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OZET

KAN BEYIN BARIYERINDEN TERAPOTIK MOLEKULLERIN TASINMASININ
ARTTIRILMASI

Bulus, kismen bir BBB-transmigrasyon antikorunun (6rnedin,
TEMEMAA (CDC-50R) baglanma antikoru, FCH) dimerik bir
versiyonunun, monovalent FC5 VHH ile karsilastirildiginda
BBR'ye tasinmasini bliylik ©olclide gelistirdiginin bulunmasina
baglidir. Bulug, digerleri arasainda, kan beyin bariyerine
farmakolojik olarak aktif ajanlaran fasinmasini artiran
molekiiller, kan beyin bariyerine tasimayi artiran ydntemler ve
nérelojik bir bilesene sahip rahatsizliklar ve hastaliklarin

tedavisinin yéntemlerini saglar.
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ISTEMLER

.En az bir farmakolejik olarak aktif ajan, TMEM30A'y1l

baglavan tek alanli antikorlara dahil edilen en az iki
baglama yeri ve bir birinci Fc kismi ve bir ikinci Fc
kismi igeren bir Fc Dbélgesi igeren bir kimerik proctein
olan bir baglama molekiilii olup, ©zellidi TMEM30A'yl
baglayvan en az 1iki baflama yerinin her biri 1) dogrudan
veya 1ii) bir araya-giren amino asit dizisi wvasitasiyla
sirasiyla birinci Fc kismina ve ikinci Fc¢ kisminin N-
ucuna kaynastirilirmasidir, burada Fc bdlgesi spesifik

olarak FcRn reseptériini baglar.

. Istem 1'e gdre bagdlama molekiili olup, ©zellidi birinci Fe

kisminin ve ikinci Fc kisminin her biri bir CHZ alani ve

bir CH3 alani icermesidir.

. Istemler 1'e wveya 2'ye gdre baglama molekiili olup,

dzellidi Dbirinci Fc kisminin ve ikinci Fec kisminin her
biri, bir mentese bhélgesi, bir CH2 alani ve bir CH3 alani

igcermesidir.

. Istemler 1 ila 3’ten herhangi birine g&re badlama mclekiili

olup, Hdzelligi Fc bélgesi, bir IgG antikorundan

olmasidir.

. Onceki istemlerin herhangi birine gére baglama molekiilil

olup, &zellidi

(a) en az 1iki baglama vyeri, FPFCH amino asit dizisini
icermesidir veya
(b) en az iki baglama yeri, FC5 aminc asit dizisinden

olusur.
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10.

. Onceki istemlerin herhangi birine gdre baglama molekulu

olup, ©6zellidi birinci ve/veya ikinci Fc kismi aglikosile

edilmesidir.

. Onceki istemlerin herhangl birine gére badlama molekiilii

olup, 6zellidgi SEQ ID NO: 1'i icermesidir.

. Istem 1'e gdre baglama molekiili olup, ©&zellidi baglama

molekilli TMEM3I0A'yil badglayan tek alanli antikorlara dahil
edilen en az {g¢ baglama veri igermesidir, daha tercihen
burada badglama molekilll TMEM30A'yl baglavan tek alanli

antikorlara dahil edilen en az dért baglama yeri igerir.

. Istem 1'e gore baglama molekili olup, oézellidi

(a) en az iki kadglama vyeri sirasiyla birinci ve ikinci Fc
kismina dogrudan genetik olarak kaynastirilirmasidir,

(b) en az iki badlama yeri sirasiyla birinci ve ikinci Fc
kismina bir peptit badlayici iceren bir araya-giren amino
asit dizisi vasitasivla genetik olarak kaynastirilir veya
(c¢) en az iki baglama yeri sirasiyla birinci ve ikinci Fc
kismina bir peptit badlavyicidan clusan bir arava-giren
amino asit dizisi vasitasiyla genetik olarak

kaynastirilir.

Tstem 1'e gdére badlama molekilil olup, &zellidi en az
iki baglama yeri sirasiyla Pbirinci ve ikinci Fc
kisimlarinin N wucuna bir peptit baglayici i¢eren bir
amino asit dizisi wvasitasiyla kaynastirilirmasidir ve
burada (a) birinci wve ikinci Fc kigimlara farkla
immiinoglobiilinlerden tiiretilir, (k) Fc¢-kisimlarinin biri
mutasyona ugratilair ve diger IF'c kismi mutasyona
ugratilmaz veya (c¢) her iki Fc kismi mutasyona udratilar

ancak farkli mutasyonlar kullanilir.
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11.

12.

13.

14.

15.

Istem 1'e gdre baglama molekilili olup, ézelligi

(a) en az 1ki baglama yerinin biri, bir scFc molekiiliinin
N-ucuna kaynastirilirmasidir vevya
(b) en az bir farmakolojik olarak aktif ajan, Fc

bélgesinin C-ucuna kaynastirilar.

Istem 1'e gdre baglama molekiilii olup, ©&zellidi en az
bir farmakolojik olarak aktif ajan, bir kiicik kimyasal
varlik olmasidir, tercihen burada kilgik kimyasal wvarlik,
Faglama melekiliine bir sistein rezidisiinde kaynastairilair,
daha tercihen burada sistein rezidiisi, bir mihendislik

uygulanmis sistein rezidisidir.

Istem 1'e gdére baglama molekiili olup, ©6zelligi en az
kir farmakoclojik c¢larak aktif ajan, bir polipeptit
olmasidir, tercihen burada en az bir farmakolocjik olarak
aktif ajan, Dbir antijen badlama yeri igerir, daha
tercihen burada antijen badlama vyeri bir TMEM30-olmavan

baglama antikcrundan tiretilir.

Istem 13'e gére baglama molekiiliti olup, 6zelligi
farmakolejik olarak aktif ajan, bir scFv molekiiliinden,
bir Fab molekiiliinden ve bkir tek alanli antikordan olusan

gruptan seg¢ilmesidir,.

Istem 1'e gére baglama molekiilii olup, 86zellidi en az
bir farmakolojik olarak aktif ajan badlama molekiiliine
genetik olarak kaynastirilirmasidir, tercihen burada en
az 1ki badlama yeri bir antikor molekilinin VH alanini
igeren bir araya-giren amino asit dizisi wvasitasiyla
genetik olarak kaynastirilir veya burada en az iki
baglama veri bir antikor molekilliniin VL alanini iceren

bir arayva-giren amino asit dizisi wvasitasiyla genetik
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le.

17.

18.

19.

20.

21.

olarak kaynasgtirilir, tercihen burada araya-giren amino

asit dizisi ilaveten bhir peptit badlayici icgerir.

Istem 1'e gdre baJlama molekiiltt olup, ©6zellidi en az
bir farmakolojik olarak aktif ajan badlama molekiline

kovalent olarak badlanair.

Istem 15'e gére badlama molekiilii olup, dzelligi
(a) en az 1iki baglama yeri bir aynen antikor molekiulinin
kir VH alaninin N ucuna genetik olarak

kaynastirilirmasidir veya
(b) en az iki badglama yeri bir aynen antikor molekiiliiniin

bir VL alaninin N ucuna genetik olarak kaynastirilair

Istem 1'e gdre baglama molekiilit olup, ©zellidi en az
iki badglama yeri, bkir aynen antikcr molekilliiniin bir VH
alaninin ve Dbir VL alaninin N ucuna genetik olarak

kaynastirilirmasidir.

Tstem 1'e gdre baglama molekdld olup, dzelligi
farmasétik olarak aktif ajan, bir ndroaktif peptitten,
bir kiigiik kimyasal varliktan ve santral sinir
sistemindeki bir hedefi badlayan bir antikorun bizr

degisken bdlgesinden olusan gruptan secilmesidir.

Istemler 1-19’dan herhangi birine gdre baglama
molekiilii olup, ©6zellidi bir ndérolojik bozukludunu tedavi

etmede kullanima yéneliktir.

ITstem 20'ye gdre kullanim ic¢in badlama molekiilil olup,
6zelligi ndrolojik Dbozukluk, bir depolama bozukludu,
kronik adri, epilepsi, multipl skleroz, bir proteincpati

veya bir demiyelinizan bozukludu olmasidir.
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TARIFNAME

KAN BEYIN BARIYERINDEN TERAPOTIK MOLEKULLERIN TASINMASININ
ARTTIRILMASI

Bulusun Alt-Yapisi

Viicut  boyunca makro-mcoclekiillerin dagilimi genel olarak,
kapiler vaskillatirin hayli fenestre endotelyal hilcre
astarlarini gegerek dokularin igine difltiz eden kandaki makro-
molekiller ile aracilik edilen diflizyvondur. Makro-molekilllerin
serbest difiizyonu, hayli vaskiilarize olmug beyinde
gerceklesmez. Beyin kapiler endotelyal hiicreleri, dolasim
Sisteminin geri kalaninda gérilen fenestrasyonlardan ve hayli
Ozellesmis endotelvyal hiicre s1ka intraseliiler baglanti-
yerlerinden vyoksundur. Bu siki badlanti-yerleri, 400 kDa'dan
daha biylik olan molekiillerin kapilerin liminal tarafindan
abliminal tarafina serbest difiizyonunu &nleme gdrevi gorir.
Buna ek olarak, kapilerler <g¢egitli transpdrter sistemler,
ornegin, Organik Anycen Transpdrterler (OATS) wve aksi durumda
endctelyal hiicreler vyoluyla difiiz edebilen molekiillerin aktif
bir sekilde tasima gradyanlarini olusturan Cok-Ilaca Direnc
(MDR.) sistemlerini icerir. Sinirlavyica bariyerlerin
kombinasyonu, Srnedin, toksinleri ve viriisleri igeren,

advantisydz ajanlarin girisini &nler ayni zamanda terapdtik

varliklarin difldzyonunu sinirlandirair. Buna ek olarak, Dbu
sinirlayici kan beyin bariverleri (BBB) potansiyel olarak
terapdtik proteinlerin, ©peptitlerin ve kiiglik molekiillerin

farmakolejik olarak terapdtik dozlarda beyin parankimasina

pasif aktarimini etkili bir sekilde bloke eder.

Terapdtik molekiillerin BBB endctelyal hiicrelerini gecerek
tasinmasini sadlamak ig¢in basarili bir stratedi, reseptér
aracili transsitoz (RMT) avantajini kullanmaktir. Bu strateii,

BBE endctelyal hilcreleril lzerinde, molekiillerin BBB endotelyal
1
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hiicrelerini gegerek tasinmasina tipik c¢larak dahil edilen,
proteinleri spesifik olarak badlayan antikorlar: veya
molekiilleri kullanir. Bu tarz antikorlar, BBB endotelyal
hilcrelerini gecerek transsitoz gerceklestirirken tutturulmus
yiukleri aktarmak i¢in mekik moleklilleri oclarak kullanilair. Bu
teknolojinin uygulamalarinin &rnekleri, transferrin reseptdri
ve 1insiilin reseptérleri ig¢in antikorlarin kullanimini icerir
(Yu et al., 2011. Science Translational Medicine. Volume 3).
Bu iki durumda, RMT antikorlar terapdtik protein alanlarina C-
ucundan kaynagtirilmigtar ve molekilleri BBB'vyi gecerek
tasidigl gbsterilmistir. Ne vazik ki, yaygin sekilde
kullanilan RMT hedefleri transferrin wve insiilin reseptdrleri
cok sayida dokuda hayli ve genis bir sekilde eksprese edilir.
Bu genis hedef ekspresyon sonuglari, bir kisa dolasim vyari-
omrii ile sonuglanir, yvani nihayetinde BBB endotelvyal
hiicrelerine maruziyet ve lbkdylece molekiilin beyin igine
dozlanma siiresini sinirlandirir. Buna ek o¢larak, bu antikorlar
metabolik olarak kritik hiicresel fonksiyonlari hedef alir,

bdylece bir potansivel gluvenlik riski clusturur.

BBBR'yi gec¢mek icin aktif BBB tasima molekilllerinden faydalanan
ivilestirilmis hedefleme kisimlarainin, d&rnedin, BBB'yi gecerek
trans—-gdc-eden antikor molekiillerinden tiiretilen baglama
verlerinin, terapdtiklerin Dbeyne aktarimi i¢in bluyik bir

yarari olacaktir.

Zbulrob et al., (Internaticnal Congress Series, Excerpta
Medica, 2005, vol. 1277: 212-223), bir HRP-IgG fiizyon
proteinine kimyasal konjugat olan anti-TME3CA tek alanl:
antikor FC5'i ayni zamanda FC5 ve vercotoksin-kisimlari igeren

bir fizyon proteinini acgiklar.

Bulusun Kisa Ac¢iklamasa
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Bulusun ana konusu, istemler ile tanimlanir. Bulus, en azindan
kismen, bir kan beyin bariyerini (BBB) trans-gdc¢—eden antikor,
drnedin, bir TMEM3CA (CDC-504) baglama antikoru {(mesela,
Srnedin, tek alanlz antikor FC5), iceren bir flizyon
proteininin  tek-deferlikli  Vup'ye kivasla BBB'yi gegerek
tasimayl bliyik 0O6lg¢lide glUc¢lendirdidinin bulundudu bulgusuna
dayanir. Ilk baglama ve BBB endotelyal tasima deneyleri,
FC5'in, bir lama tek alanli Vur antikorunun (sdib), bir BBEB

endotelyal hicre katmanini gecen tasimayil
kolaylastirabildidini gbstermistir {(bakiniz, ornedgin,
7,943,129 U.S5. Patenti). Bir Vaz'nin dolasimdaki vyari-omrinin,

dilsiik molekiiler adirlidindan wve bir Fc¢ alaninin yokludundan
dolay1l kisa oldudu bilinir (Jain, M., Kamal, N. ve Batra, S.
K. (2007} Trends in biotechnology 25(7), 307-316; Batra, S.
K., Jain, M., Wittel, U. A4., Chauhan, S$. C. wve Cclcher, D.
(2002) Current opinion 1in biotechnology 13{6), 6032-608) .
Ilging bir sekilde, bu yapinin dolasimdaki yari-émri bir BBB-
trans—-gdc—eden tek alanli antikoru, bir iki-dederlikli antikor
benzeri vyapi 1ile sonug¢lanarak, Dbkir insan Fc¢'sinin N-ucuna
kaynastirma 1le Dbluylk ©lg¢iide arttirilmistir. Bu tarz bir
baglama vyerinin bir Fc vyapisina katilmasi, hicresel vyizey
lizerinde eksprese edilen, varsayimsal hedefe, Srnedin,
TMEM30A'ya, baglanmis her bir badlama kismini iki-deferlikli
baglama potansivyeli ile, bir iki-dederlikli molekiil clusturur.
Tki-degerlikli badlama, bir avidite etkisinden dolay1l gdrinir
baglama afinitesinde kir anlamly: dedisime vy&n verebilir
(Reynolds, J. A. (1979) Biochemistry 18(2), 264-26%9; Hubble,
J. (1599) Molecular immunclogy 36 (1), 13-18). Burada
gdsterildigi tlizere, etkilesimin afinitesi a&arttirilmistir. Bu
afinite artisi hesaba katildiginda, Fo'nin bir iki-dederlikli
molekiil olusturmak ig¢in eklenmesinin BBR'yi gegerek tasimayl
anlamli bir sekilde arttirdidi bulgusu beklenmemistir. Bir Fc
zlaninin eklenmesinin molekiiliin bdébrek filtrasyonunu &nleyen
arttirilmigs kitlesinden ve FcRn'yi baglama 1ile antikor geri-

dénligiiminiin  in vivo tesvik edilmesinden dolayi beta-fazi
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farmakokinetiklerini uzatabilmesine ragmen, gu¢lendirilmis
gérinidr afinite artisinin ayrica bir hayli eksprese edilmis
hedefi baglama {lizerine dolasimdaki badlama molekiillerinin
eliminasvonundan dolayi karsi etkive de sahip olabilecedinden,
arttirilmas fasima beklenmemigtir. Bununla birlikte, en
ilginci, burada gbsterildigi lizere, baglama yeri-Fc
konformasyonundaki (amino ucundan karboksi ucuna dodru, yani,
Fc'nin N-ucuna kaynastirilmis baglama yeri) flizyon
proteinlerinin, Fc-badlama vyeri konformasyonundakilere (Fc'nin
C-ucuna kaynastairilmis baglama vyeri) kiyasla daha viksek
aktiviteye sahip oldudu Pkulunmustur. Bu, Fc-badlama veri
fiizyon proteinlerinin (Fc'nin C-ucuna kaynastirilmis badlama
yeri) in wvitro vyapilan 1ilk deneylerde endotelyal hiicreleri
arttirilmis baglama gdsterdidi gercedine radmen dodrudur.
Baglama veri-Fc¢ vapilarinin tek-dederlikli versiyonlari da

saglanir.

Bu dodrultuda, bir yéniinde, ac¢iklama en az bir farmakolojik
olarak aktif ajan wve TMEM30A'yi badlayvan en az bir baglama
yveri, drnedin, bir BBB trans-gd¢-etme badlama yeri, 1ig¢eren bir
baglama molekiilldl sadlar, burada TMEM30A'yil badlayan en az bir
baglama veri 1) dodrudan vevya 1i1) bir arava-giren amino asit
dizisi wasitasiyla bir Fc kisminin N-ucuna kaynastirilir.

Bulusun badlamasi, en az iki bagdlama veri icerir.

Agiklamanin bir yoninde, en az bir badlama vyeri, FC5 amino
asit dizisi igerir. Aciklamanin bir ydniinde, baglama molekiilii,
TMEM30A'y1 baglayan en az 1ki veya en az u¢ (6rnedin, iki veya
dg¢) baglama vyerli idicerir. Bir uygulamada, badlama molekilii,
TMEM30A'y1l baglayan en az Ug¢ veya en az dért (drnedgin, Ug veya

dért) baglama yeri igerir.

Aciklamanin bir yonlinde, en az bir BBB trans-gdc¢-etme vyeri

(6rnedin, BBB'vi gegerek trans-goég-eden antikor
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molekiillerinden turetilen badlama yeri), Fc kismina genetik

olarak dodrudan kaynastirilir,

Aciklamanin bir yoninde, en az bkir BBB trans-gdc-etme vyeri
(6rnegin, BBB'vyi gegerek trans-gdg-eden antikor
molekilllerinden tlUretilen badlama vyeri), bir peptit badlavyica
iceren bir araya-giren amino asit dizisi wvasitasiyla Fc

kismina genetik olarak kaynastirilir.

Agaklamanin bir y&ninde, en az bir BBB trans—-gdg-etme yeri
(Grnedin, BBB'vi gegerek trans-gég-eden antikor
molekiillerinden tliretilen baglama yeri), bir peptit
baglayicidan olusan bir araya-giren amino asit dizisi

vasitasiyla Fc kismina genetik olarak kaynastirilir.

Aciklamanin kir yoninde, iki BBB trans-gd¢-etme veri (&rnedin,
BBB'yi gegerek trans-g&¢-eden antikor molekiillerinden
tiiretilen baglama yerleri}, bir peptit baglayici igeren bir
amino asit dizisi wvasitasiyla bir tam Fc¢ bdlgesinin iki farkl:

Fc kisminin N ucuna kaynastirilar.

Zciklamanin bir vyoniinde, en az bir BBR trans-gdg-etme vyeri
(6rnegin, BBB'vyi gegerek trans-gdg-eden antikor
molekillerinden tiretilen baglama yerleri), bir scFc

molektlinin N ucuna kaynastirilar.

Bir uygulamada, en az bir farmakolojik olarak aktif ajan Fc

bdlgesinin C-ucuna kaynastirilair.

Bir uygulamada, en az bir farmakolojik olarak aktif ajan bir

kii¢iitk kimyasal varliktar.

Bir uygulamada, kiicik kimyasal wvarlik, baglama molekiiliine bir
sistein rezidisiinde kaynastirilir. Bir uygulamada, sistein

rezidiislli, bir mihendislik uygulanmis sistein rezidisidir.
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Bir uygulamada, en az bir farmakoloejik olarak aktif ajan bir

polipeptittir.

Bir uygulamada, en az bir farmakolojik olarak aktif ajan bir
antijen baglama vyeri (6rnedin, Dbir BBB-tLrans-gotc-etmevyen

antikordan tiiretilen bir antijen badlama yeri) icerir.

Bir wuygulamada, farmakolojik olarak aktif ajan, bir scFv
molekiliinden, bir Fab molekilinden ve bir tek alanla

antikordan olusan gruptan sec¢ilir.

Bir uygulamada, en az bir farmakelejik olarak aktif ajan

baflama molekiiliine genetik olarak kaynastirilir.

Bir uygulamada, en az kir farmakolojik olarak aktif ajan

badlama molekiiliine kovalent olarak badlanir.

Aciklamanin bir yéniinde, BBB trans-gdc-etme vyeri bir antikor
molekiilinin VH alanini idigeren bir araya-giren amino asit

dizisi wvasitasiyla genetik olarak kaynagtirailir.

Aciklamanin bir y&niinde, BBB trans-gdg¢-etme vyeri bir antikor
molekiliiniin VL alanini 1ic¢eren bir araya-giren aminc asit

dizisi vasitasiyla genetik olarak kaynastirilair,

Zciklamanin bir yéniinde, en az bir BBB trans-gtcg-etme veri bir
aynen antikor molekiiliiniin bir VH alaninin N ucuna genetik

olarak kaynastirilair.

Agiklamanin bir ydniinde, en az bir BBBE trans-gt¢-etme yeri bir
aynen antikor molekiiltintin bir VL alaninin N ucuna genetik

olarak kavyvnastirilir.
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Aciklamanin bir yéninde, 1iki BBB trans-gé&g¢-etme yerli bir aynen
antikor molekiliniin bir VH alaninin ve bir VL alaninin N ucuna

genetik olarak kaynastirilir.

Bir uygulamada, araya-giren amino asit dizisi ilaveten bir

peptit badlayici icerir.

Bir uygulamada, farmasdtik olarak aktif ajan, asadidakilerden
olusan gruptan secilir: bir ndroaktif peptit, bir kicglk
kimyasal wvarlik ve santral sinir sisteminde Dbir hedefi

kFaglayvan bir antikcrun bir dedisken bdlgesi.

Bir uygulamada, bulus bir nérclojik bozukludu tedavi etmenin,
bulusun bagdlama molek{ilinii bir sijeye uygulamayl igeren bir
yonteminde kullanim ig¢in bulusun bir baglama molekild ile

ilgilidir.

Bir uygulamada, ndérelojik bozukluk bir depclama bozuklududur.
Bir uygulamada, nérolojik bozukluk krenik adridir. Bir
uygulamada, noérclojik boezukluk, epilepsidir. Bir uygulamada,
nérelojik bozukluk multipl sklerozdur. Bir uygulamada,
nérclojik bozukluk proteinopati hastalididir. Bir uygulamada,

nérolojik bozukluk bir demiyelinizan bezukluktur.
Bir baska uygulamada, bulus bir norclojik beozuklugun tedavisi
igin bir ilacin 1imalatinda bulusun bir badlama molekiiliinin

kullanimi ile ilgilidir.

Sekillerin Kisa Ag¢iklamasi

Sekil 1, (a} tek basina, (b) N-ucundan (FC5-F¢)} wveva (<)
C—ucundan (Fc—-FCh) bir insan IgGl agli Fc alanina
kaynastirilmis FC5 tek adir alanli antikorun ayni zamanda
bir farmasdtik olarak aktif kisim olarak bir BBB-trans-

gog-etmeyen alani katan olasi antikor-benzeri yapilarin
7
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(d, e) diyvagram seklindeki temsillerini gbsterir.
Molekiiller (f) ve (g), bir FC5 tek adir alanli antikorun
bir tam antikor molekiiliine eklenmesini gdsterir; tek adir
alanli antikor, d&rnedin, VL wveva VH alanina veyva her

ikisine, kaynastirailabilir.

Sekil 2, Her bir saflastirilmis proteinin 2,5 ug'inin bir
%$4-12"11ik Bis-Tris SDS PAGE {lzerindeki elektroforezini
gbsterir. 10-220 kD araligindaki SDS PAGE molekiiler
agirlik standartlari her Dbir Jjel {zerinde etiketlenir.
Panel A'da indirgememe (1) ve indirgeme situnu (2) FCbh,
Panel B'de indirgememe (1) ve indirgeme siitunu (2) FCbL-Fc
ve Panel C'de indirgememe (1) ve indirgeme siitunu (2) Fc-

FC5 gdsterilir.

Sekil 3, FCbFc'nin, FcFCOh'in wve FChH'in 12F6A (hIgGl),
CRL2434 {(mIgGl) ve C37H (yalnizca Ves) kontrol antikorlari
ile karsilastirildiginda bir in vitro SV40 sican BBR
transforme edilmis endotelyal hicre hatting gecerek

tasinmasinin arttirilmigs hizini gdsterir,

Sekil 4da-c. Panel 4(a), FC5-Fc'nin (o), Fc-FC5'in (H) wve
kbir huFc agli alaninin {(Vun -Fa) (A) N-ucglarina
kaynastirilmis bir ilgisi olmayan kontrol kamelid
Ver'sinin bir $V40 sigan BBB transforme edilmis endotelyal
hilcre hattini badlamasini gésterir. Panel ({4b), FCbh-Fc'nin
{(c) ve Fc-FC5'in (M) bir primer sican BBB endotelyal hiicre
hattini badlamasini gdsterir. Panel 4c, FC5-Fc'nin sigan
() veya insan (¢) ve Fec-FC5'in EBNAZ293 hicrelerinde
gegici olarak eksprese edilen sigcan (A) veya insan (e)

TMEM30A's1in1 bhadlamasini gdsterir,

Sekil ba-c. Panel 5z, Dalargin'e kovalent olarak capraz-
baglanmig FCh'in (FCb-Dal) Hargreaves hayvan modelinde

agriyl baskilama yetisini gdsterir. Pati geri-¢ekme hizi,
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bir 20 saniyelik zaman c¢ercevesine gdre maksimum olasi
etkinin yizdesi (MPE'nin %'si) olarak ifade edilir.
Negatif keontrol kontralateral enflamasyon-meydana gelmeyen
kontrel patisi icin pati geri-cekme hizini g&sterir (e) wve
pozitif kontrol sigana yvalnizca PBS IV enjekte edildidinde
enflamasyon-meydana gelen patinin cabuk pati geri-c¢cekme
hizini gbsterir (o). 21 mg/Kg'da (mpk) FC5-Dal'in bir tek
IV dozunun (H) etkinlidi, Hargreaves hayvanda pati geri-
cekme hizini baskilamak icin 7 mpk'da FC5-Dal'in g IV
dozu {0} ile karsilastirilir. Panel 5b, degerlendirilen
her bir pati i¢in zamana karsi MPE vyanit %'si icin edri
altinda kalan ortalama alani gdsterir. Panel b5c¢, burada
siganlara 7 mpk bir 1ilgisi olmayan Vmz—Dal'in (gir
kutularin) veya tek basina FC5'in (ici bos kutular} zaman
0O'da, 1 sa'te ve 2 =sa'te ¢ doz ile IV enjekte edildigi
ilave negatif Kkontrol deneylerini gdsterir. Kontralateral
kontrol patisi de gdsterilir (i¢i dolu daireler). Pati

geri-cekme hizinin supresyonu ig¢in MPE'nin %'si Hargreaves

hayvanda belirlenmistir.

Sekil 6a-d. Fc-FCH-Dal'in etkinlidi Hargreaves modelinde
deferlendirilmistir. Sicanlar Panel ¢6éa'da zaman 0'da wve
Panel 6B'de =zaman 0O'da wve 2 sa'te 2 mpk'da IV
dozlanmigstir. Paneller 6C'de ve ©D'de her bir sican zaman

0'da 6,5 mpk'da IV deozlanmistir,

Sekil 7a-d. FCH-Fc¢-Dal'ain Hargreaves modelinde etkinligi,
bir negatif kontrol Fc-Dal ile karsilastirilmistir. Zaman
0'da sicanlar 0,5, 2,5 veya 6,0 mpk'da FC5-Fc-Dal'in vevya
Fc-Dal'in Dbir tek konsantrasyonu ile IV dozlanmistair,
Veriler paneller 7a'da ve 7b'de, verilen zamanda maksimum
olasi etki vylzdesi (MPE) olarak wveya paneller 7c'de wve

7d'de edri altinda kalan alan yiizdesi clarak sunulur.

Bulusun Detayli Aciklamasi
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En az bhir BBB trans-g&g-eden, dJrnedin, TMEM30A'yl bkadlayan
(CDC-50R2), tek alanli antikor (&rnedin, bir FC5 tek alani)
igeren bir fiizyon proteininin, tek-dederlikli Vun ile
karsilastirildidinda BBB'yi gegen tasima buyuk olcgude
arttirdid: bulunmustur. Ozel olarak, badlama yeri-Fc
konformasyonu (amino ucundan karboksi ucuna) gliclendirilmis
aktivite g&stermistir. En azindan kismen, bu anlamli bir
sekilde arttirilmis tasimaya davanarak, kan beyin bariyerini
gecgen arttirilmis fasinmasi olan molekiiller, kan beyin
bariyerini gegen tasimayl arttirmak icin yodntemler wve bu tarz

molekiilleri kullanan tedavi ydntemleri burada tarif edilir.

Bulugun ilave acg¢iklamasindan Once, kolaylik olmasi icin,

belirli terimler asadida tarif edilir:

I. Tanimlar

Burada kullanildidas sekliyle, "protein" veya "polipeptit"”
terimi, dogal amino asitlerin veya dogal-olmayan  amino
asitlerin ikisinin veya dazha fazlasinin bir polimerini ifade

eder.

