10

OZET
TRANSFERRIN-TUMSTATIN FUZYON PROTEINI VE BU PROTEININ URETILMESINE
VE KULLANILMASINA YONELIK YONTEMLER

Mevcut bulus, tumstatine veya diger antianjivojenik proteine badlOtransferrini igeren
rekombinant proteinler ve bunlaril kullanlhashlb ve (retiimesine yodnelik yéntemler
saglamaktad] Mevcut bulug, aynCrzamanda bu tlir rekombinant proteinleri eksprese etme
kabiliyetine sahip bir hiicre, bir plazmid, bir ekspresyon sistemi ve bunlaril kullanlthasiha ve
uretiimesine yénelik yontemler sadlamaktad(cl
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ISTEMLER

. Tumstatine bagdlransferrin iceren bir rekombinant protein.

Transferrin ve tumstatinin dogrudan birbirine bagdland@dstem 1’e gore rekombinant

protein,

. Transferrin ve tumstatinin bir baglaykclVasfaskla birbirine es dederli bir sekilde badlandid@]

istem 1’e g6re rekombinant protein.

. Istem 1'e gére tumstatine baglXransferrini iceren bir rekombinant proteini kodlayan bir

niikleik asit sekanshliberen bir plazmid.

» Rekombinant proteini kodlayan nukleik asit sekansinll faal olarak ekspresyon kontrol

sekans(ob bagland@listem 4'e gore plazmid.

. Istem 1'e goére tumstatine ba§lCXransferrini iceren bir rekombinant proteini kodlayan bir

nikleik asit sekanshliteren bir rekombinant niikleik asit molekiilii.

. Nikleik asit sekansnl faal olarak ekspresyon kontrol sekansibh bagland@lstem 6'ya

gore rekombinant nukleik asit molekuild.

. Istem 6ya gére tumstatinle baglCEransferrini iceren bir rekombinant proteini kodlayan bir

nukleik asit sekansbOceren rekombinant niikleik asit molekiliyle transfekte olan ve bu

molekilli eksprese eden bir rekombinant konak¢[hiicresi.

. Istem 1'e gore tumstatinle baglQransferrini iceren bir rekombinant proteinin iretiimesine

yonelik bir yontem olup, soz konusu yontem, asagldbki admlarGcermektedir:

rekombinant konakg[Chiicrenin istem 6'ya gore tumstatine baglIransferrin igeren bir
rekombinant proteini kodlayan bir nikleik asidi iceren rekombinant nikleik asit
molekillyle transfekte edilmesi;

transfekte edilmis konakclhiicrenin, tumstatine baglCransferrin iceren rekombinant
protein Uretmek igin yeterli olan kosullar altlnda kiltirlenmesi; ve rekombinant
proteinin blyik dlglide saflastirm §lrekombinant protein seklinde geri kazanlmasl]
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10. Rekombinant proteinin istem 2'ye gore dofrudan tumstatine baglanan transferrini icerdigi

istem 9'a gore yontem.

11.Koroid neovaskilarizasyonla (CNV) iligkilendirilmis bir klinik durumun tedavisinde

kullanl@cak istem 1'e gore tumstatine badlanan transferrini iceren bir rekombinant protein.
12.CNV ile iligkilendirilmis klinik durumun, psédoksantoma elastikum, anjiyoid cizgileri,

histoplazmoz, punktat i koroidopati ve yas yasa badlCinakula dejenerasyonunu igerdidi
istem 11'de tanmland@lgibi kullanm igin istem 1'e gore rekombinant protein.
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TARIFNAME

TRANSFERRIN-TUMSTATIN FUZYON PROTEINI VE BU PROTEININ URETILMESINE
VE KULLANILMASINA YONELIK YONTEMLER

ILGILI BASVURULARA CAPRAZ REFERANS

Mevcut basvuru, 17 Agustos 2011 tarihinde dosyalanan 61/524,508 say[ll.S. Gegici Patent
Bagvurusunun riichan hakkfalep etmektedir.

TEKNIK ALAN

Mevcut bulug, tumstatin veya dider antianjivojenik proteinle badlCtransferrin igeren
rekombinant proteinlerle ve bunlar (retiimesine ve kullanlthashla yonelik yodntemlerle
ilgilidir. Mevcut bulug, ayn[Zamanda bu tlir rekombinant proteinleri eksprese etme kabiliyetine
sahip ekspresyon sistemiyle ve bunlari Uretilmesine ve kullanltashh ydnelik yontemlerle

ilgilidir.

ONCEKI TEKNIK

Koroid neovaskilarizasyonu (CNV) (koroid tabakasinda yeni damarlanma), psédoksantoma
elastikum, anjiyoid cizgileri, histoplazmoz, punktat i¢ koroidopati ve yas yasa bagdlCmakula
dejenerasyonu (AMD) gibi hastalklarda ciddi gbrme kaybok yol acabilen koroid vaskilatirin
{damar yay[EDJ kontrolstiz bir sekilde blylimesini ifade etmektedir. Yas AMD, drusen
{tamamlayIc[bilegenler, lipidler ve apolipoproteinler) birikiminin hipoksiye yol agan bagdlOd
iskemik bolgelere sebep olmasCldurumunda meydana gelmektedir. Hipoksinin, koroid
endotelyal hicrelerin matris metalloproteinaz (MMP) salgl@masnl_&ktif hale getiren vaskile
endotelyal blylime faktériniin (VEGF) salgl@masida bir artlsh yol actidink inanlthaktadir]
Metalloproteinazlar, hicre disCdmatrisi parcalamakta ve bdylelikle endotelyal hicrelerin
proliferasyonuna ve retinaya dogru taglmalarbb olanak sadlamaktadEl MMP etkisi,
nihayetinde yeni kan damarlarolnl veya CNV'nin gelismesine yol agmakta ve bu da retinan(nl
ayrlhasnh veya kanamasli ve kan ve lipid (yag) sZznkEIndan dolaylalt retinal lezyonlar(ol
olusumuna sebep olabilmektedir. Ortaya clktktan sonra CNV, sanayilesmis (ilkelerdeki yasld
nlifusta ana gérme kayb[debebi olmaktadltl
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CNV'nin tedavisi, halihazltdla hasta populasyonunun bir kiBmiya shltlCbimakta ve vaskiler
hiper-gecirgenlik ve yeni kan damar[blusumunda VEGF'nin zararlFrolinin kEfknmasa
odaklanmaktadltl Ancak, VEGF, ayn[kamanda yara iyilesmesi, foto reseptor sag kallm[ve
koroid kapiler yatagnl korunmas[gibi fizyolojik aktivitelerde yaplcl'bir kilit rol oynamaktadr]
Halihazlrdla, Ranibizumab (Lucentis™), Aflibercept (Eylea™) ve pegaptanib (Macugen™),
gunimize kadar CNV'nin tedavi edilmesi icin onaylanmlsl olan iki terapétik maddedir. Bu
maddeler, VEGFYi inhibe etmektedir. Ranibizumab’lm CNV'nin tedavi edilmesi konusunda
genellikle pegaptanibten daha etkili oldugu gésterilmistir. Ranibizumab, VEGF-A'nll biitiin
izoformlarmb badlanmakta ve vaskiiler gegirgenlik ve biiyiime dahil VEGF aktivitesini inhibe
etmektedir. Bahsedilen iki terapétik maddenin dislnba, ranibizumabl ana tam uzunluklu
antikoru olan bevacizumab (Avastin™) da CNV'ye iliskin ruhsat digllbir tedavi seklinde
kesfedilmektedir.

CNV'nin tedavi edilmesinde bu terapilerin basarSnh ragmen, aktif hale getirilmis endotelyal
hiicrelerde apoptoz eksikligi ve yara iyilesmesi gibi VEGF ile ilgili fizyolojik aktivitelerin potansiyel
olarak bozulmasCdahil bu terapilerin yaplsinda var olan dezavantajlar bulunmaktadlt] Buna ek
olarak, ranibizumab kullanim[] insanlarda intravitreal uygulamadan sonra tromboembolik
olaylard arttllliths] hzdahil sistemik risklere yol acmaktadEl Ayn[Jzamanda intravitreal
bevacizumab, iskemik atak, kan baslk (tansiyon) artlslserebrovaskiiler kazalar ve &limle
iliskilendirilmistir. Ilaveten, CNV‘den muzdarip hastalarla yap[@n bir klinik calShada,
ranibizumaba olan yan[l oran[d CNV'ye sahip hastalarda vyalnzta ~%40 olmus ve harf

saysintlaki kazang, yalnlzta 7.2 olmustur.

Dolaysila, azaltlh(s] yan etkilere ve/veya daha iyi terapétik etkililige sahip CNV'nin tedavi
edilmesine yonelik yeni ve/veya daha etkili terapétik yaklagima iliskin bir ihtiyac bulunmaktadlr)

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Mevcut bulusun baz[¥dnleri, tumstatin veya diger benzer antianjiyojenik proteinle baglantll]
transferrin iceren bir rekombinant protein saglamaktadtl Baz[yaplandltinalarda, transferrin
ve tumstatin, dogrudan birbirine baglanmaktadtl Yine diger yaplanditinalarda, transferrin ve
tumstatin, bir baglaylclvasfasfida birbirine esdeger bir sekilde bagdlanmaktadtl Uygun
baglay[clidr, teknikte uzman kisiler taraflndan iyi bilinmektedir.

