulanabilmektedir ve farmasotik formilasyonun tekniginde iyi bilinen tekniklere gtre
haztlanabilmektedir ve sadece bunlarla shlflCblmamak kaydlda, hacmin, bir askide tutan
madde olarak aljinik asit veya sodyum aljinat, bir viskozite gelistirici olarak metilseliiloz ve
tatlandticlldr/aroma verici maddelerin uygulanmaslicin mikrokristal seliloz icerebilmektedir.
HazlfIsallhlmh tabletleri olarak, bu bilesimler, sadece mikrokristal selliloz ile shlrlChblimayacak
sekilde dikalsiyum fosfat, nisasta, magnezyum stearat ve laktoz ve/veya diger eksipiyanlar,
baglaylcldr, katk[@r, dagildr icerebilmektedir. Aktif bilesenler, bir kontrolli-sallm tagtha

sistemi yoluyla uygulanabilmektedir.

Nazal aerosol veya inhalasyon formiilasyonlarCtarafiobdan uygulama, tuzlu sudaki c¢bzeltiler
olarak hazldanabilmektedir, biyoyararlanm[helistirmek igin benzil alkol veya diger uygun
koruyucular, absorpsiyon parametrelerini kullanabilmektedir, florokarbonlar(]

kullanabilmektedir ve/veya dider ¢dzdlriicli veya dagfEItaddeleri kullanabilmektedir.

Bulusun polipeptidleri intraventz (hem kapsil hem inflizyon), intraperitoneal, subkutandz,
oklizyon ile veya okliizyon olmadan topikal veya intramiiskiler formda uygulanabilmektedir.
Enjeksiyon ile uyguland@inda, enjekte edilebilir ¢bzelti veya siispansiyon, teknikte iyi bilinen,
uygun toksik olmayan, parenteral olarak kabul edilebilir sulandficldr veya c¢ozliciler

kullanldrak formile edilebilmektedir.

Bulusun polipeptidleri, topikal uygulama igin formiile edilebilmektedir. Burada kullanIdGLgibi
“topikal” terim, deri veya mukozal dokularObilesiklerin doldurmasbb olanak saglayan

uygulaman(nol herhangi bir yolunu icermektedir.
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Topikal uygulama icin uygun formiilasyon, Grnedin, krem, losyon, cozelti, jel, merhem,
macun, plaster, boya, biyoyapEkan veya benzerleri formunda olabilmektedir ve/veya
lipozomlar[d miselleri, mikropartikilleri vefveya mikrokireleri icermesi amaclyla
hazllanabilmektedir. Formilasyon, sulu olabilmektedir, yani, su icerebilmektedir veya susuz
olabilmektedir ve opsiyonel olarak gdvde ylizeyinden buharlasan nem, gbvde yiizeyine ve
sonraslob uygulama (zerine formilasyon icinde surdirilecek sekilde bir tkhylcllist ste

katman ile birlikte kullanI3bilmektedir.

Farmasdétik formilasyon teknidinde iyi bilindigi gibi merhemler, petrolatum veya diger petrol

tiirevlerine tipik olarak baglyar(Rat[preparasyonlard(c]

Formulasyonlar  lipozomlar, miseller, mikropartikuller  ve/veya  mikroklreler ile
hazltlanabilmektedir. Lipozomlar bir lipid ciftkatman igeren bir lipid duvara sahip mikroskopik
keseciklerdir ve ilag taglmha sistemleri olarak kullanl@3bilmektedir. Misellerin, kendi polar ug
gruplarChir dlg] kiiresel kabuk olustururken, hidrofobik, hidrokarbon zincirler bir gekirdek
olusturarak kirenin merkezine dodru ydnelecek sekilde diizenlenen ylizey aktif molekillerden
olustugu bilinmektedir. Mikropartikiiller, genellikle partikiiller icinde yakalanan ilaglar veya
asldr icin taglma sistemleri olarak kullan@@bilen polimerler ile normal olarak hazltdanan
mikron boyut aral@ndaki partikilat taslyIcl Sistemlerdir. Mikrokireler, benzer sekilde, mevcut
formilasyonlar ve ila¢ tasima sistemleri icine kat@@bilmektedir. Lipozomlar ve miseller gibi,
mikrokireler blylk oranda bir ila¢ veya ila¢ iceren formilasyonu kapsayabilmektedir.
Mikrokireler genellikle zorunlu olmamashblk ragmen sentetik veya dogal olarak olusan
biyouyumlu polimerlerden olusmaktadlr] ancak fosfolipidler gibi yOklG lipidlerden de

olusabilmektedir.

Topikal uygulama igin uygun formUlasyonlaril preparasyonlarCteknikte iyi bilinmektedir ve

uygun metin ve literatlirde agklanmaktadlrl

Genel olarak, farmasotik bilesimler, teknikte uzman kisiler tarafidan iyi bilinecedinden bir
farmasotik olarak uygun tasiyIcllle birlikte bulusun polipeptidlerinin en az birini icerecektir.
Bilesimler ayrich &rnedin bir veya daha fazla uygun eksipiyan, sulandicl1dolgu maddesi,
¢dzindiiriicli, koruyucu, tashdcl1tuz, tamponlama maddesi ve faydalanl3n dozaj formuna
badlClolarak teknikte iyi bilinen dider malzemeleri igerebilmektedir. Bilesim yontemleri