"Amino asit" terimi, alanini (Ala wveya A}; arjinini (Arg veya
R); asparajini (Asn veya N); aspartik asidi (Asp veya D};
sisteini {Cys wvevya C); glutamini (Gln wveya Q}; glutamik asidi
(Glu wveva E); glisini (Gly veya G); histidini (His wvevya H);
izol&sini (Ile wveya I}): 1l6sini (Leu wveya L); lizini (Lys veya
K); metiyonini (Met wveya M); fenilalanini (Phe veya F};
prolini (Pro veya P); serini (Ser veya 8); treonini (Thr veya
T); triptefani (Trp veya W); tirozini (Tyr wveya Y) ve wvalini
(Val wveya V) igerir. Geleneksel-olmayan amino asitler de
bulusun kapsami icindedir wve norldsini, omitini, norvalini,
homoserini ve dider amino asit rezidisl analoglarini, &rnedin,

Ellman et al., Meth. Enzym. 202:301-336 (1991), kaynaginda
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tarif edilenleri, igerir. Bu tarz dogal olusumlu-olmayan amino
asit rezidillerini {iretmek ig¢in, Noren et al., Science 244:182
(1989) wve Ellman et al., supra, prosedirleri kullanilabilir.
Czet olarak, bu prosediirler, bir supresdér tRNA'yi bir dodal
olusumlu-olmayan aminc asit rezidisld 1le kimyasal olarak
aktive etmeyi, akabinde in vitro transkripsiycnu ve RNA'nin
translasyonunu igerir. Geleneksel-olmayan aming asidin
uygulanmasi ayrica, teknikte bilinen peptit kimyalari
kullanilarak da basarilabilir. Burada kullanildidi seklivlie,
"polar amino asit" terimi, net sifir vyuke sahip olan, ancak
bunlarin van zincirlerinin farkli kisimlarinda sifir-olmavyan
parsiyel yiklere sahip olan amino asitleri (&rnedin, M, F, W,
S, Y, N, Q, C) icerir. Bu amino asitler hidrofobik
etkilesimlerin ve elektrostatik etkilesimlerin PArcasi
olabilir. Burada kullanildigi seklivyle, "yikld amino asit"”
terimi, bunlarin vyan zincirleri idzerinde sifir-clmayan net
yike sahip olabilen amino asitleri (&rnedin, R, K, H, E, D)
igerir. Bu amino asitler hidrofobik etkilesimlerin ve

elektrostatik etkilesimlerin parcasi clabilir.

Burada kullanildigdi sekliyle, "baglayici peptit™ terimi, iki
polipeptit dizisini birlestiren veva badlavyan, Jdrnedin, iki
polipeptit alanini badlayan, amino asit dizilerini ifade eder,
bu aminc asit dizileri 1iki polipeptit alanini dogada dogal
olarak Dbirlestirmez veya baglamaz. Bir uygulamada, bir
badlayic1i peptit sentetiktir. Burada kullanildig: sekliyle,
"sentetik” terimi, dodal oclusumlu olmayan amino asit

dizilerini ifade eder.

Bulusun badlayici peptitleri, iki amino asit dizisini peptit
baglari vasitasiyla birlestirir. Bir uygulamada, bir badlayica
peptit, bir BBB trans-gdg¢-etme kismini bir ikinci kisma,
Srnedin, bir Fc kismina, alanina veva bdlgesine, birlestirir.
Bir uygulamada, bulusun bir kbaglayica peptidi, bir

farmakolejik olarak aktif kismi bir lineer dizi halinde bir
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ikinci kisma, &rnegin, bir BBB trans-gdg¢g-etme kismi veya bir
Fa kisma alani veya bdlgesi olan bir ikinci kisma,
birlegstirir. Bir baska uygulamada, bir badlayici peptit iki
farmakoleojik olarak aktif kismi birlestirir. Bir uygulamada,
bir baglayici peptit, bir veya birden fazla Fc kismi alanini
veya bdlgesini bir Fc-olmayan kisma birlestirir veva genetik

olarak kaynastirir.

Polipeptitler badlaminda, bir "lineer dizi" wveya bir "dizi"™,
bir amino wucundan karboksil wucuna dodru olan yonde Dbir
polipeptit ig¢indeki amino asitlerin sirasidir, burada dizi
ig¢inde birbirine komsu olan rezidiler polipeptidin primer

yapisl ic¢inde bitisiktir.

Burada kullanildigdi seklivyle, "baglanmig", "kaynastirilmig"
veya "flizyon" terimleri birbiri 1le dedgistirilebilir bir
sekilde kullanilir. Bu terimler, kimyasal kecnjugasyonu veya
rekombinant araclari ig¢eren herhangi bir arag¢ ile, 1iki wveyvya
daha fazla elemanin veya billesenin birbirine birlegtirilmesini
ifade eder. Burada kullanildig:1 sekliyle, "kovalent olarak
kaynastirilmis" veya "kovalent olarak kuple edilmis"™ terimi,
belirtilen kisimlarin bir diJerine dodrudan kovalent olarak
baglandidrs wveya baska sekilde bir araya-giren kisim veya
kisimlar, &rnedin, bir baglama peptidi veya kisim, ycluyla bir
digerine dolayli olarak kovalent olarak badlandigil anlamina
gelir., Bir tftercih edilen uygulamadea, kisimlar kovalent olarak
kaynastirilir. Kovalent ka&lantinin bkir tipi bkir peptit
bagidir. (0rnedin, hetercbifonksiycnel capraz-baglama ajanlari

kullanilan) kimyasal konjugasyon yontemleri teknikte bilinir.

Kaynastirilmis kigimlar ayrica genetik olarak da
kaynastirilabilir, Rurada kullanildidi sekliyle, "genetik
olarak kaynastirailmig", "genetik olarak baglanmis"” veya

"genetik filizvon™ terimi, bu proteinleri, polipeptitleri wveva
fragmanlari sifreleyven Dbir tek polintkleotid molekiiliinin

genetik ekspresyoconu voluyla, bunlarin minferit peptit
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omurgalara vasitasiyla iki veya daha fazla proteinin,
polipeptidin veya bunlarin fragmanlarinin ko-lineer, kovalent
baglantisini veya tutturulmasini ifade eder. Bu tarz genetik
fiizvon, bir tek bkitisik genetik dizinin ekspresyonu ile
sonuglanir. Tercih edilen genetik fizyonlar ¢ergeve igindedir,
vani, 1ki wveya daha fazla agik okuma c¢ercgevesi (ORF), orijinal
ORF'lerin dodru okuma c¢ercgevesini idame ettiren bir sekilde,
bir sirekli daha wuzun ORF olusturmak i¢in kaynastirilar.
Bdylelikle, elde edilen rekombinant fizyon proteini, orijinal
ORF'ler tarafindan sgifrelenen polipeptitlere kargsilik gelen
iki wveya daha fazla protein segmentini igeren Dbkir tek
polipeptittir (bu segmentler, dodada normal olarak bu sekilde
birlestirilmez). Bu durumda, tek polipeptit, 1iki polipeptit
zinciri iceren dimerik molekiiller Uretmek icin islems

sirasinda varilir.

S5z konusu polipeptitler, en az bir farmakolojik olarak aktif

kisim icerir. Bir farmakclojik olarak aktif kisim, bir
bivyelojik baglamda bir etki veya bir reaksiyon
gerceklestirebilen bir k1smi ifade eder. Ornedin,
"farmakolojik olarak aktif kisim"™ terimi, bir Dbiyolojik

sistemin bilesenlerini (drnedin, biyolojik sivi ic¢indeki wvevya
hiicrelerin ylizeyi {Uzerindeki wveya hicresel matriks ig¢indeki
proteinleri) Dbadlayvan farmakolojik olarak aktif molektlleri
veya bunlarin kisimlarini ifade eder ve bu baglama (érnegin,
aktif kisimda wve/veya bunun bagladidi bilesende (drnedin,
aktif kismin bir klevajinda ve/veyva bunun badladidi bilesende,
bir sinyal aktariminda wveya bir hilicrede wveya bir siUjede bir
bPivelojik vanitin arttirilmasinda veya inhibisyonunda bir
dedisim ile Sletuldugu lzere) bir hiyoloejik etki ile
sonuc¢lanir. Tercih edilen farmasdtik olarak aktif kisimlar,

terapotik kisimlardir.

Emsal farmakolcjik olarak aktif kisimlar, dJ&rnedin, bir ilag,

bir antikor molekiiliinin bir antijen baglama fragmanini veya
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bunun kismini (8rnegdin, F(ab), scFv, bir VH alani veya bir VL
alani1) (&rnedin, bir biyolojik vyaniti vermek, indiklemek veya
bloke etmek igin), bir reseptdriin bir ligand baglama kismini
veya bir ligandin bir reseptdr baflama kismini, bir enzimi,
vb. igerebilir. Bir uygulamada, bir farmakolojik olarak aktif
kisim, bir proteinin matir formunu icerir. Bir baska
uygulamada, bir farmakclojik clarak aktif kisim, bir tam boy
proteinin biyolojik aktiviteyi muhafaza eden bir kismini
icerir. Diger emsal farmakolojik olarak aktif kisimlar,
bunlarla sinirla kalmamak kaydivyla, polindkleotidleri,
oligonikleotidleri, karbonhidratlara ve lipitleri igeren,
terapdtik olarak vararli amino asitleri, peptitleri,
proteinleri, niikleik asitleri igerir. Mevcut bulusun emsal

farmakolejik olarak aktif kisimlari, noérotrofik faktdrleri,

buyime faktdorlerini, enzimleri, antikorlara,
ndrotransmitterleri, néromodilatérleri, antibiyotikleri,
antiviral ajanlari, antifungal ajanlarz, gbrintiileme
ajanlarini veya saptanabilen ajanlara, izotoplara ve

kemoterapdtik ajanlari ve benzerlerini igerir. Mevcut bulusun
farmakolejik olarak aktif kisimlari ayrica, terapdtik ajan
hedef dokuya aktarildidinda aktive edilebilen idilaglari, ©&n-
ilaclari wve ¢ncillleri de ic¢erir. "Farmakolojik olarak aktif
kisimlar" terimi, bir BBB trans-gdg¢-etme kismini 1ic¢erdidi
anlamina gelmez. Farmakolojik olarak aktif ajanlar, BBB-trans-

géc-etmeme kigimlaridir.

Bulusun badlama molekiilleri, "kimerik" proteinlerdir vevya
"fiizyon" proteinleridir. Bu tarz proteinler, bunun dodada
dogal olarak badli olmadigdi bir ikinci amino asit dizisine
baglanmis bir birinci amino asit dizisini igerir. Amino asit
dizileri normal olarak, filzyon polipeptidi i¢inde bir arava
getirilen ayri proteinler halinde bulunabilir wveya bunlar
noermal olarak, ayni protein icinde bulunzbilir, ancak filizyvon
polipeptidinde veni bir dizilimde verlegtirilir. Bir Kkimerik

protein, teknikte iyi bilinen yo&ntemler kullanilarak, &rnedin,
14
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kimyvasal sentez 1le wveya Dburada peptit bdélgelerinin arzu
edilen 1ligki dig¢inde sifrelendidi bir polinikleotidi olusturma

ve aktarma ile, olusturulabilir.

Aciklamanin polipeptitleri, baglama molekiilleridir, vyani, BBB-
trans-gdc¢c-eden antikcrlardan tlretilen badlama alanlari veya
baglama vyerleri icgerir. Bir BBB trans-gdg¢-eden antikor, buna
tutturulmus olan bir kismin BBB'yi gegerek trans-gdgiini
kolaylastirir. Emsal BEB trans-godg-eden antikcr badlama
verleri, 7,942,129 Numarali U.S. Patenti'nde tarif edilir. Bir
yoninde, bir BBR trans-gdg¢-eden antiker, TMEM30A'yi badlar.
Burada kullanildigi sekliyle, "badlama alani" wveya "baglama
yeri"™ terimleri, polipeptidin bir hedef molekiil ile spesifik
baglamaya aracilik eden kismini, btlgesini veya vyerini
(6rnedin, bir TMEM30A baglama verini wveya BBB tTrans-gdgini
kolaylastiran bir baska veri) ifade eder. Emsal badglama
alanlari, bir antijen ba§lama yerini (érnedin, bir VH ve/veya
VI, alaninil) veya bu tarz bir badlama yerini icgeren molekiilleri

(rnegin, bir antikoru veva bir tek alanli antikoru} igerir.

Agiklamanin polipeptitleri, BBB trans—-gdg¢-etme kismi ac¢isindan
tek-deJerliklidir veva ¢ok-dederliklidir, drnedin, en az 1, 2,

3, 4, 5 veya daha fazla BBB trans-gd¢-etme kismi igerir.

Burada tarif edildidi Uzere farmakolcjik olarak aktif kisimlar
ayrica, drnedin, bir antikor molekiiliinden tliretildidi sekilde,
baglama alanlarini wveya baglama vyerlerini (&rnedin, BBB'den
trans-gdc-etmeyen bir antikordan bir VH ve/veya VL alanini),
bu tarz bir badglama yerini icgeren molekiilleri (drnedin, bir
antikoru wveya tek degerlikli antikoru), bir liganin bir
reseptdr badlama alanini, bir reseptdriin bir ligand badlama
alanini veva Dbir katalitik alani da icgerebilir. Burada
kullanildidi seklivle, "ligand baglama alani" terimi, bir

natif reseptdrl (drnegin, hilicre yilizeyl reseptdriuni) veya bunun
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en az bir kalitatif ligand badlama yetisini wve tercihen
karsilik gelen natif reseptdérin biyolojik aktivitesini,
muhafaza eden bir bd&lgesini wveya tiirevini ifade eder. Burada
kullanildi&i sekliyle, "reseptdr badlama alani" terimi, bir
natif ligandi veya bunun en az bir kalitatif reseptdr badlama
yetisini ve tercihen karsilik gelen natif ligandin biyolcjik
aktivitesini, muhafaza eden bdlgesini wveya tlirevini ifade

eder.

Bir uygulamada, bulusun polipeptitleri modifiye edilmis
antikorlardir. Burada kullanildigi sekliyle, "modifiye edilmis
antikor"” terimi, antikorlarin, bunlarin dogal olusumlu
olmadidir sekilde dedistirildidi, sentetik formlarini, &rnedin,
en az 1ki agir zincir kismi igeren, ancak iki tam adir zincir
icermeyen antikorlari (6rnedin, alani silinmis antikorlara
veya minibodileri); iki wveya daha fazla farkli antijeni,
Srnedin, TMEM30A'yil ve Fc kisimlarina, alanlarina, bélgelerine
veya scFc Dbélgelerine birlestirilmis Dbir terapdtik olarak
ilgili hedef baglama vyerini) badlamasi ic¢in dedistirilmis
antikorlarin multispesifik formlarini (8rnedin, bispesifik,

trispesifik, vb.}, icgerir.

Burada kullanildigi sekliyle, "Fc  bdlgesi” terimi, bir
polipeptidin, natif imminoglobilinin Fc Dbdlgesine karsilik
gelen, kismi olarak, yani, bunun i1ki agir zincirinin ilgili Fc
alanlarinin (veya Fc kisimlarinin}) dimerik birlesmesi 1ile
olusturuldudu seklinde, tanimlanmalidir. Bir natif Fc bdlgesi
homodimeriktir wve 1ki ©polipeptit zinciri igerir. Aksine,
burada kullanildidi sekliyle, "genetik olarak-kaynastirilmis
Fo bdlgesi”™ wveya "tek-zincirli Fo Dbdlgesi”™ (scFc bdélgesi)
terimi, drnedin, 20110243966 U.s. Basvurusu'nda, tarif
edildigdi dzere Dbir tek polipeptit zinciri ig¢inde genetik
olarak badlanmis (yanrni, bir tek siirekli genetik dizi icinde
sifrelenen) Fc alanlarindan (veya Fc kisimlarindan) olusan bir

sentetik dimerik F¢ bélgesini ifade eder. Bir yo6niinde, Dbir
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scFc bdlgesi kullanildidinda, baglama moleklilii BBB trans-gdg-

etme kismi ag¢isindan tek-dederliklidir.

Burada kullanildidai seklivyle, "Fc alazni"™ terimi, bkir tek
imminoglobilin adir zincirinin mentese bdlgesinde papain
klevaj yerine hemen upstream (vani, agir zincir sabit
bdlgesinin birinci rezidiisi 114 olarak alindigdinda, IgG'de
rezidli 216'dan) baslayan ve antikorun C-ucunda biten kismini
ifade eder. Bu dodrultuda, bir tam Fc alani, en az bir mentese
bdélgesi, bir CHZ alani wve bir CH3Z alani igerir. Burada
kullanildidi sekliyle, "Fc bdlgesi" terimi, natif antikorlaran
(érnedin, geleneksel iki pelipeptit zincirli formatta veya bir
tek zincirli Fc bdlgesi olarak yapilan) Fc bdlgesine benzeyen

dimerize edilmis Fc alanlarini ifade eder.

Burada kullanildigi seklivle, "Fc alani  kismi" wvevya "Fc
kismi", bir Fc¢ alaninin veya bir Fc¢ alanindan tiretilmis bir
amino asit dizisini digerir. Belirli yoénlerinde, bir Fc kismi,
asagidakilerin en az birini igerir: bir mentese (drnedin, 1ist,
orta ve/veya alt mentese boélgesi) alani, bir CH2 alani, bir
CH3 alani, bir CH4 alani veya bunlarin bir waryanti, kisma
veya fragmani. DiJer uygulamalarda, bir Fc kismi, bir tam Fc
alani (yani, Dbir mentese alani, bir CH2 alani wve bir CH3
alani) igerir. Bir ydniinde, bir Fc kismi, bir CH3 alanina
(veya bunun kismina) kaynastirilmis bir mentese alani (veya
bunun kismini) igerir. Bir baska uygulamada, bir F¢ kismi, bir
CH3 alanina (veya bunun kismina) kaynastirilmis bir CH2 alanzi
(veya bunun kismini) ig¢erir. Bir baska yé&niinde, bir Fc kismi,
bir CH3 alanindan veyva bunun kismindan olusur. Bir baska
yéniinde, bir Fc¢ kismi bhir mentese alanindan (veya bunun
kismindan) ve bir CH3 alanindan (veya bunun kismindan) olusur.
Bir baska ydninde, bir Fc kismi, bir CHZ alanindan {(veya bunun
kismindan) wve bir CH3 alanindan olusur. Bir baska vydnlinde, bir
Fc kismi bir mentese alanindan (veya pbunun kismindan) ve bir

CHZ alanindan (veya bunun kismindan} olusur. Bir ydninde, bir
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Fc kismi, bir CHZ alaninin en az bir kismindan (drnedin, bkir

CHZ alaninin tUminden veya parc¢asindan) yoksundur,

Bir uygulamada, bulusun bir badlama molek{ilii, bir poclipeptit
zinciri (bir scFc molekiilil} clarak wveya iki polipeptit zinciri

halinde dogal-tip formunda bulunan, bir tam Fc bélgesi icerir.

Spesifik clarak baglanmig, bir kompleks olusturan, fizyolojik
kosullar altinda gdrece kararli olan iki molekiili ifade eder.
Spesifik Dbaglama, genel olarak bir orta ila vylksek derecede
kapasite 1le disik bir afiniteve sahip olan spesifik-olmavan
baglamadan ayirt edildigi iizere, bir yiiksek afinite wve bir
diisiik 1la orta derecede kapasite 1le karakterize edilir. Tipik
olarak, afinite sabiti K&, 10% M1l'den buyik oldugunda vevya
daha tercihen 10f M1l'den biylik oldujunda, badlamanin spesifik
oldugu dustunilir. Gerektiginde, spesifik-colmavan Pkadlama,
baglama kosullarini g¢esitlendirme ile spesifik badlamayi bilylk
6lclide etkilemeden azaltilabilir. Uygun baglama kosullar:,
drnedin, molekiillerin konsantrasyonu, ¢Hzeltinin iyonik
yitiligi, sicaklik, badlama ig¢in verilen sire, bir blcke etme
ajaninin (6rnedin, serum albiimininin, st kaseininin)
konsantrasyonu, vb., uzmanlidi olan kisi tarafindan rutin
teknikler kullanilarak optimize edilebilir. Bulusun bir Fc
kismi, en azindan bir Fc molekiiliiniin teknikte FcRn badlamasi
igin gerekli oldudu Dbilinen, burada bir neonatal reseptdri
(FcRn) baglama partneri olarak ifade edilen, kismini igerir.
Bir FcRn badlama partneri, FcRn badlama partnerinin FcRn
reseptdrii tarafindan miltteakip aktif tasima ile FcRn reseptdri
tarafindan spesifik olarak Dbaglanabilen bir molekiildir veya

bunun kismidir.

Mevcut bulusun FcRn badlama partnerleri, FcRn reseptdri
tarafindan spesifik olarak badlanabilen, tam IgG'yvi, IgG'nin
Fc fragmanini ve FcRn reseptdrinin tam badlama bdlgesini

igeren diger fragmanlari igeren molekiilleri kapsar. Bir baska
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uygulamada, bulusun bkir badlama molekilinin bir Fc kismi alani
veya bdlgesi, bunun FcRn'yi azazltilmis wveya minimal bkadlama
gbsterdigi sekilde medifiye edilir. TIgG'nin Fc kisminin FcRn
reseptdriinll badlavan bdlgesi, X-1gini kristalografisine gdre
tarif edilmistir (Burmeister et al., 1994, Nature 372:379).
Fc'nin FcRn 1le majdér temas alani, CH2Z wve CH3Z alanlarinin
baglanti yerine vyakindir. Fc-FcRn temaslarinin tiimid, bir tek
Ig adir zinciri ig¢indedir. FcRn badlama partnerileri, tam
IgG'yi, IgG'nin Fc¢ fragmanini ve IgG'nin FcRn'nin tam badlama
bdlgesini iceren diger fragmanlarini ic¢erir. Majér temas
yerleri, CHZ alaninin 248, 220-2%7, 272, 285, 288, 290-291,
308-311 wve 314 amino asit rezidlilerini wve CH3 alaninin 385-
387, 428 ve 433-43¢6 amino asit rezidlilerini icerir.
Imminoglobtlinlerin veya imminoglobiilin fragmanlarinin amino
zg2it numaralandirmasina vapllan referanslarin timil, Kabat et
al., 19921, Sequences of Proteins of Immunological Interest,
U.S. Department of Public Health, Bethesda, Md, kaynagina

gbredir.

IgG'nin Fc bdlgesi, FcRn tarafindan baglanacak olan modifiye
edilmis TIgG wveya Fc¢ fragmanlari veya bunlarin kisimlarini
liretmek icin ivi bilinen prosedirlere, drnedin, vere
yonlendirilmis mutajeneze ve benzerlerine, gbre modifiye
edilebilir. Bu tarz modifikasyonlar, FcRn temas vyerlerinden
uzak modifikasyonlari ayni zamanda FcRn'yi badlamayil koruyan
veya hatta glc¢lendiren temas yerleri igindeki meodifikasyonlar:
icerir. Ornedin, insan IgGl'i Fc'sindeki (Fc vl1) asadidaki tek
amino asit rezidiileri FcRn ig¢in Fc badlama afinitesinin
anlamli kaybi olmadan sibstiite edilebilir: P238A4A, S239A4,
K246A, K248A, D249A, M252A, T256A, E258A, T260A, D265A, S267A,
H268A, E269A, D270A, L2727, L2747, N276A, Y278A, D280A, V282A,
E283A, H28%5A, NZ86A, T289A, K290A, R2%92ZA, E293A, E294A, (02954,
Y296F, N297a, S298A, Y300F, R301A, V303A, V30baA, T307A, L3054,
©311A, D312a, N315A, K317/A, E318A, K320A, K322a, S3324A, K3Z6A,

A327Q, P329A, A330Q, P331Aa, E333A, K3342A, T335A, S337A, K338A,
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K340A, (©342A, R344A, E345A, Q347A, R35L0A, E356A, M358A, T35LS8A,
K360A, N361A, Q362A, Y373A, S$S375A, D376A, A378Q, E380A, E382A,
S383A, N384A, (Q386A, E388A, N38%A, N390A, Y391F, K392ZA, L3982,
S400A, D401a, D413Aa, K414A, R416A, Q418A, 4197, N421A, V42234,
s424a, EA430A, N434A, T437A, Q438A, K43%A, S440A, S444A ve
K447A, burada, oOrnedin, PZ238BA pozisyon numarasi Z238'de alanin

ile sibstite edilmis dofal-tip prolini temsil eder.

Yukaridaki mutasyonlarin bazilari, Fc¢ kismi {zerinde vyeni
iglevsellik sadlayabilir. Ornedin, bir uygulama, bir hayli
korunmus N-glikosilasyeon yerini uzaklastiran, NzZ87A'yi katar.
Bu mutasyonun etkisi, glikosilasyonu azaltmaktir, bdylece
efektdr fonksiyonu ve/veya immiinojenisiteyi azaltmaktir.
Yukarida tarif edilen mutasyonlardan kaynaklanan yveni
iglevsellidin bir ilave o6rnedi olarak, FcRn ig¢in afinite bazi
durumlarda dogal tipinkinin btesine arttirailabilir. Bu
arttirilmis afinite, bir arttirilmis "badlama" hizini, bir
azaltilmig "ayrilma™ hizini veya hem bir arttirilmis "baglama™
hizini hem de bir azaltilmis "ayrilma™ hizini vyansitabilir.
FcRn i¢in bir arttirilmis afinite sadgladigina inanilan
mutasyonlar, T256A'yi, T307A'yi, E380A'yl ve N434A'yir (Shields
et al., 2001, J. Bicl. Chem. 276:6591) icerir.

Bir uygulamada, FcRn badlama partneri, PENSSMISNTP (SEQ 1ID
NO:) dizisini igeren ve opsiyonel olarak ilaveten HQSLGTQ (SEQ
ID NO:), HQONLSDGK (SEC ID NO:), HQNISDGK (SEQ ID NO:) veya
VISSHLGQ (SEQ ID NO:) arasindan sec¢ilen bir diziyi iceren bir
polipeptittir (5,739,277 Numarali U.S. Patenti).

Teknikte uzmanligi olan kisiler, degistirilmig efektdr
fonksiyon ve/veya FcRn badglama godsteren c¢ok sayida baska Fc
mutantina veya analoduna asina o¢lacaktir. Buna ek co¢larak,
immiinoglobiilin sabit bdlgelerini (drnedin, pegile edilmis)
veya bunlarin Ifragmanlarini Kkimyasal olarak modifiye etme

araclara {(bakiniz, Srnedin, Aslam ve Dent 1398,
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Bioconjugation: Protein Coupling Techniques For the Biomedical
Sciences Macmilan Reference, Londony, teknikte, Srnedin,

20120003210 U.S. Basvurusu'nda, iyi bilinir.

Bir wuygulamada, bir Fc kismi, teknikte Dbilinen ydntemler
kullanilarak, érnedin, normal olarak glikosile edilmis
rezidileri mutasyona ugratma ile veya polipeptidin
ekspresyonunu, bdylece glikosilasyonun gerceklesmedidi

sekilde, dedistirme ile, aglikosile edilir. Bir &rnek olarak,
bir spesifik wuygulama, bir hayli korunmugs N-glikosilasyon
yverini uzaklastiran, Nz287A mutasyonunu katar. Bir baska
uygulamada, bir Fc kismi, pczisyon 29%'cda bir mutasyon,
drnedin, 7,863,419 U.S. Patenti'nde tarif edildigi iizere bir
baska aminc aside bkir T299 mutasyonunu, katar. Alanine ek
olarak, diger amino asitler Fc fonksivyonunu azaltmak igin
yukarida belirtilen veya teknikte bilinen pozisycnlarda dodgal-

tip aminco asitler ig¢in sibstiite edilebilir.

Bir baska uygulamada, Armour, X.L., Clark, M.R., Hadley, A.G.
& Williamson L.M. {(1999), Eur J TImmunol 29: 2613-2624
kayna&inda agiklanan mutasyonlar 5Oz konusu baglama

molekiillerine uygulanabilir.

Mutasyonlar Fc 1ig¢ine tek bir sekilde uygulanabilir, bu natif
Fc'den farkli olan yiizden fazla Fc¢ kismina sebebiyet verir. Ek
olarak, bu minferit mutasyonlarin ikisinin, ucgunun wveya daha
fazlasinin kombinasyonlari birlikte uygulanabilir, bédylece
yuzlerce fazla potansiyel Fc bdlgesine sebebiyet wverilir.
Dahasi, bulusun bir vyapisinin Fc kisimlarinin biri, mutasyona
ugratilabilir ve diger Fe¢ kismi hi¢ bir sekilde mutasyona
ugratilmayabilir veya bunlarin her ikisi mutasyonla

udratilabilir, ancak farkli mutasyonlar kullanilir.

Bir imminoglckilin sabit bd&lgesinin en az bkir kisminin peptit

mimetikleri, d&rnedin, bir Fc¢ fragmaninin bir peptit mimetigi
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veya bir FcRn baglama partnerinin bir peptit mimetigi, de
tasarlanir. Bir ydninde, peptit mimetidi  faj gbsterimi
kullanilarak veya kimyasal kiitiiphane taramasi vasitasiyla
tanimlanir (bakiniz, d&rnedin, McCafferty et al., 1990, Nature
348:552, Kang et al., 1591, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
88:4363; EP 0 589 877 Bl).

Bir baska y&nlinde, bulusun bir Fc bdlgesi (drnedin, bir scFc
b&lgesi) en azindan bir Fec¢ molekiliinlin teknikte FcyR baglamasi

igin gerekli oldugu bilinen kismini igerir.

Bir yéninde, bulugsun bir Fc bdlgesi (Srnedin, bir scFc
b&lgesi) en azindan bir Fc¢ molek{iliiniin teknikte Protein A
baflamasi ic¢in gerekli oldugu bilinen kismini igerir. Bir
yoninde, bulusun bir Fc bdlgesi (Srnegin, bir scFc bdlgesi) en
azindan bir Fc molekillinin teknikte Protein G badlamasi ic¢in
gerekli oldudu bilinen kismini igerir. Bir ydniinde, bu tarz

bir molekiil, FcRn'yi baglamaz.

Burada izah edildigi iizere, bir Fc¢ alaninin ayrica bir veya
birden fazla amino asit defisimi (substitlisvonu, ilavesi veya
silinmesi) icerme ile, bdylece bunun bir dodal tip Fc kismina
kiyvasla amino asit dizisi ag¢isindan g¢esitlilik gdsterdidi
sekilde, de modifiye edilebilecedi teknikte normal wuzmanlid:
olan bir kisi tarafindan anlasilacaktir, Bu tarz gok sayida
dedigsim wveya dedistirme teknikte Dbilinir. Belirli emsal
uygulamalarda, Fc kismi bir efektdr fonksivonu (drnedin, FcyR
baglamayi) muhafaza eder ve belirli uygulamalarda, Fc kisma
efektor fonksiyondan yvoksundur veva azaltilmis efektor

fonksiyona sahiptir.