Mevcut bulusun dider ydnleri, mevcut bulusta tanmland@lgibi tumstatine bagltransferrin
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iceren bir rekombinant proteini kodlayan bir nikleik asidi iceren bir plazmid sadlamaktad(d
Tipik olarak, rekombinant proteini kodlayan nukleik asit sekans[1 ekspresyon kontrol

sekans(nb faal olarak baglanmaktad(r]

Mevcut bulusun yine dider ydnleri, mevcut bulugta tanmlandi@Caibi tumstatine baglc
transferrin iceren bir rekombinant proteini kodlayan bir nikleik asit sekansblCgeren bir
rekombinant niikleik asit moleklll saglamaktadirl BazOyaplandmalarda, niikleik asit

sekans[faal olarak ekspresyon kontrol sekanslnb baglanmaktad(rl

Mevcut bulusun yine dider yonleri, mevcut bulusta tanbland§gibi tumstatine badlC
transferrin iceren bir rekombinant proteini kodlayan bir ndkleik asidi iceren rekombinant
nikleik asit molekiliyle transfekte olan ve molekilli eksprese eden rekombinant konakgl]

hiicre sadlamaktad(tl

Mevcut bulusun diger yonleri, mevcut bulusta tanmland@Cgibi tumstatine baglransferrin
iceren bir rekombinant proteinin Gretilmesine yénelik bir ydntem saglamakta; sz konusu

yontem, asad(dbki admlardtermektedir:

rekombinant konak¢hiicrenin mevcut bulusta tanmlanddlgibi tumstatine bagld
transferrin iceren bir rekombinant proteini kodlayan bir niikleik asidi iceren rekombinant
nikleik asit molekiliyle transfekte edilmesi;

transfekte edilmis konakg[hiicrenin, tumstatine baglransferrin iceren rekombinant
protein dretmek icin yeterli olan kosullar altiida kiiltirlenmesi; ve rekombinant proteinin
buyik dlglide saflastlihslrekombinant protein seklinde geri kazanlthas[]

Baz[yapM@ndlrinalarda, rekombinant protein, mevcut bulusta tan@land@gibi tumstatine
dogrudan badlanan transferrin icermektedir.

Mevcut bulusun yine diger yonleri, koroid neovaskiilarizasyonla (CNV) iliskilendirilmis bir klinik
durumun tedavisine kullanlthak (zere mevcut bulusta tanMland@lgibi tumstatine baglC

transferrini iceren bir rekombinant protein saglamaktadIr]

BazOyap@ndlalarda, CNV ile iliskilendirilmis klinik durum, psédoksantoma elastikum,
anjivoid gizgileri, histoplazmoz, punktat ic koroidopati ve vyas yasa bagll] makula

dejenerasyonunu (AMD) icermektedir.
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Mevcut bulusun bilesimleri, ayn[amanda bununla sdCblmamak lzere, kanser; kanserle
iliskilendirilmis neovaskllarizasyon; kornea anjiyojenezi; proliferatif diyabetik retinopati;
neovaskiiler glakom; goziin diger neovaskiiler ve vaskiler proliferatif bozukluklar(dve ayn[]
zamanda viicudun baska yerinde olusan dider neovaskiiler ve vaskiiler proliferatif bozukluklar

gibi diger hastal Klarl tedavi edilmesi icin de kullanI3bilmektedir.

Mevcut bulusun bilegimleri, bununla shldl] olmamak Uzere, intravitreal, intravenoz,
suprakoroid, topikal, periokller, subkutandz, intramdskiler, subretinal, retrobulberi,
intraskleral ve benzeri gibi teknikte uzman kisiler tarafidan bilinen ydntemlerin herhangi biri
kullanldrak uygulanabilmektedir.

SEKILLERIN KISA ACIKLAMASI

Sekil 1, transferrin-tumstatin, bevacizumab ve tumstatinin anti-proliferatif aktivitesini
gosteren bir grafiktir.

Sekil 2, farklQransferrin-tumstatin, bevacizumab ve tumstatin konsantrasyonlarol sahip
koroid endotelyal hiicrelerde gézlemlenen endotelyal tip olusumunun engellenmesini
gdsteren bir grafiktir.

Sekil 3, BN skchnlarinda CNV lezyon boyutunun /n vivo dederlendirmesini gésteren bir
cubuk grafididir.

Sekil 4, transferrin-tumstatin ile desteklenen gen ekspresyon yaplslninl sematik bir

temsilidir.

BULUSUN AYRINTILI ACIKLAMASI

Mevcut bulusun baz[yonleri, tumstatine bagdl{dider bir ifadeyle eklenmis) transferrin igeren
bir rekombinant protein saglamaktadlr] Transferrin, dogrudan veya dolaylCblarak (érn., bir
baglaylcl lvasffasiyla) tumstatine badlanabilmektedir. Mevcut bulusun yine diger yonleri,
mevcut bulusta tanmland@Cgibi tumstatine baglransferrin iceren bir rekombinant proteini
kodlayan bir niikleik asit sekansl]iceren bir rekombinant ndkleik asit molekili
saglamaktadl Mevcut bulusun vyine diger yonleri, mevcut bulusta tanmland@gibi
tumstatine baglkransferrin iceren bir rekombinant proteini kodlayan bir nikleik asidi iceren
rekombinant nikleik asit moleklllyle transfekte olan ve molekilii eksprese eden
rekombinant konakg[hiicre sadlamaktadlt]l Mevcut bulusun yine diger yonleri, tumstatine

bagltransferrin iceren bir rekombinant proteinin Gretilmesine ve kullanlthasia yodnelik
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yontemler saglamaktadIcl

Tumstatinin CNV'nin tedavi edilmesinde terapétik olarak etkili oldugu gosterilmistir. Herhangi
bir kurama badmlJkallnmakslzIn, tumstatinin mevcut CNV terapilerinde eksik olan bir
Ozellikle olan apoptoza sebep olmak suretiyle anjiyojenezi geriletme (indirgeme) kabiliyetine
sahip olduguna inanIaktad[t]

Tumstatin, ilk olarak bazal membranda mevcut olan Kollajen IV'nin C terminali kollajen
olmayan etki alanbldan (NC1) elde edilen bir endojen anjiyojenez inhibitériidiir. Tumstatinin
oVB3 integrinlerine badlanarak, endotelyal hiicrelerin proliferasyonunu engelleyerek ve aynd
zamanda endotelyal hiicre apoptozunu indikleyerek kan damar(Jolusumunun inhibe
edilmesinde bir rol oynadldinh inanlthaktad Herhangi bir patolojik durumun yokludunda,
anjiyojenik (VEGF gibi) ve antianjiyojenik molekiiller (tumstatin gibi) arasida bir denge
korunmaktadlcl Hipoksi ve iskemi esnaslda, anjiyojenik ve antianjiyojenik molekdller
arasldaki dengenin karlst@ink ve boylelikle neovaskilarizasyona sebep olduguna
inanlhaktadt] Tumstatin gibi anjivojenez inhibitérleri, neovaskilarizasyonla micadele etme
konusunda viicudun yaplsinta var olan mekanizmaninl bir parcasColmaktadIr]

Tumstatin, ranibizumab ve bevacizumab U(zerinde birgok avantaja sahip olmakta ve bu
antikorlardan terapétik olarak daha ivi olduguna inanlthaktadtl Giiniimiize kadar, tumstatin
reseptdrll olan «VB3 integrin, yalnzta aktif hale getirilmis endotelyal hiicrelerde bulunmakta
ve normal damarlarda bulunmamaktadtl Buna baglCblarak, tumstatinin yara iyilesmesi gibi
fizyolojik iglemleri etkilemeksizin aktif hale getirilmis endotelyal hicrelerin hedef allDmashnh
yonelik bir yolak sadlamaktadt] Tumstatin, endotelyal hiicrelerde apoptozu tesvik etmekte ve
tumstatinin sebep oldugu apoptozun kan damarlarlnl godalmasibda gerilemeye yol
acabildijine ve dolaylSlyla normal gormenin geri kazanlthaslbda avantajl(] olduguna
inanlhaktadlr] Buna badlColarak, tumstatin, etkili bir sekilde neovaskiilarizasyonu tedavi
edebilmekte ve herhangi bir belirgin anti-VEGF tedavisiyle ilgili yan etkiler olmaksZlnl gérme
kayboldnleyebilmektedir.

Saslriticl Ve beklenmedik bir sekilde, mevcut bulus sahipleri, CNV'de tumstatinin terapdétik
etkililiginin tumstatinin dider proteine baglanmasVasfaslyla carplcIbir sekilde arttI3bildigini
kesfetmistir. Belirli bir yapl@ndibhada, tumstatin, retinal pigment epitelyumdan (RPE
hiicreleri) flzyon proteinin polarize bir sekilde salglanmasl Elde etmek igin transferrine

badlanmistt] RPE mono katmanlob maruz kaldidinda, flizyon proteini, tumstatine klyhsla
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tercihen bazolateral tarafa dodru salglBnmtcd Transferrin-tumstatin - geniyle olan

transfeksiyon isleminden sonra, clusan transferrin-tumstatin proteini, tumstatin gen urliniine

kiyhsla polarize epitelyal hicre mono katmanlarbda daha cok bazolateral yéne dodru

salgldnmlistc] Rekombinant transferrin-tumstatin  proteininin  bazolateral salgl@nmas[]
tumstatini aktif hale getirilmis ve neovaskiler koroid endotelyal hiicrelerin daha yaknhInb

getirmekte ve boylelikle tumstatinin terapétik aktivitesini arttimnaktadt] Herhangi bir kurama

bagmlCJolmakszln} transferritumstatinin gelismis bazolateral salgldmas[d] demir icerigi ve

transferrin reseptdr aktivitesinin muhtemelen bu hastalard gézlerinde artmashban dolay(]
AMD'den muzdarip hastalarlal gézlerinde belirgin olmaktade]l Demirin ortadan kaldElhashh

yonelik en erisilebilir yolun koroid vaskiilatiir vasEashda olduguna inanIhaktad[t]l Bu yol, aynO
zamanda transferrinin (ve dolaylSkda rekombinant transferrin-tumstatin proteininin) koroide

dogru arttifihElsalgl@nmasinb da yol agmaktadic]

Yukarkdakilere baglCblarak, mevcut bulus sahipleri, koroid endotelyal hiicrelerin gogliniin,
proliferasyonunun ve ayn[famanda tip olusumunun &nlenmesindeki etkililikleri bakmndan
yeni bir transferrin-tumstatin fiizyon proteini (diger bir ifadeyle transferrin-tumstatin proteini)
ve ayn[dzamanda tumstatini incelemistir. Bu aktiviteler, bevacizumab ile kbihslanmstl
Tlaveten, mevecut bulug sahipleri, meveut bulusun rekombinant proteininin iyi bilinen polarize
hiicre modelinde {&rnedin Madin-Darby kdpek bobregdi, dider bir ifadeyle MDCK hicreleri)

polarize bir sekilde salgldnma becerisini belirlemistir.