teknikte iyi bilinmektedir.
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Mevcut metinde, “farmasotik olarak uygun tasiIcl™ terimi ile, kendiliginden herhangi bir
teropatik ve/veya profilatik etkiye sahip olmayan ve toksik olmayan herhangi bir malzemeyi
simgelemesi amaclanmaktad[f] Bir farmasétik olarak uygun tasiIcl1kabul edilebilir teknik
ozelliklere sahip bir farmasotik bilesim elde edilmesini saglama amaclnda bulusun
polipeptidlerine eklenebilmektedir. Bu tir tasiIcIArin drnekleri iyon dedistiriciler, alimina,
allminyum stearat, lesitin, insan serum alblimini gibi serum proteinleri, fosfatlar, glisin,
sorbik asit, potasyum sorbat gibi tampon maddeleri, doymus bitkisel yag asitlerinin klshi
gliserit karlsimlar[su, tuzlar veya protamin siilfat, disodyum hidrojen fosfat, potasyum
hidrojen fosfat, sodyum Kklortir, ¢inko tuzlar(Jkolloidal silika, magnezyum trisilikat, polivinil

pirolidon, selliloz bazl(dnaddeler ve PEG gibi elektrolitleri icermektedir.

Polipeptidlerin topikal vyea jel bazl(formlarlicin taslylcldr sodyum karboksimetilsellloz veya
metilseliloz, polivinilpirolidon, poliakrilatlar, polioksietilen-polioksipropilen-blok polimerleri,

PEG ve odun vaks[3lkolleri gibi polisakkaritleri icermektedir.

In vivo uygulama icin kullan@@n polipeptidler steril olmalldlrl Buna, liyofilizasyon ve
sulandldina ©&ncesi ve sonraslida steril filtrasyon membranlardan filtreleme ile
ulasldbilmektedir. Polipeptidler normal olarak liyofilizlenmis bicimde veya c¢ozeltide
depolanacaktll Terdpatik polipeptid bilesimleri genel olarak, ©rnegdin bir hipodermik
enjeksiyon ignesi ile bir durdurucu delmeye sahip bir intravendz ¢ozelti kesesi veya cam sise

gibi bir steril erisim portuna sahip bir konteynltlicine yerlestiriimektedir.

Bulusun UAG fragmentleri sunlarCiceren bir imalat lrlinlinde veya bir ticari paket ya da kitte
kullan@@bilmektedir: bir konteynl) konteynlt] Uzerinde bir etiket, ve belirtilen seviyede
kullanld@nda konteynlrlicinde bir aktif madde olarak bulusun polipeptidlerini iceren bir
bilesim, burada bilesim, buniar arasiobia, AG'nin modiile edilmesi; AGin inhibe edilmesi;
dolasan AG seviyelerinin azalmas[]dolasan yikselmis AG seviyelerinin azalmas[ dolasan
AG/UAG oranlnl azalmas[ dolagan yikselmis AG/UAG oranhln azalmas[] AG seviyeleri
ve/veya AG/UAG seviyeleri taraflodan indiiklenen semptomlar(nl hafifletiimesi; dolasan AG
vefveya dolasan AG/UAG oranOile iliskilendirilen durumlaril kolaylastitithas(d énlenmesi
vefveya tedavi edilmesi ve/veya yilkselmis dolasan AG ve/veya yikselmis dolasan AG/UAG
oranUle iliskilendirilen durumlarl kolaylastirihasl]énlenmesi ve/veya tedavi edilmesi igin

gerceklestiriimektedir.

Bir “etkili miktar” veya bir “terOpatik olarak etkili miktar”, istenen terépatik sonuca ulasmak

icin gerekli zaman periyotlarCigin ve dozajlarda etkili bir miktarCIfade etmektedir. Burada
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isaret edilen peptidlerin terépatik olarak etkili bir miktarChastallkd durumu, yas, cinsiyet ve
birey kilosu ve bireyde istenen bir yanElbilesidin ortaya ¢kbrabilmesi gibi faktorlere gore
degiskenlik gosterebilmektedir. Dozaj rejimleri, ideal teropatik yanB sadlamak igin
ayarlanabilmektedir. Bir teropatik olarak etkili miktar, bilesigin herhangi bir toksik veya zararl[]
etkisinin ter6patik olarak faydalC&tkiler tarafidan adlrlbastCimiktard(c] Bir “profilaktil etkili
miktar”, istenen profilaktik sonuca ulagsmak icin, drnedin AG'yi mod(ile etmek; AG'i inhibe
etmek; dolasan AG seviyelerini azaltmak; dolasan vyiikselmis AG seviyelerini azaltmak;
dolasan AG/UAG oranlnl dzaltmak; dolasan yikselmis AG/UAG oranhl dzaltmak; AG seviyeleri
ve/veya AG/UAG seviyeleri taraflidan indlklenen semptomlarClhafiftletmek; dolasan AG
ve/veya dolasan AG/UAG oranOle iliskilendirilen durumlarCkolaylastliinak, dnlemek ve/veya
tedavi etmek ve/veya ylkselmis dolasan AG ve/veya yiikselmis dolasan AG/UAG oran[dle
iligkilendirilen kosullarCkolaylastlrinak, onlemek ve/veya tedavi etmek igin gerekli dozajlarda
ve zaman periyotlarbda bir etkili miktarOifade etmektedir. Bir profilaktik etkili miktar,
ter6patik olarak etkili miktar icin yukarldb a¢Kland@jibi belirlenebilmektedir. Herhangi bir
0zel suje icin, spesifik doz rejimleri, bilesimlerin uygulanmashldenetleyen veya bunlar(d]

uygulayan kisinin profesyonel karar[ye birey ihtiyaclhh gére zamanla ayarlanabilmektedir.