Bulusun bir polipeptidinin Fc alanlari veya kisimlaraz,
herhangi bir izotipten (A, E, G veya M) elde edilebilir wve
farkli imminoglebiilin molekiillerinden tiiretilebilir. &rnedin,

bir polipeptidin bir Fc alani1  veya kismaz, bir TgGl
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molekillinden tlretilen bir CHZ ve/veya CH3 alani ve bir IgG3
molekiiliinden tilretilen bir mentese bdlgesi igerebilir. Bir
baska ©&rnekte, Dbir Fc alani veya kismi, kismen bir TgGl
molekiliinden wve kismen bir IgG3 molekiillinden tiretilen bir
kimerik mentese bdlgesi igerebilir. Bir baska &rnekte, bir Fc
alani veya kismi, kismen bir IgGl molekiiliinden wve kismen bir

IgG4 molekilliinden tiretilen bir kimerik mentese igerebilir.

Bulusun badlayici peptitlerini ic¢eren pclipeptitler, teknikte
bilinen teknikler kullanilarak vyepilabilir. Bir uygulamada,
bulusun polipeptitleri, "rekcmbinant olarak dretilir", vani,
rekcmbinant DNA teknolojisi kullanilarak idiretilir. Bulusun
polipeptitlerini yapmak 1i¢in emsal teknikler Dburada daha

detayli bir sekilde izah edilir.

Burada kullanildiga seklivyle, "farmasotik olarak kabul
edilebilir tasiyici" terimi, bir etken maddenin bununla
birlestirilebildigdi wve kombinasyonu takiben, etken maddeyi bir
stijeye uygulamak ic¢in kullanilabilen bir kimyasal bilesim veya
bilesik anlamina gelir, Burada kullanildig: sekliyle,
"fizyolojik olarak kabul edilebilir"™ ester veya tuz terimi,
etken maddenin farmasétik bilesimin herhangi bir bkaska icerik
maddesi ile uyumlu olan, bilesimin uygulanacadi sije ig¢in
zararli olmayan bir ester wveya tuz formu anlamina gelir.
Burada kullanildiga gsekliyle, "farmasotik clarak kabul
cdilebilir tagsiyici"” ayrica, bunlarla sinirla kalmamak
kaydivyla, asadidakilerin birini veya birden fazlasini, da
igcerir: eksipiyanlar; vylzey aktif ajanlar; daditma ajanlari;
inert diluentler; graniile etme ve parcalama ajanlari; badlama
ajanlari; vyaglama ajanlari; tatlandirma ajanlari; aroma verme
ajanlari; renklendirme ajanlari; koruyucular; fizyolojik
olarak parcalanabilen bilesimler, drnedin, jelatin; sulu
vehikiiller wve c¢dziciiler; vagli vehikiiller wve c¢oziiciiler;
silspanse etme ajanlara; cdaditma veya 1slatma ajanlari;

emiilsifiye etmek ajanlari; demulsentler; tamponlar; tuzlar;
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kivamlastirma ajanlari; dolgular; emiilsifiye etme ajanlari;
antioksidanlar; stakbilize etme ajanlari ve farmasdtik olarak
kabul edilebilir polimeri wveya hidrofobik materyaller. Bulusun
farmasétik bilesimlerine dahil edilebilen diger "ilave icerik
maddeleri” teknikte bilinir wve 0Ornedin, Genarc, ed., 1985,
Remingteon's Pharmaceutical Sciences, Mack Pubklishing Co.,
Easton, Pa., kaynainda tarif edilir. Burada kullanildig:
sekliyle, "bir etkili miktar" bir terapdtik yanit iliretmek igin

veterli olan bir miktardir.

Burada kullanildidi sekliyle, "proteinopati™ terimi, vanlis-
katlanmis proteinler veya agregat olusturmus proteinler ile
karakterize edilen, bir genetik bilesene sahip olan,

bozukluklari ifade eder.

II. BBB Trans—-go¢-eden antikorlar

Bir vy&niinde, bir BBR trans-gdg¢-etme kismi 7,943,129 U.S.
Patenti "'nde tarif edildidi sekildedir. Ornedin, bir
uygulamada, bir BBB trans-gd¢-etme kismi, asagidakilerden
olusan gruptan segilen bir dizide izah edilen bir amino asit
dizisi icerir: 7,943,129 U.S. Patenti'nde tarif edildidi lzere
SEQ ID NO:85 (FCH), SEQ ID NO:86 (FC44) wve SEQ ID NC:87 (FC7).
Bir uygulamada, bir BBBR trans-gog-etme  kismai, bir FC5
kismidir. FC5, Dbir kamelidden tiretilen bir adgir zincir
antikorudur (HCA, ayni zamanda iki-zincirli, iki-zincirli adir

zincir antikoru, Vs veya tek alanli antikor clarak da ifade

edilir}). Yine kamelidler tarafindan da {retilen IgG-tipi
geleneksel dért—-zincirli imminoglobiilinler ile
karsilastirildiginda, bu antikorlar geleneksel

imminoglebiilinlerin hafif zincirlerinden wve CH1 alanlarindan
yoksundur. Bu dodal oclugumlu adir zincir antikorlarinin géz
carpan &zelliklerinin biri, bunlarin dedisken alaninda (Vas
olarak g&sterilir) sirasiyla 44, 45 wve 47 VL ara vylz

pozisyonlarinda (Kabat numaralandirmasi) g&ze garpan Glu, Arg
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ve Gly wvarlididir. Geleneksel dort-zincirli antikorlarin (Vm
olarak gdsterilir) dedigken alanindaki ayni pozisyonlar
neredeyse Ozellikle Gly, TLeu wve Trp ile mesgul edilir. Bu
farklilaiklarain, gelencsksel dort-zincirli antikorlarin VH
alaninin gdrece ¢odzinmezligi ile karsilastirildiginda, kamelid
HCA dedisken alaninin {Van) yiksek ¢oézlinlirliginden Ve
kararliligindan sorumlu oldudu disiniilir. Vss alanlarinin 1iki
daha &énemli &6zellidi, bunlarin karsilastirilabilir bir sekilde
daha uzun CDR3'l4diir ve CDR'lerde sistein g¢iftlerinin yiksek
insidansidir. Sistein g¢iftlerinin bir disilfit kdprusinin
olusumuna aracilik ettigi ve bundan dolayi antikor birlestirme
yerinin yiizey topolojisini modiile etmeye dahil edildigi
goriulir. Bir deve sdAkb-lizozomal kompleksinin kristal
vapisinda, sdAb'den c¢ikinti vyapan ve kismen bir CDR distlfit
baglantisi tarafindan stabilize edilen bir bikilmez kivrim,
birlestirme vyerinin disina uzanir ve lizozomal aktif verin
i¢ine derinlemesine niifuz eder (Desmyter et al., MNature

Struct. Biol., 3, 803-811 (1996)}).

Bir yoéninde, Dbir BBB trans-gd¢-eden antikor, TMEM30A'y1
(Céorfe7, CDC50A) badglar. TMEM30A'yl bazdlayan emsal kisimlar
bFilinir wve teknikte iyi kilinen véntemler kullanilarak
yapilabilir. Ornedin, TMEM30A amino asit dizisini wveya bunun
bir kismini igeren bir amino asit dizisi, TMEM30A amino asit
dizisini spesifik olarak taniyan antikorlar yapmak i¢in veya
TMEM30A'y1 spesifik olarak baglayan badlama kisimlarai ig¢in
baglama yverlerinin bir kiitiphanesinden taramak icin
kullanilabilir. Bu tarz kiUtiphanelerden elde edilen wveya
kiitliphanelerden tliretilen badglama yerleri bulusun bir badlama
molekiliinde kullanilgbilir, TMEM30A'nin amino asit dizisi

asagdida gdsterilir:
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Bulusun polipeptitleri, TMEM30A'yl bagdlayan bir antikordan
teknikte bilinen protokoller kullanilarak tiretilen bir
dedisken bdlge veva bunun kismini (drnedin, bir VL ve/veva VH
alanini) icerebilir. Ornedin, dedisken alan, bir insan-olmayan
memelide, &rnedin, mirinde, gine dcmuzunda, primatta, tavsanda
veya sicanda, memeliyi antijen wveya bunun bir fragmani ile
immiinize etme ile iiretilen antikordan tiiretilebkilir. Bakiniz,
Harlow & Lane, supra. Immiinoglobiilinler ilgili antijenin
(6rnegin, saflastirilmis tumdr iliskili antijenlerin veya
hiicrelerin veya bu tarz antijenleri igeren hiicresel
ekstraktlarin) wve bir adjuvanin ¢ok sayida subkiitan veya
intraperitoneal enjeksiyonu ile tretilebilir. Bu imminizasyon
tipik olarak, aktive edilmis splenositlerden veva
lenfositlerden antijen-reaktif antikorlarin dretilmesini

iceren bir immin yanit meydana getirir.

Dedisken bdélge bir imminize edilmis hayvanin serumundan hasat
edilen poliklonal antikorlardan tiiretilebilirken, arzu edilen
degigken boélgenin bundan tfiretildigi moncklonal antikorlarin
(MAb'lerin) homojen preparasyonlarini sadlamak i¢in dalaktan,
lenf nodlarindan veya periferik kandan minferit lenfositleri
izole etmek siklikla arzu edilebilir. Tavsanlar veya (Jgine
domuzlari tipik olarak, polikleonal antikorlar vyapmak icgin
kullanilir. Fareler tipik olarak, monoklonal antikorlar yapmak

ig¢in kullznilir. Monoklonal antikorlar, bir antijen fragmanini
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bir fareye enjekte etme, "hibridomlar" hazirlama ve
hibridomlari antijeni spesifik o¢larak badlayan bir antikor
igin tarama 1ile bir fragmana karsi hazirlanabilir. Bu iyi
bilinen proseste (Kohler et al., (1975), Nature, 256:485),
antijen enjekte edilmis olan fareden elde edilen gdrece kisa-
omirliy veya &6lumli, lenfositler bir &liumsiz tumdr hlcre hatta
(6rnedin, bir miyelom hiicre hatti) ile kaynastirilair, boylece,
hem &lumsilz colan hem de B hiicresi tarafindan genetik olarak
sifrelenen antikoru iretebilen hibrit hiicreler vevya
"hibridomlar" iretilir. Elde edilen hibritler, seleksivyon,
seyreltme ve bir tek antikorun olusumu icgin spesifik genleri
igeren her bir minferit sus 1le yeniden-biiyitme 1ile tek
genetik suslara ayrilir. Bunlar, bir arzu edilen antijene
karsi homojen olan ve Dbunlarin saf genetik ebeveynlidine

atfen, "monoklonal"™ olarak adlandirilan antikorlar uUretir.

Bu sekilde hazirlanan hibridom hiicreleri, tercihen
kaynastirilmamis, parental miyelom hiicrelerinin blylimesini
veya sag kalimini inhibe eden bir veya birden fazla madde
igeren bir uygun kiiltilr wvasati dig¢ine ekilebilir wve burada
biyitilebilir. Teknikte uzmanligr olan kigiler, hibridomlarin
olusumu, seleksiyonu ve bliyimesi icin reaktiflerin, hiicre
hatlarinin ve vasatlarin ¢ck sayida kaynak tarafindan piyasada
satildidina ve standardize edilmis protokollerin ivi
belirlendigini anlayacaktir. Genel o¢larak, burada hibridom
hilcrelerinin biydttlddgu killtir wvasati arzu edilen antijene
karsi monoklonal antikorlarin {retimi ig¢in analiz edilir.
Tercihen, hibridom hiicreleri tarafindan 1lUretilen monocklconal
antikorlarin baglama o6zgullidl imminopresipitasyon 1ile vwveva
bir in vitro analiz, 6rnedin, bir radyocimminoanzliz (RIA) veya
enzime bhadli badisiklik analizi (ELISA), ile belirlenir. Arzu
edilen Hzglilliagi, afinitesi ve/vevya aktivitesi olan
antikorlari {reten hibridom hiicreleri tanimlandiktan sonra,
kleonlar sinirli seyreltme prosedlirleri 1le alt-klonlanabilir

ve standart yodntemler ile Dpiliyitilebilir (CGoding, Monoclonal
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Antibodies: Principles and Practice, pp 59-103 (Academic
Press, 1986)). Alt-klonlar tarafindan salgilanan monoklonal
antikorlarin geleneksel saflastirma prosedirleri, drnedin,
mesela, afinite kromatografisi (Srnedin, protein-2, protein-G
veya Protein-L afinite kromatografisi), hidroksilapatit
kromatografisi, Jjel elektroforezi veya diyaliz, 1le kultir
vasatindan, assitler sivisindan veya serumdan ayrilabilecegi

ilaveten anlasilacaktair.

Opsiyonel olarak, antikorlar antijenin diger kesisgsmeyen
fragmanlarini badlamadan antijenin bir spesifik bdlgesini wveva
arzu edilen fragmanini baglama icin segilebilir. Son
bahsedilen tarama, bir antikorun antijenin silinme
mutantlarinin bir koleksiyonunu badlamasini belirleme ve hangi
silinme mutantlarinin antikoru Dbagladigini belirleme ile
tamamlanabilir. Badlama, &rnedin, Western blot wveya ELISA, ile
degerlendirilebilir. Antikoru spesifik badglama gdsteren en
kiigik fragman, antikorun epitopunu tanimlar. Alternatif
olarak, epitop O&zgulligi, bir test wve referans antikorunun
antijeni baglama ig¢in rekabet ettigi bir kompetisyon analizi
ile Dbelirlenebilir. Test ve referans antikorlara rekabet
ettiginde, akabinde bunlar ayni epitopu veya bir antikorun
badlamasinin digerinin badlamasina mildahale ettidi gsekilde

yeterli yakinlikta olan epitoplari badlar.

Arzu edilen monoklonal antikoru sifreleyen DNA, sabit bdlge
alani dizilerinin (8rnedin, mirin antikorlarin agdir wve hatfif
zincirlerini sifreleyen genleri spesifik olarak badlayabilen
oligonikleotid problarinin kullanilmasi 1le} izolasyonu icgin
supra tarif edilen geleneksel prosedirlerin herhangi biri
kullanilarak kolaylikla 1izole edilebilir ve dizilenebilir,
Izole edilmis wve alt-klonlanmis hibridom hiicreleri, bu tarz
DNA'nin bir tercih edilen kavnadi gdrevi gdrebilir. Daha &zel
olarak, (burada tarif edildidi lzere sentetik olabilen) izole

edilmis DNA bulusun polipeptitlerine katilma amaciyla arzu
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edilen dedisken bolge dizilerini klonlamak icin

kullanilabilir.

Dider uygulamalarda, badlama veri, bir tam olarak insan

antikorundan tiretilir. insan veya blyiik 6lcide insan
antikorlari, endojen imminoglobiilin Uretimi yapamayan
transgenik hayvanlarda (6rnedin, farelerde) Uretilebilizr

{(bakiniz, ©&rnedin, her biri burada referans oclarak eklenmis
olan, 6,075,181, 5,93%,598, 5,591,669 wve 5,589,369 Numaral:i
U.Ss. Patentleri). Ornedin, kimerik ve germ-hatti mutant
farelerde antikor adir-zincir birlestirme bdlgesinin homozigot
silinmesinin endojen antikor {iretiminin tam inhibisyonu ile
sonug¢landiglr tarif edilmistir. Bir insan imminoglobiilin gen
diziliminin bu tarz germ hattai mutant farelere transferi,
antijen vyliklemesi ilzerine insan antikorlarinin {retimi ile
sonu¢lanacaktir. SCID fareleri kullanilarak insan antikorlaria
Uretmenin bir baska tercih edilen aracz, 5,811,524 Numarali
U.5. Patenti'nde acgiklanir. Bu insan antikorlari ile iliskili
olan genetik materyalin ayrica burada tarif edildidi d{zere
izole edilebilecedi ve manipile edilebilecedi de

anlasilacaktir.

Rekombinant antikorlar ftiretmek 1¢in daha bir baska hayli

etkili aracg, Newman, Biotechnology, 10: 1455-14¢50 (1992)

kaynaginda ac¢iklanir, Spesifik olarak, bu teknik, maymun
dedisken alanlari ve insan sabit dizileri igeren
primatlastirilmis antikorlarain {Uretimi ile sonuclanair. Bu

referans, burada bunun biitiinliyle referans olarak eklenir.
Dahasi, bu teknik ayrica, vaygin olarak atfedilen 5,658,570,
5,693,780 wve 5,756,096 Numarali U.S. Patentleri'nde de tarif
edilir, Bir baska uygulamada, lenfositler mikro-manipiilasyon
ile secilebilir ve dedisken genler izole edilebilir. Crnedin,
periferik kan mononiikleer Thilcreleri bir immiinize edilmis
memeliden izole edilebilir ve in vitro vyvaklasik 7 gln boyunca

killtiirlenebilir. Killtirler tarama kriterlerini karsilayan
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spesifik antikcorlar ic¢in taranabilir. Pozitif kuyucuklardan
elde edilen hiicreler izole edilebilir. Munferik TIg-iireten B
hiicreleri FACS ile vevya bunlari bir kompleman—-aracily
hemelitik plak analizinde tanimlamak ile izcle edilebilir. Ig-
dreten B hilicreleri bir tip ic¢ine mikro-maniplile edilebilir wve
VH ve VL genleri, drnedin, RT-BCR, kullanilarak
¢ogaltilabilir. VH wve VL genleri bir antikor ekspresyon
vektoriine klenlanabilir ve ekspresyon ic¢in hilicrelere (drnedin,

dkaryotik vevya prokaryotik hilicrelere) transfekte edilebilir.

Alternatif olarak, degisken (V) alanlar secgilen bir hayvandan
dedisken gen dizilerinin kiltUphanelerinden elde edilebilir.
Alanlarain, Srnegin, Vi ve/veya Vi alanlarinin, rastgele
kombinasyonlarini eksprese eden kiitiiphaneler, arzu edilen
baglama karakteristiklerine sahip olan elemanlari tanimlamak
i¢in arzu edilen bir antijen ile taranabilir. Bu tarz tarama
ydntemleri  teknikte iyi bhilinir. Ornedin, antikor geni
repertuvarlarai, bir A bakteriyofa] ekspresyon  vektdriine
kleonlanabilir (Huse, WD wve ark. (198%9). Science, 2476:1275).
Buna ek olarak, bunlarin ylizeyi izerinde antikorlar eksprese
eden hilcreler (Francisco et al., {1994, PNAS, 80.:10444;
Georgiou et al., (1997), Nat. Biotech., 15:29; Boder ve
Wittrup (1997) Nat. Bioctechnol. 15:553; Bocder et al., (2000},
PNAS, 97:10701; Daugtherty, P. et al., (2000) J. Immunol.
Methods., 243:211) wveya viriisler (drnedin, Hoogenboom, HR,
(1998), Immunotechnology 4:1; Winter et al., (19%4) . Annu.
Rev. Immunocl. 12:433; Griffiths, AD. (1998). Curr. Opin.
Bictechneol. 9:102) taranabilir.

Teknikte uzmanligi olan kigiler ayrica, antikor dedisken
alanlarini sifreleyen DNA'nin ayrica fajda, mayada veya
bakterilerde eksprese edilen antikor kitiphanelerinden
teknikte bkilinen vydntemler kullanilarak tiretilebilecedini de
anlayacaktir. Emsal vydntemler, Srnedin, EP 368 684 Bl;

5,969,108 Numarala U.S. Patenti; Hoogenboom et al., (2000)
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Immunol. Today 21:371; Nagy et al., (2002) Nat. Med. 8:801;
Huie et al., (2001), PNAS, 98:2682;Lul et al., (2002}, J. Mol.
Biocl. 315:1063 kaynaklarinda, izah edilir. Bir kac vyayin
(rnedin, Marks et al., (1992), Bio/Technolegy 10:77%-783),
zincir karma ile yiksek afiniteli insan antikorlarinin
Uretimini ayni zamanda bliylk faj kiitiphaneleri yapmak igin bir
strate]ji olarak kombinasyonel enfeksiyonu ve in vivo
rekombinasyonu tarif etmistir. Bir baska uygulamada, ribozomal
gbsterim, bakteriyofaji gdsterim platformu olarak dedistirmek
ig¢in kullanilabilir (bakiniz, d&rnedin, Hanes et al., (1998),
PNAS 85:14130C; Hanes ve Fluckthun. (1999), Curr. Top.
Microbiocl. Immunol. 243:107; He wve Taussig. (1997), Nuc. Acids
Res., 25:5132; Hanes et al., (2000), Nat. Biotechnol. 18:1287;
Wilson et al., (2001), PNAS, 98:3750 wveya Irving et al.,
(2001) J. Immunol. Methods 248:31).

Tarama igin emsal kiituphaneler, inan dedisken gen
kiittiphaneleridir. Bir insan-disi kaynaktan Vi ve Vy alanlari da
kullanilabilir. Kituphaneler naif olabilir, imminize edilmis
siijelerden elde edilebilir  veya yari-sentetik olabilir
(Hocgenbcoom ve  Winter, (1992) . J. Mcl. Biol. 227:381;
Griffiths et al., (1995) EMBO J. 13:3245; de Kruif et al.,
(1995). J. Mol. Biol. 248:97; Barbas et al., (1%92), PNAS,
89:4457). Bir uygulamada, mutasyonlar daha bluyiik hetercjenlige
sahip o¢lan niikleik asit molekiillerinin bir kiltiphanesini
olusturmak igin imminoglobilin alanlarina vapilabilir
(Thempsen et al., (1996), J. Mol. Biol. 256:77; Lamminmaki et
al., (199%9), J. Mol. Biol. 231:589; Caldwell wve Joyce. (1982},
PCR Methods Appl. 2:28; Caldwell ve Joyce. (1994), PCR Methods
Appl. 3:51326). Standart taramam prosedirleri, yiksek afiniteli
varyantlar1l seg¢mek 1ig¢in kullanilabilir. Bir baska uygulamada,
Vg ve Vi, dizilerine dedisimler, Jdrnedin, teknikte Dbilinen
teknikler kullanilarak kristal vapilarindan elde edilen bilgi

kullanilarak, antikor aviditesini arttirmak ic¢in vapilabilir.
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Bir baska emsal kiitiphane, tek alanli antikorlar 1ig¢eren bir
kamelid kiitiphanesidir. FEmsal tek alanli meclekiiller, bir
antikorun bir izole edilmis agir =zincir degisken alanini (Va),
vani, bir hafif zincir dedisken alani olmadan, bir adir zincir
degisken alanini ve bir antikorun bir 1izole edilmis hafif
zincir de@isken alanini (Vi), yani, bir adir zincir dedisken
alani olmadan, bir hafif zincir dedisken alanini, igerir.
Bulusun baglama molekiillerinde kullanilan emsal tek-alanli
antikorlar, o&6rnedin, Hamers-Casterman et al., Nature 363:446-
448 (1993) wve Dumoulin et al., Protein Science 11:500-515
(2002), kavnaklarinda tarif edildigi izere Kamelid adgir zincir
dedigken alanini (yaklagik 118 ila 136 arasindaki aming asit
rezidliilerini), dg¢erir. DidJer emsal tek alanli antikorlar, VH
veya VL alanlari icgerir, bunlar ayrica Dabs® (Domantis Ltd.,
Cambridge, BK) olarak da bilinir. Daha bkir baska tek alanla
antikorlar, kdpek balidi antikorlarini (drne&§in, Kkopek baligi
Ig-NAR'larini) icgerir. Kopek balidi Ig-NAR'lari, bir dedigken
zlanin (V-NAR) ve bes C-benzeri sabit alanin (C-NAR) bir
homodimerini igerir, burada c¢esitlilik 5 1ila 23 rezidd
uzunlugu arasinda c¢esitlilik gdsteren bir uzatilmis CDR3
bdélgesinde yogunlagir. Kamelid tirlerinde (6rnedin,
lamalarda), Vws olarak ifade edilen adir zincir degdisken
bdlgesi, tum antijen-badlamz alanini olusturur. Kamelid Vap
dedisken bolgeleri wve geleneksel antikorlardan tiuretilenler
(VH) arasindaki ana farklilaklar, (a) Vm'de karsilik gelen
b&lgeye kiyasla VH'nin hafif =zincir temas vyizeyinde daha ¢ok
hidrofobik amino asit, (b) Vmg'de bir daha uzun CDR3 wve ()
Vup'de CDR1 wve CDR3 arasinda bir distilfit badin sik meydana
gelisini dig¢erir. Tek alanli baglama molekiilleri vyapmak i¢in
yintemler, her ikisi de burada referans olarak eklenmis olan,
6.005,079 wve 6,765,087 Numaralili U.S. Patentleri'nde tarif
edilir. Vms alanlari 1igeren emsal tek alanli antikorlar,

Nanobodies®'i (Ablynx NV, Ghent, Belcika) icerir.
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Dahasz, mevcut bulusun polipeptitlerini uretmek igin
kullanisli olan dedisken bodlge dizileri, ¢ok sayida farkla
kaynaktan elde edilebilir. Ornedin, vyukarida tartisildiga
lizere, cesitli insan geni dizileri halka acik depolar formunda
erigilebilir sgekildedir. Antikorlarin ve antikor-gifreleyen
genlerin (drnedgin, klinik olarak vyararli ozelliklere sahip
oldudu bilinen antikorlarin) c¢ok sayida dizisi yayimlanmistir
ve uygun dedisken bélge dizileri ({(drnedin, VL ve VH dizileri)
teknikte bilinen teknikler kullanilarak bu dizilerden

sentezlenebilir.

Bir baska uygulamada, bulusun bir polipeptidinin bir baglama
alanzi, drnedin, kamelidlerden tliretilen, bir Vi zinciri

vokludunda kararli olan, bir Vg alanindan o¢lusur (Hamers-

Casterman et al., (1%93). Nature, 363:446; Desmyter et al.,
{1996). Nat. Struct. Biol. 3: 803; Decanniere et al., (1299).
Structure, 7:36l; Davies et al., (1996). Protein Eng., 9:531;
Kortt et al., (1995). J. Protein Chem., 14:167}.

Bulusun bir polipeptidi, bir tam olarak mirin, tam olarak
insan, kimerik, Dbeserilestirilmis, insan-colmayan primat veya
primatlastirilmis antikordan tiretilen bir dedisken alan veya
CDR {({CDR'ler) icerebilir. insan—olmayan antikcorlar vevya
bunlarin fragmanlari veya alanlari, teknikte bilinen teknikler
kullanilarak bunlarin imminojenisitesini azaltmak igin
degistirebilir. Begerilestirilmis antikorlar, insan-olmayan
antikorlardan tiretilen, ana antikorun baglama &zelliklerini
muhafaza etmesi wveya Dblylik 8lglide muhafaza etmesi ig¢in
modifiye edilmis olan, ancak ana, insan-olmayan antikocrlara
kiyasla insanlarda daha az 1immiinojenik olan antikorlardir,
Reserilestirilmis hedef antikorlar durumda, bu (a) kimerik
hedef antikorlar {retmek ig¢in tim insan-olmayan dedigken
zlanlari i1insan sabit bdlgelerine grefte etmevi; (b)) insan-
olmayan tamamlayicilik belirleme bdlgelerinin (CDR'lerin)

birinin veya birden fazlasinin en azindan bir par¢asini kritik
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cerceve rezidiilerinin alikconmasi 1ile veya bu tarz alikonma
olmadan bir insan c¢erceve ve sabit bdlgelerine grefte etmeyi;
(c) tiim insan-olmayan dedisken alanlari transplante etmeyi,
ancak bunlari vylizey rezidilerinin dedistirilmesi ile Dbir
insan-benzeri kesit ile "gizlemeyi" igeren ¢esitli ydntemler
ile basarilabilir. Bu tarz y&ntemler, Morrison et al., (1984},
PNAS. 81l: &851-%; Morrison et al., (1988), Adv. Immunol. 44:
65-92; Verhoeyen et al., (1988), Science 239: 1534-1536;
Padlan, (1991), Molec. Immun. 28: 489-493; Padlan, (1994),
Molec, Immun, 31: 169-217 wve 5,585,089, 5,693,761 ve 5,693,762
Numarala U.S. Patentleri, kaynaklarinda agciklanir. De-
immiinizasyon ayrica, bulusun bir polipeptidinin
imminojenisitesini azaltmak i¢in de kullanilabilir. Burada
kullanildidi seklivle, "de-immiinizasyon" terimi, T  Thicresi
epitoplarinin modifikasyonunu igcerir {(bakiniz, Ornedgin,
WO9852976A1, W0003431722). Ornedin, VH wve VL dizileri analiz
edilir ve tamamlayicilik-belirleme bédlgeleri (CDR'ler) ve dizi
igindeki diger oOnemli rezidiiler ile 1liskili olan epitoplarin
lokasyonunu godsteren her bir V bdlgesinden bir insan T hiicresi
epitopu "haritasi" dretilir. T hiicresi epitopu haritasindan
minferit T hicresi epitoplari, nihai antikorun aktivitesini
dedistirmenin disik bir riski ile alternatif amino asit
stibstitliisyonlarini tanimlamak ig¢in analiz edilir. Amino asit
sibstitiisyonlarinin kombinasyonlarini iceren bir dizi
alternatif VH wve VL dizisi tasarlanir ve bu diziler bunu
takiben fenksiyon igin test edilen bulusun bir dizi
polipeptidine katilair. Tipik olarak, 12 ila 24 wvaryant antikor
dretilir wve test edilir. Modifiye edilmis V wve insan C
bdlgeleri iceren tam adir ve hafif =zincir genleri akabinde
ekspresyon vektdrlerine klonlanir wve miteakip plazmidler tam
antikorun iretilmesi igin hiicre hatlarina uygulanir,
Antikorlar akabinde, uygun biyokimyasal ve biyolojik

analizlerde karsilastirilir ve optimal varyvant tanimlanir.
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Bir uygulamada, bulusun bir polipeptidinde kullanilan dedisken
alanlar, bir wveya birden fazla CDR'nin en azindan parsiyel
dedigimi ile dedistirilir. Bir baska uygulamada, degisken
alanlar, d&drnedin, parsivyvel cerceve bdlgesi dedisimi wve dizi
degisimi ile, opsiyonel olarak degistirilebilir. Bir
beserilestirilmis dedisken bélge vapmada, CDR'ler cerceve
bdlgelerinin bundan tiretildidi antikor ile ayni siniftan veya
hatta a&alt-siniftan bir antikordan tiiretilebilir, bununla
birlikte, CDR'lerin farkla siniftaki bir antikordan ve
tercihen farkla: bir tirden bir antikordan aktarilacag:
tasavvur edilir. Bir defisken alanin antijen baglama
kapasitesini bir baskasina transfer etmek 1i¢in CDR'lerin
timiintd dondér dedisken bélgesinden tam CDR'ler ile dedistirmek
gerekli olmayabilir. Daha ziyade vyalnizca, badlama alaninin
zktivitesini idame ettirmek ic¢in gerekli olan rezidileri
transfer etmek gerekli olabilir. 5,585,089, 5,693,761 we
5,693,762 Numarali U.S. Patentleri'nde izah edilen aciklamalar
hesaba kati1ldiginda, azaltilmis immiincjenisitesi olan bir
fonksiyonel antijen badlama veri elde etmek igin rutin
deneyleri yirtitme ile veya deneme ve vyanilma testleri ile
teknikte uzmanligda olan kigilerin veterliligi iginde

olacaktar.