Burada kulland@yibi, “transferrin” terimi, terapétik olarak etkili transferrin fragmanlarild
icermektedir. Baz[aplandlrmalarda, “transferrin” terimi, integrinlere baglanabilen en az bir
transferrin peptid fragmanibk sahip bir peptidi ifade etmektedir. Alternatif olarak,
“transferrin” terimi, tipik olarak tam transferrin peptid sekans(lnl en az 5 amino asidine sahip
bir peptidi ifade etmektedir. Yine alternatif olarak, “transferrin” terimi, fragman secici bir
sekilde integrinlere badlanma kabiliyetine sahip oldudu slirece, tam transferrin peptid
sekanshlnl en az %25, tipik olarak en az %50, sklkla en az %75 ve daha sklkla en az
%90’ma sahip bir peptidi ifade etmektedir. Buna baglCblarak, herhangi bir terapdtik olarak
etkili transferrin fragman(Jrekombinant proteinin neovaskiiler bolgelere dogru hedeflenmig
almve salgl@nmas{6rnedin koroide dodru salgldma) icin kullanldbilmektedir. Baz[(d
yapl@ndlmnalarda, terapotik olarak etkili transferrin fragman(Jtipik olarak selektif bir sekilde

integrinlere baglanabilen bir transferrin peptid fragmannlitermektedir.

Biyolojik aktiviteye sahip baz[Jtransferrin fragmanlar[] teknikte uzman Kisiler taraflndan
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bilinmektedir. Mevcut bulusun kapsam@dinl bu tir rekombinant protein istenen biyolojik
aktiviteye sahip oldugu slirece tam uzunluklu transferrini icerdigi takdir edilmelidir. Belirli bir
transferrin ve/veya tumstatin fragman(lnl istenen biyolcjik aktiviteye sahip olmasClveya
olmamasl Jburada a¢klananlar gibi /7 vitro ve in vivo deneyler kullanlidrak teknikte uzman
kisiler taraflian halihazlrdla belienebilmektedir. Buna badlCblarak, mevcut bulusun kapsam[J
neovaskiler bozukluklar@l tedavi edilmesine yonelik herhangi bir terapotik flizyon proteinini
(diger bir ifadeyle rekombinant tumstatin-transferrin proteinleri) icermekte, burada tumstatin
ve/veya transferrin, bagmszlbir sekilde bir tam protein veya bunun bir fragmanColabilmektedir.
Rekombinant proteinlerin tipik olarak ana proteinlere kiyhsla terapétik olarak daha verimli
olduguna inanlthaktadt] Mevcut bulusun bilesimleri, ilgili hiicrelerde rekombinant proteinleri
eksprese etme kabiliyetine sahip nikleik asit yaplarlnllveya rekombinant proteinleri

icermektedir.

Seri I Peptidieri. Transferrin fragmani=

Burada bazolateral salgldama verme kabiliyetine sahip baz[demsili transferrin fragmanlarre

bunlar@ tanmlanmasoh ve lretilmesine yonelik yontemler ele albmaktad(tl

Transferrin protein sekans¥e ayn[Zamanda cesitli salglay(cl protein sekanslarCanaliz edilmis
ve bazolateral salgldma/tasima kabiliyetine sahip yeni flizyon proteinlerin olusturulmasicin
uygun transferrin fragmanlaranmlanmStE interldkin 6 (Holtkamp vd., Clin Exp Immunol.,
1998, 112(1), 34-43), interlokin 8 (/d.), ve vaskiler endotelyal bliyiime faktorii A (VEGF-A)
{Sonoda vd., AGING, 2010, 2(1), 28-42) gibi cesitli bazolateral olarak salgl@anmisl proteinlerin
peptid sekansbid analizi, bu tir proteinlerin N-terminali amino asitlerinde sasRcl1bir
benzerligin tanMlanmasinbh yol agmStE]l Interldkin 6, interlokin 8 ve vaskiiler endotelyal
biiyime faktérii A (VEGF-A) dahil proteinlerin bazolateral tarafta salgl@and@nk ve bol
miktarda 1dsin amino aside sahip olduguna inanlhaktadEl Ilaveten, aynCXamanda dildsinler
(6rn., “LL™), bu proteinlerin N-terminalinin yakblnda mevcut olmaktadlc]l Bu anlaylslara
dayanldrak, mevcut bulus sahipleri, transferrin-tumstatinin bazolateral salgldmasdan
sorumlu olabilen transferrinde asag@aki temsili peptidleri tan@lamEtE MRLAVGALL (SEK KIM
NO:1); MRLAVGALLVC (SEK KIM NO:2); LLVCAVLGLCL (SEK KIM NO:3); GALLVCAVLGLCL (SEK
KIM NO:4); LLVCAVLGLCLAV (SEK KIM NO:5); GALLVCAVLGLCLAV (SEK KIM NO:6); ve
MRLAVGALLVCLLVCAVLGLCLAV (SEK KIM NO:7). Buna bagl|[blarak, bazDyaplandEialarda,
bu peptidleri iceren herhangi bir peptid veya rekombinant peptid, transferrin-tumstatinin

bazolateral olarak salglanmasnlnl gerceklestiriimesi igin uygundur. Bu peptidler (6rn., burada
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acklanan transferrin fragmanlar(y tumstatinle veya diger herhangi bir uygun terapétik
proteinle kaynastirld(dinda, terapotik proteinin bazolateral olarak salgldnmashbh yol

acmaktadtl(6rnegin koroide dogru retinal pigment epitelyum boyunca).

Seri IT Peptidier. Integriniere badlanma kabilivetine sahip transferrin peptidleri:

Sasltlcl lve beklenmedik bir sekilde, mevcut bulus sahipleri, ayn[Jzamanda transferrin
proteininin transferrin reseptorilyle olan beklenen etkilesimine ilaveten, oVB3 integrin
reseptorilyle etkilesime girebildigini kesfetmistir. Mevcut bulusun rekombinant transferrin-
tumstatin proteininin tumstatin reseptéril olan oVB3 integrin reseptdrilyle ve ayn[amanda
transferrin mevcudiyetinden dolay(transferrin reseptériyle etkilesime girdigine inanlaktadrl
Transferrin-tumstatinin VB3 integrin reseptérine /n sifiko (bilgisayar ortamnda) yerlestirilmesi
islemi kullanl@rak, mevcut bulus sahipleri, transferrin proteininin iginde integrin reseptdriyle
etkilesime giren amino asitleri tanmlamistic] Asagldaki amino asitler, /in siiko yerlestirmeye

dayanarak integrinle etkilesime girdigine inanl@n bazemsili peptidlerdir:

Q(127), N(129), L(131), N(148), I(151), G(152), C(156), L(158), K(163), E(166), K(167},
A(168); ve

C(246), T(250), R(251), D(259), E(337), 1(342), L(345), T(349), E(357), K(359), L(366),
E(370), W(377), C(396), I(400), N(402), E(404), A(405), D(406), L(423), V(424), P(425),
E(429).

Bu etkilesime giren amino asitlere dayanarak, asadldaki transferrin peptidleri, integrin
reseptorleriyle etkilesime girme kabiliyetine sahip olanlar seklinde tasarlanmist
GFQNLNIGCLKEKAVA (SEK KIM NO:8); LLCTRDEILTEKLEWCINEADLVPENY (SEK KIM NO:9);
Transferrinizies;  Transferrings.z; Transfertinugose;  Transfertinuasss:;  Transferrinasrag,  ve
Transferrinassas;. Burada kullan@d@ibi, Transferrin,., terimi, amino asit “x"te baslayan ve

amino asit “y"'de sonlanan transferrrin amino asit sekanslarblifade etmektedir.

Seri IIT Peptidleri. Transferrin reseptire badlanma kabilivetine sahip fransferrin fragmaniz]

Asagldh, transferrin reseptoriine baglanma kabiliyetine sahip oldugu kesfedilen baz[temsili

transferrin fragmanlarfagklanmaktad(rl

Asaglds transferrindeki aminc asitlerin transferrin  reseptoriyle etkilesime girdigine
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inanlaktadlt] Transferriniei-1s9; H(368), R(371), L(372), D(375), E(376), S(378), V(379);
PRKPLEKAV (SEK KIM NO:10); Transferrinlss.(7; Transferrinyg.azs; ve Transferringgs.ss;. Buna
baglJ olarak, bu transferrin fragmanlar[] ayn(dzamanda mevcut bulus ydntemlerinde
kullan@bilmektedir.

Seri 1V Peptidleri. Anti-anjivojenik ve/veya anti-timor aktivitesine sahip tumsitatin fragmaniar(7

“Tumstatin” terimi, terapétik olarak etkili tumstatin fragmanlar@icermektedir. Ozellikle,
“tumstatin® terimi, herhangi bir ek tumstatin peptide sahip olmayan transferrinin
kullanlifhasihb gére transferrin teslimatilJarttkabilen tumstatin peptid kEImlarblveya
fragmanlarlicermektedir. Buna baglCblarak, baz[aplandirinalarda, “tumstatin® terimi, bu
tdr bir peptide sahip olmayan transferrine gore transferrinin terapétik etkililigini artticabilen en
az bir tumstatin peptid fragmana sahip bir peptidi ifade etmektedir. Alternatif olarak,
“tumstatin” terimi, tam transferrin peptid sekanshlnl en az %25, tipik olarak en az %50,
skikla en az %75 ve daha slklkla en az %90'nh sahip bir peptidi ifade etmektedir. Biyolojik
aktiviteye (Ornedin anti-anjiyojenik aktiviteye) sahip baz[dtumstatin fragmanlar[J teknikte
uzman Kkisiler tarafdan bilinmektedir. Mevcut bulusun kapsam@bll (ve ayndzamanda
“tumstatin” teriminin) tam uzunluklu tumstatin proteinlerini ve aynCzamanda bunlar@l

fragmanlarilCterdigi takdir edilmelidir.

Tumstatin, aVB3 integrin reseptoriine badlanan ve timor bliylimesini bastltan bir anjiyojenez
inhibitoriidiir. Onceki delesyon mutajenez calGnalarCXbkz. ¢rnedin, Eikesdal vd., PNAS,
2008, 105(39), 15040-15045; ve Thevenard vd., Int. J. Cancel, 2010, 126, 1055-1066},
antianjiyojenik aktivitesine sahip asagldbki tumstatin amino asit fragmanlariltanbilamistc
Tumstating..os; Tumstatinigses; ve YSNSG (SEK KIM NO:11).