Ornegin, bulusun peptidlerinin bir terdpatik olarak etkili miktar(¥eya etkili dozu (ayrich “aktif
bilesik” olarak burada ifade edilmektedir) AG'nin modile edilmesi; AG'nin inhibe edilmesi;
dolasan AG seviyelerinin azalmas[] dolagan yukselmis AG seviyelerinin azalmas[] dolasan
AG/UAG oranlnl azalmasl] dolasan yikselmis AG/UAG oranllil azalmas(d AG seviyeleri
vefveya AG/UAG seviyeleri taraflidan indlklenen semptomlarinl hafifletiimesi; dolasan AG
ve/veya dolasan AG/UAG oran(ile iligkilendirilen kosullarl hafifletilmesi, énlenmesi ve/veya
tedavi edilmesi ve/veya yikselmis dolasan AG ve/veya ylkselmis dolasan

AG/UAG oranlile iliskilendirilen kosullar[nl kolaylastirlifhas( Jonlenmesi ve/veya tedavi edilmesi
icin yeterli bir miktardil Bu tir parametrelerin dlglilmesi igin yontemler ve/veya tahliller,

teknikte uzman kisiler tarafiidan bilinmektedir.

Bulusun terdpatik olarak etkili miktarL_genellikle yaklaskl 0.001 p/kg ila yaklaskl 10 mg/kg,
daha &zellikle yaklaslkl 0.01 u/kg ila yaklaskl 10 ma/kg ve hatta 6zellikle yaklaskl 1 u/kg
yaklaskl 1 mg/kg arasita dediskenlik gosterecektir. Bu aralInl dglnda kalan ancak istenen
teropatik etkiye sahip terdpatik olarak etkili miktarlar veya etkili dozlar, mevcut bulug
taraflbdan kapsanmaktadlt]

Bir yaplandirinada, yukar(dh isaret edilen suje, bir memeli, baska bir yénde bir insandlr]
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Bir baska yaplandiinada, mevcut polipeptidler, ilave farmakolojik olarak aktif maddeler ile
birlikte uygulanabilmektedir veya dijer terdpatik yontem ile birlikte uygulanabilmektedir.
Kombinasyon, bir kBmi kit sistemi formunda olabilmektedir, burada birlestirilen aktif

maddeler eszamanl[Jard[slklveya ayrliygulama igin kullanldbilmektedir.

iii) biyoisaretleyiciler olarak AG seviyeleri ve AG/UAG oran[]

Diger yaplandlrinaya gére, mevcut bulus, UAG, bunun bir fragmenti vefveya bunun bir
analogunun bir terdpatik olarak etkili miktarminl uygulanmashbllicerenbir tedaviye yan(
olabilen ve/veya bir tedaviden faydalanabilen Prader Willi Sendromu’ndan muzdarip sujelerin
belirtiimesi igin biyoisaretleyiciler olarak dolasan AG/UAG coranilnl kullanim Ve dolasan AG

seviyelerinin kullanm e ilgilidir.

Bu yaplandtimanl bir uygulamasbta, dolasan AG seviyeleri ve/veya dolasan AG/UAG oran(J
teknikte bilinen yontemlere gore bir sujeden elde edilen bir kan numunesinde dlgiilmektedir.
Dolasan AG seviyesi ve/veya dolasan AG/UAG'nin oranl#aha sonra, sujenin dolasan AG'nin
{yani, bir normal veya saglkl[keviye altldda veya (zerinde) ve/veya dolasan AG/UAG'nin
{yani, bir normal veya saglklCbran altiida veya (zerinde) bir anormal oraninl bir anormal
seviyesine sahip olup olmad@lnlleten bilgiyi tliretmek amaclda, AG'nin referans dolasan
seviyeleri ve referans dolasan AG/UAG oranlarnk (6rnegin, sujenin kendisinden veya kontrol
sujelerinin bir popilasyonunda tiiretilen) badlUTolarak klsimen islenmektedir. Sujenin bir
ylkselmis dolasan AG seviyesi vef/veya bir yikselmis dolasan AG/UAG oranlik sahip
oldugunu tashyan bir bilgi, sujenin, UAG, bunun bir fragmenti veya bunun bir analogunun
uygulanmasbk yan[l verebildigini gostermektedir. Bu tir sujede UAG'nin, bunun bir
fragmentinin veya bunun bir analogunun uygulanmasl] bdylece dolasan AG seviyelerini
ve/veya dolasan AG/UAG oranlCAzaltabilmektedir hatta ylkselmis dolasan AG seviyeleri ve
ylkselmis dolasan AG/UAG oran(ile iliskilendirilen etkileri hafifletebilmektedir.

Bu yaplandirinaninl diger uygulamasinda, biyocisaretleyiciler, UAG fragmentinin bir terdpatik
olarak etkili miktard uygulanmaslib yanf] verebilen ve/veya tedaviden faydalanabilen
sujelerin  bir poplilasyonu iginde sujelerin belirtiimesi igin kullanl@bilmektedir. Bu

uygulamada, poptilasyon sujeleri Prader-Willi Sendromu’ndan (PWS) skinkt[3egmektedir

DENEYLER VE VERT ANALIZI

Burada sunulan veri, T2DM sujelerinde serum AG seviyeleri ve serum AG/UAG oranlizerinde
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UAG'nin glicla bir bastirleLétkisini bildirmektedir.