FC5, bulusun bir polipeptidine katilabilen bir emsal TMEM30A

baglama kismidir., FC5'in amino asit dizisi, asadida izah
edilir:

EVOQLQASGGGLVOAGGSGLRLSCAASGEFRKITHYTHN
GWNFRQOQAPGKEREFVSRITWCGDNTFY SNSVEKGRE
TTY4SRDHNAKNTVYLOMNSLEPEDTADYYCAAGS ST ES
TATPLRY - - -DYWGEKEGTOQVTVWVZS 5SS

III. Opsiyonel Baglayici Peptitler

Bulusun polipeptitleri opsiyonel olarak en az bir baflayica

peptit icerir. Bir uygulamada, iki wveya daha fazla badlayici
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peptit, bkulusun polipeptidinin bir polipepitidinde bulunur.
Bir baska uygulamada, bulusun bir polipeptidi, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9 veya 10 badlayici peptit igerir.

Bulusun baglayici peptitleri, verilen bir pozisyonda bir kere
bulungbilir veya bir rekombinant polipeptit ig¢inde wverilen bir
pozisyonda birden fazla kere bulunabilir (yani, badlayici
peptidin dizisi, dizi iginde x kere tekrar edilebilir).
Ornedin, bir uygulamada, bulusun bir badlayici peptidi bir
polipeptit iginde wverilen bir pozisyonda 1 ila 10 kere (1 ve
10 dahil}) tekrar edilir. Bir kaska uygulamada, bir badlayica
peptit, bir polipeptit i¢inde verilen bir pozisyonda 2, 3, 4,
5,6, 7, 8, 9 veya 10 kere bulunur.

Bulusun baglayici peptitleri g¢egitli wuzunluklarda olabilir.
Bir uygulamada, bulusun bir baglayici peptidi, vyaklasik 5 ila
yvaklasik 75 amince asit uzunludundadir. Bir bkaska uygulamada,
bulusun bir badlayici peptidi, vyaklasik 5 ila vyaklasik 50
amino asit uzunlugjundadir. Bir baska uygulamada, bulusun bir
baglayic1 peptidi, vyaklasik 10 ila vyaklasik 40 amino asit
uzunludgundadir. Bir baska uygulamada, Dbulusun bir badlayica
peptidi vyaklasgik 15 ila yaklasik 3% amino asit uzunludundadair.
Bir baska uygulamada, bulusun bir baglayici peptidi, vaklasik
15 1ila vaklasik 20 aminc asit uzunludundadir. Bir baska
uygulamada, bulusun bir baglayici peptidi, vyaklasik 15 amino

asit uzunludundadir.

Baglayici peptitler, protein milhendislifinde bunlarin sentetik
biyelojide standart Dbirlestirme parcalari haline geldidi
gekilde siklikla kullanilir (bakiniz, dJdrnedin, Anderscon, J.C.
a2t al., Journal cof Riological Engineering 2010. 4:1 ve genetik
yvapilarda kullanilan standart biyoleojik parcalari listeleyen

partsregistry internet sitesi).
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Bagdlayici peptitler i¢in guncel, teknikte bilinen
kullanimlarin bazi1 O&rnekleri asadidakilerdeki kullanimlari
igcerir: scFv molekiilleri (Freund et al., FEBS 1993. 320:97);
tek zincirli dimmincoglobiilin molekiilleri (Shu et al., 1993.
PNAS. USA 80:7995); minikodiler (Hu et al., 1996 Cancer Res.
56:3055); CHZ alani silinmis antikorlar (Mueller, B.M. et al.,
1890 PNAS USA. 87:5702); tek zincirli Lkispesifik antikorlar
(Schlereth et al., 2005 Cancer Res. 65:2882); tam-boy IgG-
benzeri bispesifik antikorlar ({(Marvin, J.S. et al., 2005 Acta
Pharmacol Sin 26:649 ve orada alainti yapilan referanslar ayna
zamanda Michaelson, J.5. et al., 2009 MAbs.1l:128 wve Crcutt
K.D. et al., 2010 Protein Eng Des Sel. 23:221); scFv flzyon
proteinleri (deGraaf et al., 2002 British Journal of Cancer
86:811); gelismekte olan protein-fragman komplementasyon

agznalizleri (Remy, I. et al., 2007 BioTechiques 42:137).

Ksilozu azaltanlara igeren (¢rnedin, W0O201208846l'de
aciklandig1 izere) dider emsal badlayici peptitler, mevcut

baglama molekiillerinde kullanilabilir.

Baglayici peptitler, bunlarain tutturuldudu pclipeptitlerin N

veya C ucuna (veya her iki ucuna) tutturulabilir.

IV. Emsal Farmasdtik olarak Aktif Kisaimlar

Tedavi edilen hastalida veyva bozukluda veya rahatsizlida badla
olarak, c¢esitli ilag¢ kargolari, drnedin, farmakelojik olarak
aktif ajanlar wveya es-deder bir sekilde, farmasdtik clarak
aktif kisimlar, bulusun badlama molekiilleri kullanilarak in
vivo basarili bir sekilde aktarilabilir. Burada kullanildig:
seklivle, "farmasdtik olarak aktif kisim" ve "farmakolojik
bilesik" terimleri, bir hastalidin veya bozukludun etkilerini
tedavi etmede veva sadaltmada vararli olan herhangi bir kisma
veya bilesidi ifade etmelidir. Ornedin, ndérodejeneratift

hastaliklara, drnedin, Alzheimer hastaligina, Parkinson
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hastalidini, Huntington hastaligini, amiyotrofik lateral
sklerozu (ALS'yi, Lou Gehrig hastalidini), adri epilepsisini,
depclama hastaliklarini ve multipl sklerozu, iceren

hastaliklar veva bozukluklar hedef zlinabilir.

Emsal farmasdtik olarak aktif molekiiller asadidakileri igerir:
sinir bluylume faktéri (NGF), beyin kaynakli nérotrofik faktdr
(BDNF), siliyer nérotrofik faktdr (CNTF), gliyal hlicre-hatta
néretrofik faktdr (GDNF) ve insilin-benzeri Dbiylime faktdori
(IGF). Buna ek olarak, terapdétik potansiyele sahip oldugu
gbsterilmis olan wve antikorlar tarafindan aktarilabilen dider
bilesikler, bunlarla sinirli kalmamak kaydiyla, Madde P'yi,
néropeptit Y'yi, dalarjini, alfa sintikleini, vazoaktif
intestinal peptidi (VIP), gama-amino-bitirik asidi (GABAY,
dopamini, kolesistcokinini (CCK), endorfinleri, enkefalinleri
ve tirctropin salim hormonunu (TRH), igeren ndropeptitlerdir.
Ilave emsal terapdtikler, sitokinleri, anksiyolitik ajanlara,
antikonviilsanlari, poliniikleotidleri ve érnedin, bunlarla

sinirli kalmamak kaydivyla, psikivatrik hastaliklari, 6&6rnedin,

mesela, anksivyeteyi, depresyonu, sizofreniyi ve uyku
bozukluklaraini ayni zamanda epilepsileri, noébet
bozukluklarini, inmevyi ve serebrovaskiler bozukluklara,

ensefaliti ve menenjiti, hafiza wve bilis bozukluklarini, akut
ve kronik adriyi (drnegin, refrakter) wve fiziksel travmayi
iceren tarzda nédronal bozukluklar dig¢in kullanilabilen kigiik-

girisimli RNA'lari icgeren, transgenleri igerebilir.

Bir uygulamada, bir farmasdtik olarak aktif kisim, TMEM30A'yai
badlamayan bir antijen baglama veri icerir. Belirli
uygulamalarda, bulusun polipeptitleri, bir biyclojik etkiye
aracilik eden bir TMEM30A olmayan hedef molekiile spesifik clan
en az bir baglama vyerine sahiptir. Bir uygulamada, bagdlama
veri (drnedin, bir hilicre vizeyl reseptdrinll badlama wve bir
aktive etme sinvalinin wveya 1inhibkitdr sinvalin 1letimi ile

sonu¢lanma ile) hiicresel aktivasyona veya inhibisyona aracilik
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eder. Bir uygulamada, baglama yeri (érnedgin, bir hicre sinyali
indikli yol ile, kompleman fiksasyonu wveva badlama molekiili
izerinde bulunan bir yike (érnedin, bir toksik yike) maruziyet
ile) hiicrenin &limid d1ile sonug¢lanan veya (6rnedin, hilcre
d5ldiirmeye aracilik etme wveya hicre &ldirmeyi tegvik etme ile,
bir fibrin pihtisinin lizisini tesvik etme veya pihti
olusumunu tesvik etme 1ile wveya biyoyararlanilabilir olan bir
maddenin miktarini modiile etme 1le) bir slijede bir hastaliga
vevya bozukluda aracilik eden bir sinyalin iletimini
baglatabilir. Bir bagka uygulamada, bulusun polipeptitleri,
azaltma veya eliminasyon 1g¢in hedef alinan bir antijene,
drnegin, bir hilcre vylzeyl antijenine veya bir c¢&zinebilen

antijene spesifik olan en az bir badlama yerine sahiptir.

Daha baska uygulamalarda, bulusun bkir polipeptidi, bir
ndrclojik hastalidi veya pkozukluju tedavi etmede vyararli olan
bir molekiilii badlar. Ornedin, bir polipeptit bir ndronal hiicre
(6rnedin, bir ndron, bir gliyal hiicre wveya bir) ilzerinde
bulunan bir antijeni baglayabilir. Belirli uygulamalarda, bir
nérolojik bozukluk 1le 1ilisgkili olan antijen, supra tarif
edilen Dbir otoimmin wveya enflamatuvar bozukluk olabilir.
Burada kullanildiga seklivyle, "nérolejik hastalik veya

bozukluk™ terimi, bir silijede sinir sisteminin dejenere oldudu

bozukluklari wveya rahatsizliklari (drnedin, norodejenseratif
bozukluklari ayni zamanda, sinir sisteminin uygun sekilde
geligsemedidi veya varalanmavyzi, ornedin, cmurilik
varalanmasini, takiben venilenemedidi bozukluklari) igerir.

Mevcut bulusun bilesimleri ile tanisi koyulabilen, &nlenebilen
veya tedavi edilebilen ndrolojik bozukluklarin &rnekleri,
bunlarla sinirli kalmamak kaydivla, Multipl Sklerozu,
Huntington Hastalidi'ni, Alzheimer Hastalidi'ni, Parkinson
Hastaligi'ni, néropatik adriyi, travmatik beyin vyaralanmasini,

Guillain-Barré sendromunu ve kronik enflamatuvar demiyELISAnN

polindropatiyi (CIDP), igerir.
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Ilave emsal farmakolejik olarak aktif kisimlar, asagida

ilaveten tartisilir:

i) Antijen Baglama Kisimlari

Belirli uygulamalarda, farmasdtik olarak aktif kisim, ©&érnegin,
bir antikorun veya basit alanli antikorun, en az bir antijen
baglama kismini (badlama yerini) igerir. Bir uygulamada,
antijen bafdlama kismi bilesimi ©&zel bir hiicre tipine veva

dokuya hedefler.

Dider uygulamalarda, bulusun bir farmasdétik olarak aktif
kisminin bir badlama vyeri, bir antijen badlama kismi veyva
fragmani igerebilir. "Antijen-baglama kismi" terimi, bir
imminoglobilinin, antikorun veya antikcr wvarvyantinin, antijeni
kaglayan veya aynen antikor ile (yvani, bunlarain bundan
tiretildidi aynen antikor ile) antijen badglama (yani, spesifik
baglama) ic¢in rekabet eden bir polipeptit fragmanini 1ifade
eder. Ornedin, antijen baglama fragmanlari, supra tarif edilen
antikorlardan wveya antikor wvaryantlarindan tiretilebilir,
Antijen bagdlama kisimlari teknikte iyi Dbilinen rekombinant
veya biyokimyasal vyéntemler ile {retilebilir. Emsal antijen-
baglama fragmanlari, {her bir defisken Dbdlge tek basina
antijeni badlamak ic¢in yeterli oldugunda) VH'yi ve/veya VL'yi,

Fv'yi, Fab'i, (Fab')'i ve F(ab'):'yi igerir,

Diger uygulamalarda, bulusun bir farmasdétik olarak aktif
kismi, tek =zincirli badlama molekliliinden (drnegin, bir tek
zincirli dedisken bdélgeden veya scEFv'den) bir badlama yeri
igerebilir., Tek zincirli antikorlarin {retilmesi ig¢in tarif
edilen teknikler (4,694,778 Numaralili U.S. Patenti; Bird,
Science 242:423-442 (1988); Huston et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 85:5879-5883 (1988) wve Ward et al., Nature 334:544-
554 ({1989)), tek =zincirli badlama molekillleri iretmek i¢in

uyarlanabilir. Tek zincirli antikorlar, Fv Dpkdlgesinin agir ve
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hafif zincir fragmanlarini bir amino asit koprisi wvasitasiyla
baglama, bdylece bir tek zincirli antikor ile sonug¢lanma, ile
olusturulur. E. coli'de fonksiyeonel Fv fragmanlarinin
birlesimi i¢in teknikler de kullanilabilir (Skerra et al.,

Sclience 242:1038-1041 (1988)).

Belirli wuygulamalarda, bulusun bir farmasdétik olarak aktif
kismi, bir wveya birden fazla badlama yeri veya bir tek
zincirli dedisken bdlge dizisi (scEv) iceren veya bundan
olusan bd&lge igerir. Tek zincirli dedisken bdlge dizileri, bir
veya birden fazla antijen badlama verine, Srnedin, |bir
baglayici peptit ile bkir Vw zlanina badlanmis bkir V; alanina,
sahip olan bir tek polipeptit igerir. VL ve/veya VH alanlar:,

teknikte Dbilinen antikorlardan wveya bunlarin varyantlarindan

tiretilebilir. ScEv molekillleri bir Ve—-baglayici-Vi
orvantasyonunda veva Vi-badlayici-Vy cryantasyonunda
yapilabilir.

Belirli wuvygulamalarda, bulusun bir farmasdtik olarak aktif
kisminda kullanilan bir scFv molekiili, bir stabilize edilmis
scFv molekiulidir. Bir uygulamada, stakbilize edilmis scFv
molekiilli, bir Vs alani ve bir V, alani arasina koyulan bir
baglayici peptit igerebilir, burada Vs ve Vi alanlari, Vs
ig¢indeki bir aminc asit ve Vi alani i¢indekil bir aminc asit
arasinda bir disilfit bag ile baglanir. Diger uygulamalarda,
stabilize edilmis scFv molekiilll, bkir coptimize edilmis boya
veya bilesime sahip olan bir scFv baflavici icerebilir. Daha
baska wuygulamalarda, stabilize edilmis scFv molekiilii, en az
bir stabilize etme amino asit siibstitisyonuna
(sibstitisyonlaraina) sahip olan bir Vg veya Vi alani
icerebilir. Daha baska bir uygulamada, bir stabilize edilmis
sckv molekiili, yukarida listelenen stabilize etme

dzelliklerinin en az ikisine s=zhip olabilir.
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Stabilize edilmis scFv molekllleri, bunun operatif olarak
bagdli oldudu polipeptide iyilegtirilmis protein kararlilidina
sahiptir wveva iyilestirilmis protein kararliliga verir.
Bulusun polipeptitlerinde bulunabilen emsal stabilize edilmis
scFv molekilleri 7,951,918 U.S. Patenti'nde tarif edilir.
Belirli emsal uygulamalarda, bulusun farmasdtik clarak aktif
kisimlari, bir Fc bdlgesinin C-ucuna ve/veya N-ucuna bir
baglayici peptit vasitasiyla cperatif olarak badli olan en az

bir scFv molekiilili icgerir.

Bir wuygulamada, bulusun bir farmasdtik olarak aktif kismai,
arzu edilen bir hedefi taniyan bir antikcrdan en az bir CDR
igerir. Bir baska uygulamada, mevcut bulusun bir farmasdtik
olarak aktif kismi, arzu edilen Dbir hedefi taniyan Dbir
antikordan en az iki CDR icgerir. Bir baska uygulamada, mevcut
bulusun bkir farmasdtik olarak aktif Kkismi, arzu edilen bir
hedefi taniyan bir antikordan en az iig CDR igerir. Bir basgka
uygulamada, mevcut bulusun bir farmasdétik olarak aktif kisma,
arzu edilen bir hedefi taniyvan bir antikordan en az ddért CDR
igerir. BRir baska uygulamada, mevcut bulusun bir farmasdétik
olarak aktif kaismi, arzu edilen bir hedefi taniyan bir
antikordan en az bes CDR icerir. Bir baska uygulamada, mevcut
bulusun bkir farmasdtik olarak aktif kismi, arzu edilen bir
hedefi tanivan bir antikordan en az alti CDR ig¢erir. Bir
uygulamada, bulusun bir farmasdtik olarak aktif kismi,
(rnedin, bir Dbispesifik, dort-dederlikli antikor molekill
durumunda) bir antikor melekiiliiniin bir arzu edilen hedefi

taniyan tam aminco asit dizisini icerir.

Baglama vyerlerinin Ppbulusun bir farmasétik olarak aktif
kisminda kullanim igin bunlardan tiretilebildigi emsal
antikorlar teknikte bilinir. Ornedin, tedavide kullanim ig¢in
FDA tarafindan glincel olarak onavlanan antikorlar badlama
verlerini tilretmek ic¢in kullanilakilir. Bir uygulamada, bir

emsal badlama yeri, bir anti-Lingo antikorundan (bakiniz,
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Srnedin, WOZ2008086006) turetilir. DiJer ydnlerinde, Dbulusun
bir farmasdtik olarak aktif kismi, bir modifiye edilmis
antikor molekiili wveya antikorun bir modifiye edilmis formundan

tiretilen bir antijen badlama veri (veva bunun kisimlarini)

igerebilir. Bu tarz emsal formlar, ornegin, minibodileri,
diabodileri, triabodileri, nanobodileri, kamelidleri,
Dab’'larzi, ddrt-dederlikli antikorlarzd, intradiabodileri

(6rnegin, Jendreyko et al., 2003. J. Bicl. Chem. 278:47813),
flizyon proteinlerini (6rnegin, antikor sitokin fuzyon
proteinlerini, bir Fc reseptdriniun en az bir kismina
kaynastirilmis proteinleri) ve bispesifik antikorlari, igerir.
Diger modifiye edilmis antikorlar, &rnedin, 4,745,055 Numaral:i
U.S5. Patenti; EP 256,654'te; Faulkner et al., Nature 298:286
(1982); EP 120,6%4; EP 125,023; Morrison, J. Immun. 123:793
(1979); Kohler et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:2197
{(1980); Raso et al., Cancer Res. 41:2073 (1981); Morrison et
al., Ann. Rev. Immunol. 2:239 (1%84); Morrison, Science
229:1202 (1985}; Morrison et al., Proc. Natl. 2Acad. Sci. USA
8l:6851 (1¢84); EP 255,694; EP 266,663 wve WO 88/03559
kaynaklarinda, tarif edilir. Yeniden-daditilmis imminoglobiilin
zincirleri de bilinir. Bakiniz, ©&rnedin, 4,444,878 Numarali
U.S. Patenti; WO 88/03565 wve EP 68,763 wve bunlarda alaintza

vapilan referanslar.

Bir baska uygulamada, bulusun bir farmasdétik olarak aktif
kismi, bir antijen badlama yeri wveya bir diabodi c¢lan bédlge
veya bundan tlretilen bir antijen badlama vyeri icgerir.
Diabodiler, her biri scFv molekiillerine benzeyen bir
polipeptide sahip olan, ancak genel olarak her 1ki dedisken
alani1 baglayan bir kisa (&rnedin, 10'dan daha az wve tercihen
1-5) amino asit rezidisiine sahip o¢lan, bdylece ayni polipeptit
zinciri ilizerindeki Vi ve Vy alanlarinin etkilesime giremedidgi,
dimerik, dort-dederlikli molekiillerdir. Bunun verine, Dbir
polipeptit zincirinin Vi ve Vy alani, bir ikinci polipeptit

zinciri lzerindeki (sirasiyla) Vg ve Vi alani ile etkilegsime
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girer (bakiniz, Ornedin, WO 02/02781). Bir uygulamada, bulusun
bir farmasdtik olarak aktif kismi, en az bir genetik olarak-
kaynastirilmis Fc bdlgesinin (yani, scFc bdlgesinin} N-ucuna

ve/veya C-ucuna operatif olarak badlanmis bir diabodi icerir.

Belirli uygulamalarda, bulusun bir farmasdotik olarak aktif
kismzi, bir BBB-trans-g&¢c-etmeyen antikor baglama yeri
(6rnedin, bir TEME30A-baglamayan tek alanli badlama molekiili,

drnedin, bir tek alanli antikor} icgerir.

ii) Immiinoglobiilin-Olmayan Baglama Molekiilleri

Belirli dider uygulamalarda, bulusun bir farmasdtik olarak
aktif kismi, bir imminoglobilin-olmayan badlama molekiiliinden
tiretilen bir wveya birden fazla badglama veri ig¢erir. Burada
kullanildigi seklivyle, "imminoglcbhbilin-olmayan baglama
molekiilleri” terimi, baglama yerleri bir imminoglobiilin
disindaki bir polipeptitten tiretilen bir amino asit dizisi
igeren baglama molekitilleridir. Antikor molekiillerinden
tiretilmemis olan baglama yerleri igeren bagdlama
molekillerinin  &rnekleri, infra daha detayli bir gekilde
tartisilan reseptdr badlama verlerini wve ligand baglama

yerlerini igerir.

ITmminoglebilin-olmayan  farmasdtik  olarak  aktif  kisimlar,
immiinoglobiilin slper-familyasinin bir ilyesinden tiiretilen, bir
immiinoglobilin olmayan (drnedin, bir T-hilcresli reseptdri vevya
bir hitcre-adezyon proteini (8rnedin, CTLA-4, N-CAM, telokin))
amino asit dizileri igerebilir. Difer uygulamalarda, amino
asit dizileri, imminoglobilin katlanmasina dayanmayan
(6rnegin, mesela, ankirin tekrar proteinleri veya
fikbronektinler), ancak bununla Dberaber bir hedefi spesifik

olarak badlavabilen bkir protein topolojisi icerebilir.
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Immiinoglobilin-olmayan temelli farmasdtik olarak aktif
kisimlar, vapay olarak c¢esitlendirilmis badlama yerlerine
sahip olan baglama molekillerinin bir kiitliphanesinden bir
hedef-bhadlama wvarvantinin seleksivonu wveya izolasyvonu ile
tanimlanabilir. Cegitlendirilmis kiitiphaneler, fLamamen
rastgele vaklasimlar (&rnedin, hatayva-edimli PCR, ekzon karma
veya yonlendirilmis evrim) kullanilarak veya teknikte-bilinen
tasarim stratejileri yardimiyla uretilebilir. Ornedin, baglama
veri bunun soydas hedef molekiilii ile etkilesime girdidinde
genel o¢larak dahil edilen amino asit pozisyonlari, dejenere
kodonlarin, trinlikleotidlerin, rastgele peptitlerin wveya tum
kivrimlarin baflama vyerini gifreleyen niikleik asit ig¢inde
karsilik gelen pozisycnlardan igeri yerlestirilmesi ile
randomize edilebilir (bakiniz, d&rnedin, 20040132028 Numarali
U.S5. Yavini). Amino asi pozisyonlarinin lcokasyonu, hedef
molekiil ile kompleks halindeki badlama vyerinin kristal
yaplsinin arastirilmasi ile tanimlanabilir. Randomizasyon igin
aday pozisyonlar, kivrimlari, diiz vylizeyleri heliksleri ve
baglama yerinin baglama kavitelerini icerir. Belirli
uygulamalarda, badlama yeri 1ic¢inde c¢esgitlendirme 1igin bluylk
olasilikla adaylar olan amino asitler bunlarin immidnoglobiilin
katlanmasi ile homolojisi ile tanimlanabilir. Grnedin,
fibronektinin CDR-benzeri kivrimlari icindeki rezidiiler
fibronektin bkadlama molekilllerinin bir kiutiphanesini lretmek
igin randomize edilebilir (bakiniz, drnedin, Koide et al., J.
Mcl. Biol., 284: 1141-1151 (1298})). Baglama vyerinin randomize
edilebilen dider kisimlarai diz vyilzeyleri icerir. Seleksiyon,
teknikte-bilinen vyontemler, drnedin, faj gbsterimi, maya

gdsterimi vevya ribozom gdsterimi, ile basarilabilir.

Bir uygulamada, bulusun bir farmasdtik olarak aktif kismi, bir
fibronektin badlama meclekiiliinden bir baglama yeri igerir.
Fibronektin badlama molekiilleri (érnedin, Fibronektin tip I,
II veya III alanlari igeren molekilller), immiGnoglobiilinlerin

aksine, intra-zincir disilfit baglara dayanmayan, CDR-benzeri
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kivrimlar gdsterir. Fibronektin polipeptitleri yapmak ic¢in
yontemler, ©ornedin, WO 01/64942'de wve 6,673,901, 6,703,199,
7,078,490 wve 7,119,171 Numaralil U.S5. Patentleri'nde tarif
edilir. Bir emsal uygulamada, fibronektin polipeptidi,

AdNectin®'dir (Adnexus Therpaeutics, Waltham, MA).