Mevcut bulus sahipleri, ayn[kzamanda /n siiko protein modellemesi vaslfasiyla yukar(dbki
peptid sekansibh bagdlClolarak yeni peptidler tasarlamistlel Belirli bir yaplandiinada, D
{aspartik asit), asadlda gosterildidi gibi iki noktada H (histidin) ile degistirilmistir:

TMPFLFCNVNHVCNFASRNHYSYWL (SEK KIM NO:12)
H'nin D ile degistiriimesinin pozitif H yiikii ile diger protein yiikleri arashda saf olumlu

elektrostatik etkilesime yol agmaktadl]l Diger baz[yapl@ndirinalarda, hidrofobik kalbt@@r
alanin (A} ve lésin (L), bir hidrofilik amino asit olan arginin (R) ile degistirilmistir. Bu modifiye
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edilmis peptidlerin bazl3r[] asagdakileri icermektedir: TMPFLFCNVNDVCNFRSRNDYSYWL
{SEK KIM NO:13); TMPFLFCNVNDVCNFASRNDYSYWR (SEK KIM NO:14); CNYYSNSYS-
FWLRSLNPER (SEK KIM NO:15); ve CNYYSNSYSFWLASRNPER {SEK KIM NQO:16).

Arginin, polaritesinden sorumlu olan bir guanidinyum grubunu ihtiva etmektedir. Hidrofobik
kalmt@arm hidrofobik arginin ile dedistiriimesinin, solventle olusan ek hidrojen baglarC]
vasltaslyla proteinin kararl @Il gelistiriimesine yardmcCblduguna inanlthaktadldl ,ilaveten,
guanidinyum grubunun pH 7.4%te pozitif olarak yikli oldugu argininin, ylizeye bir yilk
getirecedine ve protein yizeyinde ek etkilesimler igin bir yol sadlayacadink inanlaktadIr]
Yukaridaki dodal sekanslarbl veya modifive edilmis fragmanlar@ herhangi biri, mevcut
bulusun flizyon veya rekombinant proteinlerinin olusturulmasiia kullanI3bilmektedir. Buna
baglCblarak, “transferrin” ve “tumstatin” terimlerinin, bir veya daha fazla amino asit kalt[Shinl
homolog amino asitler dahil yabanD olmayan tipteki amino asitlerle dedistirildigi
modifikasyonlarCgerdidi takdir edilmelidir. Teknikte uzman kisiler, mevcut bulusu okuduktan

sonra halihazlrdla uygun amine asit ikamesini belirleyebilmektedir.

Yukarlda ele allbdGlgibi, transferrin ve tumstatinin tam uzunluklu rekombinant proteinlerine
ek olarak, mevcut bulusun kapsam[d tam uzunluklu transferrin ve/veya tumstatin
proteinlerinin biri veya her ikisinin yukarida aclklanan herhangi bir karslkl gelen kishi

peptidle degistirildigi rekombinant proteinleri icermektedir.

Buna baglColarak, mevcut bulusun kapsam[] peptid/proteinin yukaridbki Seri T veya III
Peptidlerde a¢Klanan peptidlerden veya transferrinin kendisinden yukarldiki Seri II veya IV
Peptidlerdeki peptidlerle veya tumstatinin kendisinin (&rn., herhangi bir terapétik protein veya
tumstatin gibi peptid veya Seri II veya 1V Peptidi gibi peptid ile kaynastlclmhisiSeri I Peptid; ve
Seri I Peptid ile kaynastlimg1Seri 1T Peptid ve benzeri) herhangi bir kombinasyonunun oldugu
rekombinant proteinleri icermektedir. Buna ek olarak, Seri I Peptidleri, hedeflenmis
allm/tagma/salgldma igin herhangi bir yeni terap6tik makro molekdlle birlestirilebilmektedir.

Orneklerde, yapClir sekilde pratie indirgenen prosedirler, genis zaman kipinde tarif
edilmekte ve laboratuvar ortamlnoda gerceklestirilmis olan prosedurler ise gegmis zaman

kipinde tarif edilmektedir.

ORNEKLER
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Malzemeler ve Yontemler

ORNEK 1

Malzemeler: Transwell® filtreleri (0.4um gdzenek boyutu), Corning Inc. sirketinden (New
York) satidl albm(stE] Bovin serum albumin Sigma Aldrich (MO) sirketinden satl albm(stic] BD
Matrigel Matrix Growth Factor Reduced, BD Biosciences (CA) sirketinden satlil allmmigtlr] DNA
merdiveni, Lipofectamine® 2000 reaktifi ve DAPI boyas[] Invitrogen Corporation (CA)
sirketinden sathl allnmstr] Kisklma enzimleri, New England Biolabs (MA) sirketinden satinl
albmEr QuikChange® Bolgeye Yonlendirilmis Mutajenez Kiti, Agilent Technologies (CA)
sirketinden satll almmSte]l Transferrin geni, koroid endotelyal hiicreleri (RF/6A), ve RF/6A
besiyerleri, Amerikan Type Culture Collection (VA)Ydan satil alimstr] QIAGEN® plazmid Giga
kiti, QIAGEN Inc. (CA) sirketinden satiil alfimtr] TALON® metal afinite reginesi (Katalog #
635502), Clonetech Laboratories, Inc. (CA) sirketinden sat albimBtEl Protein iceridini
hesaplamak icin kullanlan BCA® Protein Deney Kiti, Pierce Biotechnology, Inc. (IL)} (Katalog
# 23225) sirketinden satinl allmmstlr] Bio-Rad laboratories, Inc. (CA) sirketinden elde edilen
hazlrljel olan 10% Ready Gel Tris-HCI® ve Fisher Scientific (PA) sirketinden elde edilen EZ
Run® énceden boyanmElprotein merdiveni, SDS PAGE jel elektroforez sisoHa kullan ISt
BCA ® protein deney kiti, Thermo Fisher Scientific (IL) sirketinden sat(il allnim[stic]

Plazmidlerin OlusturuimaslCihsadldbki cDNA'lar[dyani (a) Tumstatin; (b) Tumstatin-EGFP; (c)

Transferrin-tumstatin (transferrin-tumstatin destekli gen ekspresyon yapBIil kematik olarak

gosteren Sekil 4'e bakblzl Transferrine sahip benzer bir yap[d] uzun vadeli tumstatin
ekspresyonu igin kullanldIr); ve (d) Transferrin-tumstatin-EGFP'yi iceren dort farklCyapl]
inceleme igin hazirlanmistir] Primerlerin tamaml bu deneyde kullanlrhak tzere Integrated DNA
Technologies Inc. (CA) sirketinden satldl alim(E] Tumstatin ¢cDNA, ileri primer (5'-
CGATGGATCCGCAAC-CTGGACAACGAGAGGCTT-3") (SEK KIM NO:17) ve ters primer (5-
CGATCTCGAGAGTGTCTTTTCTTCAT-GCACACC-3) (SEK KIM NO:18) kullan@@rak PCR ile
giclendirilmis ve BamH1 ve Xhol fragman(§eklinde PSecTag2B vektoriine baglanmstic] EGFP,
Hind T ve BamHI1 fragman3eklinde, sablon olarak pEGFP vektdrii (Clonetech Laboratories,
CA) kullan@@rak ve ileri primer (5-ATCGATAAGCTTTGTGAGCAAGGGCGAGGAGC-3’) (SEK KIM
NO:19) ve ters primer (5-ATCGATGGATCCCTTGTACAGCTCGTCCATGC-3") (SEK KIM NO:20)
kullanldrak PSecTagZ2B vektdrindn igine klonlanm sticl

IgK salgMdylcT$ekans, ilk olarak IgK sekanshl drtadan kaldinak icin yapln Nhel ve Sfil ile
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sindiriimesi vasashda transferrin ile dedis tokus edilmistir. Transferrin, ksllbma bdlgeleri olan
Nhel ve Sfil bélgelerini ihtiva eden ileri primer (5-AGTCGCTAGCATGAG-GCTCGCCGTG
GGAGCCC-3") (SEK KIM NO:21) ve ters primerler (5- AGTCGCGGCCGGCTGG GCCAGGTC-
TACGGAAAGTGCAGGCT-3) (SEK KIM NO:22) kullanl@rak giiclendirilmis ve dogrusallastlms]
vektorin icine klonlanmBtE] Transferrin, Tumstatin ve pEGFP igeren PsecTag2B'nin igine
dahil edilmistir. PSecTag2B’nin Igk gen kisin[Ibu islem sktasida ¢karthistc]l AynOleri ve ters
primerler, transferrin-tumstatin plazmidi yapmak amaclda vyalnzta Tumstatin igeren

PsecTag2B'nin icine Transferrini dahil etmek igin kullanIthist(r]

Plazmidlerin tamam[JE.Coli bakterilerinin dH5¢ tirl kullan@@rak blyitilimis ve QIAGEN®
plasmid Giga kit kullan3rak guglendirilmistir. %1 agaroz jeli, TAE tampenunda hazldbnmiglve
¢DNA yapl@rflhcelemek icin kullanhgtt) Resimler, GelDo¢ XR® gdérintileme sistemi (Bio-
Rad laboratories, Inc.CA) kullanldrak cekilmistir.