AG konsantrasyonlardaki bir caprazlamalCmodelde palseboya karsCiki doz UAG'nin (3 pg
UAG/kg/sa ve 10 pg UAG/kg/sa) bir sirekli gece boyu (15 saat) inflzyonu, tip 2 diyabetli
aslkilolu sekiz hastada gergeklestirildi. Sekil 1, callsima protokolinin bir sematik temsilini
gbstermektedir. Glikoz ve insiilin yanklar[kujelerde bir standart kahvaltClyemegdine (SBM)
yan[] vermektedir ve makul metabolik kontroller dederlendirilmistir. UAG'li inflizyonlar
slrdsinda, sujeler, plasebodan daha fazla yan etkiyi rapor etmemistir. Laboratuvar
degerlendirmeleri, kimyada veya parametrelerde hichir énemli dedisiklik gostermemistir ve

yan etkiler doza badldedildi.

UAG infizyonu plazma AG seviyelerini azaltrmaktadir]

Sekiller 2A ve 2B'de sunulan veriler, SMB dncesi ve sonrasiida serum AG seviyeleri (Sekil 2A)
ve UAG seviyelerindeki (Sekil 2B) dedisimleri giostermektedir. SBM baglamadan &nce, AG
seviyeleri 3 mcg/kg.sa UAG inflizyonu varlldinda 3.0 £ 6.7 pg/ml'ye ve 10 mcg/kg.sa UAG
inflzyonu varl@nda 1.4 £ 3.2 pg/ml'ye plasebo inflizyonu s&sda 21.01 + 8.9 pg/ml'den
{ortalama + SD) onemli oranda azaltlfhaktadl] AG seviyeleri, ayrich plaseboda SMB'yi
takiben 14.03 £ 9.4 pg/ml'den 3 mcg/kg.sa UAG inflizyonu varl@nda 0.8 £.8 pg/ml'ye ve 10
mcg/kg.sa UAG inflizyonu varl@lnda 0.8 + 1.8 pg/ml’ye dismustir (Sekil 2A). Paralel olarak,
UAG'nin bir gece inflizypnu, UAG seviyelerinde bir artEl ile sonucland(Sekil 2B). UAG
seviyeleri plasebo inflizyonunda 105.9 + 31.4 (ortalama £ SD) pg/ml'den ve 3 mca/kg.sa
UAG inflizyonu varl@iokda 10998 + 2623 pg/mlye ve 10 mcg/kg.sa UAG inflizyonunun
varliginda 12085 + 1616 pg/ml'ye SBM'nin baslanglclndan &nce artmlstlcl Bu sonuglar,
UAG'nin uygulanmasinl T2DM sujelerinde serum AG seviyelerini azaltt[@Inl goéstermektedir.

UAG fragmentinin infiizyonu, AG-indikienmis gida a/lm ol etkising yok etmektedir

SEKANS KIMLIK NUMARASI: 25te gosterildigi gibi siklik UAG (6-13) olarak adlandFIan
UAG'nin bir diz zincir molekiillerden ¢cember bilesiklere dénlismis fragmenti, sichnlarda AG
ile indiiklenen oreksijenik etkilerini yok edebilmistir (Sekil 8). Bu sonuglar, UAG ile ilgili
eylemler/aktivitelerden sorumlu c¢ekirdek sekansblkiirdiren, burada ackland@gibi UAG
fragmentlerinin, AG seviyeleri (zerinde kendi etkilerini slrdirdigiini goéstermektedir.
Yukarida acklandIdlgibi, belirli sujelerde AG'nin etkilerinin veya bunun seviyelerinin (Grnegin,
azalan gldh tiiketimi) inhibe edilmesinin bir faydas[bulunmaktadlt] Bu sonuglar, ylikselmis AG

seviyelerinin hiperfaji ile iliskilendirildigi Prader Willi sendromlu hastalarlnl tedavisinde UAG
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icin faydalClhbir roli gdstermektedir. AG seviyeleri ve/veya biyolojik etkilerin inhibisyonu,

boylece azalan istah ve/veya gldh tiiketimi ile sonuglanmalldir]

UAG infiizyonu post-prandival plazma glikoz seviyelerini azaltrmakitadir/

UAG'nin bir gece inflizyonu, iPro siirekli glikoz izleme ile degerlendirildigi gibi post-prandiyal
glikoz seviyelerini dnemli derecede azaltm[tEl(Sekiller 3A ve 3B). Egriler altibda kalan alan
plasebo inflizyonu icin slrdsivla 3 ve 10 meg UAG inflzyonlarLicin 1618 mmol/3saatten 1601
mmol/3 saate ve 1540 mmol/3 saate azalmbsticl Sekiller 4A ve 4B, glikoz 6n-SBM referans
cizgisinden degisiklikler olarak elde edilen sonuglarO gdstermektedir. Plasebo ile
karsl@strId@inda, edriler altdaki alan, 3 ve 10 mcg UAG inflizyonu igin azalmstEl Sekiller
S5A ve 5B, UAG uygulandi@inda SBM'den sonra plazma glikoz pikinde bir azalmayl]
gdstermektedir. Post-prandiyal plazma glikoz piklerindeki bir toplam azalma sujelerde
gdzlemlenebilmektedir (Sekil 5B). Toplamda bu veriler, UAG uygulamasiln] T2DM’li sujelerde

post-prandiyal plazma glikoz seviyelerini azalttignCgostermektedir.