Bir baska uygulamada, bulusun bir farmasdtik olarak aktif
kismi, bir Affibody®'den (Abcam, Cambridge, MA) bir badlama
yveri icerir. Affibodiler, stafilokoksal Protein A'nin (SPA)
imminoglobtlin bhaglama alanlarindan (bakiniz, &rnegin, Nord et
al., Nat. Biotechnol., 15: 772=-777 (1997)) tiretilir. Affibodi
baglama vyerleri vyapmak i¢in y&ntemler, 6,740,734 ve 6,602,977
U.S. Patentleri'nde ve WO 00/63243'te tarif edilir. Bir baska
uygulamada, bulusun bir farmasdtik olarak aktif kismi, bir
Anticalin®'den bir badlama vyerli icerir (Pieris AG, Friesing,
Almanva). Antikalinler (ayni zamanda lipokalinler olarak da
bilinir), fonksiyonu bunlarin varil/kivrim bdlgesindeki hedef
molekiilleri badlamak olan bir c¢esitli p-varil precteini
familyasinin Uyeleridir. Lipokalin baglama vyerlerine, wvarilin
sarmallarini baglayan kivrim dizilerini randomize etme ile
mihendislik uygulanabkilir (bakiniz, érnedgin, Schlehuber et
al., Drug Discov. Today, 10: 23-33 (200%); Beste et al., PNAS,
96: 1898-1503 (1999 . Bulusun baglama molekiillerinde
kullanilan antikalin badlama verleri, Pieris brassica'nin
Bilin-baglama proteininin (BBP) 28 1ila 45, 58 1la 69, 86 ila
99 ve 114 ila 129 arasindaki amino asit pozisyonlarini igeren
lineer polipeptit dizisinin dizi pozisyonlarina karsilik gelen
dért segment i¢inde mutasyona ugratilmis lipokalin
familvasinin polipeptitlerinden baslayarak elde edilebilir.
Antikalin baglama yerlerini vapmak ig¢in digder ydéntemler,
W099/16873'te ve WO 05/019254'te tarif edilir. Bir baska
uygulamada, bulusun bir farmasdtik olarak aktif kismi, bir
sistein acisindan zengin polipeptitten bir badlama veri
igerir. Mevcut bulusun tatbikinde kullanilan sistein ag¢isindan

zengin alanlar tipik olarak, bir wo-heliks, bir B vaprak veya
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bir B-varil vyapisi olusturmaz. Tipik olarak, distlfit baglar,
alanin bkir dc¢-boyutlu vapiyva katlanmasini tesvik eder. Genel
olarak, sistein ag¢isindan zengin alanlar, en az iki disiilfit
baga, daha tipik olarak en az {ii¢ distlfit bada, sahiptir. Bir
emsal sistein ag¢isindan zengin polipeptit, bir A alani
proteinidir. A-alanlara (bazen, "kompleman-tipi tekrarlar”
olarak adlandirailair", vaklasik 30-50 wveya 30-65 amino asit
igerir. Bazi uygulamalarda, alanlar, yaklasik 35-45 amino asit
ve bazi durumlarda yaklasik 40 amino asit igerir. 30-50 amino
zgit icinde, vyaklasik & sistein rezidisi wvardair. Alti sistein
rezidisinin, disilfit kaglara tipik olarak asagidaki
sisteinler arasinda bulunur: Cl ve C3, C2Z2 ve (5, C4 wve Co6. A
alani, bir ligand baglama kismini olusturur. Alanin sistein
rezidileri, bir kompakt, kararli, fonksiyonel olarak badimsiz
kisim olusturmak ig¢in disiilfit baglanar. Bu tekrarlarin
kimeleri, bir ligand baglama alanini vyapar ve diferansivel
kiimelenme, ligand badlama ag¢isindan &zgiillik wverebilir. A-
alanlara igeren emsal proteinler, drnedin, kompleman
bilesenlerini (érnedin, C6, C7, C8, C8% ve Faktdér I), serin
proteazlarini (6rnedin, enteropeptidaza, matriptazi ve
kcrini), transmembran proteinleri (&rnegin, S5T7, LRP3, LRP5 wve
LRP6} ve endositik reseptérleril (érnedin, Sortilin ile ilgili
reseptdri, IDL-reseptdrini, VLDLR'vyi, LRP1'1, LRPZ2'yi wve
ApoER2'yi), 1ig¢erir. Arzu edilen bir badlama ozgillugi olan A
alani proteinleri yapmak ig¢in yontemler, bdrnedin, WO
02/088171'de ve WO 04/044011'de, agiklanir, Diger
uygulamalarda, bulusun bir farmasdtik olarak aktif kismi, bir
tekrar proteininden bir baglama alanz igerir. Tekrar
proteinleri, kii¢ciik (oSrnedin, vyaklasik 20 ila vaklasik 40 amino
asitlik rezidillerin) vyapisal birimlerinin ardisik kopyalarini
veya slirekli alanlar olusturmak i¢in birlikte 1istiflenen
tekrarlar iceren proteinlerdir. Tekrar proteinleri, protein
icindeki tekrarlarin savyisini avarlama 1le bir 8zel hedef
badlama vyerine uymasi icin modifiye edilebilir. Emsal tekrar

proteinleri, Tasarlanmigs Ankirin Tekrar Proteinleri'ni (yani,
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bir DARPin®'leri, Molecular Partners, Zurich, Isvicre)
(bakiniz, ©&rnedin, Binz et al., Nat. Biotechnol., 22: 575-582
(2004)) veya 16sin agisindan zengin tekrar proteinlerini
(yvani, LRRP'leri) (bakiniz, d&rnedin, Pancer et al., Nature,
430: 174-180 (2004} ) igcerir. Ankirin tekrar birimlerinin
simdiye kadar belirlenmis tersiver vyapilarinin timid, bir pB-
keskin-d&niisten akabinde iki anti-paralel o-heliksten olusan
ve tekrar birimini sonraki tekrar birimine badlayan bir kivrim
ile sonlanan bir karakteristik paylasir. Ankirin tekrar
birimlerinden insa edilen alanlar, ftekrar Dkirimlerini bir
uzatilmis ve kavisli vapi halinde istifleme 1le olusturulur.
Bofa baliklarinin wve dider c¢enesiz baliklarin adaptif immiin
sisteminin pargasindan elde edilen LRRP badlama yerleri,
lenfosit matirasyonu sirasinda 16sin acisindan zengin tekrar
genlerinin bir takiminin rekombinasyonu 1ile olusturulmasi
aglsindan antikorlara benzer. DARpin veya LRRP badglama vyerleri
yapmak i¢in ydntemler, WO 02/20565'te ve WO 06/083275'te tarif

edilir. bulusun baglama molekiillerinde kullanilabkilen diger

imminoglobilin-olmayan paglama yerleri, Src homoloji
alanlarindan (drnedin, SH2 veya SH3 alanlarindan), PDZ
alanlarindan, beta-laktamazdan, yliksek afiniteli proteaz

inhibitérlerinden veya kicik distilfit bagdlama proteini
iskelelerinden, Srnedin, akrep toksinlerinden tiiretilen
baglama vyerleri igerir. Bu mclekiillerden tiretilen bkadlama
yverleri yapmak icin yontemler, teknikte aciklanmistir,
kakiniz, d&rnedin, Silverman et al., Nat. Biotechnol., 23(12):
1493-4 (2005); Panni et al., J. Biol. Chem., 277: 21666-21674
(2002), Schneider et al., Nat. Biotechnol., 17: 170-175
(1999); Legendre et al., Protein Sci., 11:1506-1518 (2002);
Stoop et al., Nat. Biotechnol.,, 21: 1063-1068 (2003) ve Vita
et al., PNAS, 92: 6404-6408 (1995). Daha baska Dbadlama
yerleri, bir EGF-benzeri alandan, bir Kringle-alanindan, Dbir
PAN alanindan, bkir Gla alanindan, bkir SRCR alanindan, bir
Kunitz/Bovin pankreatik tripsin Inhibitdrili alanindan, bir

Kazal-tipi serin proteazi iInhibitdri alanindan, bir Trefoil
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(P-tipi) alanindan, bir wvon Willebrand faktoru tip C
alanindan, bir Anafilatoksin-benzeri alandan, bir CUB
alanindan, bir tiroglobiilin tip T tekrarindan, ILDL-reseptdrii
sinif A alanindan, bkir Sushi alanindan, bir Link alanindan,
bir Trombospondin tip I alanindan, bir Imminoglobiilin-benzeri
alandan, bir C-tipi lektin alanindan, bir MAM alanindan, bir
von Willebrand faktérid tip A alanindan, bkir Somatomedin B
alanindan, bir WAP-tipi dért distilfit ¢ekirdekli alandan, bir
F5/8 tipi C alanindan, bir Hemopeksin alanindan, bir Laminin-
tipi EGF-benzeri alandan, bir €2 alanindan, bir CTLA-4
alanindan ve teknikte normal uzmanligi olan kisiler tarafindan
bilinen bu tarz dider alanlardan ayni =zamanda bunlarin
tiirevlerinden ve/veya varyantlarindan olusan gruptan sec¢ilen
bir baglama alanindan tiliretilebilir. Ilave imminoglobiilin-
olmayan polipeptitler, Avimers®'i (Avidia, Inc., Mountzin
View, CA -bakiniz, WO 06/055689 Numarali Uluslararasi PCT
Yayini ve 2006/0234299 U.S. Patenti Yayini), Telcbodies®'i
{Biotech Studio, Cambridge, MA}, Evibodies®'1i (Evogenix,
Sydney, Avustralva -bakiniz, 7,166,697 Numarali U.S. Patenti)
ve Microbodies®'i (Nascacell Technologies, Munich, Almanya)

igerir.

iii) Reseptérlerin veya Ligandlarin Baglama Kisaimlara

Diger yonlerinde, bulusun bir farmasdtik olarak aktif kisma,
bir reseptdriin bir ligand Dbaglama kismidir ve/veya bir

ligandin bir reseptdr badlama kismidir.

Difer emsal uygulamalarda, bulusun bir farmasdtik olarak aktif
kismi, asagidaki proteinlerin birinden veya birden fazlasindan
tiiretilen Dbir veya birden fazla ligand badlama alani veya

reseptdr badlama alani igerebilir:

a. Sitokinler ve Sitokin Reseptérleri
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Sitokinler, lenfeositlerin proliferasyonu, farklilagsmasi ve
fonksiyenel aktivasyonu lizerinde pleyvicotropik etkilere
sahiptir. Cesitli sitokinlerden wveyva bunlarin reseptdr badlama
kisimlarindan bulusun flzvon proteinlerinde vararlanilabilir.
Emsal sitokinler, interldkinleri (drre§in, I1L-1, IL-2Z, IL-3,
I.-4, 1L-5, 1I1L-%, IL-Y, IL-8, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13 wve
IL-18), koleni stimiile etme faktdrlerini (CSF'leri) (drnedgin,
graniilosit CS5F'yi (G-CSF), graniillesit-makrcfaj CSF'yi (GM-CSF)
ve monosit makrofaj CSF'yi (M-CSF)), timdr nekroz faktérini
(TNF) alfa ve beta, sitcotoksik T lenfosit antijeni 4'G (CTLA-
4} ve interferonlari, &rnedin, interferon-a'vi, pB'yi veva v'vi

(4,925,793 ve 4,929,554 Numarali U.S. Patentleri) icgerir.

Sitokin reseptérleri tipik olarak, bir ligand-spesifik alfa
zincirinden ve Dbir ortak Dbeta zincirinden olusur. Emsal
sitokin reseptérleri, GM-CSF, IL-3 (5,639,005 Numarali U.S.
Patenti), IL-4 (5,599,905 Numarali U.S. Patenti), IL-5
(5,453,491 Numarali U.S. Patenti), IL10 reseptédri, TFNy
(EP0240975) wve reseptdrlerin TNF familyasi (drnedin, TNFo
(Ornedgin, TNFR-1 (EP 417, 563), TNFR-2 (EP 417,014)

lenfotoksin beta reseptdrid) igin olanlari icerir.

b. Adezyon Proteinleri

Adezyon molekiiller, hiicrelerin birbiri ile etkilesim kurmasina
izin wveren membrana badli proteinlerdir. LJkosit yuvalanma
reseptdrlerini ve hilcresel adezyon molekiillerini iceren
cesitli adezyon proteinleri wveya bunlarin reseptdr badlama
kisimlari: bulusun bir filizyon proteinine katilabilir. Lokosit
yuvalanma reseptdrleri, enflamasyon girasinda l1dkosit hiicre
yizeyleri {zerinde eksprese edilir wve ekstraseliler matriks
bilesenlerini baglamaysa aracilik eden -1 integrinleri
(rnedin, VLA-1, 2, 3, 4, 5 we 6) wve wvaskiiler endotelvyum
Uzerindeki hiicresel adezyon molekilllerini (CAM'lari) badlayan

fp2-integrinleri (drnedin, LFA-1, LPAM-1, CR3 wve CR4 icerir.
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Emsal CaM'lar IcaM-1'1i, ICAM-Z2'yi, VCAM-1'i ve MAdCAM-1'1i
igerir. Dider CAM'lar E-selektini, L-selektini wve P-selektini

igeren selektin familyasininkileri icerir.

¢. Kemokinler

Kemokinler, 1l&ékositlerin bir enfeksiyon yerine dodru géciini
stimiile eden kemotaktik proteinler, de bulusun bkir flzyon
proteinine katilabilir. Fmsal kemokinler, Makrofaj
enflamatuvar proteinleri (MIP-1-u Ve MIP-1-3), nétrofil
kemotaktik faktdrinit ve RANTES'1I (aktiwvasycon Uzerine reglile
edilmis, normal clarak T-hiicresi eksprese edilmis ve

salgilanmis) icgerir.

d. Hormonlar

Bulusun fiizycon proteinlerde farmakolojik olarak aktif kisimlar
olarak kullanim ig¢in emsal Dbiliyime hormonlari, renini, insan
bluylime hormonunu (HGH; 5,834,598 Numarali U.S. Patenti), N-
metiyonil insan blylme hormonunu; bovin blyime hormonunu;
buyime hormonu salim faktdrini; paratiroit hormonunu (PTH) ;
tiroit stimile etme hormonunu (TSH}; tiroksini; proinstilini ve
insiilini (5,157,021 wve 6,576,608 Numarali U.S. Patentleri);
folikil stimlile etme hormonunu (FSH) ; kalsitonini,
liiteinleyici hormonu (LH), leptini, glukagonlari; bombesini;
somatropini; mUllerien-inhibe etme maddesini; relaksini ve
prorelaksini; gonadotropin-iliskili peptidi; prolaktini;
plasental laktojeni; OB proteinini veya milllerien-inhibe etme

maddesini igerir.

e. Reseptorler ve Ligandlar

Bir uygulamada, bulusun bkir farmasdtik olarak aktif kisma,
ligandin wveya reseptdrin baglama verini (yerlerini) (6rnedin,

bir reseptdrin ekstraseliiler alanina (ECD)) en az bir genetik
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olarak kaynastirilmis Fc bdlgesi (yani, scFc Dbdlgesi) 1ile
birlestirir. Belirli uygulamalarda, bir reseptdrin Iligand-

baglama kisminin badlama veri wveya alani, bir antikor wveva

antikor varvanti tarafindan badlanmis bir reseptdrden
tiretilebilir. Dider uygulamalarda, bir reseptdrin ligand
baglama kismai, Immiinoglobiilin (Iqg) siperfamilyasinin bir
reseptdriinden (6rnegin, bir ¢bzlinebilen T-hiicresi

reseptdriinden, drnedin, mTCR® (Medigene AG, Munich, Almanvya),
supra tarif edilen TNF reseptdri siperfamilyasinin bir
reseptédrinden (drnedin, bir immincadhesinin bir g¢&zlinebilen

TNFox reseptodrinden), Gliyal Hicre-Kaynakli Nérotrofik Faktor

(GDNF) reseptéril familyasinin bir reseptdriinden (drnedin,
GFRa3'ten), G-proteinine kuple edilmis reseptdr {GPCR)
siperfamilvasinin bir reseptdrinden, Tirczin Kinaz (TK)
reseptdri sliperfamilyasinin bir reseptdrinden, Ligand-
Kapilanmis (LG) sUperfamilvanin kir reseptdrinden, kemokin
reseptdrii  slperfamilyasinin bir reseptdrinden, IL-1/Toll-
benzeri Reseptdr (TLR) stiperfamilyasindan wve bir sitokin

reseptdri superfamilyasindan olusan gruptan secilen bir

reseptdrden tiretilir,

Diger uygulamalarda, bir ligandin reseptdr-badlama kisminin
baglama vyeri wveya alani, bir antikor wveya antikor wvaryant:
tarafindan badlanmis bir liganddan turetilebilir. Ornedin,
ligand Tmmiinoglobiilin (Tg) stuperfamilyasinin bir
reseptdriinden, TNF reseptdri sUperfamilyasinin bir
reseptdriinden, G-proteinine kuple edilmis reseptdr (GPCR)
superfamilyasinin Dbir reseptdriinden, Tirozin Kinaz (TK)
reseptdri sUperfamilyasinin bir reseptdriunden, Ligand-
Kapilanmis (LG) superfamilyanin bir reseptdrinden, kemokin
reseptdrilt  siperfamilyasinin bhir reseptdrinden, TT-1/Toll-
benzeri Reseptdr (TLR) siperfamilyasindan wve bir sitokin
reseptdrii sliperfamilvasindan olusan gruptan secilen bir
reseptdril badlavakbilir. Bir emsal uygulamada, bir ligandan

reseptdr-baglama kisminin baglama yeri, TNF ligandi
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superfamilyasina ait olan bkir liganddan (drnedin, <CD40L)

tiretilir.

Biylime faktdrleri wveya bunlarin reseptdrleri (veya bunlarain
reseptdr baglama veya ligand badlama kisimlari}) bulusun fizyon
proteinlerine katilabilir. Emsal bluyume faktdrleri, Vaskiler
Endotelyal Buyume Faktdru'nu (VEGF) wve bunun i1zoformlarini
(5,194,596 Numarali U.S. Patenti); aFGF'yi ve DbFGF'yi iceren;
Fibroblastik Bluylime Faktérleri'ni (FGF), atrival natrifiretik
faktora {ANF) ; hepatik blyume faktdrlerini (HGF"leri;
5,227,158 ve 6,099,841 Numarali U.S. Patentleri), ndrotrofik
faktérleri, &rnedin, kemik-kaynakli nérotreofik £faktérid (BDNF},
gliyal hiicre kaynakli naérotrofik faktér ligandlarini (drnedin,
GDNF'yi, noétirini, artemini wve persefini), nérotrofin-3'id, -
4'4, -5'i wveya -6'yi (NT-3, NT-4, NT-5 wveya NT-6) vevya bir
sinir Dbiyime faktodrini, drnedin, NGF-3 platelet-kavnakli
biylime faktdrinii (PDGF) (4,889,919, 4,845,075, 5,910,574 wve
5,877,016 Numarali U.S. Patentleri); transforme etme bLiiylime
faktdérlerini (TGF}, &rnedin, TGF-alfa'yvi ve TGF-beta'yi (WO
90/14359), kemik morfogenetik proteini (BMP) igeren
osteoindiiktif faktdrleri; insiilin-benzeri blUyime faktdérleri-
I'i ve -II'yi (IGF-I wve IGF-II; 6,403,764 ve 6,506,874
Numaralzi U.S. Patentleri); Eritropcietini (EPOY ;
Trombopceitini (TPO; kdk-hlicre faktdéri (SCF}, trombopoietini
(TPO, c¢-Mpl ligandini) wve Wnt polipeptitlerini (6,159,462

Numaralil U.S. Patenti) igerir.

Bulusun farmakolejik olarak aktif kisimlara olarak
kullanilabilen emsal buylme faktora reseptdrleri, EGF
reseptdrlerini; VEGF  reseptdrlerini (Ornedin, Fltl veya
F1k1/KDR}, PDGF reseptdrlerini (WO 90/14425}); HGF
reseptérlerini (5,648,273 ve 5,686,292 Numaralai U.S.

Patentleri) wve NGF'yi, BDNF'yi wve NT-2'U badlavan, p73VTE vevya
p7/5 clarak da adlandirilan, disilk afiniteli reseptéril (LNGFR)

ve reseptdr tirozin kinazlarinin trk familyasinin iyeleri clan
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(Grnegin, trkdA, trkB (EP 455,460}, trkC ({EP 522,530)) yiksek

afinitelil reseptérleri igeren nérotrofik reseptdrleri igerir,

f. Ilaclar

Bir kaska uygulamada, bir farmakolojik olarak aktif ajan,
hastalidin tedavisinde, kiiriinde, &nlenmesince veya tanisinda
kullanilan wveya aksi durumda fiziksel wveya ruhsal 1yilik-
halini arttirmak i¢in kullanilan bir etkin maddedir. Bu tarz
ilaglar kimyasal varliklar olabilir ve bu tarz emsal varliklar

burada daha detayli bir gsekilde tarif edilir.

Mevcut bulus, sinir sistemini etkileyen bozukluklarin tedavisi
amaciyla baska ajanlari aktarmak ic¢in uygulanabilir wve bu
ayrica, tanisal amaglar igin de uygulanakilir. 585
bozukluklarinin tedavisi igin ajanlarin tercih edilen

siniflari asafidakileri igerir:

Sinaptik wve ndroefektdr badlantisal vyerlerde etki eden
ilaglar; genel wve lokal analjezikler wve anestetikler,
ornedin, cpioid analjezikleri ve antagonistleri;
hipneotikler ve sedatifler; psikivatrik bozukluklarin,
Srnedin, depresyonun, sizofreninin, tedavi ig¢in ilaglar;
anti-epileptikler ve antikonvilsanlar; Huntington
hastalidil, yaslanma ve Alzheimer hastaligi; nodro-koruyucu
ajanlar (6rnedin, eksitatdr amino asit antagonistleri ve
nérotropik faktérler) wve nérorejeneratif ajanlar; trofik
faktérler, ©&rnedin, beyin kaynakli ndrotrofik faktdr,
siliyer norotrofik faktdr veya sinir blylume faktdri; SS3
Ltravmasinin veya 1inmenin tedavisinde amaclanan ilaglar ve
bagimliligin ve ila¢ suiistimalinin tedavisi i¢in ilaglar;
otakaidler ve anti-enflamatuvar ilaclary; parazitik
enfeksivonlar ve mikrobiyal hastaliklar icin kemoterapdtik
ajanlar; imminosipresif ajanlar wve anti-kanser ilag¢lari;

hormonlar ve hermon antagonistleri; adir metaller ve agdir
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metal antagonistleri; metalik-olmayan toksik ajanlar ig¢in
antagonistler; kanserin ftedavisi i¢in sitostatik ajanlar;
niikleer <tipta ve radyasyon terapisinde kullanim igin
tanisal maddeler, immino-aktif wve imminc-reaktif ajanlar
ve gck sayida baska ajan, ¢rnedin, aktaricilar ve bunlarain
ilgili reseptdr-agonistleri wve -antagonistleri, bunlarin
ilgili bnciilleri veya metabolitler; antibiyotikler,
antispazmodikler, antihistaminler, anti-kusturucu ilaclar,
gevseticiler, stimilanlar, "yolcu" ve "rehber"
ocligoniklectidler, =serebral dilatdrler, psikotropikler,
anti-manikler, vaskiler dilatdrler wve konstriktérler,
anti-hipertansifler, migren tedavileri, hipnotikler,

hiper- veya hipo-glisemik ajanlar, mineral veya besinsel

ajanlar, anti-obezite ilaglari, anabolikler wve anti-
astmatikler.
Tipik etken maddeler (0rnegin, ilaglar) sinir sistemini

etkileyen herhangi bir madde olabilir wveya sinir sisteminin
tanisal testleri igin kullanilabilir. Bunlar Gilman et al.,
(1990), "Goodman and Gilman's--The Pharmacclogical Basis of
Therapeutics", Pergamon Press, New York, tarafindan tarif
edilir ve asadidaki ajanlari icerir:
asetilkolin ve sentetik kolin esterleri, dofal olusumlu
kolinomimetik alkaloidler ve bunlar sentetik tilrdesleri,
antikolinesteraz ajanlar, gangliyonik stimilanlar,
atropin, skopolamin wve 1lgili antimuskarinik ilaclar,
katekolaminler ve sempatomimetik ilacglar, drnedin,
epinefrin, norepinefrin ve dopamin, adrenerjik agonistler,
adrenerjik reseptdr antagonistleri, aktaricilar, o6rnedin,
GABA, glisin, glutamat, asetilkolin, dopamin, 5-

hidroksitriptamin ve histamin, n&éroaktif peptitler;

analjezikler wve anestetikler, ©&rnedin, analijezikleri wve
antagonistleri; preanestetik ve anestetik ilaclar,

drnedin, benzodiazepinler, barbitiiratlar, antihistaminler,

55



10

15

20

25

30

35

fenotiyazinler ve biitilfenonlar; opioidler; antiemetikler;
antikolinerjik ilag¢lar, &rnedin, atropin, skopclamin wvevya
glikopirrolat; kokain; kloral tiirevleri; etiklorvinol;
glutetimie; metiprilon; meprokbamat; paraldehit;

distilfiram; morfin, fentanil wve nalokson;

santral olarak aktif antitiissif ajanlar;

psikiyatrik ilaclar, dbrnedin, fenotivyazinler,

tiyoksantenler ve dider heterosiklik bilegikler (drnegin,

halpericdel); trisiklik antidepresanlar, drnedin,
desimipramin ve imipramin; atipik antidepresanlar
(drnedin, floksetin ve trazodon}, monoamin oksidaz

inhibkitérleri, Ornedin, izokarboksazid; lityum tuzlari;

anksivyolitikler, &rnedin, klordiazepoksid ve diazepam;

hidantoinleri igeren anti-epileptikler, antikonvililsan
barbitiratlar, imincstilbinler (&rnedin, karbamazepin),
stiksinimidler, valproik asit, okzazolidinedionlar Ve

henzodiazepinler,

anti-Parkinson ilaclaraz, drnedin, L-DOPA/CARBIDOPA,
apomcrfin, amantadin, ergolinler, selegelin, ropincrol,
bromckriptin mesilat ve antikcelinerjik ajanlar;
antispastisite ajanlari, Ornegin, baklofen, diazepam ve
dantrolen;

néro-koruyucu ajanlar, Srnedin, eksitatdér amino asit
antagonistleri, ndrotrofik faktdrler wve beyin kaynakli
noérotrofik faktdr, siliver ndrotrofik faktdr wveya sinir
bhiyume faktérid; nérotrofin (NT) 3 ({NT3); NT4 wve NT5;

gangliyositler; nérorejeneratif ajanlar;

bagimlilidin ve ilag¢ suiistimalinin tedavisi icin ilaclar,

opioid antagonistlerini ve antidepresanlari igerir;
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otakaidler ve anti-enflamatuvar ilaglar, brnedin,
histamin, bradikinin, kallidin ve bunlarin ilgili

agonistleri ve antagonistleri;

parazitik enfeksiyonlar ve mikrobiyal hastaliklar ig¢gin
kemoterapétik ajanlar;

alkilleme ajanlarini (6rnegin, nitrozolreleri) ve
antimetabolitleri iceren anti-kanser ilaclari; nitrojen
mustardlara, etilenaminler ve metilmelaminler;
alkilsulfonatlar; folik asit analoglara; pirimidin
analcglari, plirin analcglarz, vinka alkaloidleri wve

antibiyotikler.

Mevcut bulus ayrica, anti-kusturucu ilaglarin, gevseticilerin,
stimiilanlarin, "yolcu" ve "rehber" oligeniikleotidlerin,
serebral dilatdérlerin, psikotropiklerin, vaskiller dilatérlerin
ve konstriktérlerin, anti-hipertansiflerin, migren

tedavilerinin, hiper- wveya hipo-glisemik &ajanlarin, mineral

veya besinsel ajanlarin, anti-cbezite ila¢larinin,
anaboliklerin ve anti-astmatiklerin, anti-enflamatuvar
ilaglarain, ornegin, fenilbiitazonun, indometasinin,
naproksenin, ibuprofenin, flurbiprofenin, diklofenadiin,
deksametazonun, predniscnun ve prednisolonun; serebral
vazodilatdrlerin, drnedin, soloktidilumun, vinkaminin,
naftidrofiiril okzalatin, ko-dergokrin mesilatin,

siklandelatin, papaverinin, nikotinik asidin, anti-enfektif
ajanlarin, drnedin, eritromisin stearatin ve sefaleksinin,
adrenokortikotropik hormonun, adencsin deaminaz riboniikleazin,
alkalin fosfatazin, anjiyotensinin, antikorlarin, arjinazin,
arjinin deamineain, asparajinazain, seruleinin, kalsitoninin,
kemotripsinin, kolesistokininin, pihtilasma faktdrlerinin,
dinorfinlerin, endorfinlerin, endorfinlerin, enkefalinlerin,
enkefalinlerin, eritropoietinin, gastrin-salim peptidinin,
glukagonun, hemoglobinin, hipotalmik salim faktdérlerinin,

interferonun, katakalsinin, motilinin, néropeptit Y'nin,
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nérotensinin, dogal olusumlu olmayan opioidlerin, oksiteosinin,
papainin, ©paratiroit hormonunun, ©peptitlerin, prolaktinin,
codzlinebilen CD-4"iin, somatomedinin, somatostatinin,
somatostatinin, somatotropinin, sipercksit dismutazain, tiroit
stimilan hormonun, doku plazminojen aktivatdriniun, tripsinin,
vasopressinin ve bu tarz peptitlerin analoglarinin ayni
zamanda bagka uygun enzimlerin, hormonlarin, proteinlerin,
polipeptitlerin, enzim-protein konjugatlarinin, antikor-hapten
konjugatlarinin, viral epitoplarin, vb. aktarimi ig¢in de

vararlidar.

V. Polipeptitlerin Emsal Formatlara

Badlama molekiillerinin emsal formatlarai, eslik eden
Sekiller'de izah edilir. Ornedin, Sekil 1, burada farmaséotik
olarak aktif kismin gosterilmedigi brnekleri (6rnedin,
farmasdtik olarak aktif kisimlarin buna eklenebildidi FCLHFc ve
FecFCH iskelelerini) ayni zamanda burada farmasdétik olarak
aktif kismin bir antikor badlama yeri oldudu odrnekleri igerir.
Ornedin, bir uygulamada, bir baglama molekiilinin bir iskelesi
(vani, bir farmasdtik olarak aktif kismin buna eklenebildigi
bir wvapi), bir Fc bélgesine, alanina wveya KkKismina kovalent
olarak baglanmis (8rnedin, genetik olarak kaynastirilmis) iki
BBB trans-gdc-etme kismi i¢erir. BBB trans-gdg-etme kisimlarzi,
dogrudan wveya bir badlayici peptit wvasitasiyla badlanabilir.
Bir tercih edilen yéninde, BBB trans-gdg¢-etme kisimlari F¢
bEélgesinin, alaninin veya kisminin N ucuna badlanabilir. Bir
yoniinde, i1lave badlama kisimlari (Srnedin, scFv molekiilleri
formunda TMEM3(0A-olmayan farmakolojik olarak aktif kisimlar)
ayrica, Fc bélgesinin, alaninin wveya kisminin € wucuna da

baglanabilir.

Bir baska vydnlinde, ilave BBB trans-gdc-etme kisimlari, Fc

kdlgesinin, alaninin veya Kisminin C ucuna baglanabilir. BBB
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trans-gdc-etme kisimlari dodrudan veya bir baglayici peptit

vasitasiyla badlanabilir.

Bir baska vyoéniinde, bir badlama molekiilii, bir aynen antikor
molekiilinin VH alanina N-ucundan kaynastirilmis olan bir BBB
trans-gdg¢-etme Kkismi i¢erir. Bir baska ydninde, bkir badlama
molekiillli, bir aynen antikor molekiiliniin VL alanina N-ucundan
kaynastirilmis olan bir BBB trans-gdc¢-etme kismi igerir. Daha
baska yoninde, bir badlama molekilll, bir aynen antikor
molekiliine C-ucundan kaynastirilmig iki BBE trans-gdg-etme
kismi igerir. BBB trans-gd¢-etme Kkisimlari dofrudan veya bir

baglayici peptit vasitasiyla badlanabilir.

Farmasétik olarak aktif kisimlarin (veya ilave farmakolojik
olarak aktif kizimlarin) teknikte bilinen yvontemler
kullanilarak bu vapilarin herhangi birine tutturabilecedi

anlagilacaktair.

Bir uygulamada, bulusun polipeptitleri (farmasétik olarak
aktif kisim acisindan monomerik olan, ancak BBB trans-gdg¢-etme
kisimlari ag¢isindan multimerik (drnedgin, dimerik) olan bir
molekill olusturan) valnizca bir farmasdtik olarak aktif kisim
igerir. Bir baska uygulamada, bulusun bir polipeptidi, birden
fazla farmakolojik colarak aktif kisim, é&rnedin, 2, 3, 4, 5, o,
7, 8, 9, 10 veya daha fazla farmakclojik olarak aktif kisim,
igerir., Farmasdtik olarak aktif kisimlari ayni veya farkla

olabilir.

Bulusun bir uygulamasinda, bir farmasdtik olarak aktif kisim,
bir Fe alaninin, bdlgesinin veya kisminin N-ucuna bir
baglayic1l peptit vasitasiyla operatif c¢larak badlanir. Rir
baska wuygulamada, farmakolojik olarak aktif kisim, bir Fc
alaninin, Dbélgesinin wveya kisminin C-ucuna bir badlavica

peptit vasitasivyla operatif olarak baglanir.
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Diger wuygulamalarda, 1iki wveya daha fazla farmasdtik olarak
aktif kisim, seri halde (6rnedin, Dbir Dbadlayici peptit
vasitasiyla}) Dbirbirine baglanir. Bir uygulamada, farmasdtik
olarak aktif kisimlarin tandem dizilimi, bir Fc bdlgesinin,
alaninin veya kisminin C-ucuna veya N-ucuna bir badlayica

peptit vasitasivla operatif clarak baglanir.