Proteinin dretiimesi ve saflasticlmhas7Yukarlda bahsedildigi gibi plazmidleri olusturmak igin

kullanl@n PSecTag2B vektorl, besiyerinde salgl@nan proteinin saflastihashih yardmcO
olabilen altChistidin etiketine sahiptir. Plazmid, olusturulan fiizyon proteinlerini eksprese etmek
amaclyla ARPE'de (insan retinal pigment epitelyum) transfekte edilmistir. ARPE hiicreleri, %80
hiicre doluluk oran[elde edilene dek bilyutilmistir. ARPE hicrelerinin gegici transfeksiyonu,
Lipofectamine® 2000 reaktifi kullanldrak gergeklestirilmistir. TALON® metal afinite recinesi,
histidin ile etiketlenmis proteini saflastlfinak i¢in kullanIthgtE] BCA® Protein Deney Kiti,
ayrlstlan protein igerini hesaplamak icin kullanlmistlc] Bir protein tahmin standart egrisi,
Bovin serum Albumin (Sigma Aldrich, MO) kullan[@rak yap( st(]

ARPE hiicrelerinin es odakiCinikroskopisi: Tumstatin-EGFP plazmidi, hicrelerde EGFP geninin

islevini gérmek amaclda ARPE hiicrelerinde incelenmistir. ARPE hiicreleri, %80 hiicre doluluk
oranl] elde edilene dek blydtdimistir. ARPE hicrelerinin  gegici  transfeksiyonu,
Lipofectamine® 2000 reaktifi kullanl@rak gerceklestirilmistir. DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol,
dihidrokloriir) boyas[thiicre gekirdedi icin yapIrEtE) Tumstatin-EGFP plazmidiyle transfeksiyon
yaplithayan ve yalnlzta DAPI boyamasnl sahip ARPE hucreleri, kontrol olarak kullanlt[stir]

Transferrin-tumstatin-EGFP ve tumstatin-EGFP'nin icsellestirilmesini incelemek icin, protein
koroid endotelyal hiicreleri, transferrin-tumstatin EGFP ve tumstatin-EGFP proteinine 24 saat
boyunca maruz bdkImstr] 24 saat sonra, hiicreler soguk PBS (pH 7.4) ile yKanmiglve bunu
takiben soduk asidik tampon (pH 5.0) ile ykBnmisl ve %4 paraformaldehid kullanTdrak
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sabitlenmis ve DAPI ile boyanmStlcl Hiicreler, Nikon C1 si® es odaklCimikroskop altinda

gozlemlenmistir.

Transferrin-tumstatin-EGFP _fiizyon proteininin polarize salgidnmast/MDCK hicre hattlJiyi

anlaglan bir polarize sistem olmashtan dolayFlizyon proteini polarize salgl@dma incelemesi
icin secilmistir. MDCK hicreleri, membran proteinlerini apikal veya bazolateral yuzeye teslim

eden yollara sahiptir.

MDCK hiicreleri, Transwell filtrelerine yerlestirilmis ve Trans epitelyal elektriksel mukavemet
(TEER), EVOM® mukavemet &lcer (World Percision Instruments, CA} kullan[@rak
Blcllmustir. TEER degerinin 300 Q'nin lzerinde olmas[Hurumunda, hiicreler yukarlda tarif
edildidi gibi tumstatin-EGFP veya transferrin-tumstatin-EGFP plazmidiyle transfekte edilmistir.
24 saatlik transfeksiyon isleminden sonra, MDCK hiicreleri sabitlenmis ve DAPI cekirdek
boyasCkullanldrak boyanmigtEl Besiyeri, ayrChyrChem bazolateral hem de apikal taraftan
toplanmslve flizyon proteinleri, BCA® protein deney kiti kullan@@rak olgllmistdr.

Hiicre proliferasyonu deneyi: Koroid endotelyal hlicreler (RF/6A), tumstatin proteini ve

transferin-tumstatin  proteininin  VEGF 165in etkisi altlida hicrelerin  proliferasyonu
Uzerindeki etkisini incelemek icin kullanlhistlc]l Bir MTT deneyi, hiicre proliferasyonunu
degerlendirmek icin kullan &t

Koroid endotelyal hiicreler (RF/6A, gecit#9), takriben 20,000 hicre/kuyucuk besleme
yodunludunda 96 kuyucuklu plakaya yerlestiriimis ve 24 saat boyunca kuyucuda yapinas(]
saglanm[stlcl 24 saat sonra, hicreler 50 ng/mllik bir konsantrasyonda VEGF 165
sollisyonlarlyla (R&D systems, MN) inkiibe edilmistir. RF/6A hiicrelerinin proliferasyonu, 50
ng/mL VEGF 165 kullanM@rak indiiklenmistir. 96 kuyucuktan 3 kuyucuk, kontrol olarak
korunmus ve yalnlzta RF/6A hicrelerini ve 50 ng/mL VEGF 165 icermistir. Geri kalan
kuyucuklar, gesitli konsantrasyonlarda bevacizumab, tumstatin veya transferrin-tumstatin

icermistir,

Bu konsantrasyonlar, bevacizumab igin kullanlhistid 1.5 — 500 nM. Besiyeri, dishrCemilmis
ve 200 ul taze serum icermeyen besiyeri, 24 saatin sonunda her bir kuyucuda ilave edilmistir.
MTT reaktifi (Sigma Aldrich, MQO), &rn., 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrasodyum
bromur), (pH 7.410k PBS'de ¢ozinmiis 20 pllik 5 mg/ml MTT) her bir kuyucuga ilave edilmis

ve 3 saat boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir. Besiyeri disarCemilmis ve olugsan formazan
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kristalleri, 200 pl DMSQO icinde ¢dzlinmiistiir. DMSO'nun ilave edilmesinden sonra, ¢6zlinen
kristaller ve renk absorbans[dbir mikro plaka okuyucusu kullanI3rak 570 nm'de Olcilmustir.
Sonraki deneyde, tumstatin veya transferrin-tumstatin, asagldbki konsantrasyonlarda
bevacizumabln! yerine kullanlth(tld 7.8 ila 1000 nM. Yukaridh tarif edilenlerle aynLyéntemler
takip edilmistir. Transferrin-tumstatin - proteini, 1.5 ila 500 nMlik konsantrasyonlarda

kullanIthstEXher bir konsantrasyon icin n=3).

Tiip olusturma deneyi: Matrigel®, gece boyunca 4°C'de eritilmistir. 48 kuyucuklu plaka, her

bir kuyucugun tabanbb 75 pllik erimis matrigel® udrindnin dagElhasCvasiasida tiip
olusturma deneyi i¢in hazldhnmistle] Plaka, matrige® Urinund polimerize etmek amaclyla 30
dakika boyunca 37°C'de tutulmustur. Koroid endotelyal hiicreler, matrigel® iceren 48 kuyucuklu
plakaya aktarlfStE Her bir kuyucuk, 6x10° hiicre icermektedir. Uc kuyucuk, hi¢ tumstatin
icermemis ve kontrol olarak tutulmustur. Ek 45 kuyucuk, proliferasyon deneyi icin yukarldh
tarif edilen konsantrasyonlarda tumstatin proteinini ihtiva etmistir. Plaka, 18 saat boyunca
37°C'de tutulmustur. Tip olusumu, Ikl mikroskobu kullanl3rak analiz edilmistir. Transferrin-
tumstatin ve bevacizumab protein deneylerini  gergeklestirmek igin aynd ydntemler
kullanlimistlr] 0.15 ile 500 nM arall@Indaki konsantrasyonlar (her bir konsantrasyon icin n=3)
kullan I il

Hiicre gocli deneyi: In vitro hiicre gdcli deneyleri, Matrigel istila odas({8-um gdizenek boyutu,

Becton Dickinson, MA) kullanldrak gerceklestiriimistir. 0.5 ml serum icermeyen besiyerindeki 5 x
10° hiicrelik bir siispansiyon, Matrigel odashb ilave edilmistir. Kuyucuklar, 1 mllik 10 ng/ml
VEGF solisyonuyla doldurulmus. Odalar, %95 hava/%5 CO, inkiibatérde 24 saat boyunca
37°C'de inkibe edilmigtir. Membraninl alt yilzeyindeki hicreler, Haematoksilin ve Eosin
boyasila boyanmBtE]l Istila eden hiicreler, 40x blyitilmis Nikon mikroskopunda
fotograflanm(sl ve her bir konsantrasyon icin {ic membrandan olusan bes alanda say(th(st[r]
Transferrin-tumstatin ve bevacizumab protein deneylerini gerceklestirmek igin aynyodntemler
kullanhistlc] 0.15 ile 500 nM arall@Indaki konsantrasyonlar (her bir konsantrasyon icin n=3)
kullanmistIr]

Molekiiler yerlestirme. “Accelery’s discovery visualizer v2.5.1.9167" (Accelry’s, Inc.CA),

tumstatin ve transferrin-tumstatinin oVB3 integrin reseptdriine /n sifiko yerlestiriimesi igin
incelenmigtir. Kollajendz olmayan kollajen IV etki alan@nl (PDB #1LI1) kristal yaplsl]
tumstatine iliskin bir homolog model gelistirmek icin bir referans olarak kullanIttE fyon

icermeyen insan serum transferrinin kristal yaplSLXPDB # 2HAV), transferrine iliskin bir
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homolog model gelistirmek icin bir referans olarak kullanIth&t] Proteinler hazlanmisl ve
enerji asgarilestirme iglemi gergeklestirilmistir. Transferrin-tumstatin flizyon proteinleri,
tumstatinin  transferrin  C terminaline bir peptid bagla kaynastltIthas[] vaskaskla
olusturulmugtur. oVB3 integrin yerlestirme incelemeleriyle birlikte tumstatine iliskin bir
tumstatin homoloji modeli, bir ligand olarak kullanlhisl ve oVB3 integrinin (PDB # 11V2)
hiicre dig0] etki alan@Al kristal yapBIah vyerlestirilmigtir. oVB3 integrin  yerlestirme
incelemeleriyle birlikte transferrin-tumstatine iliskin olarak, fiizyon proteini, aVB3 integrin

reseptoriine (PDB # 1JV2) yerlestirilmistir.

Apoptoz deneyi: Apoptoz islemi, DeadEnd kalorimetrik TUNEL (TdT araclldUTP gentik uglu

etiketleme) sistemi (Promega Corporation, WI) kullanl3rak incelenmistir. Koroid endotelyal
hiicreler (1 x 10° hiicre / kuyucuk), 12 kuyucuklu plakadaki lamele yerlestirilmis ve 24 saat
boyunca vyaplsmasClsaglanmistc] 24 saat sonra, hiicreler, farkl] konsantrasyonlarda
bevacizumab (1, 10 ve 100 nM), tumstatin (100, 250 ve 500 nM) ve transferrin-tumstatin (1,
10 ve 100 nM) proteine maruz blklIrhistle] Protein maruziyetinden 24 saat sonra, hlcreler
ykhnm[§) %4 paraformaldehid ile sabitlenmis ve fosfat tamponunda (pH 7.4} %0.2 Triton® X-
100 solisyonu kullanl@rak gecirgenlidi saglanmistic] Hiicreler, DeadEnd™ kolorimetrik TUNEL
deneyi sistemiyle birlikte sadlanan standart protokol uyaribka boyanmisti] Hiicreler, 40x

blyitlimis bir EKImikroskobu altloda incelenmistir.