Plazima AG sevivelerinde UAG-inddklenmis azalma ve AG UAG oranliglikoz sevivelerinde

azalma fle tliskilidir

Bulus sahipleri, aclkl AG seviyeleri ve/veya UAG seviyeleri ve glisemik yanlt) ardinban bir

standart glikokinaz tahlili kullan@@rak UAG uygulamasUOarasida bir korelasyon varlGnlCd
gdsterebilmistir. Bu tlir korelasyonunun gdsterilmesine istinaden, Sekil 6A, acllklAG seviyeleri

ylkseldikce, UAG uygulamas(ilnl hipoglisemik etkisinin en iyi oldugunu gostermektedir. Sekil

6B, iPro surekli glikoz dlcuimleri kullanldrak aynlkorelasyon ve etkiyi gistermektedir. Aclkl

AG/UAG oranlayrich asadldeki UAG uygulamasiia glisemik yan(ile iligkilidir (Sekil 6C). Daha

ylksek AG/UAG oranlar[JdiPro slirekli glikoz élclimleri kullanl3rak UAG inflizyonunun en iyi

hipoglisemik etkisi ile iligkilidir.

UAG nin infiizyonu instifin hassasivetini gelistirmektedir

T2DM sujelerindeki insilin hassasiyeti, Sekil 7A’da gosterildidi gibi hiperinsiilinemik-6glisemik
y(dnl protokolil kullanl@rak degderlendirildi. 2.5 sa plasebo/UAG infiizyonunun baslangclnda
etkili 6glisemik insiilin ygninlCalan hastalarda, referans cizgisinden M-indeks degisimi UAG'ye
karsCplasebo grubunda (p=0.02) %36 arttEId[{Sekil 7B). Bu sonuclar, UAG inflizyonunun

T2DM sujelerinde insiilin direncini gelistirdigini géstermektedir.
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Daha ks UAG infiizyonu plazma AG sevivelerini azaltmada yeterlidir

UAG inflizyonu Oncesinde ve ardibdan 2.5 saat uzunlugundaki UAG infiizyonundan sonra
T2DM sujelerinde AG seviyeleri dlclldi. Sekil 7C'de gdsterilen veri, kishlmlsl UAG inflizyon
perivodunun plazma AG seviyelerini azaltmada yeterli oldudunu goéstermektedir. Sekil 7D,
plazma AG seviyelerini azaltmak icin kisd bir UAG infiizyon periyodunun yeterli oldugunu

gosteren referans cizgisinden AG seviyelerindeki dedisiklikleri gostermektedir.

Bu veriler, bunfar arasintla, UAG uygulamashln, AG'de bir azalma vaslasila bir SBM
sithsida glikoz seviyelerini  arttcd G0 gostermektedir. Yemekten sonra, pik glikoz
seviyelerindeki dnemli bir azalma gdzlemlendi. UAG inflizyonlarlnl disiik ve yiksek dozunun
infiizyonu slrasibida serum insiilin seviyelerinde highir nemli dedisim gbzlemlenmemistir (veri
gdsteriimemektedir), bu da gelisen glisemik kontroltn bir gelisen insulin hassasiyeti ile iligkili
oldugunu gdstermektedir. Veriler, UAG uygulamasiin, daha ylksek AG seviyelerinde veya
daha ylksek AG/UAG oranlda UAG hipoglisemik etkileri daha gicli yapan bir girelin

konsantrasyonuna bagl[3ekilde hiperglisemiyi gelistirdigini gdstermektedir.

Bu sonuglar, UAG'nin, metabolik rahatsZKlarl tedavisinde bir girelin inhibitorinin
gelisiminde UAG'yi glgli bir aday yapan girelin seviyelerinin bir etkili inhibitérii oldugunun

birinci gdstergesidir.

MALZEMELER VE TEKNIK PROTOKOLLER

Callsma tasarim{+ Tek merkezli, arastlcinacllile baglatl@dn, cift kér ve plasebo kontrolli
randomize gallsina. Birinci ziyaret thbi gegmisi slrdsinda, sujelerin medikasyon kullani[ Ve
onemli isaretleri kontrol edidi. Kan numuneleri kimya ve hematoloji analizi icin allbdd
Callsima, her iki glin hastanede tedavinin (ziyaret 2, 3 ve 4) li¢ turundan olusmaktayd[]

Birinci glin, ortalama olarak 6glen 15:00°da baslad¥e ertesi giin 6glen 14:00'a kadar devam
etti. Sekiz suje callsima icin 3 gruba ayrld(dBu turlar sldshda kullanl@n dozajlar, 3
mcg/kg.sa UAG, 10 mcg/kg.sa UAG ya da hastane eczanesi taraflbdan hazldanan
plasebo/tuzlu su ¢dzeltisiydi ve her suje icin 3 kesede tagnd[INe sujeler ne de arasticaclar
bu asamalarda verilen ilagtan haberdard(dBir haftalkl ylkhma periyodu, tedavi periyotlarC]
arasda gergeklestirildi.

Callsmadan 6nce, gallsma slidsiida ve callshadan sonra, kan numuneleri AG, UAG, kimya

21



10

15

20

25

30

35

hematolojisi veé CAC hicreleri icin allddlJGlikoz icin kan numuneleri, i.v kateter vassiyla
alld[Surekli glikoz izleme igin, bir Slirekli Glikoz ekran{iPro2, Medtronic trading, Hollanda)
sujelerin abdomenine yerlestirildi. Kilo ve kan basktlJher ziyaret sitasida 6lgildd. En az 1

haftallklylkema periyodu, tedavi periyotlar(adrasinida gergeklestirildi.