Proteinleri farmakolojik olarak aktif Dbilesiklere konjuge
etmenin, baglamanin ve kuple etmenin dider ydntemleri alanda
iyi bilinir. Orne§in, bakiniz, Wa A M, Senter P D, Arming
antibodies: prospects and challenges for immunoccnjugates,
Nat. Biotechneol. 2005 September; 23(9):1137-46 wve Trail P A,
King H D, Dubowchik G M, Monoclonal antibody drug
immunoconjugates for targeted treatment of cancer, Cancer
Immunol Immunother. 2003 May; 52(5):328-37; Saito G, Swanson J
A, Lee K D. Drug delivery strategy utilizing conjugation wvia
reversible disulfide linkages: zrole and site of cellular
reducing activities, Adv Drug Deliv Rev. 2003 Feb. 10;
55(2):199-215. Ayrica, mevcut antikcerlar, bir farmasotik
olarak aktif bilesik ile yiiklenmis lipczom, nano-parcaciklar
veya kbaska analog ftasiyicilar ile kombinasyon halinde
saglanabilir. Bu tarz bilegsimleri hazirlamanin vyé&ntemleri
alanda bilinir (bakiniz, &rnedin, Sugano et al., Antibody
Targeting of Doxorubicin-loaded Liposomes Suppresses Lhe
Growth and Metastatic Spread cof Established Human Lung Tumor
Xenografts in Severe Combined Immunodeficient Mice Cancer
Research 60, 6%942-6949, Dec. 15, 2000 wve Martin et al.,
Nanomaterials in BAnalytical Chemistry, Analytical Chemistry

News & Features, May 1, 1998; pp. 322 A-327 A).

Cok sayida efektdr molekiil, badglama polipeptitlerinin bunlara
baglanakildigi uygun fonksiyonel gruplardan vyoksundur. Bir
uygulamada, bir efektdr molekill, d&rnedin, bkir ilacg vevya dn-
ilag, bir badlama molekilil yoluyla polipeptide tutturulur. Bir

uygulamada, baglama molekiilt, &zel bir yerde sitotoksisitenin
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aktivasyonuna 1izin veren bir kimyasal bad ig¢erir. Uygun
kimyasal badlar teknikte iyi bilinir wve distlfit badlar, asit
labil baglar, fotolabil baglar, peptidaz lakil Dobaglar,
siilfidril wve maleimid gruplari arasinda olusturulan tiyoeter
baglar ve esteraz labil baglar igerir. En tercihen, baglama
molekillll bir disilfit bag veya bir tiyoeter bag icgerir. Bulusa
uygun sekilde, badlama molekiilil tercihen, bir reaktif kimyasal
grup ig¢erir. Ozel olarak tercih edilen reaktif kimyasal
gruplar, N-siksinimidil esterleridir ve N-slilfoslUksinimidil
esterleridir. Bir tercih edilen uygulamada, reaktif kimyasal
grup, tiyol gruplari arasinda disulfit baglama wvasitasivyla
efektdre kovalent olarak badlanabilir. Bir uygulamada, bir
efektdr molekill bir tiyol grubu icgermesi icin modifiye edilir.
Teknikte necrmal uzmanlidgi olan bir kisi, bir tiyol grubunun
bir hidrojen atomuna badlanmis bir =sUlfir atomu icgerdigini wve
ayrica tipik olarak teknikte "--SH" wveya  "RSH" oclarak
gdsterilebilen bir silfidril grubu olarak da ifade edildigini

anlayacaktir.

Bir uygulamada, bir badlama molekiili, bir efektdr molekill
bulusun bkir polipeptidi ile bkirlestirmek i¢in kullanilabkilir.
Baglama molekiilii, varilabilen vaeya varilamayan molekiil
olabilir. Bir wuygulamada, vyarilabilen badlama molekilii bir
redoks 1ile vyarilabilen badlama molekilliidiir, bédylece baglama
molekiil  bir digik redoks potansiyeli olan ortamlarda,
Ornedin, serbest siilfidril gruplari olan molekiillerin daha
yviltksek konsantrasyonlarini iceren sitoplazmada ve diger
bdlgelerde, yarilabilir. Redoks potansiyelindeki bir
dedisimden dolavi varilabilen badlama molekiillerinin
brnekleri, disiilfitler idg¢erenleri dgerir. Kleva] stimulusu,
bulusun badlama proteininin intraseliler alimi lizerine
saglanabilir, Dburada sitoplazmanin diisiik redoks potansiyeli,
baglama molekiiliinin klevajini kolaylastirair. Bir baska
uygulamada, pH'taki bir diigsls, maytansinoid kargosunun hedef

hiicre i¢ine salimini tetikler. pH'taki disiis, ¢ok sayidaki
bl
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fizyolojik ve patolcjik proseste, drnedin, endozom
tasimaciliginda, timér biylimesinde, enflamasyonda ve
miyokardiyal iskemiden, g&sterilir. pH, bir fizyoclojik 7,4'ten
endozomlarda 5-6'va veya lizozomlarda 4-5'e diser. Kanser
hilcrelerinin lizozomlarini veya endozomlarini hedef almak ig¢in
kullanilabilen asit duyarli badlama mclekilllerinin &rnekleri,
asit i1le vyarilabilen bkaglari olanlari, &rnegin, asetallarda,
ketallarda, ortoesterlerde, hidrazonlarda, tritillerde, c¢is-
akonitillerde veva tiyokarbamoillerde bulunabilenleri
bulunanlari, igerir (bakiniz, &Ornedin, Willner et al., (1983),
Bioconj. Chem., 4: 521-7; 4,569,789, 4,631,190, 5,306,809 wve
5,665,358 Numarali U.S. Patentleri). Dider emsal asit-duyarla
baglama molekiilleri, Phe-Tys ve Val-Lys dipeptit dizilerini
igerir (King et al., (2002), J. Med. Chem., 45: 4336-43).
Klvaj stimulusu, dusilk pH endozomal kompartimanlara (ornegin,
lizozomlara) intraseliller alim tasimaciliga dzerine
saglanabilir. Dijer wemsal asit ile vyarilabilen baglama
molekiilleri, 1iki wveya daha fazla maytansinoidin tutturulmas:i
i¢in iki wveya daha fazla asit 1ile varilabilen bad igeren
molekiillerdir (King et al., (1999), Bioconj. Chem., 10: 279-
88; WO 98/19705) .

Yarilabilen baglama molekiilleri, bir dzel hedef hicre,
drnedin, lizozomal veya tumér-iliskili enzimler, ile iliskili
olan biyolojik olarak sadlanan klevaj ajanlarina duyarl:
olabilir. Fnzimatik olarak vyarilabilen ba&lama molekiillerinin
drnekleri, bunlarla sinirli kalmamak kaydivyvla, peptitleri wve
esterleri, icerir. Emsal enzim 1ile varilabilen badlama
molektlleri, timdr-iliskili  proteazlara duyarla olanlarz,
drnedin, FKatepsin B'yi veya plazmini, ig¢erir (Dubowchik et
al., {(1999), Pharm. Ther., 83: 67-123; Dubowchik et al.,
(1998), Bioorg. Med. Chem. Lett., 8: 3341-52; de Groot et al.,
(2000), J. Med. Chem., 43: 3093-102; de Greoot et al., 12%9m
42: 5277-83). Katepsin B 1le varilabkilen verler, wvalin-

sitrtillin wve fenilalanin-lizin dipeptit dizilerini igerir
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(Doronina et al., (2003}, Nat. Biotech., 217y  7T78-84);
Dubowchik et al., (2002), Bioconjug. Chem., 13: 855-69)., Digder
emsal enzim ile vyarilabilen yerler, trouse proteazlara,
drnedin, Thimet Oligopeptidaz (TCP), ndtrofiller, makrofajlar
ve dider granlUlositler tarafindan tercihli bir sekilde salinan
bir enzim, tarafindan taninan 4 ila 16 amino asitlik
oligopeptit dizileri (Srnegin, Suc-p-Ala-Leu-Ala-Leu)

tarafindan olusturulanlari icerir.

Belirli &zel vyonlerinde, bulusun bir badlama polipeptidi,
multispesifiktir, Srnedin, bir Dbirinci meolekiilll wveva bir
molekiiliin epitopunu badglayan en az bir badlama yerine ve bir
ikinci molekiilit veya birinci molekiilin bir ikinci epitopunu
baglayan en az Dbir ikinci badlama yerine sahiptir. Bulusun
multispesifik baglama molekillleri en az 1iki badglama yeri
igcerekbilir. Belirli uygulamalarda, bulusun bir mulispesifik
baglama molekiillinliin en az iki baglama yeri, BBB trans-gd¢-etme

yerleridir.

VI. Baglama Molekillerinin Sentezi

Bulusun bLkir polipeptidinin formati secildidinde, polipeptit
dretmek ic¢in ¢esitli ydntemler mevcuttur. Bu tarz ydntemler,
bunlarla sinirla kalmamak kaydivyla, kimyasal sentez
tekniklerini wve rekcmbinant DNA ekspresyonu tekniklerini,

igerir.

Bir y&niinde, aciklama bulusun bkir ©polipeptit molekiiliini
sifreleyen bir nikleik asit dizisi iceren bir nilkleik asit
yvapis1 1le ilgilidir. Kodun denejere olmasindan dolayi,
cesitli nikleik asit dizilerinin pelipeptidin amino asit
dizisini gsifreleyecedi anlasilacaktar. Arzu edilen
poliniikleotid, teknikte bilinen yontemler kullanilarak

(6rnedin, de nove kati-faz DNA sentezi 1ile wveya hedef
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polipeptidi sifreleyen bir erkenden hazirlanmis

polinikleotidin PCR mutajenezi ile) liretilebilir,

Cligoniikleotid-aracili mutajenez, (6rnedin, bir Fc wvarvant
kismi ig¢ine) bir amino asit sibstitisyonunu sifreleyen bir
kodonu uygulamak amacliyla bir slibstitisvyonu, cerceve-ici
iceri-yerlestirmeyli veya dedistirmeyi (Srnedin, dedistirilmis
kodonu) hazirlamak i¢in bir yéntemdir. Ornedin, baslangic
polipeptit DNA's1, arzu edilen mutasyonu sifreleyen bir
oligoniikleotidi bir tek-sarmalla DNA sablonuna hibridize etme
ile degigtirilir. Hibridizasyondan sonra, bir DNA polimeraz,

oligoniikleotid primerini katan sablonun bir tim ikinci

komplementer sarmalini sentezlemek igin kullanilair. Bir
yoéninde, genetik mihendisligi, ©&rnedgin, primer-temelli PCR
mutajenezi, bulusun bir polipeptidini sifreleyen bir

poliniikleotidi {Uretmek 1igin, burada tanimlandig§i Uzere, kir

degisimi katmak igin yeterlidir.

Rekombinant Uretim ig¢in, polipeptidi sifrelevyen bir
polintkleotid dizisi, uygun bir ekspresyon vehikiilii, yani,
igeri yerlestirilen kodlama dizisinin transkripsiyonu ve
translasyonu icin gerekli olan elemanlari vevya bir RNA viral
vektdéri durumunda, replikasyon wve translasyon 1ig¢in gerekli

olan elemanlari icgeren bir vektdr, i¢ine yerlestirilir.

Polipeptidi sifreleyen nilkleik asit, uygun ckuma c¢ergevesi
icinde vektdr icine verlegtirilir. Ekspresyon vektdril
akabinde, polipeptidi eksprese edecek o¢lan uygun bir hedef
hiicre 1i¢ine transfekte edilir. Teknikte bilinen transfeksiyon
teknikleri, bunlarla sinirli kalmamak kaydiyla, kalsiyum
fosfat presipitasyonunu (Wigler et al., 1978, Cell 14: 725) ve
elektroporasyonu  (Neumann et al., 1982, EMBC, J. 1: 841),
icerir. Cesitli kenak-ekspresyon vektori sistemlerinden,
dkaryotik hiicrelerde bkurada tarif edilen polipeptidi eksprese

etmek i¢in yararlanilabilir. Bir ydninde, &karyotik hicre,
b4
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memeli hiicrelerini ig¢eren bir hayvan hicresidir (Srnedin, CHO,
BHK, Cos, Hela hilicreleridir). Polipeptit bir &karyotik hiicre
iginde eksprese edildiginde, polipeptidi gifreleyen  DNA
ayrica, polipeptidin salgilanmasina izin wverecek olan bir
sinyal dizisini de kodlayabilir. Teknikte uzmanlig: olan bir
kisi, protein aktarildidinda, sinyal diziginin matir
polipeptidi olusturmak ig¢in hilcre tarafindan vyarildidini
anlayacaktir. Bir uygulamada, bulus, bulusun bir badlayica
peptidini igeren matir polipeptitler ile ilgilidir. Alternatif
olarak, bir sginyal dizisi dahil edilmedidine, polipeptit

hiicreleri lize etme ile geri-kazanilabilir.

Bulusun pcelipeptidi ayrica, bir transgenik hayvanda, &rnedin,
bir kemirgende, kecide, koyunda, domuzda veya 1inekte, de
sentezlenebilir. "Transgenik hayvan" terimi, bunlarin genocmu
i¢in bir vyabanci gen katmis olan insan-olmayan hayvanlari
ifade eder. Bu gen germ-hatti dokularinda bulundudundan, bu
ebeveynden vyavruya gec¢irilir. FEkzojen genler, tek-hiicreli
embriyolara uygulanir (Brinster et al., 1985, Proc. Natl.
Acad.Sci. USA 82: 4438)., Imminoglobilin molekiillleri ireten
transgenikleri igeren, transgenik hayvanlari Uretmenin
vontemleri teknikte bilinir (Wagner et al., 1981, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 78: 6376; McKnight et al., 1983, Cell 34: 335;
Brinster et al., 19283, Nature 306: 332; Ritchie et al., 1984,
Nature 312: 517; Baldassarre et al., 2003, Thericgenology 59:
831; Robkl et al., 2003, Theriocgenology 59: 107; Malassagne et
al., 2003, Xenotransplantation 10 (3}: 267).

Ekspresyon vektdrleri, rekombinant bir sekilde Uretilen
polipeptidin kolay saflastirilmasina veya tanimlanmasina izin
veren etiketleri kodlayabilir., Ornekler, Dbunlarla sinirl:
kalmamak kaydiyla, diziyi kodlayan burada tarif edilen
polipeptidin burada lac z kodlama bdlgesi ile cerceve ici
vektdr ig¢gine badlanabildidi, béylece Dbir hibrit proteinin

Uretildigi, pUR278 vekioriint (Ruther et al., 1983, EMBO J. 2:
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1791), igerir; pGEX wvektorleri, bir glutatyon S-transferaz

(GST) etiketi ile proteinleri eksprese etmek igin
kullanilabilir. Bu proteinler genel olarak c¢dziinebilir ve
glutatyvon-agaroz bilvelere adsorpsivon, akabinde serbest

glutatyon wvarliginds elisycn ile hicrelerden kolaylikla
saflastirilabilir. Vektdorler, saflastirmadan sonra etiketin
kolay uzaklastirilmasa igin klevaj yerleri (6rnedgin,

PreCission Protease (Pharmacia, Peapack, N. J.}) icgerir.

Bu bulusun amaglari igin, teknikte bilinen c¢ok sayida farkl:

ekspresyon vektdrll sistemi kullanilabilir.

Bu ekspresyon vektorleri tipik olarak, epizomlar olarak veya
konak kromozomal DNA'sinin bir integral parcasi olarak konak
organizmalar ig¢inde kopyalanabilir. Ekspresyon vektorleri,
bunlarla sinirli kalmamak kaydiyla, promotdrleri (drnedin,
dogal olarak ilisgkili veya heterolog promctorleri},
hizlandiricilara, sinyal dizilerini, uc-birlestirme
sinvallerini, hizlandirica elemanlari ve transkripsivyon
sonlandirma dizilerini, idigeren ekspresyon kontrol dizileri
igerebilir. Tercihen, ekspresyon kontrol dizileri, d&karyotik
konak hiicreleri transforme veya transieckte edebilen
vektdrlerdekl &Skaryotik promotdr sistemleridir. Ekspresyon
vektorleri ayrica, hayvan  virislerinden, brnedin, bovin
papillom viriisiinden, poliyom virlistinden, adencviristen,
vaksiniya wvirisliinden, bkakuloviristen, retrovirlislerden (RSV,
MMTV vevya MOMLV) , gsitomegalovirlisten (CMV) veya SV40
virlisiinden, tiretilen DNA elemanlarindan da vyararlanabilir.
Digerleri, 1i¢ <zribozom bkadlama vyerleri i¢geren polisistronik

sistemlerin kullanimini igerir,

Yaygin olarak, ekspresyon vektdrleri, arzu edilen DNA dizileri
ile transforme edilmis bu hicrelerin saptanmasina olanak
saglamak i¢in seleksivon belirtegleri (Srne§in, ampisilin-

direnci, higromisin-direnci, tetrasiklin direnci veya neomisin
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direnci) igerir ({bakiniz, J&rnedin, Itakura et al., 4,704,362
U.3., Patenti). DNA'yl bunlarin kromozomlari ig¢ine entegre
etmis o©lan  hiicreler, transfekte edilmis konak  Thiicrelerin

seleksiyonuna izin wveren bir veya birden fazla belirteci

uygulama 1ile segilebilir. Belirteg¢ bir oksotrofik konaga
prototrefi, bivosit direnci (érnedin, antibiyotikler)} veya
agir metallere, Srnedin, bakira, direng saglayabilir.

Secilebilen belirtec¢ geni, eksprese edilecek olan DNA
dizilerine dogdrudan badlanabilir veya ayni hiicre igine
kotransformasyon ile uygulanabilir, Mevcut bulusun
polipeptitleri polisistronik vapilari Kkullanilarak eksprese
edilebilir. Bu ekspresyon sistemlerinde, sdz konusu ¢ok sayida
gen Urint, drnedin, multimer badlama proteininin ¢ok sayida
polipeptidi, bir tek polisistronik vyapidan 1Uretilebilir. Bu
sistemler &karyotik konak hilcrelerde bulusun polipeptitlerin
gbrece yiksek diizevlerini saglamak ig¢in bir 1¢ ribozom giris
yerini (IRES) avantajli bir sekilde kullanilir. Uygun IRES
dizileri, ayrica burada da eklenmis c¢lan 6,193,880 Numarali
U.S5. Patenti'nde agiklanir. Teknikte uzmanlidgi olan kisiler,
bu tarz ekspresyon sistemlerinin meveut basvuruda agiklanan
polipeptitlerin tfam aralidini etkili kir sekilde Uretmek igin

kullanilabilecedini anlavacaktir.

Daha genel olarak, bir polipeptidi sifreleyen wvektdr wveya DNA
dizisi hazirlandiginda, ekspresyon vektdérid uygun bir konak
hiicre ig¢ine wuygulanabilir. Yani, konak hicreler transforme
edilebilir. Plazmidin konak hilcre icine uygulanmasi, teknikte
uzmanlidi olan kisiler tarafindan iyi bilinen cesitli
teknikler 1ile bagarili bir gekilde tamamlanabilir. Bunlar,
bunlarla sinirlil kalmamak kaydiyla, (elektroforezi ve
elektroperasyonu igeren) transfeksiyonu, protoplast flzyonunu,
kalsiyum fosfat presipitasyonunu, zarf ig¢ine alinmig DNA ile
hilcre flizyonunu, mikro-enjeksiyonu Ve aynen virls ile
enfeksiyonu, 1¢erir. Bakiniz, Ridgway, A. A. G. "Mammalian

Expressicon Vectors" Chapter 24.2, rp- 470-472 Vectors,
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Rodriguez and Denhardt, Eds. (Butterworths, Boston, Mass.
1988) . En tercihen, konak igine plazmid uygulanmasi
elektroporasyon vasitasiyladir. Transforme edilmis hiicreler,
hafif zincirlerin wve adir zincirlerin {dretilmesi icin uygun
olan kosullar altinda Dblyutilir ve agir ve/veya hafif zincir
protein sentezi 1c¢in analiz edilir. Emsal analiz teknikleri,
enzime badli badisiklik analizini (ELISA), radyoimmiinoanalizi
(RIA) wveya flloresans-aktive edilmis hilicre ayirici analizi

(FACS), immilnchistcokimyayl ve benzerlerini igerir.

Burada kullanildigi sekliyle, "transformasyon" terimi, DNA'nin
bir alici konak hiicre ig¢ine wuygulanmasini, bunun genotipi

degistirdidini wve sonu¢ olarak alici hiicrede bir dedisim ile

sonuc¢landi&ina, ifade etmek icin genis bir anlamda
kullanilmalidair.
Bu ayni hatlar boyunca, "konak hiicreler", rekombinant DNA

teknikleri kullanilarak yapilan wve en az bir heterclog geni
sifreleyen vektdrler 1ile transforme edilmis hilicreleri ifade

eder. Polipeptitlerin rekombinant konaklardan izolasyonu igin

proseslerin agiklamalarinda, "hiicre" ve "hiicre kiltara"
terimleri, bu acik bir sekilde aksini i1fade etmedikce,
polipeptidin kaynagini gbstermek icin birbiri ile

dedistirilebilir bir sekilde kullanilir. Bir baska ifadeyle,
polipeptidin  "hiicrelerden" geri-kazanilmasi, ftam hilcrelerin
asad1l cékecek sekilde dondirilmesinden veya hem wvasati hem de
siispanse edilmig hiicreleri ig¢eren hilcre kiltUriinden geri-

kazanilma anlamina gelebilir.

Protein ekspresyonu ig¢in kullanilan konak hilcre hatti en
tercihen, memeli orijinlidir; teknikte uzmanligl olan
kigilerin burada eksprese edilecek olan arzu edilen gen Urind
icin en uygun olan 6zel konak hlicreyi tercihli bir sekilde
belirleme yetisine sahip olduduna inanilir. Emsal konak hiicre

hatlara, bunlarla sinirli kalmamak kaydiyla, DG44'u  ve
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DUXR11'1 (Cin Hamsteri Over hatlara, DHFR eksi), HELA'vyl
(insan servikal karsinomu), CVI'yl (maymun bobrek hattzi),
COS'u (CVI'nin SV40 T antijeni tasiyan bir tirevi), R1610'u
{(Cin hamsteri fibroblasti) BALBC/3T3'l (fare fibroblasti), HZK

(hamster Dbobrek hatti), SP2/0'yir (fare miyelomu), P3x63-
Ag3.653'Q1 (fare miyelcmu), BFA-1clBPT'yi (bovin endotelyal
hiicreleri), RAJI 'y {insan lenfositi) ve 283'1 {insan

bdbredi), igerir. CHO hilcreleri &zel olarak tercih edilir.
Konak hiicre hatlarina tipik olarak, ticari kaynaklardan,
Amerikan Doku Kaltard Koleksiyonu'ndan veya yvayimlanmis

literatiirden erigilebilir.

Bulusun polipeptitlerini sifreleyen genler ayrica, memeli-
olmayan hiicrelerde, Ornedin, bakterilerde veya maya veya bitki
hiicrelerinde, de eksprese edilebilir. Bu ag¢idan, cesitli tek-
hiicreli memeli-olmayan mikrocrganizmalarin, drnedin,
bakterilerin, yani, kiltirlerde vevya fermantasyonda
biylitilebilenlerin, transforme edilebilecedi anlasilacaktair.
Transformasyona duyarli olan bakteriler, entercbacteriaceae,
drnedin Escherichia coli veya Salmonella suslarini;
Bacillaceae, érnedin, Bacillus subtilis; Pneumococcus;
Streptococcus ve Haemophilus influenzae, (yelerini icerir.
Bakteriler i¢inde eksprese edildiginde, ilaveten
polipeptitlerin tipik clarak inklizyen cisimciklerinin pargasi
haline geldigi de anlasilacaktar. Polipeptitlerin izole
ecdilmesi, saflastirilmasi ve akabinde fonksiyonel molekiuller

halinde birlestirilmesi gerekir.

Prokaryotlara ek olarak, Skarvotik mikroplar da
kullanilabilir. ok sayida Dbaska susun yaygin Dbir sekilde
erigilebilir olmasina radmen, Saccharomyces c¢erevisiaes veya
yvaygin ekmek mayasi dkaryotik mikroorganizmalar arasinda en
vaygin sekilde kullanilir. Saccharomyces icinde ekspresyon
icin, 9drnedin, YRp7 plazmidi (Stinchcomb et al., Nature,

282:39 (1979); Kingsman et al., Gene, 7:141 (1979); Tschemper
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et al., Gene, 10:157 (1980)) vyaygin bir sekilde kullanilir. Bu
plazmid, triptofan ig¢inde biiyime vyetisinden vyoksun o¢lan
mayanin bir mutant susu i¢in bir seleksiyon belirteci sadlayan
TRPF1 genini halihazirda icerir, &rnedin, ATCC No. 44076 vevya
PEP4-1 (Jones, Genetics, 85:12 (1977)). Maya konak hiicresi
genomunun bir karakteristidi olarak tTrpl lezyonunun varlida,

triptofan yoklugunda bluylime ile transformasyonu saptamak icin

etkili bir c¢rtam sadlar. DiJer maya konaklari, ©&rnedin,
Pichia, da kullanilabilir. Ekspresyon kontrel dizilerine
(6rnegin, promotorlere), bir replikasyon crijinine,

sonlandirma dizilerine wve arzu edildidi 1dzere bkenzerlerine
sahip olan maya ekspresyon vwvektdrleri. Tipik promctdrler, 23-
fosfogliserat kinaz vwve baska glikolitik enzimler icgerir.
Indiiklenebilen maya promotdrleri, digerleri arasinda, alkol
dehidrojenzzdan, izositokrom C'den ve metanolden, maltozdan ve
galaktozdan vararlanmadan sorumlu olan enzimlerden

promotédérler, igerir.

Alternatif clarak, polipeptit-kcdlayan niikleotid dizileri, bir
transgenik hayvanin genomu ig¢ine uygulama ve Lransgenik
haywvanin sutinde miteakip ekspresyon igin transgenlere
katilabilir (bakiniz, d&rnedin, Deboer et al., US 5,741,957,
Rosen, US 5,304,489 wve Meade et al., US 5,849,992). Uygun
Lransgenler, bir mamari  bezi spesifik genden, Sdrnedin,
kaseinden veya Dbeta laktoglobiilinden, bir promotdér  ve
hizlandirici ile operatif badlantai halinde polipeptitler ic¢in

kodlama dizileri icerir.

In vitro Uretim, arzu edilen polipeptitlerin buyik
miktarlarini vermesi ic¢in dlgek-biiylitmeye olanak sadlar. Doku
kulturu kogullara altinda buyuk-&¢lg¢ekte memeli hiicre
kiiltivasyonu icgin teknikler teknikte bilinir wve J&rnedin, bir
hava-basma reaktdrll icinde wveva bir strekli karistiricila
reaktdér iginde, homojen stUspansiyon killtiruini veya O&rnedin,

i¢i bos lifler, mikro-kapsiiller ig¢inde, agaroz mikro-kilyeler
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veya seramik kartuslar lzerinde, immokilize edilmis veva

kistirilmis hilcre kiiltirtinid icerir. Gerektidinde ve/veya arzu

edildiginde, polipeptitlerin ¢ghzeltileri, 6rnedin, bir
sentetik mentese bélgesi pelipeptidinin tercihli
biyosentezinden sonra veya burada tarif edilen HIC
kromatografi adimi dncesinde veya sirasinda, geleneksel
kromatografi yd&ntemleri, Srnedin, jel filtrasyonu, iyon-

dedisim kromatografisi, DEAE-seliiloz {izerinde kromatografi

ve/veva (immuno-)afinite kromatografisi, ile
saflagtirilabilir. Bir afinite etiket dizisi (drnedin, bir
His{6) etiketi) opsiycnel olarak, downstream saflastirmayi

kolaylagstirmak 1ig¢in polipeptit dizisine tutturulabilir veya

dahil edilebilir.

Teknikte uzmanlidi olan kigiler bulus 1ile baglantili sgekilde
kullanim i¢in daha kiclik peptitleri kolaylikla
sentezleyebilir. Sentetik peptitler hazirlamak i¢in standart
prosediirler teknikte iyl bilinir. Peptitler Merrifield'in Xkat:
faz peptit sentezi (SPPS) yontemi (J. Am. Chem. Soc., 85:2149
{(1964) ) kullanilarak veya teknikte iyi bllinen standart
cGzelti yontemleri kullanilarak (bakiniz, &rnedin, Bodanzsky,
M., Principles of Peptide Synthesis 2nd revised ed. (Springer-
Verlag, 1988 wve 1993)) sentezlenebilir. Alternatif olarak,
teknikte 1yi bilinen es-zamanli ¢ok sayida peptit sentezi
(SMPS) teknikleri kullanilabilir. Merrifield yéntemi 1le
hazirlanan peptitler, bir otomatiklestirilmis peptit
sentezleyici, Ornedin, Applied Biosystems 431 A-01 Peptide
Synthesizer (Mountain View, Calif.), kullanilarak veva
Houghten, Proc. Nat. Acad. Sci., USA 82:5131 (1985} tarafindan
tarif edilen mantel peptit sentezi teknigi kullanilarak
sentezlenebilir., Peptitler, aktif gruplari, ©&rnedin, bir -
bitildikarbonat {(t-BOC) grubu veya bir florenilmetoksi
karbonil (FMOC} grubu, kullanilarak gerektidi sekilde korunan
amino asitler vevya amino asit analoglara kullanilarak

sentezlenebilir wveya teknikte bilinen yoéntemler kullanilarak
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sentezlenebilir. Kati faz ydntemi kullanilarak sentezlenen
peptitler, timi piyasada satilan 4-metilbenzhidrilamin (MBHA},
4—(oksimetil)-fenilasetamidometil Ve 41—
(hidroksimetil)fencksimetil-kopoli (stiren-%1 divinilbenzen)
igeren reginelere (Wang reginesine) veya De Grado wve Kaiser,
J. Org. Chem. 47:3258 (198Z) tarafindan tarif edildigi izere
sentezlenebilen p-nitrobenzofenon oksim polimere (oksim

recinesine) tutturulabilir.