Kahverengi Ladim Farelerinde CNV _Indiiksivonu ve koroid diiz yuvalar: Eriskin erkek

kahverengi laglm fareleri (150-180g), Harlan Sprague Dawley Inc. (Indianapolis, IN, ABD)
sirketinden satll allbmistc] Skcanlara 40 ila 80 mg/ml ketamin ve 10-12 mg/kg ksilazin
kargImMn intraperitoneal yolla enjekte edilmesi vasfasila anestezi uygulanm&E Lazer
yanKarlnl indiksiyonu, asagldaki gibi gergeklestirilmistir. Goz bebekleri, %1 tropikamid
solusyonunun topikal yolla uygulanmasCivastasida genisletilmistir. G&z dibi, gdze bir lamel
yerlestirildikten ve %2.5 hipromelloz soliisyonunun damlatlthasibdan sonra gdrsellestirilmistir.
Optik sinirle ortak merkezli olan sekiz lazer noktasC{100 mm, 150 mW, 100 ms), 532 nm diyot
lazer (Oculight Glx; Iridex Inc., Mountain View, CA, ABD) ve yarkllamba (Zeiss yarkl lamba
30SL; Carl Zeiss Meditec Inc., Dublin, CA, ABD) kullan@@rak her bir farenin sag gb6ziine
yerlestirilmistir. Sol gbz, her bir hayvan icin bir kontrol olarak kullanltistlr] Bruch membran
kopmas[1“baloncuk olusumu” son noktas[vasfashda dogrulanm(St] Lazer uygulandkian
sonra intraokiler (gbz ici} kanama sergileyen fareler, incelemeden c¢lkarlmhistlr] Lazer
yanklarlnl indiksiyonundan sonra 14 gin boyunca CNV lezyonlarln gelismesine izin

verilmistir. 14 glnlin sonunda, slcanlara asagldeki tedavilerin biri intravitreal yolla
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uygulanm(stid (a) PBS pH 7.4, (b) bevacizumab, (c¢) tumstatin protein ve (d} transferrin-
tumstatin protein. Farelere 14 gunlik tedavinin sonunda otenazi uygulanmigl ve gozler
¢khr [t st(r]

Koroid diiz yuvaya iliskin olarak, farelere 80 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin karSlm Rinl
intraperitoneal enjeksiyonu kullan@@rak anestezi uygulanmgll Farelere, 10 mllik %4
paraformaldehid ile yap@dn inflizyonu takiben 10 ml PBS (pH 7.4} asl@nmtl] Son olarak 4
mllik 50 mg/ml fléresin izotiyosiyanat (FITC)-dekstran soliisyonu (2x10° Da) asEnmistid
Daha sonra gézler yerinden ¢karihElve diz yuvalar hazianm&tE Diiz yuvalar, 488 ve 568
nm uyarm dalga boylar[kullanl@rak Nikon EZ-Cl es odaklCinikroskop ile gdrantilenmigtir. CNV
alanlar[lImage] yaz[Il[Rullan@@rak elde edilmistir.

Sonuglar

Plazmidlerin olusturuimaslz/Slcdsila 5813, 6521, 8550 ve 7842 baz cifti olan tumstatin,

tumstatin-EGFP, transferrin-tumstatin-EGFP ve transferrin-tumstatin plazmidinin %1 agaroz

jel resmi cekilmistir (gdsteriimemekte). 1Kb'lik DNA merdiveni, boyut isaretleyicisi olarak
calGteIthStlEl Tumstatin (28 kDa) ve transferrin-tumstatin-EGFP'nin (135 kDa) SDS jel
elektroforez resmi  de cekilmistir (gosteriimemekte). Ayn[] zamanda PSecTag2B'ye
yerlestirildikten sonra tumstatine iliskin baz cifti sekanslama sonucuna yonelik bir
elektroferogram da alloim[stlr] Sekanslama islemi, kapiler elektroforez (Applied Biosystems, CA)
kullan@rak gerceklestirilmistir. Tumstatin-EGFP ekspresyonu, ARPE hiicrelerince incelenmis ve
gorintller cekilmistir {gosteriimemekte). Tumstatin-EGFP proteinini  eksprese eden ARPE
hiicrelerinin es odaklOmikroskopi resimleri (100X) de cekilmistir (gosteriimemekte). DAPI
boyamas[] hiicre ¢ekirdedini boyamak icin gerceklestirilmistir. Higbir tumstatin-EGFP
transfeksiyonuna sahip ARPE hiicreleri, herhangi bir arka plan floresansC3fTFa indirmek amaciyla
kentrol olarak kullant(stir]

Transferrin-tumstatin-EGFP proteininin igsellestiriimesi belirlenmistir. Yogun EGFP sinyali,
transferrin-tumstatin-EGFP  proteinine olan maruziyetten sonra RF/6A hiicrelerinde
gézlemlenmistir. Hucre ylzeyindeki herhangi bir proteinin asidik tampon ykbmasUlile
¢khrlthas[beklenmistir. Bu, hiicre membranbiCblusturan lipid fosfolipidlerinin pKa'sindan
dolayColmustur. Fosfat gruplarbln en diisik pKa degeri, ~2 olmakta ve bu da fosfat
gruplarnlnl yiiklenmemis H;PO4 durumunda oldugunu veya pH 2 degerinde tek negatif yiike
(H,PO4) sahip oldudunu isaret etmektedir. ~2’den daha yiiksek olan pH dederinde, iki negatif
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yike (HPO42) sahip olma olasfO artmaktadEl DolayEida EGFP sinyalinin  yalnzta
icsellestiriimis proteinden dolay[dolmasClgerekmistir. RF/6A hlicrelerinin  tumstatin-EGFP

proteinine olan maruziyeti, gdzlemlenebilir hicbir igsellestirmeye yol agmam[st(rl

Transferrin-tumstatin-EGFP fiizyon proteininin polatize salglidmas/z/

MDCK hicreleri, transferrin-tumstatin-EGFP proteininin bazolateral salgldmashlincelemek igin
kullanlh(stlc] Bu deneyde cekilen resimler, transferrin-tumstatin-EGFP proteininin hicrelerin
bazolateral tarafinida salgl@ndGINCYéstermistir. Bazolateral tarafinl es odaklCinikroskop althida
incelenmesi durumunda hiicre shIfarCgérinir olmamBEEl Bu, SIGM mikroskopa geri
yansimasb olanak saglamayan ve ayn(amanda hiicrelere giden Ikl yolunu engelleyebilen
transwell filtrelerinin gézenekli yaphln sonucu olabilmektedir. Bu, filtrenin bazolateral
tarafidan gelen hicrelerin  goriinebilir eksiklidine iliskin olasObir sebep olabilmektedir.
Hiicrelerin bazolateral tarafliidan goriinmemesine ragmen, DAPI boyamasClve salgl@nan
proteinden gelen EGFP sinyali, bazolateral tarafta ackta gdzlemlenebilmektedir. Hicreler,
filtrenin apikal tarafldid es odaklCImikroskop altlbda incelenmesi durumunda aglkta
gozlemlenebilmektedir. Protein salgl@maslhiicrelerin bazolateral ylizeyinde gézlemlenmistir.
Bu tlr bir olusum, en az iki yolla acKlanabilmektedir. Protein, hiicre ylzeyindeki reseptorlere
badlanabilmekte veya protein filtreye (bazolateral olarak salgllEnan protein) gémulebilmektedir.
Bazolateral ve apikal besiyerinde salgl@nan proteinin miktarnl lcimii, transferrin-tumstatin-
EGFP proteininin salgl@yclyolagnldogrulamIstir]

Apikal ve Dbazolateral besiyerinden toplanan transferrin-tumstatin-EGFP  proteini
saflastfIh(st] Apikal ve bazolateral besiyerindeki protein icerigi belirlenmistir. Apikal
besiyeri %23.17 ve bazolateral taraf %76.83 oranhta transferrin-tumstatin-EGFP proteini
ihtiva etmigtir. Her iki besiyerinde salgl@nan toplam proteinin %100 oldugu kabul edilmistir.
Tumstatin-EGFP proteini (kontrol), polarize MDCK hiicresi incelemesinin tamamlanmastdan
sonra toplanan apikal ve bazolateral besiyerinden saflastith(stlc] Apikal besiyeri %68.84 ve
bazolateral taraf ise %.31.16 oranlbda tumstatin-EGFP proteini ihtiva etmistir. Bu veriler,
transferrin-tumstatin  flizyon proteinine sahip olunmashlnl fiizyon proteininin - bazolateral
salgl@mashl] carplcl] bir sekilde artticdbildigini  gostermektedir. Transferrin - yoklugunda,
tumstatin, flizyon proteininde transferrin mevcudiyetinde apikal olarak salgl@nan %23.17
oranlbh klyasla daha fazla pikal tarafta (%68.84) salgl@nmist(c]

Hiicre profiferasyonu deneyi: VEGF 165 vasltaslyla indiklenen hiicre proliferasyonu, tumstatin
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ve transferrin-tumstatin proteininin mevcudiyeti vasfasia inhibe edilmistir. Sekil 1, tumstatin,
transferrin-tumstatin ve bevacizumab proteinlerinin etkisi altlbdaki hticre proliferasyonunu
gostermektedir. MTT deneyi, VEGF (50 ng/ml) ile stimlle edilen koroid endotelyal hiicre
proliferasyonu lzerinde tumstatin (e), transferrin-tumstatin (A) ve bevacizumabll (=) anti-
proliferatif aktivitesini degerlendirmek igin kullanIhEtE] MTT reaktifiyle yaplan tedaviden
sonraki absorbans, UV-Vis spektrofotometre kullanldrak olgllmdstiir. Veriler, n = 3e iligkin
olarak £ S.D. seklinde ifade edilmistir. Grafigin gosterdigi gibi, transferrin-tumstatin proteini,
tek baslbbh tumstatine kiybsla hiicre proliferasyonunun indirgenmesinde oldukga etkili
olmustur. Transferrin-tumstatin proteininin ICs, dederinin 5.97 nM oldugu kegfedilmistir. Bu
deder, tek bashh tumstatin proteinine iligkin 185.7 nM olmustur. Ayn[Zamanda Bevacizumab,
hiicre proliferasyonunun inhibisyonuna ydnelik test edilmis ve etkililiginin ICs, 7.78 nM oldudu
kesfedilmistir.