Sujefer - (2 kad@l ve 6 erkek; ortalama 53 yasiiba (31 ila 65 yas aralfnda) 26-36 kg/m?
aral@iida 31.5 kg/m? viicut kitle indeksine (BMI) sahip, sekiz suje kaydedildi. Sekiz sujenin
yedisi gunliik olarak metformin kullandlTlUm sujeler, kaytléncesinde en az 3 ay igin tip 2
diyabet ile teshis edildi. Goriintlileme oncesi en az 3 ay boyunca metformin monoterapiye
olanak sadlandlJancak metformin tedavisi, her tedavi perivodunun baslamasiidan once 1
ginde durduruldu. Popilasyonda, ortalama glikosile hemoglobin seviyesi (HbAlc) 48
mmol/mol ila 57 mmol/mol (%6.9; arallkl %6.5 ila 7.4)) aral@nda 52 mmol/mol‘dii ve Viicut
Indeksi 25 kg/m? idi. DISlama kriterleri uzun siireli tip 2 diyabet komplikasyonlar@nl gecmisini
veya varlldnOicermekteydi; gorintilemede laboratuvar dederlendirmesinde klinik olarak
onemli anormallikler, ve goriintiileme éncesi 60 gin iginde sistemik kortikosteroidlerin
kullanm inflizyon dncesinde, sujeler iki kallElkateter ald[birinci kateter tedavi 6ncesinde
yerlestirildi ve ikinci kateter kan &rnekleme icin SBM &ncesinde yerlestirildi. Ikinci kateter,
izotonik tuzlu suyun yavas inflizyonu taraflddan haz[rd tutulmustur. (allsing #ac/F Bu
calGinada kullan@@n UAG, Bachem AG, Hauptstrasse 144, Bubendorf CH-4416, Isvicre
taraflbdan dretildi. UAG, liyofilize toz (5 mg ilag iceren cam siseler) olarak tagind[lve

imalat¢nlil sartnamelerine gdre yerel eczanede depoland[]

Callsina proseddirferi - Inflizyonlar, aksam 9 ila sabah 12 arasC15 saat boyunca yerel klinik
arastlrina biriminde gerceklestirildi. UAG ¢ozeltisinin her hacmi uygulama igin uygun dozu
elde etmek icin filtrelendi ve %0.9'lu tuzlu su ¢dzeltisinde sulandlrId(] Plasebo tuzlu su
cozeltisinin %0.9°unu icermekteydi. Doz, sujenin agdng badlCblarak hesaplandJHer cam
sise, 0.22 um filtreden filtrelenen, enjeksiyon igin 5 ml su katId(1Doz daha sonra %0.9
NaCl'nin 500 ml kesesi igine enjekte edildi. Uc kese, 100 ml/saatte bir siirekli 15-saat

inflizyonu garanti etmek icin hazltlandl]

Standart kahvaltYemegi (SBM) sunlardan olusmaktad(t

+ 3 dilim beyaz ekmek;
+ 3 porsiyon margarin;
» 2 dilim peynir (%48 yadl[j

+ 1 porsiyon regel;
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« 1 dolu bardak sit; ve

« 1 rafadan yumurta;

toplam 714 kkal (%17 protein, %46 yag ve %37 karbonhidrat). SBM'nin, aksam 8:00 ila 8:15
arasida 15 dakika icinde tlketilmesi gerekti. 3 ziyaretin her birinde, asagldaki glivenlik
parametreleri degerlendirildi: hemoglobin, hematokrit, platelet saym[ 1 WBC sayml]RBC
saylm Ve diferansiyel ve Sysmex XE 2100, Firma Sysmex, Ecustraat 11, 4879 NP Etten-Leur
kullanlarak belirlendi. AST, ALT, alkalin fosfataz, toplam bilirubin, kreatin fosfokinaz (CPK),
laktat dehidrojenaz (LDH), kreatinin, lre, amilaz, lipaz, Urik asit, glikoz, kolesterol, LDL, HDL,
trigliseritler, sodyum, potasyum, kalsiyum, klorlr, protein ve albimin Hitachi Modular P800,
Roche Transistorstraat 41, 1332 CK Almere kullanldrak belirlenmektedir. Kan glikoz
seviyeleri, tim tedavi periyodu boyunca subkutandz olarak yerlestirilmis olan bir sirekli glikoz
izleme cihazCAMedtronic CGMS iPro™ Continuous Glucose Recorder, Medtronic; Hollanda)
kullanldarak olclldi. Serum glikoz seviyeleri (dahili glikokinaz tahlili kullanl3rak) her 30
dakikada de@erlendirildi ve SBM'den 6nce basladCve 4 saat boyunca devam etti. CGMS
slrdslnda, tim sujeler, giin basihb en azlbdan dért kapiler slisemik testleri gergeklestiriimek
zorunda kaldCToplanan veriler, SMBG ve CGMS dederleri arasinida korelasyon katsay[&Ern
elde etmek icin CGMS ekranCigine konuldu. Tum SMBG testleri, bir saysal glukometre
{Contour, Bayer) kullanl@rak gerceklestirildi. AG veya UAG seviyeleri, bir gece infiizyon
baglamadan once, baglanglctan ©6nce 10 dakika ve SBM'den sonra 30 dakikada
dederlendirildi. Girelinin asilasyonunu korumak icin, kan numuneleri EDTA tipleri iginde
dogrudan toplandlJdaha sonra pH 3.0'da 2 dakika icinde 1 ml EDTA-kan[lbuz (72 mM NaCl,
58 mM NaF, 4 mM 4-{2-Aminoetil) benzensiilfonil floriir hidroklorlir (bir suda ¢ozlinir,
tersinmez serin proteaz inhibitorl; AEBSF) Uzerinde 1 ml koruyucu ¢ézeltisine eklendi, 295
mOsm/KgPlazma 4°C'de santrifiij ile hazltland[ddaha sonra 1 ml, 100 pl 1IN HCI ile
asitlestirildi ve tahlliler gerceklestirilene kadar - 80°C’'de depoland(J