VII. Baglama Molekiillerinin Saflagtirilmasa

Eksprese edildidinde, bulusun polipeptitleri, d&Jrnedin, amonyum
stilfat presipitasyonunu, afinite kolon kromatografisini, HPLC
saflastirmasini, Jel elektroforezini ve benzerlerini, iceren,
teknikteki standart prosediirlere gbre saflastirilabilir
(bakiniz genel olarak, Scopes, Protein Purification (Springer-
Verlag, N.Y., (1982)). Bir yeni sentezlenmis peptit ayrica,
bir vyodntem, brnedin, ters faz yiuksek performansli S1Vvil
krcmatografisi (RP-HPLC) veya peptidin boyutuna veya yluklne
dayanan diger aylrma yontemleri kullanilarak da
saflastirilabilir. Dahasi, saflastirilmig peptit, bu ve diger
iyi bilinen yéntemler, oOrnedin, amino asit analizi wve Kkiitle

spektrometrisi, kullanilarak karakterize edilebilir.

Farmasdtik kullanimlar ig¢in, en az vyaklasik %90 ila 95
homojenlidi olan bilyiik dlcide saf proteinler tercih edilir wve
%98 ila 99 wveya daha vyiksek olan homojenlik en c¢ok tercih

edilir.

VIII. Uygulama Yéntemleri

Bulusun pelipeptitlerini hazirlamanin ve bir slijeye
uygulamanin yéntemleri teknikte uzmanlidi olan kisiler

tarafindan iyi bkilinir vevya kolaylikla belirlenir.
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Bir sijeye uygulama 1¢in Dbilesimler, bulusun bir baglama
molekiiliinli gsifreleyen bir niklecotid dizisi igeren nilkleik asit
molekiillerini {gen terapisi uygulamalari ic¢in} ayni =zamanda

polipeptit molekiillerini icerir.

Uygulama y&ntemleri, bunlarla sinirlz: kalmamak kaydivla,
intradermal, intramiiskiiler, intraperitoneal, intravenodz,
subkiitan, intranazal, epidural wve oqral yollarz, icerir.
Konjugatlar, herhangi bkir uygun vyol ile, ornedin, inflzyon
veyva bolus enjeksiyeon ile, epitelyal veya mukokiitandz astarlar
(Grnedin, oral mukoza, rektal wve intestinal mukoza, vb.)
yoluyla emilim ile uygulanabilir ve dider farmakolojik olarak
aktif ajanlar ile Dbirlikte uygulanabilir. Uygulama sistemik

veyva lokal olabilir.

Belirli durumlarda, bulusun farmasotik bilesimlerini
intraventrikiller wve intratekal enjeksiyonu igeren, herhangi
bir uygun yol ile santral sinir sistemine dodrudan uygulamak
arzu edilebilir; intraventrikiiler enjeksiyon, &rnedin, bir
rezervuara, O6rnedin, bir Ommaya rezervuarina, tutturulmus, bir

intraventrikiler kateter ile kolaylastirilabilir.

Pulmoner wveya nazal uygulama ayrica, d&rnedgin, bir solunum
cihazi wveya neblUlizér ve bir aercsolize etme ajani 1ile

formiilasyon kullanimi ile, de kullanilabilir,

Bir baska uygulamada, konjugatlar, bir kentrollil salim sistemi
i¢cinde aktarailabilir. Bir uygulamada, bir pompa kullanilabilir
{(bakiniz, Langer, supra; Sefton, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng.
14:201 (19%87); Buchwald et al., Surgety 88:507 (1880); Saudek
et al.,, N, FEngl. J. Med. 321:574 (1989)). Daha baska bir
uygulamada, bir kontrolll salim sistemi, terapdtik hedefe,
vani, bevne, vakin verlestirilebilir, boylece sistemik dozun

valnizca bir fraksiyonuna gerek duyulur (bakiniz, O&rnedin,
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Goodson, in Medical Applications of Contreclled Release, supra,

vol. 2, pp. 115-138 (1984)).

Diger kontrollil salim sistemleri, Langer (Science 249:1527-

1533 (1990)) tarafindan derlemede tartigsilair.

Stije tercihen, bunlarla sinirla kalmamak kaydivyla, hayvanlara,
drnedin, 1inekleri, domuzlari, atlari, tavuklari, kedileri,
képekleri, vb., iceren bir hayvandir ve tercihen bir memelidir

ve en LTercihen insandir.

Genel olarak, enjeksiyon ig¢in uygun bir farmasdétik bilesim bir

tampon (&rnedin, asetat, fosfat veya sitrat tamponu), Dbir
slirfaktan (6rnedin, Polisorbat}), opsiyonel olarak bir
stabilazdr ajan (ornegin, insan albimini), vb., icerebilir.

Bununla birlikte, burada &dretiler 1ile uyumlu olan dider
ydntemlerde, polipeptitler advers hilicresel popililasyon yerine
dogrudan aktarilabilir, boylece hastalikli dokunun terapdtik

ajana maruziyetli arttirilabilir.

Parenteral wuygulama ic¢in preparasyonlar, steril sulu veya
sulu-olmayan ¢dzeltileri, glispansivyonlarli ve emiilsivyonlari
igerir. Sulu-olmayan gHziclilerin Srnekleri, propilen
glikoldiir, polietilen glikoldiir, bitkisel sivi vadlardir,
drnedgin, zeytinyagidir ve enjektabl organik esterlerdir,
Ornedin, etil cleattar, Sulu tasiyicilar, salini ve
tamponlanmis vasatlari igeren, suyu, alkolik/sulu c¢ozeltileri,
emiilsiyonlari veya sispansiyonlari igerir. S&z konusu bulusta,
farmasdtik o©larak kabul edilebilir tasiyicilar, bunlarla
s1inirli kalmamak kaydiyla, 0,01-0,1M ve tercihen 0,05 M fosfat
tamponu veya 20,8 salin, ig¢erir. Dider vyaygiln parenteral
vehikiller, sodyum fosfat g¢ozeltilerini, Ringer dekstrozunu,
dekstrozu wve socodyum kloriril, laktatlanmis Ringer'i vevya fikse
edilmis si1ivi vadlari icerir. Intravendz vehikiiller, sivi ve

besinsel tazeleyicileri, elektrolit tazeleyicilerini, ornedin,
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Ringer dekstrozu temelli olanlari ve benzerlerini igerir.
Koruyucular ve baska katk1 maddeleri, rnedin, mesela,
antimikrobiyaller, antioksidanlar, selatlama ajanlari ve inert

gazlar ve benzerleri, de bulunzbilir.

Daha &zel o©larak, enjektabl kullanim ig¢in uygun farmasotik
bFilesimler, {suda cozlinebilir oldugunda) steril sulu
cbzeltilerdi vevya dispersivyonlari ve steril enjektabl
¢dzeltilerin veya dispersiyonlarin ekstamporane preparasyonu
igin steril tozlari igerir. Bu tarz durumlarda, bilesimin
steril olmasi gerekir ve bilesim kolay enjekte edilebilirligin
gerceklesecedl derecede sivi olmalidir. Bu, iliretim ve saklama
kosullara altinda kararla olmalidar ve tercihen
mikroorganizmalarin, 6rnedin, bakterilerin wve funguslarin,
kotanime etme etkisine karsi korunacaktir. Tasivici, oOrnedin,
suyu, etanolil, poliolid (drnedin, gliserclil, propilen glikoli
ve si1ivl polietilen glikoll ve benzerlerini), igeren bir ¢oézilici
vevya dispersiyon vasatl ve bunlarin uygun karigsimlari
olabilir. Uygun akigskanlik, ¢&rnedin, bir kaplama, O&rnedin,
lesitin, kullanimi ile, dispersiycon durumunda gerekli olan
parcacik Dboyutunun idamesi 1ile wve sirfaktanlarin kullanimi

ile, idame ettirilebilir.

Mikroorganizmalarin etkisinin dnlenmesi, cesitli
antibakteriyel wve antifungal ajanlar, ©&rnedin, parzbenler,
klorobiitanol, fenol, askorkbik asit, timercsal wve benzerleri,
ile basarilabilir. Codu durumda, bkilesimin izotonik ajanlar,
Srnedin, sekerler, polialkoller, &rnedin, mannitol, sorbitol
veya sodyum klorir, ig¢ermesi tercih edilebilir olacaktair.
Enjektabl bilegimlerin uzatilmig emilimi, bhilesime emilimi
geciktiren bir ajani, &rnedin, alliminyum monostearatil ve

Jelatini, dahil etme ile gercgeklestirilebilir.

Herhangi bir durumda, steril enjektabl g¢dzeltiler bir aktif

bilesimi (drnedin, kendi basgina veya diJer aktif ajanlar ile
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kombinasyon halinde bir polipeptidi) burada listelenen icgerik
maddelerinin biri wveya bir kombinasyonu ile uygun bir ¢dziici
iginde gerekli olan miktarda katma, gerektigi ilizere, akabinde
filtrelenmis sterilizasvyon, i1le hazirlanabilir. Genel olarak,
dispersiyonlar aktif bilesigi bir bazik dispersiyon vasati ve
yukarida listelenenlerden gerekli olan dider icerik
maddelerini igeren bir steril vehikiile katma ile hazirlanir.
Steril enjektabl g¢ozeltilerin preparasyonu 1i¢in steril tozlar
durumunda, preparasyonun tercih edilen yontemleri, bir etken
maddenin arti bunun bir onceden steril-filtreden gegirilmisg
¢dzeltisinden herhangi bir ilave arzu edilen ig¢erik maddesinin
bir tozunu Tdreten, vakum ile kurutmadir ve dondurarak-
kurutmadir. Fnjeksiyonlar 1ig¢in preparasyonlar teknikte iyi
bilinen vydntemlere gdre aseptik kosullar altinda islenir,
kaplar, ©ornedin, ampuller, paketler, siseler, enjektdrler veya
viyaller, igcine deldurulur wve sizdirmaz hale getirilir.
Ilaveten, preparasyonlar, tercihen ilgili bilesimlerin
otoimmiin veya neoplastik bozuklarindan muzdarip olan veya
otoimmiin veya neoplastik bozuklarina vyatkin olan bir sijeyi
tedavi etmek ig¢in yararli oldudunu gbsteren etiketlere veya
kullanma talimatina sahip olacak olan Dbir kit formunda

ambalajlanabilir ve satilabilir.

Mevcut bulusun bilesimlerinin, rahatsizliklarin tedavisi ig¢in,
etkili dozlari uygulama aracglarini, hedef vyeri, hastanin
fizyolojik durumunu, hastanin insan veva bir hayvan olmasini,
uygulanan dider ilaglari wve tedavinin profilaktik wveya
terapdtik olmasini ig¢eren ¢ok sayida farkla: faktdre badla
olarak c¢esitlilik (gdsterebilir. Genel olarak, hasta bir
insandair, ancak transgenik memelileri ig¢eren insan-olmayan

memeliler de tedavi edilebilir,

Tedavi dozaijlari, glvenlidi wve etkinlidi optimize etmek icin
teknikte uzmanligi oclan kigsiler tarafindan bilinen rutin

yontemler kullanilarak titre edilebilir. Bir uygulamada,
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bulusun bkir polipeptidi, hastalara &nceden uygulanmis olan,
ancak bir geleneksel badlayicil peptit yerine bulusun bir
badlayic1i peptidini icermesi ig¢in modifiye edilmis olan bir
polipeptittir. Bu tarz durumlarda, polipeptidin uvgulanan
dozaji, Onceden glvenli wve etkili oldugu bulunan, yani, bakim

standardi, ile uyumlu clacaktir.

Bulusun polipeptitleri, cok sayida cok sayida defada
uygulanabilir. Tek dozajlar arasindaki araliklar, haftalik,
aylik  wveya villik olabilir. Araliklar ayrica, hastada
polipeptidin, polipeptit hedefinin veya antijenin kan
dizeylerini &l¢me ile gdsterildidi Uzere dilzensiz de olabilir.
Baz1 yontemlerde, dozaj bir ©&zel in vive konsantrasyonu
basarmak icin uygulanabilir. Alternatif olarak, polipeptitler,
burada olgunun daha az si1k uygulamava gerek duydugu, bir
sirdirilmis salimli formilasyon olarak uygulanabilir. Dozaj ve
siklik, hastada polipeptidin yari-dmriine bagli clarak

cesitlilik gdsterir.

Uygulamanin dozaj1 wve si1kligi, tedavinin profilaktik veya
terapdtik clmasina bagdglz clarak c¢esitlilik gosterebilir,
Profilaktik uygulamalarda, bulusun polipeptitlerini vevya
bunlarin bir kokteylini ig¢eren bilesimler hastanin direncini
giuglendirmek 1g¢in halihazirda hastalik halinde o¢lmayan bizr
hastaya uygulanir. Bu tarz bir miktar, bir "profilaktik etkili

"

doz" olarak tanimlanir. Bir gdrece disiik dozaj, uzun bir zaman
perivodu boyunca gbdrece sik-olmayan araliklarla uygulanabilir.
Baz1 hastalar, vyasamlarinin kalani boyunca tedaviyi almavya

devam eder.

Terapdtik uygulamalarda, Dbir gdrece kisa araliklarla bkir
gbrece yliksek dozaj uygulanabilir, bazen hastaligin
progresyonu azaltilana wveva sconlandirilana kadar ve tercihen
hasta hastalidin semptomlarinin parsivel vevya tam

safdaltilmasini gdsterene kadar gerekli olabilir.
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Tlaveten, mevcut bulusun molekiillerinin (6rnedin, bir
birlestirilmis terapbtik rejim sadlamak igin) bir ajan wveya
ajanlar ile baglantila olarak wveva kombinasyon halinde
kullanilabilecedi ilaveten anlasilacaktir. Bulusun bir
molekiliinin bunlarla birlestirilebilecedi emsal ajanlar,
tedavi edilmekte olan ©&zel bir bozukluk i¢in glincel bakim
standardini temsil eden ajanlari igerir. Bu tarz ajanlar,
dogada kimyasal wveya bivolojik olabilir. "Biyolojik" veya
"biyolojik ajan"” terimi, canla organizmalardan yapilan
herhangi bir farmasétik olarak aktif ajani wve/veya bunlarin

bir terapdtik clarak kullanim igin amaglanan {iriinlerini ifade

eder.
Bulusun polipeptitleri opsivonel olarak, tedaviye (6rnegin,
profilaktik wveya terapdtik) ihtivaci olan bozuklugu veva

rahatsizliglr tedavi etmede etkili c¢lan diger ajanlar 1ile
kombinasyon halinde uygulanabilir. Burada kullanildiga
sekliyle, bulusun polipeptitlerinin bir adjuvan terapi ile
baglantili olarak veya kombinasyon halinde uygulanmasi,
terapinin ve ac¢iklanan polipeptitlerin sairala, simultane, eg-
siireli, esgs-zamanli, birlikte veya ayni zamanda uygulanmasi
veya tatbiki anlamina gelir. Teknikte uzmanlidai colan kigiler,
birlestirilmis terapdtik rejimin cesitli bilesenlerinin
uygulanmasinin wveya tatbikinin, tedavinin genel etkililigini
giglendirmek 1ig¢in =zamanlanabilecedini anlayacaktir. Ornedin,
kemoterapdtik wveva bivolejik ajanlazr, sz  konusu badlama
molekiilleri ile baglantili bir sekilde tedavinin standart, ivi
bilinen sire¢lerinde uygulanabilir. Uzmanligi olan bir kisi
(0rnegin, bir hekim), secilen vyardimci terapiye ve mevcut
spesifikasyonun &dretilerine gdre gereksiz deneyler olmadan
etkili birlestirilmis terapdtik rejimleri kolaylikla ayirt

edebilecektir.
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Bir wuygulamada, bir polipeptit bir nikleik asit molekiili
olarak uygulama 1ile bir hastada Uretilebilir, Nikleik asit
molekiilleri, vektdr, plazmid, lipozom, DNZ enjeksivyonu,
elektroporasyon, gen tabancasi, intraventz olarak enjeksivon
veya hepatik arter infizyeonu vasitasiyla olanlari igeren,
teknikte bilinen teknikler kullanilarak uygulanabilir. Gen
terapisi uygulamalarinda kullanim 1¢in vektdrler teknikte

bilinir.

Mevcut bulusun polipeptitleri ile kcmbinasyon halinde
kullanilacak olan ajanin miktari, siijeden sljeye c¢esitlilik
gbsterebilir veya  teknikte bilinene gdre uygulanabilir.
Bakiniz, &rnedin, Bruce A Chabner et al., Antineoplastic
Agents, 1in GOODMAN & GILMAN'S THE PHARMACOLOGICAL BASIS OF
THERAPEUTICS 1233-1287 ((Jeoel G. Hardman et al., eds., 9%th ed.
19%96). Bir Dbaska uygulamada, bu tarz bkir ajanin bakim

standardi ile tutarli olan bir miktari uygulanir.

Onceden tartisildigi lzere, mevcut bulusun polipeptitleri,

memell bozukluklarinin in viveo tedavi idg¢in bir farmasétik

olarak etkili miktarda uygulanabilir., Bu ag¢idan, Dbulusun
molekiiliinlin uygulamayil kelaylastirmak ve aktif ajanin
kararliligina tesvik etmek ig¢in formiile edilebilecedi
anlasilacaktir. Tercihen, mevcut bulusa uygun sekilde

farmasdtik bilesimler, bir farmasdtik olarak kabul edilebkilir,
toksik-olmayan, steril tasaiyici, &rnedin, fizyoclojik salin,
toksik-olmayan tamponlar, koruyucular ve benzerlerini icerir.
Mevcut basvurunun amag¢lari icin, bir terapdtik ajana konjuge
edilmis vevya konjuge edilmemis, bulusun bir polipeptidinin bir
farmasdtik olarak etkili miktari, bir antijeni etkili baglama
saglamak 1i¢in wve bir varar saglamak ig¢in, &rnedin, Dbir
hastaligin veya bozukludun semptomlarini sadaltmak ic¢in veya
bir maddeyi wveya bkir hilicreyi sgaptamak icin veterli olan bir
miktar anlamina geldigi kabul edilmelidir. Timdr hilcreleri

durumunda, polipeptit tercihen, neoplastik wveya Iimminoreaktif
79



10

15

20

25

30

hiucreler Uzerinde secilmis imminoreaktif antijenler ile
etkilegime girebilecektir wve bu hicrelerin &limiinde bir artig
saflayacaktir. Elbette, mevcut bulusun farmasdttik bilesimleri,
polipeptidin bir farmasétik olarak etkili miktarini sadlamak

ig¢in tekli veya ¢oklu dozlar halinde uygulanabilir.

Mevcut agiklamanin kapsamina uygun olarak, bulusun molekulu
bir terapdtik veya profilaktik etki {iretmek i¢in vyeterli olan
bir miktarda tedavinin yukarida-bahsedilen yodntemlerine uygun

gsekilde bir insana veya baska hayvana uygulanabilir.

Uygulama modu ve deoza] formlari elbette, bilegiklerin verilen
tedavi uygulamasi i¢in arzu edilebilir wve etkili olan
terapétik miktarlarini etkileyecektir. Bir terapttik olarak
etkili miktar, hastaligin basglamasini OInlemek, geciktirmek
veya siddetini azaltmak i¢in gerekli olan miktardir wveya bir
devam eden hastalidi durdurmak veya azaltmak i¢in gerekli clan
bir miktardir. Bu miktarin faktdrlere, ornedin, alicinin
agirligina ve sagligina, transforme edilmekte olan hiicrelerin
tipine, mevcut  bilesimlerin uygulama moduna  ve tedavi
edilmekte olan tibbi bozukludun tipine, bagla olarak
cesitlilik gésterecedl teknikte uzmanlidi olan bir kisi icin

halihaszirda asikar olacaktir.

Bulus ayrica, bulusun farmasdtik bilesimlerinin icerik
maddelerinin biri veya birden fazlasi ile doldurulmus bkir veva
birden fazla kap iceren bir farmasdtik paket wveya kit de
saglar. Farmasdtiklerin wveyva biyolojik {driUnlerin imalatina,
kullanimini veya satigsini diizenleyen Dbir devlet dairesi
tarafindan recgete edilmig formda, ajans tarafindan 1insan
uygulamasi i¢in imalat, kullanim veya satils onaylnil yansitan,
bir bildiri bu tarz kap (kaplar) ile opsiyconel olarak

iliskilendirilebilir.
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Bu bulus ilaveten, sinirlayici olarak anlam ¢ikarilmamasi

gereken asadidaki &rnekleri ile aciklanir,

Ornekler
FC5 molekiillerinin ekspresyonu, saflastirilmasi ve
karakterizasyonu: FCS5, E. coli'de eksprese edilmistir wve

¢dziinebilen proteini periplazmik bosluktan salmak ig¢in ozmotik
sok kullanilarak saflastirilmistir. Codziunebilen His etiketli
FC5 akabinde, bir nikel kolon uUzerinde lizattan fraktojel SE
Uzerinde Kkatyon dedisimi ile vakalanmistir, bunu superdex 200
llzerinde Jjel filtrasyonu izlemistir. Kamelid Vhh, SDS-PAGE ile
karakterize edilmistir (Sekil 2Za-c). FC5-Fc¢, Fe-FCH wve FCH-
scram-Fc o&nceden tarif edilen yodntemlere gdre DG44 CHO hicre
hatlarinda eksprese edilmistir. Arzu edilen hFc'yvi iceren
proteinler, pH'L 7,0'a ayarlama ve proteini dnceden
dengelenmis bir bml HiTrap rProteinA FF kolonu (GE Healthcare)
Uzerinde yakalama ile CHO hiicresi fermantasyon wvasatindan (1T)
saflastirilmistir. Saflastirilmis Lim proteinler, hicg
Jeneralize endetoksin badimli BBR agikligi gsrgeklegsmeyecedini
garanti etmek i¢in enjeksiyondan dnce endotoksinin dizeyleri
icin karakterize edilmistir. Sonuclar Tablo I'de gésterilir.
N&éroaktif peptitler, Dalargin, Galanin wveya NPY, Uto et al.,
1991 (Uto, I., Ishimatsu, T., Hiravama, E., Ueda, S., Tsuruta,
J. wve Kambara, T. (1991) Journal of dmmunological methods
138(1), 87-94) kaynaklarindea tarif edilen yontemler
kullanilarak bir sitksinimidil-4-(N-maleimidometil)siklohekzan-
l-karboksilat (SMCC) bifonksiyonel kimyasal baglayica
kullanilarak arzu edilen moleklile (FC5, FC5-Fc¢) bafdlanmistir.
Baglanacak olan her bir peptit C-ucu izerinde bir sisteamid
analodu 1le sentezlenmistir, bu SMCC bifonksiyonel ¢apraz-
baglama kimyasini kullanarak peptidin serbest gistein
vasitasiyla protein {iizerindeki lizin wvan =zincirlerini C-ucu
capraz-badlamasina 1zin vermistir. Capraz-badglamayi takiben,

her bir etiketlenmig molekiil, capraz-baglama reaksiyonu
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sirasinda olusturulan herhangi bir agregati elimine etmek ic¢in
S$-200 preparatif Jjel filtrasyonu ile saflastirilmistir. Her
bir FC5 alanina veya FCH-Fc alanlarina badlanmis Dalargin, NPY
veya Galanin peptitlerinin ortalama sayisi kiitle
spektrometiris ile belirlenmistir. Tablc I, her bir FC5, FCH-
Fc veya Fc-FCh alanina badlanmis peptitlerin ortalama sayisini

gbsterir.

FC5 iceren molekiillerin dolasimdaki farmakokinetikieri: BBB
endotel yumunun FC5 iceren antikorlarin her birine
maruziyetinin farmakokinetiklerini anlamak ig¢in, molekiller
sicanlarda belirlenmistir. Hayvanlar, bir insan Fc¢ alanina N-
ucundan (FC5-Fc¢) wveya C-ucundan (Fc-FC5) kaynagtirilmis olan
FC5 Vhh ile 3 mpk'da intraperitoneal olarak dozlanmistir. FC5-
Fc'nin veya Fc-FC5'in plazma ig¢inde konsantrasyonlari, ELISA
ile gesitli zaman ncktalarinda belirlenmistir. Sonug¢lar, her
bir yapinin beta-fazi yari-&miirlerini belirlemek 1i¢in analiz
edilmistir (Tablo IT). Sonuc¢lar, Fc'nin geri-doniistm sadladig:
iyi bilindidinden wve daha bluyik kitle bdbrek filtrasyonunu
onleyeceginden, tek basina FC5 Vhh ig¢in olana kiyvasla bir
insan Fc'sine kaynastirildiginda FC5-Fc'nin ve Fc-FCh'in yari-
Smriniin anlamli olarak daha uzun oldudgunu gdstermistir (Holt,
L. J., Herring, C., Jespers, L. S.y Woolven, B. P. we
Tomlinscn, I. M. (2003) Trends in biotechnology 21(11), 484-
450) .

FC5 iceren molekiillerin in vitro tasinma hizi: Her bir FC5
igceren protein ig¢in in vivo BBB'yi gegen aki hizlarini
modellemek i¢in bir in vitro BBB endotelyal hiicre katmana
kullandik. In vitro model, kicik molekiller ile gecirimlilik
igin dodrulanmis bir tek-katmanli analiz sisteminde &limsiiz
hale getirilmis eriskin sican beyni endotelyal hiicrelerinin
(SV-ARBEC) bir tek-katmanini kullanir (Garberg, P., Ball, M.,
Borg, N., Cecchelli, R., Fenart, L., Hurst, R. D., Lindmark,

T., Mabondzo, A., Nilsson, J. E., Raub, T. J., Stanimirovic,
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D., Terasaki, T., Oberg, J. O. ve Osterberg, T. (2005) Toxicol
In vitro 19(3), 299-334). In wvitro aki hizi belirlemeleri igin
yéntemler, (Caram-Salas, N., Boileau, E., Farrington, G. K.,
Garber, E., Brunette, E., Abulrcb, A. wve Stanimirovic, D.
Methods in molecular Lbkioclogy 763, ed. 2010, 383-401)
kaynaklarinda tarif edilenlere neredeyse &zdestir. Iceri-ak:
hizlari, SV-ARBEC hucre katmanini geg¢en FCbh, FCS-Fc ve Fc-FCH
igin belirlenmistir ve sonug¢lar Sekil 3'te gbsterildidi

sekildedir.

FC5 molekiillierinin TMEM3CA ic¢cin badlama afinitesi: Her bir
molekiilin bagdlama afinitesi, taze 1zole edilmis sigcan BBB
endotelyal  Thiicreleri, SVv40 transforme edilmis g1gan BBR
endctelyal hiicreleri (Caram-Salas, N., Boileau, E.,
Farrington, G. K., Garber, E., Brunette, E., Abulrob, A. ve
Stanimirovic, D. Methods in molecular biology 763, ed. 2010,
383-401) wve &Snceden tanimlanmis hedef TMEM30AZ ile gegici bir
sekilde transfekte edilmis Hek293 hiicreleri kullanilarak ayri
Fliioresan Akis Sitometrisi analizinde deferlendirilmistir. Her
bir hiicre hatti igin badlama egrileri, S$ekil 4A-C'e gdsterilir
ve hesaplanan afinite dederleri Tablo III'tedir. Sonuglar,
FC5Fc'nin primer sican BBB endotelyal hiicrelerini badlamasinin
11 nM olan bir afiniteye sahip oldudunu gbsterirken, SV40
transforme edilmis hiicre hattini baglama 75 nM olan bir EC50
degeri, vaklasik 7 kat daha =zayif baglama, 1le sonucglanir,
Sigcan TMEM30A gecgici bir sekilde transforme edilmis Hek293
hiicre-hattini baglama 1700 nM c¢ivarinda bir afinite ile
sonug¢lanirken, kbu primer BBB endotelyal hiicre hattina
baglamayva kivasla neredeyse 170 kat daha zayiftir. Bu veriler,
FC5-Fe'nin akig sitometrisi ile &lculdiidinde tek basina FCS
Vhh ile karsilastirildiginda gdriunlir afinitede kayda deder bir
artiga sahip oldudunu gdsterir, bu FC5-Fc'nin  TMEM-30A
eksprese eden hlicreleri iki-disli avidite ile bagladidini dne

surer.

83



10

15

20

25

30

35

Hayvan modellerinde etkinliik degerlendirmesi: FCbH Vhh alan:
dimerizasyonunun molekiiliin RMT wvasitasiyla BBB'yi gegen bir
molekiiler vyikil aktarmak i¢in bir transpdrter olarak isglev
g&sterme vetisi dzerinde etkiye sahip olacak olmasinin neyi
etkileyecedini de§erlendirmek igin, bu molekillerin aktivitesi
hayvan modellerinde dederlendirilmistir. Cok sayida faktdrin
tagsimanin etkililidini etkileyebilecedi bilinir, &rnedin, bir
anti-transferrin reseptdril antikorunun bir kag¢ kat bile olsa
afinitesini diisirmenin molekiiliin etkili bkir sekilde BBB trans-
g&gili gercgeklegstirme yetisi Uzerinde bir pozitif etkiye sahip
oldugu kildirilmistir (Yu, Y. J., Zhang, Y., EKenrick, M.,
Hoyte, K., Luk, W., Lu, Y., Atwal, J., Elliott, J. M., Prabhu,
S., Watts, R. J. wve Dennis, M. S. Scilence translational
medicine 3(84}, 84ra4d4). Bu kavrama gbre, FC5 Vhh'nin Fc
dimerizasyonu lzerine anlamli afinite giglenmesinin FC5
Vhh'nin bir etkili BBB tasima molekilll olarzk islev gdsterme
yetisini negatif bir sekilde etkiledidi tahmin edilecektir.
Bundan dolayi, ndroaktif peptidin buna badlanmis ocldudu, her
bir melekiilin farkla bir FC5 valansina sahip oldugu,

molekiillerin potensi bir in viveo modelde degerlendirilmistir.