Transferrin-tumstatin  proteini, Bevacizumaba kfihsla hicre proliferasyonunun inhibe
edilmesinde daha verimli olmustur. Transferrin-tumstatin, ayn[lzamanda bevacizumaba
klyasla proteinin ICsy'si (izerinde daha biyik sayldh hiicreyi inhibe edebilmistir. 15.6 nM'lik bir
konsantrasyonda, transferrin-tumstatin inhibisyonu neredeyse %84 olurken bevacizumab

inhibisyonu ~%63 olmustur.

Ttip olusturma deneyi: Tiip olusumunun temsili resimleri (gosteriimemekte), farkltumstatin,

transferrin-tumstatin ve bevacizumab konsantrasyonlariida gekilmistir. Tlp olusumunun
tumstatin ve transferrin-tumstatin protein konsantrasyonundaki artSla azald@Ioriilmiistiir.
Hem tumstatin hem de transferrin-tumstatin proteini, tip olusumunu inhibe edebilirken
bevacizumab etkisi altibda dikkat edilebilir hicbir tiip olusumu inhibisyonu gézlemlenmemistir.
Transferrin-tumstatin  flizyon proteini kullanldrak gergeklestirilen tiip olusum deneyinde
tiplerin olusumunun hemen hemen tamamen onlenmesi, 125 nMlik konsantrasyonda
gozlemlenmistir. Sekil 2, test edilen Gg¢ proteinin tamamldl ¢ift kit (mlCyerlestirme grafigini
gostermektedir. Tp olusumu, 18 saat sonra degerlendirilmistir. Veriler, n = 3'e iligkin olarak

ortalama % S.D. olarak ifade edilmektedir.

Istila deneyi: Istila deneyi, in vivo olarak bazal membranaklit etmekte ve hiicreler, VEGF gibi
kimyasal olarak gekici maddeye dogru goc etme ediliminde olmaktadIc] Resimler, tumstatin ve
transferrin-tumstatin  proteininin etkisi altibda istilacCd hiicrelerin  saySlndaki azalmayd
gostermistir. Matrigel istila odasCinembranlistila eden hiicrelerin saylsindaki carplcLazalma,

tumstatin proteininin konsantrasyonu besiyerinde artarken goézlemlenmistir. AynCzamanda
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tumstatin ve transferrin-tumstatin etkisi altbda membranUistila eden hiicrelerin resimleri
{gosteriimemekte) de cekilmistir. VEGF (10 ng/ml), kimyasal olarak g¢ekici madde olarak
kullanlthfsl ve tumstatin veya transferrin-tumstatin proteini yoklugunda membran nemli
olctide istila edildigi gosterilmistir. Ancak, Membran istilaslnl indiiklenmesindeki VEGF etkisi,
VEGFnin mevcut olmasib ragmen iki proteinin  herhangi birinin  mevcudiyetinde
indirgenmistir. Bu, tumstatin ve transferrin-tumstatin  proteininin  hilicre gdgunin
indirgenmesindeki etkililigini ve VEGF gibi uyarlcllarinl mevcudiyetinde bile olan istilayOsaret

etmektedir.

Istila, yalnZta tumstatin proteinine kihsla transferrin-tumstatin proteini vasfsida énemli
dlgiide azaltlhistlc]l Transferrin-tumstatin  proteininin etkisi, 15 ile 125 nMlik (P< 0.05)
kensantrasyonlarda tumstatinden ¢ok farklCoblmustur. Ancak, 250 ile 500 nM’lik daha yliksek
kensantrasyonlarda fark ¢ok belirgin dlclide olmamisttl Bu, istila ebme ediliminin doymus hale
geldigini (hiicreler daha fazla istilacCblmamakta ve VEGFye dodru gekilmekte) ve ek istila,
daha vyilksek konsantrasyonlarda etkilenmemistir. Bu etki, hiicre proliferasyonunda
gozlemlenenden farkldolmus ve tlp olusumu, iki protein kullanldrak incelenmistir.
Bevacizumab, transferrin-tumstatine iliskin 12.14 nM'ye klyhsla daha disik olan 8.0 nM'lik ICs
dederi sergilemis ve hiicre istilasiida VEGF'nin énemli roliinii isaret etmistir.

Molekiiler yerfestirme: Molekiiler modeller, VB3 integrin reseptoriine yerlestirilen tumstatin

ve transferrin-tumstatine iliskin /7 siiko olarak yapIrStE] iki farkiDierlestirilen proteinlere
iliskin enerji degerleri, transferrin-tumstatinin yerlestiriimesinin (-130.43 kcal/mollliik etkilesim
enerjisi), tek basgk tumstatinin yerlestiriimesinden (-113.28 kcal/mol’lik etkilesim enerjisi)

enerjik olarak daha uygun oldugunu isaret etmistir.

Apoptoz deneyi: Tumstatin, transferrin-tumstatin ve bevacizumab etkisi altlodaki apoptozu

sergileyen hicrelerin temsili resimleri (gosteriimemekte) ¢ekilmistir. Tumstatin ve transferrin-
tumstatin proteini, test edilen (¢ konsantrasyonun tamaminda (slkdishda 100, 250 ve 500 nM
ve 1, 10 ve 100 nM) koroid endotelyal hiicrelerde apoptozu indiklemistir. Bevacizumab (1,
10 ve 100 nM konsantrasyonlar) vasfaslyla higbir belirgin apoptoz indiklenmemis ve kontrol

PBS ile gozlemlenene benzer olmustur.

Kahverengi Ladim Farelerinde CNV Indiiksivonu ve koroid diz yuvalar:

Transferrin-tumstatinin bevacizumab ve tumstatine (Sekil 3) kighsla lazer ile indiiklenmis CNV
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lezyon alanmida daha etkili oldugu kesfedilmistir. CNV lezyon boyutu, koroid diiz yuvalardaki
14 gunlik tedavinin sonunda olgllmustir. CNV lezyon boyutunun bir kantitatif klyhslamas[]
Sekil 3te gosterilmektedir (* tumstatin tedavisine klyhsla p<0.05i isaret etmektedir. t
bevacizumaba klyhsla p<0.05%'i isaret etmektedir. Veriler, her bir gruptaki n = 42-48 lezyona
iligkin olarak ortalama + S.D. seklinde ifade edilmektedir). Transferrin-tumstatin ile tedavi
edilmis fareler, bevacizumab ve tumstatin ile tedavi edilmis farelere klyhsla dnemli dlglide daha

disiik lezyon boyutuna sahip olmustur.

Tartlsma

Mevcut bulusun baz[¥dénleri, tumstatine badlanan transferrini igeren bir rekombinant protein
saglamaktadltl] Mevcut bulusun rekombinant proteinleri (6zellikle transferrin-tumstatin
rekombinant (6rnegin fiizyon} proteini), «VB3 integrine artthis] baglanmaya sahip olmakta
ve tek basibbh tumstatine kigbsla slihsfyla 21, 25 ve 31 kat daha yliksek aktiviteyle tiip
olusumunu, endotelyal hiicre proliferasyonunu ve gécii inhibe etmistir. Ilaveten, transferrin-
tumstatinin  bevacizumaba kihsla koroid endotelyal hiicre proliferasyonunun ve tip
olusumunun inhibe edilmesinde daha etkili oldudu gdsterilmistir. Dahas[ Itransferrin-tumstatin
rekombinant proteini, tek bashb transferrine klyhsla CNV'nin /7 vivo olarak inhibe edilmesine
yonelik Gstin bir verimlilik sergilemistir. Mevcut bulusun dider yoénleri, mevcut bulusta
tanmland(gCgibi tumstatine baglOiransferrin iceren bir rekombinant proteini (diger bir ifadeyle
transferrin-tumstatin flizyon proteini) Uretme kabiliyetine sahip bir plazmid ekspresyon sistemi
saglamaktadr] Baz(yaplandlonalarda, mevcut bulusun plazmid ekspresyon sistemi, proteinin
tercihen birbirine karGan hiicre mono tabakalarnlnl bazolateral tarafimh dogru salgl@nmasinb

olanak saglamaktad(t]

Deneyler, transferrin-tumstatin rekombinant proteininin sltashda tumstatin (ICs; 185.7 nM) ve
bevacizumaba (IGs, 7.78 nM) klyhsla 31 kat ve 1,3 kat daha blylk potansiyele sahip
endotelyal hiicre proliferasyonunu (ICsy 5.97 nM) inhibe etmistir. Herhangi bir kurama baglC]
kallmaksZlnl transferrin-tumstatinin  tumstatine kihsla 31 kat daha bilyik etkililigi ve
bevacizumaba klyhsla 1.3 kat daha iyi aktivitesinin iki olasCimekanizman(l sonucu olduduna
inanlhaktadE] Ilk olarak, transferrinin tumstatinin «VB3 integrin reseptériine baglanma
etkililigini gelistirdigine inanlaktadlF] in siiko modelleme kullan@rak, mevcut bulus sahipleri,
transferrinin «VB3 integrinle olan badlanma etkilesimlerine sahip oldugunu belirlemistir. AynO
zamanda /n siltko modellemesi, flizyon proteininin tek bashb tumstatine kivasla daha iyi etkilesim

enerjisi sergiledigini (-130.43 kcal/mol’'e kars[1-113.28 kcal/mol) gdstermistir. Rekombinant
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protein transferrin-tumstatinin gelismis aktivitesinin ikinci olasCekanizmashlnl flizyon proteininin
isellestirimesi  olduguna inanlthaktadlcl Transferrin-tumstatinin  koroid endotelyal hiicreler

vaslasMa icsellestirildigi gézlemlenmistir. Bu igsellestirme, tumstatin igin belirin olmam Skl