Girelin tahlili, oda slcakli@hda bir gece boyunca 30 pl/kuyucuklu yakalama antikorunun
{PBS'de 1 pg/mlye sulandlrldn D4; anti-C-uclu girelin {Gutierrez ve ark. 2008 PNAS
105:6320-6325)) inkibasyon ile kaplanan MSD ELISA 96-kuyucuklu plakalarC{Meso Scale
Discovery (MSD), Gaithersburg, MD, ABD) kullandld Yakalama antikoru kaldcId(]ve
kuyucuklar calkalama ile oda skchkliginda 1 sa boyunca 150 pl kazein tamponu (Pierce) ile
bloklandlJAG ve UAG icin standartlar, sithshda, 8 ng/ml ve 30 ng/ml'de baglayan kazein
tamponunda sekiz 4x seri sulandfina kullanldrak hazlflandld Korunan plazma kazein
tamponunda 1:1 olarak sulandtId[JAyr[Cplakalar AG ve UAG tespiti icin kullanId[JStandartlar
ve numuneler (25 pl/kuyucuk) kaplanmI[SIELISA plakalarLiizerinde yiklendi ve 3x PBS-T (150
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ul/kuyucuk) ile yKhnms) 2 saat boyunca calkalama ile oda slkchklGlnida inklibe edildi. C2-4al
ve E8 tespit antikorlar(Iskrdslia, N-uclu AG ve N-uclu UAG) MSD'nin standart protokolii
kullandrak siilfoetiketlendi. Daha sonra 0.2X kazein/%0.05 Tween 20’de 1:10000 sulandfId]
ve slraslyla 25pl/kuyucukta AG veya UAG plakalarinh eklendi. Plakalar calkalama ile 1 saat
boyunca oda slchklginda inkibe edildi. Plakalar t¢ kere PBS-T (150 pl/kuyucuk) ile ykbnd[]
Son olarak, 150 pl 1X Read Tamponu (MSD), her kuyucuda eklendi ve plakalar bir MSD Kesit
Gorintileyici 6000 lizerinde hemen okundu. Numunler icin AG veya UAG degerleri Kesit

Goriintileyici yazllm kullanl@rak ilgili standart egimlerden interpolasyon ile hesapland[]

Y@ callsimas# Randomize 2-periyotlu, 2-tedavili, 2.5 sa boyunca surekli iv inflizyon ile
uygulanan UAG’nin bir dozunun (10 pg/kg/sa) de@erlendiriimesiyle UAG'ye karsClarag
inflizyonun gift kor gallsmasl12.5 sa plasebo/UAG inflizyonunun baglanglclnda etkili dglisemik
insilin y@nln3lan hastalarda.

Istatistiksel analizler - Veri analizleri, Graph Pad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc. La Jolla,
CA 92037 ABD) ile gergeklestirildi. Sonuclar ortalama (£SE)} olarak verilmektedir.
KarsBstlcnalar, Bonferreninin Coklu Kars@@stmalarld Wilcoxon uyumlu-ciftler eslestirilmis
dizi testleri ve ANOVA analizleri kullanldrak hesapland[d

Sekil 8'de sunulan deney verisine gére, 275¢g ve 300g agigindaki 7 haftalkl Sprague-Dawley
slchnlar, istenildigi kadar bir pelet diyeti beslendi ve yalnzta plastik kafeste bardlId]
Deney, serbest olarak beslenen sihnlarda Skl déngiisiiniin baslangclndan sonra 2.5 saatte
gerceklestirildi. Oranlar eszamanlColarak vehikil artCyehikl, vehikil + AG (13 pg/kg) veya
diiz zincir molekiillerden c¢ember bilesiklere déniisen UAG (6-13) (SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 25) (42 pg/kg) + AG (13 pg/kg) ile i.p. enjekte edildi. Skghnlarda i.p.
enjeksiyonun tamamlanmasbidan hemen sonra, gece istenildidi kadar glda kaldtId Ve kafes
lizerine yerlestirilen, daha 6nceden tartldn her hayvan icin 2 pelet ile yer dedistirildi. Gida
almLl her zaman aral@nda (30 dk, 1 sa ve 2 sa) besleme periyodu Oncesinde ve
sonrasidaki glda agdidlarasidaki fark olarak hesapland [IKumulatif gida alim[IfarklCZaman
periyotlar il dederlerini toplayarak hesaplandd

Bulus, bunlaril spesifik yap@ndirinalarCile badlantllblarak agklanmasibb ragmen, dider
modifikasyonlar(apabildigi anlasl@caktitlve bu basvurunun, bulusun uygun oldugu teknikte
bilinen veya alBlimis] uygulamaya girdiji gibi ve burada Onceden ortaya konan onemli
Ozeliklere uygulanabilmesi gibi ve ekli istemlerin kapsamidda asadlda belirtildigi gibi genel

olarak, bulusun prensiplerini takiben ve mevcut bulustan bu tar ayrlhalarCiceren herhangi
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bir varyasyonu, kullanheya adaptasyonlarbikapsamaslamacglanmaktadicl
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<210> 1

<211> 28

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<400> 1

Gly Ser Ser Phe Leu Ser ProGlu His Gn Arg Val Gln Gln Arg Lys

1 5 10 15
Glu Ser Lys Lys Pro Pro Alalys Leu Gln Pro Arg
20 25
<210> 2
<211> 14
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<212> PRT
<213> Homo sapiyenler

<400> 2
Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His CGln Arg Val Gln GlIn
1 5 10