Hargreaves modeli, bir patide Freud adjuvaninin enjeksivyonu
ile indiiklenmis termal adriva arttirilmis duyarlilidar Slger.
Termal adri, bir alti aminco asitlik peptit olan Dalargin’'in
beynin peri-akuaduktal kisminda eksprese edilen mu agri
reseptérlerini baglamasi Uzerine baskilanabilir. Intravenéz
olarak enjekte edilmis Dalargin, BBB'yi gecemez ve adri
supresyonu ile sonuc¢lanmaz, bununla birlikte, ICV enjeksiyonu
Dalargin'in mu reseptdrlerine diftz etmesine ve mu
reseptdrlerini bloke etmesine, boylece adriyr bloke etmesine
olanak saglar. Bdylelikle, intravendz olarak enjekte edilmis
Dalargin'in, BBB'yi gecerek tasimaya ve adgrinin supresycnuna
olanak gsaflamak igcin bir reseptdr aracila transpérters
Ladlanmasi gerekir. Dalargin'in FCb5 igeren molekiiller

tarafindan aracilik edilen BBE'yi gegerek tasinmasina
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degerlendirmek i¢in, Hargreaves hayvan modeli, Dalargin'e
baglanmis ¢esitli FC5 Vhh molekiller formlarinin potensini
karsilastirmak ig¢in kullanilmistir. FCh-Dalargin igin negatif
kontrol molekiilii, EGZ-Dalargin'dir wve FC5-Fc-Dalargin icin Fc-
FC5-Dalargin'dir.

Pozitif wve negatif test maddelerinin karsilastirilabilirligini
garanti etmek ic¢in FC5-Dal ve EGZ-Dal, her bkir Vhh'ye
baglanmis Dalargin peptitlerinin oraninin Kkarsilastirilabilir
oldugunu gostermek 1ig¢in kiutle spektrometrisi ile karakterize

edilmigtir (Tablo I).

Intraven&z (IV)} enjeksiyondan dnce, her bir molekil
baslangicta, tim baglanmis molekiillerin fonksiyonel olarak
zktif olmasini ve adri supresyonunu indiklevekilmesini garanti
etmek 1¢in bir pozitif kontrol olarak intraserebroventrikiler
(ICV) enjeksiyon 1le test edilmistir. Molekililler dodrudan
beyin omurilik sivisinin ig¢ine enjekte edildidinden ve
periakuaduktal mu adri reseptdrlerine difilz edebildidinden vwve
periakuaduktal mu adri reseptdrlerini bloke edebildiginden,
hem negatif kontrol hem de pozitif test molekillerinin ICV
enjeksiyon lizerine adriyi Dbaskilamasi beklenecektir. ICcv
enjeksiyon ile dederlendirildidinde, tum olgularda, tek bkasina
FC5-Dal, EGZ-Dal, FCH-Fc-Dal, Fc-FC5-Dal veya Dalargin,
Dalargin'in aktarilan miktarina gdre benzer potens vermistir.
Sonra, her bir Dalargin etiketli molekilil ve kargilik gelen
Dalargin etiketli kontrol ©proteini, IV uygulama {zerine
etkinlik i¢in dederlendirilmistir. Baslangi¢ olarak, kontrole
(EGZ2-Dal}) kivasla FC5-Dal'in etkinlidi karsilastirilmistir.
Sonuglar, tek basina merfin ile g&zlenebilen supresyonun
diizeyine benzer tam adri supresyonunun basarildidini godsterir
(Sekil 5a & b). Baslangig¢ adri supresyonunu gdzlemlemeden &nce
gerekli oldudu ffzere FC5-Dal'in her bir doz ig¢in her bir kg
icin 7,5 mg'da (mpk) Ug¢ dozunu bkildirmek ilgingtir. Buna ek

olarak, hayvanlar her bir kg ig¢in 7,5 mg'da (mpk) benzer
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sekilde ¢ kere dozlandiktan sonra bile, kontrol grubu adrinin
supresyonunu gdstermemistir. Bu sonug¢lar, FCH'in bir reseptdr
aracili transpdrter olarak islev gdsterebildigini, Dalargin'i
BBB'vi gecerek beyin parankimasi icine tasivabildidini wve
Dalargin'in mu adri reseptdrlerini badlamasina ve Dbloke
etmesine olanak saglayabildidini gbdsterirken wve konfirme
ederken, kontrol EG2-Dalargin adri supresyonu gdstermemistir.

Bu sonuclar Table IV'te &Szetlenir.

Dimerize edilmis FC5 formlara, FC5-Fc wve Fc-FC5, BBE
endctelyal hiicreleri iizerinde TMEM30A icin ¢ok farkli badlama
afiniteleri gbstermistir (Tablo III}. Hargreaves agri
modelinde gliclendirilmis afinitenin iyilestirilmis potens ile
korele olup olmadidini belirlemek ig¢in, hem FC5-Fc-dal hem de
Fc-FC5-dal agri supresvyonu ig¢in degerlendirilmistir. v
enjeksiyonu takiben, Fc-FCb-dal, etkinlik gdstermemis iken
(Sekil 6a-d), FChH-Fc-dal (Sekil 7a & 7¢) agri supresyonunda
hayli etkilidir. Ek olarak, negatif kontrol Fec-Dal, in vivo
etkinlik gdstermemistir (Sekil 7b & 7d). FCb-F¢, baslangicgta
0,5 mpk'da bir tek doz ile bile, ilk 0,5 sa'ten sonra %50'lik
bir ortalama MPE ile, birinci saat ig¢inde adriylr azaltmada
etkinlik gbdstermistir. FC5-dal'in potensini FCh-Fc-dal ile
karsilastirma, 21 mpk'da bir tek FC5-dal dozunun 0,5 mpk'a
FC5-Fc-Dal ile vyaklasik ayni dizeyde adri supresyonu verdidini
géstermistir., Enjekte edilmis Dalargin'in meolar oranina gére,
FC5-Fc-Dal, Hargreaves modelinde adriyil baskilama vetisinde
FC5-Dal ile kargilastirildidinda vaklasik 80 kat daha blylk
olan bir potens gdsterir. FC5-Fc-Dal'ain 2,5 mpk'daki bir
ikinci dozu, o¢lasi maksimum adri supresyonunu vermesi ig¢in bir
hayvanda yeterli olmustur. Hargreaves adri modelinde gdzlenen
FC5-Fec-Dal'1in, Fc-FCbh-Dal'in ve FCh-Dal'in gbzlenen
giclendirilmis biyolojik aktivitesi, Tablo II'de &zetlendigi
lizere FC5-Fc'nin  daha yiksek afinitesi wve daha yiiksek

etkinligi ile koreledir.
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Buna ek olarak, adri supresyonu i¢in benzer etkinlikler baska
néroaktif peptitler kullanilarak basarilabilir. Ornedin, FCS5'e
veya FC5-Fc'ye badlanmis, yukarida tarif edilene &zdes kimyasi
olan, bir 2¢ amino asitlik 3,2 kD'luk peptit olan Galanin,
Hargreaves modelinde kronik adriyi baskilamistir. Aksine, tek
basina Fc'ye Dbadglanmis Galanin etkili adri rahatlatmasi
saglayamamistir. Hem ICV pozitif kontrol hem de IV
enjeksiyonlari ic¢in sonug¢lar Tablo VI'da Ozetlenir. Bagl:i
Galanin'in bunun soydas reseptdrleri GalR1l'i ve GalR2'yi
baglama wve hem negatif kontrolde hem de test molekillerinde
adgrivi baskilama aktivitesini dodrulamak ig¢in, tim molekiller
test edilmistir wve bunlarin ICV -enjeksiyonundan sonra adriyl
baskiladig:r gdsterilmistir (Taklo VI). IV enjekte edildiginde,
valnizca, FC5 iceren molekillere, FCh'e wveya FCo-Fc'ye,
baglanmis Galanin agdriyi in vivo baskilavabilmistir. FC5-Fc'ye
kiyasla FCbh'e badglanmis Galanin'in Hargreaves hayvan modelinde
afdriyli azaltmak 1g¢in gerekli o¢lan dozlaminda anlamli bir
farklilik wvardir. 6 mpk olan bir tek dozdaki Galanin-FCbH
(Tablo VI) %8'lik bir MPE ile sonug¢lanirken, FC5-Fc-Gal'in bir

tek dozu %45'1ik bir MPE ile sonuclanmistir.

Pentilentetrazoliln (PTZ) intraperitoneal uygulanmasi,
si¢canlarda ndbetleri indUkler ve Epileptik nébetlerin bir
modelli olarak kullanilmaktadir (Chen, J.W.; Navylor, D.E.;
Wasterlain, C.G. Advances 1in the pathophysiology of status
epilepticus. Acta Neurol. Scand. Suppl., 2007, 186, 7-15.;
Werner, F.M.; Coveflas, R. Neuropeptides involved in
schizophrenia, Curr. Top. Neurochem., 2005, 4, 35-49.; Werner,
F.M.; Coveflas, R. In: Focus on Neuropeptide Research, Covefias,
Mangas and Narvaez, Eds.; Transworld Reasearch Network:
Trivandrum, 2007; pp. 2%9-33%; Werner, F.M.; Covedas, R.
Classical neurotransmiters and neurcpeptides involved in major
depression. Int. J. Neurosci., 2010, 120, 455-70). Nbroaktif
peptitlerin, ©&rnedin, Galanin'in ve Norcpeptit Y'nin, PTZ

indiklii ndébetlerden koruma sadladidi bilinir (Mazarati 1998a;
87
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Mazarati, A M., Hohmann, J. G., Bacon, A, Liu, H., Sankar, R.,

Steiner, R. A, Wynick, D. et al., Modulation of hippocampal

excitability and seizures Dby galanin. The Journal of
neuroscience: the official Journal of the Scciety  for
Neuroscience, 2000, 20(1le), 6276-81) . Mazarati et al.,

(Mazarati A, Liu H, Soomets U, Sankar R, Shin D, EKatsumori H,
Langel U, Wasterlain CG Galanin moculation of seizures and
seizure modulation of hippocampal galanin in animal mcdels of
status epilepticus. J Neurosci 1998, 18:10070 -10077). Bu
sonuglar, Galanin'in sigan hipokampisinden deplesyonunun kendi
kendine devam eden epileptikus halinin gelismesi ile iligkili
oldugunu gdstermigtir. Buna ek olarak, Galanin'in beynin
hipockampal b&lgesine enjeksiyonu ndbetleri baskilayabilir
(Mazarati A, Liu H, Soomets U, Sankar R, Shin D, Katsumori H,
Langel U, Wasterlain CG Galanin modulation of seizures and
seizure modulation of hippocampal galanin in animal models of
status epilepticus. J Neurcsci 1998, 18:10070 -10077; Mazarati
AM, Halaszi FE, Telegdy G Anticonvulsive effects of galanin
administered 1into the central nervous system upon the
picrotoxinkindled seizure syndrome in rats. Brain Res 1992,
589:164 -166), Bununla birlikte, intravendz olarak verilen
nércaktif peptitler BBB'vi geceme:z ve bunlarin kiciik
boyutundan declayi kisa bir yari-dmre sahiptir (Jain, Kamal ve
Batra. Trends Biliotechnol. Vol 25. ed.: 2007:307-16, Batra,
Jain, Wittel, Chauhan ve Colcher, Curr Opin Biotechnol. Vol
13. ed.: 2002:603-8). Galanin'in PTZ modelindeki etkinligi hem
FCh'e, tek alanli antikora, hem de FCh-Fc'ye badlanmis
Galanin'i test etme ile dederlendirilmistir. Her iki vyapinin
da BBB tasimasini guclendirmesinin beklenmesine ragmen, FCOH-Fc
yvapisinin burada, bunun varsayimsal hedefi TMEM30A'y1l istekli
baglamasindan dolayl arttirilmis pratik afiniteye sahip oldudu
ve arttirilmis boyuttan wve Fc bkadimli geri-dénisiimden dolayi

cok daha uzun bir vari-émre sahip oldudu gdsterilmistir.
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PTZ indikli ndbet modelinde, sz konusu ajan IV veya direkt
hipckampal enjeksiyon ile enjekte edilir. Hipokampal
enjeksiyon ajani dodrudan etki yerine aktarair, bu Galanin'in
bunun scvdas reseptédrlerini bagdlamasina ve ndbetin baslamasini
dnlemesine olanak saglar. Buna ek olarak, her bir molekiilin
direkt hipokampal enjeksiyonu, her bir molekiile, Fc'ye, FCh'e
veya FCh-Fc'ye, baglanmis Galanin'in ndébet baskilayica
aktiviteyi muhafaza ettidini gbstermek 1i¢in Dbir pozitif
kontrol goérevi gorliir. Her bir molekiilin uygulanan dozu, yakin
molar eg—deder Galanin dozlara vermesi igin
cesitlendirilmistir. Peozitif kontrol calismasi ig¢in, erkek
Wistar sicanlari (4-6 haftalik), asadidakilerin birinin bir
intrahipckampal enjeksiyonunu almistir: 5 pL'lik bir nihai
hacimde wvalproik asit, Gal-Cya vwveya FCH-Gal, akabinde 15
dakika sonra, nébetleri indiiklemek icin 50 mpk PTZ'nin bkir IP

enjeksiycnu.

FC5h'e, FC5-Fc¢'ye veya Fo'ye badlanmis Galanin'in BRB'yi gscmek
ig¢in etkililigini deferlendirmek amaciyla, bu moleklllerin her
biri S$ekil 7A'da ve 7TB'de detaylandirildigi ilizere sistemik
olarak enjekte edilmigtir. Sistemik ¢alisma 1i¢in, siganlar
Gal-Cya'nin veya FCH-Gal'in (kuyruk wveni vyoluyla) 1, 2 vevya 3
intraven&z enjeksiyonunu veya FC5-Fc-Gal'in wveya Fc-Gal'in bir
tek dozunu almistir. Her bir olguda, IP'yi takiben, 50 mpk
olan bir dozda PTZ enjeksiyonu intraperitoneal olarak
uygulanmigtir ve siganlarain hareketleri 30 dakika Dboyunca

kaydedilmistir.

Kaydedilmis Tim hareketler akabinde incelenmistir ve
ndbetlerin baglama =zamani ve ndbet silireci stresi asagdidaki {g
karakteristik davranigsal dedisimin her biri igin bir
dnyargisiz arastirmaca tarafindan 6lgilmistir: birinci
miyceklonik hareketler (FMJ; kulak, bas ve omuz sefirmeleri ile
karakterize ediliry, birinci klonik nodbet (FCT; minimal

ndbetler, bas kaslarinin dn-ayaklarin kloniisti, tim vicudun
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istemsiz  hareketleri wve dogrultma refleksi 1ile ziplama
hareketleri ile karakterize edilir) Ve biringi tonik
Jeneralize ekstansiyon (TGE; dodrultma yetisinin kaybi, &n- ve
arka-avaklarin fleksiyvonu veya ekstansivonu ve tim vicudun

kloniisii ile karakterize edilir).

Tablo VIIa, her bkir molekiilin intrahipokampal enjeksiyonlar:
igin sonug¢lari gbosterir. 50 mpk PTZ'nin IP enjeksiyonu, her
bir nébet tipinin, en az ciddi FMJ'den en ciddi ndéket formu
Jeneralize tonide c¢ok c¢abuk progresyon ile miyoklonik, klonik
ve Jjeneralize tonidin, c¢abuk pbaslamasi ile sonuglanmistir. PTZ
indiklii néket baslamasini parsiyel olarak baskiladidi bilinen
bir kiigiik molekiil olan Valproik asit (Pollack G.M., Shen D.D.
J Pharmacol Methods. (1985) Apr;13(2):135-46.), mivyoklonik ve
klenik nobetlerin baslamasinda godzlenen vaklasik bir 100
saniyelik gecikme ile, 1U¢ ndbet tipinin timinid anlamli bir
sekilde geciktirmistir, ancak nbébet baslamasina tamamen
dnlememistir, Tek basina veya FCO'e Dbaglanmis Galanin'in
intrahipokampal enjeksiyonu, miyoklonik nébetlerin anlamla
gecikmesi wve aha c¢iddi kleonik ve Jeneralize tonik nébetlerin

tam dnlenmesi ile sonuglanmistir.

Her bir molekiiliin intravendz dozlami ile elde edilen sonuclar,
Tablo VIIb'de g&sterilir. PTZ, her bir nobet tipinin cabuk
bagslamasina vyol acar ve 11,2 mpk IV dozlam Valproik asit
miyvoklonik ve klonik nébetlerin baslamasini baskilar.
Intravendz Galanin ve Galanin-Fc, néroaktif peptidin bir kisa
ve uzun yari-omirlll wversiyonu, nébet baslamasinin sirasiyla
hi¢ gecikmemesi wveya ¢ok az gecikmesi ile sconug¢lanmistir. PTZ
dozlamindan 1 saat Gnce, 6 mpk'da dozlanan FCb-galanin
miycklonik ndbetin anlamli gecikmesi ve klonik wve Jjeneralize
klonik no&betlerin tam supresyonu 1le scnuglanmistir. PTZ
dozlamindan 1ki saat oOnce FC5-Fc-Galanin'in bkir tek dozu da,

miyoklonik ndbetin anlamli bkir gecikmesi ve klonik ve
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Jeneralize klonik noébetlerin tam supresyonu ile

sonug¢lanmistir.

Bu sonuclardan bir kac¢ neticeye ulasilabilir. FChH', Fc'ye vevya
FC5-Fc'ye baglanmis Galanin, Hargreaves modelinde ICV
dozlandidinda gdsterildidi iizere es-deder aktiviteyl muhafaza
eder (Tablolar IV & V), buna ek olarak Tablo VIIa, PTZ ndbet
modelinde sicanlarin hipokamplisiine enjekte edildidinde tek
basina Galanin'e bir molar temelde es-defer aktivite
g&stermistir, Aksine, tek basgsina veya h¥c molekiiliine
tutturulmus bir uzun oSmirldl mecleklll olarak Galanin kan-bevin
bariyerini etkili bir sekilde ge¢mez ve PTZ indikli ndébetleri
baskilar. Yalnizca, FC5-Galanin olarak veya FC5-Fc-Galanin
olarak, FCbh'e tutturuldugunda, Galanin BBB'yi gecebilir ve PTZ
indiklli nébetleri etkili bir sekilde geciktirebilir ve
baskilayabilir. FCbh-Fc'ye badglanmis Galanin bir molar dozlam
karsilastirmasina gdre ndbetlerin azalmasinda tek basina FCbh'e
baglanmis Galanin'e kivasla g¢ok daha fazla etkilidir; spesifik
olarak, bu en az on alti kat daha gluc¢ludur. Buna ek olarak,
FC5-Fc Galanin, FCH-Galanin ile karsilastirildiginda birinci
mivoklonik ndbetin baslamasi ig¢in gegen slirede daha blyik bir
gecikmesi géstermistir. Bu sonuglar, FCSH-Fe'nin ivilestirilmis
yari-dmriiniin ve bunun hedefi icin pratik afinite artisinin,
Galanin'in BBB'yi gecerek aktarimini iyilestirdidini wve FC5
Galanin'e kiyasla PTZ ndébet modelinde daha etkili nébet

zzalmasi ile sonuglandigini godsterir.

Tablo I. Eksprese edilmis ve saflastirilmis molekiillerin

karakterizasyonu.
Molekiil FC5 ) (EAG2333) FC5- Fc- Fo
plazmid FCc (EAG2345) FCH©@ (EAG2304)
Hesaplanan 15,375 78,725 78,924 51,89%¢

Mwt
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Molekiil

plazmid

{molekiiler
agirlaik)
(Dalton)

Endotoksin <1
(EU/mg)

LS Mwt 16,860
{molekiiler
agirlik)
(Dalton)
Analitik
SEC'de pikin
alaninan

saflik %'si 59,7

Ort. bagla
Dalargin

peptitleri®® 1.5

FC5D) (EAG2333)

FCH- Fc- Fc
Fc ) (EAG2345) FC5¢) (EAG2304)

<1 <1 <1
77,530 78,950 57,800
G8.9 95.0 99.7
1.5 1.5 1.0

(1) myc etiketi EQKLISEEDL, C-uc¢lari (1202 mwt), C-terminal

His etiketi 5H icgerir.

(2) Fc alanlara, insan

TgGl'idir wve agli'dir (tim Fc

alanlari, Fc N-glikosilasyonunu elimine etmek icin hIgG

dizisinde bir TZ299A nokta mutasycnu icerir)

hIgG
(3) FCh-Fc

Dalargin'lerin ortalama

deferlendirilmistir.

alanlarina kovalent

olarak baglanmis olan

saylisinl bkelirlemek idig¢in M5 ile

Tablo IT. Bir hFc¢'ye kaynastirilmis FCS alanlarinin

farmakokinetik yari-omiir belirlemeleri.

FC5-Fc¢

Analiz

Fc-FC5 hIgGl

Flioresans ELISA Fliloresans Fliloresans ELISA
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FC5-Fc Fc-FC5 hIgGl
formatai

Beta-fazi 39,4 35,7 38,6 43,5 48
yari Smir

(sa)

Yari1-o6mir, sigcan serumundan insan Fc'sinin ELISA saptamasi ile
veya ATL680 etiketli molekiiller ile belirlenmistir ve
flicresans serumlardan belirlenmistir. Burada yari-omrin
FELTIS5A'ya kivasla fliiloresans ile belirlendigi molekiiller
arasinda farklilak gézlenmemistir. Molekiiller 3 mpk'da

intraperitoneal olarak enjekte edilmistir.

Tablc III. Hargreaves modelinde FC5-Dal’'in, FC5-Fc-Dal'in ve
Fc-FCh-Dal'in ba@lama afinitelerinin ve badil etkinlidinin,
etkinligin ve BBB endotelyal hilicrelerine afinitenin

korelasyonunu gdsteren, ozeti.

Afinite (nM)

Molekil FC5- TFc-
FC5
Fc FCS
Primer sican BRB EC >2000 11 1700
SV-ARBEC 75 ND
Sigan Aocortik endotelyal 1700

Hargreaves modelinde FC5-Dal'a

kiyvasla poctens kati

Tablo IV. Tek basina veya FC5'e badlanmis Dalargin ile

Hargreaves modelinde kronik adri supresycnunun &zeti

Icv Iv

Molekiil Doz MPE Doz (mg/kg) MPE

(ng) %'si %'si
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Icv IV

Molekil Doz MPE Doz (mg/kg) MPE
(ng) %'si %'si
PB3 5 0+ 800 (uL) 0+
0,8 0,6
Dalargin 2 35 £ 1 0,34 x 3 enj 0,3 +
0,3
FC5 69,75 0 £+ 2 7 x 3 enj 1,9 ¢+
0,3
EG2 69,75 0 + 2 7 x 3 enj 0+
1,3
r20.1 7,84 x 3 enj 2,2 £
0,3
FC5- 74,4 47 £ 2 7 x 3 enj 41 +
Dalargin 0,5
EG2- 74,4 31 1 7 x 3 enj 2,0 £
Dalargin 0
A20.1- 2,49 x 3 enj 3,1 £
Dalargin 0
FC5 + (0,65 ug + 7 0 +
Dalargin mg/Kg) % 3 enj 1,6

Kronik agri supresyonu, maksimum olasi etkinin ylzdesi (MPE
%$'s51) olarak ifade edilir.

Deder, Ol¢iim zaman c¢ercgevesi boyunca kontralateral kontrol
patisine kivyasla adri baskilanmigs hayvan ig¢in edri altinda
kalan alana gdredir. ICV veya IV enjekte edilmis molekiller
etkinligi, Hargreaves modelinde maksimum olasi etkinin bir
ylizdesi (MPE %'si) olarak gésterilir, A20.1 ve EGZ2, FC5 ile
ilgisi olmayan, BBB endotelyal hiicreleri icin gorunir
afiniteye sahip clmayan, tek alanlari antikorlardir.

Intravendz (IV) dozlam degerleri icin mpk cinsinden doz, her
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bir enjeksiyon i¢in miktar akabinde enjeksiyonlarin sayisi

olarak gdsterilir,

Tablo V. Fc'yve baflanmis Dalargin ve FC5-Fc'vye badlanmig

5 Dalargin ile Hargreaves modelinde kronik adri supresyonunun
bzeti.
Icv Iv
molekil Doz MPE Doz MPE
(ng) %'si (mg/kg) %'si
FC5-Fc-Dal 11,5 43 + 3 6 46 + 2
Fc Dal 9,3 55 £ 2 6 5+ 2
FC5-Fc + FC5-Fc-— 2,5 + 6 32 + 7
Dal

Ikinci deneyde, ba§lanmamis FC5-Fc'nin bir 1V dozu gésterilen
konsantrasyonlarda FCb-Fc-Dal eklenmesinden &nce IV enjekte

10 edilmistir.

Tablo VI. Fc'ye, FCS5-Fc'ye veya FCS5'e badlanmis Galanin ile

Hargreaves modelinde kronik agri supresyonu.

Icv IV
molekiil Doz (pg) MPE %'si (mg/kg) MPE %'si
Galanin 2 54 = 1 1 0z 1
Fc-Gal 11.2 49 + 1 6 2z 1
FC:-Gal 10.87 49 + 2 6 g + 1

FCh-Fc-Gal 11.4 49 &+ 2 6 45 + 2

15 FC5-Gal icin coklu dozlar durumunda, dozlar 1 saat araliklarla
uygulanmistir. Uclnci deneyde, badlanmamis FC5-Fc'nin bir IV
dozu gbdsterilen konsantrasyonlarda FC5-Fc-Dal eklenmesinden

bdnce IV enjekte edilmistir.
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Tablo VII: Sican PTZ modelinde hipokampal enjeksiyon {(a) veya
IV enjeksiyon (b) kullanilarak nébet baslamasi i¢in gecen

siirenin kargilastirmasi
a) Hipokampal

enjeksivyon.

Nébet baglamasi icin gegen saniye

cinsinden siire

molekiil Doz (pg) Miyoklonik Klonik Tonik
(s) Jeneralize

valnizca 50 mg/kg 0t 2 0+ 6 0 £ 0.5
FTZ

Valproik 11.2 100 £ 6 100 = 9 2 1
asit

Galanin 1,82 104 £ O dnlendi onlendi
FC5- 11,9 82 £ 4 onlendi onlendi

Galanin

b) Intravenédz

enjeksiyon.

Nébet baglamasi ig¢in gecen saniye

cinsinden sire

molekiil Doz Miyoklonik Klonik Tonik
(mg/kg} (s) Jeneralize
valnizca 50 mg/kg 01 0t 3 0 £ 0.5
PTZ
Valproik 11,2 100 + 3 a0 = 3 100 £ 0
asit
Galanin 1 x 2 0.5 £ 5 0=z 2 2 = 4
enj
Fc-Gal ) 2+ 1 18 + 2 17 + 2
FC5- 6 x 3 47 + 3 onlendi onlendi
Galanin enj
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a) Hipokampal
enjeksiyon.
Nobet baslamasi i¢in gegen saniye

cinsinden siire

molekiil Doz (pg) Miyoklonik Klonik Tonik

(s) Jeneralize
FC5-Fc- & 101 + 28 onlendi onlendi
Galanin

Sicanlarin PTZ ile IP dozlamini takiben, her bir ndbet tipinin
baslamas1 i¢in gecen siire asadida gbsterilmistir; FMJ, FCJ ve
TGE test edilmigtir. Nébket tipleri supra daha detayli bir
sekilde tarif edilir. (a) IP uygulanmis PTZ, her bkir nobet
tipi di¢in geg¢en kontrol siiresini clusturur. PTZ'nin 1IP
enjeksiyonundan &nce Valproik Asit'in, Galanin'in wveya FCh-
Galanin'in hipokampal enjeksiyonu, maksimum etkiyi clusturur,
bu molekillerin her biri her bir nébet tipi ig¢in slreye sahip
olabilir. (b) Valproik Asit'in, pozitif kontrol, Gzalanin'in (1
x 3 enjeksiyon doz, her bir doz 1 =saat aralikladir, PTZ
deozlamindan 45 dakika dnce tamamlanmistir) wveya FCh-Galanin'in
({1 x 3 doz, her bir doz 1 saat aralikladair, PTZ dozlamindan 45
dakika énce tamamlanmigstir) IV dozlami, FC5-Fc-Gal wveya Fc-
Gal, her 1ikisi de IP PTZ enjeksiyonunun &lclUmlerinden 2 saat
dnce dozlanmistir, bu molekiillerin her biri IV dozlam lzerine
etkiye sahip olabilir. Fc-Gal, molekiil FC5 F(ab) fragmanindan
yoksun oldudundan, ancak FC5-Fc'ye bir benzer in vive PK'ya

sahip oldudundan, negatif kontreol gdrevi godrir.

Dizil: FCS5-agli (T2592)hFc. (pEAG2345) dizisi

DVQLOQASGGGLVQAGGSLRLSCAASGFKITHYTMGWEFRQAPGKEREFVSRITW
GGDNTFYSNSVKGRFTISRDNAKNTVYLOQMNSLKPEDTADY YCAAGSTSTATP

LRVDYWGKGTQVTVSSAEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGOVEVHNAKTKPREEQYNSAYRVVSY
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELT
KNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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DiziZ2: agli (TZ299A) hFc-FCLh. (pEAG2403) dizisi

EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDP
EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSAYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEA
LHNHYTQKSLSLSPGGGGGSDVQLQASGGGLYQAGGSLRLSCAASGEKITHYT
MGWFRQAPGKEREFVSRITWGGDNTFYSNSVKGRFTISRDNAKNTVYLQNMNSL
KPEDTADYYCAAGSTSTATPLRVDYWGKGTQVTVSS

Dizi3: Scrambled FC5-agli (T299A)hFc (pYL605) dizisi

EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFIPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDP
EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSAYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTYDKSRWQQGNVFSCSVMHEA
LHNHYTQKSLSLSPGGGGGSDVQLQASGGGLVQAGGSLRLSCAASGEKITHYT
MGWFRQAPGKEREFVSRITWGGDNTFY SNSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSL
KPEDTADYYCAADAGSTGSYGSFDYWGKGTQVTVSS

Es-degerler

Teknikte uzmanlidi olan kisiler, rutin deneylerden fazlasini
kullanmadan, burada tarif edilen bulusun spesifik uygulamalari
igin  ¢ok sayida es-dedgeri fark edecektir wveya meydana

cikarabilecektir.
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