<210> 3

<211> 18

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<400> 3

Gly Ser Ser Phe Ley Ser Pro Glu His Gln Arg Val GIn GIn arg Lys
l 5 10 15

Clu Ser

<210> 4

<211=5

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<400> 4

Gl y Ser Ser Phe Leu
1 5

<210>5

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<400> 5

Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro Arg
1 5 10

<210> 6

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<400> 8
Ser Pro Clu His Gln Arg Vval GIn
1 5

<210> 7

<211> 8§

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler
<400> 7

Glu His Gln Arg Val Gin
1 5
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<210> 8

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<400~ 8
Clu His Gln Arg Vval
1 5
<210>9
<211> 13
<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<400> 9
Ser Pro Glu His Gln Arg Val Gln Gln Arg Lys Glu Ser
1 5 10

<210> 10

<211> 4

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<400> 10
GluHis Gln Arg
1

<210> 11

<211> 4

<212> PRT
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<213> Homo sapiyenler

<400> 11

<210> 12

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<400> 12

<210> 13

<211~ 8

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<400> 13

<210> 14

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<400> 14

<210> 15

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<400> 15

<210> 16

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<400> 16

His GIn Arg Val
1

Se Pro Asp His Gln Arg Val GIn
1 5

Ser Pro Glu His Gln Lys Vval Gln
1 5

Gly Pro Glu His Gln Arg Val Gln
1 5

Ala Pro Glu His Gln Arg Val Gln

1 5
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Ser Ala Glu His Gln Arg Val Gln
1 5

<210> 17

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<400> 17
Ser Pro Ala His Gln Arg Val GIn
1 5

<210> 18

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<400> 18
Ser Pro Glu Ala Gln Arg Val Gln
1 5

<210> 19

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<400> 19
Ser Pro Glu His Ala Arg Val Gin
1 5

<210=> 20

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<400> 20
Ser Pro Glu His Gln Ala Val GIn
1 5

<210> 21

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<400> 21
Ser Pro Glu His Gln Arg Ala GIn
1 5

<210> 22

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 22

Ser Pro Glu His Gln Arg Vval Ala
1 5

<210> 23

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(1)

<223> ASETILLENME

<400> 23
Ser Pro Glu His Gln Arg Val Gin
1 5

<210> 24

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<220~

<221> MOD_RES
<222> (1}..(1)

<223> ASETILLENME

<220>

<221> MISK_OZELLIGI
<222> (2}..(2)

<223> D-amino asit

<400> 24
Ser Pro Glu His Gln Arg Val Gin
1 5

<210> 25

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler
<220>

<221> MiSK_OZELLIGI
<222> (1)..(8)

<223> Siklik

<400> 25

Ser Pro Glu His Gln Arg val GlIn
1 5
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<210> 26
<211> 8
<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<220>

<221> MiISK_OZELLIGI
<222> (3)..(6)

<223> Siklik

<400> 26

<210> 27

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(1)

<223> ASETILLENME

<220>

<221> MiSK_QOZELLIGI
<222> (3)..(6)

<223> Siklik

<400> 27

<210> 28

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(1)

<223> ASETILLENME

<400> 28

Ser Pro Glu His Gln Lys Val

1

Ser Pro Glu His Gln Lys Vval

1

Ser Pro Glu His Gln Lys Vval

1

5

5

5
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<210> 29

<211> 3

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<400> 29

His Gln Arg
1

<210> 30

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiyenler

<400> 30

Gln Gln val Arg Gln His Glu Pro Ser Leu Phe Ser Ser Gly
1 5 10
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/ UAG 180 dakikaya kadar -10, 0 ve her 30 dakika
infiizyonu Glikoz kan seviyeleri ve insulin élciimii
(3 ve 10pg/kg/sa) | 1
AG ve UAG'lerin dlciimii l l
-1 L
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AG (pg/mL) UAG (pg/mL)
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Glikoz (mmol/L)
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Ortalama Glikoz t0-t180

Plasebo

3 mikrogram 10 mikrogram
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Glikoz (mmol/L)
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Ortalama glikoz t0-t180
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Glikoz (nmol/L)

SBM’den sonra glikoz piki
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SBM’den sonra glikoz piki
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Aclhik [AG] ve delta piki [Glikoz] arasindaki

korelasyon
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iPro kullanilarak Delta AUC SBM [glikoz]

iPro kullanilarak achk [AG] ve delta AUC [Glikoz] arasindaki
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korelasyon
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iPro kullanilarak delta AUC SBM [Glikoz]
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iPro kullanilarak achk AG/UAG orani ve delta AUC [Glikoz] arasindaki

korelasyon
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10 dakika boyunca besleme dozu
insulin infiizyonu + 230 dakika boyunca
40 mU/m?/dk sabit infiizyon

Plasebo veya UAG infiizyonu
(2.5sa* boyunca 10ug/kg/sa)

L]
| |
Ortalama zaman I I Yigin ece
90 mg/dL'de (5 nmol/L) glikoz kan } } Wil
12 saat seviyesini surdirmek igin ayarlanan i
bir gece degisken oran %20 glikoz infiizyonu 240 dakikaya kadar 0, +90, +210 ve
aclik sonra her 10 dakika Olgiim

L l

AG / UAG dlcimii

SEKIL 7A



delta M-indeksi
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Referans cizgisinden M-

indeks degisimi
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Kimiulatif gida alimi (g)

[ tuzlu su + tuzlu su
[ls's2r2A6i131g/kg! + tuzlu su
[l s'sanAG130iky 1 siklik UAGIG 131
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