Transferrin-tumstatinin aynCzamanda yalnz¢a icsellestirmeden sonra aktif hale getirilen bir
yolak vasfasila hareket etmesi miimkindir. Endostatin ve anjiyostatin gibi diger endcjentz
antianjiyojenik proteinlerinin fibronektin ve vitronektin gibi RGD ihtiva eden proteinlerle birlikte
kompleksler olusturdugu gdsterilmistir. Kompleks olusumu, bu anjiyojenik proteinlerin aktivitesi
icin esansiyel olmakta ve bu proteinlerin fibronektin veya vitronektinden yoksun olan farelerde
aktif olmad@kesfedilmistir. Fibronektin, dnemli miktarda (~3.0ug/10° hiicre/giin) endotelyal
hiicrelerde salgldnmakta ve icsellegtirildikten sonra, hlicrenin sitoplazmasida fibronektin gibi
RGD ihtiva eden proteinlerin birikmesi, apoptozu indiiklemigtir. Dolaysha, transferrin-tumstatin
flizyonunun fibronektin gibi RGD igeren proteinlerin sitoplazmik icerigini arttinasve boylelikle
hiicrelerin apoptozuna sebep olmasCiniimkiindir. Bu olaslK) tumstatin icin belirgin olmamakta,
gunkl tumstatin, deneylerde herhangi bir icsellestirme belirtisi sergilememistir. Tumstatin igin,

oVPB3 integrine baglanmashlnl baglich eylem mekanizmasdlduguna inanlthaktad ]

Yeniden, herhangi bir kurama bagl kallimakszln, transferrin-tumstatin - rekombinant
proteininin tek bashb tumstatinle benzer gekilde protein sentezini inhibe etmek ve apoptozu
indiiklemek suretiyle hiicre proliferasyonunu inhibe ettigine inanlaktadlr] Mevcut bulug
sahipleri, tek bash tumstatine klyhsla rekombinant transferrin-tumstatin proteinine iliskin
daha biylik anti-apoptotik aktivite gdzlemlemistir. Bevacizumab, koroid endotelyal hiicrelerde
herhangi bir gozlemlenebilir aktivite uygulamamStt] Apoptotik aktivite eksikligi, daha 6nceden
korneal endotelyal hicreler, retinal ganglion hiicreleri ve retina-RPE-koroid killttirlerde

bevacizumaba yonelik rapor edilmistir.

Deneyler, transferrin-tumstatin rekombinant proteininin tek baghh tumstatine kliyhsla koroid
endotelyal hicrelerde tip olusumunu 25 kat daha fazla inhibe ettidini gostermigtir.
Transferrin-tumstatin rekombinant proteininin icsellestiriimesinin dider aktif hale getirilmis
endotelyal hiicrelere daha guglii bir sekilde baglanabilen ve tip olusumunu &nleyebilen
fibronektin ve transferrin-tumstatin kompleksine yol acti@Ink inanlthaktadlr]l Bevacizumab,
koroid endotelyal hicrelerde tip olusumunun fark edilebilir herhangi bir sekilde inhibe
edildigini sergilememistir. Genellikle, tip olusumunun bazal membranda mevcut olan kollajen
1V, VIII, XV, XVIIII ve laminin 8 ve 10°un etkisi altlhda meydana geldidine inanlmaktadl] Bu
bilesenler, endotelyal hiicrelerin kararl[§Iol ] yapEmasbl ve giglini tegvik etme egiliminde
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olmaktadll Ayn[ramanda VEGF gibi biylime faktdrleri, bazal membran matrisinde mevcut
olmaktadlt] Ancak, VEGF, tip olusumunun hicre disCimatrisindeki VEGF'yi notr hale getirmek
suretiyle hareket ettigi bilinen bevacizumabll mevcudiyetinde bile yiiksek verimlilikte meydana

gelmesinden dolayip olusumunda énemli bir rol oynar gibi gériinmemektedir.

Anjiyojenez sltasiia, bazal membran(il bozulmasidan sonra, endotelyal hiicrelerin, gecici
bazal membran benzeri matrise goctigine inanlihaktadlrl VEGF'nin endotelyal hiicrelerin
géclinde dnemli bir rol oynad@bilinmekte ve mevcut bulus sahipleri, Boyden odasChiicre
gdcl deneyi kullanl@rak bu iglemi incelemistir. Bu deneyin amaglarfiil biri, ilaveten kan
damarlarColusturan endotelyal hiicreler vasfaslyla bazal membran(dl istilas(dlizerinde
VEGF'nin etkisinin degerlendirilmesi. 10 ng/ml VEGFnin etkisi altbdaki hiicre gécl, tek bashh
tumstatinin kullanlthasih khibsla rekombinant protein transferrin-tumstatinin  kullanltas[]
durumunda carpcIbir sekilde daha disik olmustur. Tumstatinin odaksal adezyon kinaz (FAK)
fosforlanmaslinhibe ettidi gdsterilmistir. FAK aktivasyonunun olmamashiicre gdglinlin
inhibisyonuna yol agmaktadlt]l Rekombinant protein transferrin-tumstatinin daha buyik bir
olglide olmaslnk ragmen benzer etkiler uygulad@ink inanlhaktad[tl

Transferrinin tumstatine kaynastEIthasmInl dider ana avantajlIfiizyon proteininin ayricalkl[
bazolateral salgl@masldir] Rekombinant protein transferrin-tumstatinin yaklaskl %75, tek
bashh tumstatinin yalnzta ~%35'ine kiyhsla hiicrenin bazolateral tarafioh dogru salglE@nmstkl
Bu, rekombinant protein transferrin-tumstatine intravitreal ilag teslimatmltakiben gogalan
koroid endotelyal hiicrelerini hedef alma kabiliyetini saglamaktadlr] Terapdtik maddelerin
intravitreal teslimatinklan sonra, RPE hicreleri, bu hiicrelerin skl birlesme yeri yaplsindan
dolayCkterapttik maddelerin daha fazla hareket etmemesi icin bir bariyer olarak hareket
etmektedir. Transferrin-tumstatin, bazolateral olarak salgldma yapan yapBLlsayesinde
tumstatin veya bevacizumab {zerinde avantajlColmaktadF]l Intravitreal yolla uygulanan
transferrin-tumstatin, tumstatini koroid endotelyal hiicrelere dogru ve hastalkl bélgesinin
yaknlng yerlestirmektedir.

In vivo incelemeler, transferrin-tumstatinin koroid neovaskiilarizasyonun inhibe edilmesindeki
dstin verimliligini isaret etmistir. Transferrin-tumstatinle tedavi edilen BN fare godzlerindeki
lezyon boyutu, bevacizumab veya tumstatin ile tedavi edilen farelere klyhsla carplc[Bir sekilde

daha dislik olmustur.

Bu sonuglar, diger hususlarii yanhda (a) transferrin-tumstatinin bevacizumabdan daha iyi
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hiicre proliferasyonu inhibitdrii olmas[d (b} transferrin-tumstatinin bevacizumabda mevcut
olmayan bir sekilde koroid endotelyal hiicrelerde hicre apoptozunu indiklemesi, (c)
transferrin-tumstatinin tiip olusumunu inhibe ederken bevacizumab[l tiip olusumunun inhibe
edilmesinde etkisiz olmas[sayesinde transferrin-tumstatinin bevacizumabdan daha iyi bir
terapotik madde oldudunu isaret etmektedir. Tek baglhb tumstatine klyhsla, transferrin-
tumstatin, neovaskularizasyonu degerlendirmek icin kullanl3n in vitro deneylerin tamamioda >
20 kat potansiyel uygulamaktadltl Daha carplclblanlise, transferrin-tumstatinin bevacizumab
ve tumstatine klyhsla lazerle indlklenmis CNV'nin indirgenmesinde /7 vivo olarak daha etkili

olmasdir]

ORNEK 2

TF-T proteininin dretimi ve safiastidhasiPlazmidleri olusturmak igin kullan@@n PSecTag2B

vektorll, besiyerinde salgl@nan proteinin saflastflthashb yardmclColan altChistidin etiketine
sahiptir. ARPE hiicreleri (gegit # 24), %80 hicre doluluk oranloh gelene kadar 12 kuyucuklu
plakada buydtilmdstir. Gugclendirilmis Tf-T (transferrin-tumstatin} plasmid (PSecTag2B
vektériinde klonlanm), DMEM/F12 besiyerinde seyreltiimis ve lipofektamin reaktifiyle
kartIrimistr] Plazmid ve lipofektamin kompleksi, hicreleri ve besiyerlerini ihtiva eden her
bir kuyucuda ilave edilmistir. Hiicreler, 24 saat boyunca %S5 CO, inkiibatdriinde 37°C'de
inkiibe edilmistir. 24 saatin sonunda, besiyeri toplanmislve saflastlith Sl TALON® metal afinite
recinesi, flizyon proteinini saflastiminak icin kullanlthStEl Hiicrelerden toplanan besiyeri, recine
ile karlstFIm(gl ve hafif karGtr@rak oda sichki@nda 20 dakika boyunca inkiibe edilmistir.
Recineye bagdlanmlglprotein, pH 7.0 degerinde 50 mM sodyum fosfat, 300 mM sodyum klor(r
ve 150 mM imidazol sulu soliisyonu kullanl@rak ayristklImhistc] Daha sonra, imidazol, imidazol
olmakszlnl daha kiigiik bir tampona karg[tiyaliz uygulanmas{2000 MWCO diyaliz torbas]
kullanM@rak) vasfasila protein sollisyonundan ¢Khrth&tirl BCA® Protein Deney Kiti, protein
iceridini tahmin etmek icin kullanlhEE Ug ayrCparti, tarif edildigi gibi saflastEImSve SDS
jel elektroforez (PAGE), floresans spektroskopi ve dairesel dikroizm kullanl@rak cogalabilirlik
bakmhndan degerlendirilmistir.

Jel elektroforezi icin, 5 pg protein, 4x yukleme boyaslyla kar§tidlmisl ve 5 dakika boyunca
kaynatlh(stid Numuneler, %4-20 gradyan SDS-PAGE jeline (Bio-Rad, Hercules, CA)
yerlestiriimistir. Uzak UV spektral boélgedeki (190-250 nm) dairesel dikroizm (CD), Tf-T ve
tumstatin ikincil yapBlCncelemek igin kullanImEtE] CD spektrumlarlJAVIV modeli 62 DS
spektropolarimetrede (AVIV Biomedical, Inc., NJ]) elde edilmistir. Protein sollisyonu, 1 mm
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yolak uzunluklu kuvars hicresine aktarlth(sl ve termostatik hiicre tutucusuna yerlestirilmistir.
Veriler, 2 nm bant genisligi kullan@@rak 0.25 nm’lik aralklarda toplanmisticl 100 nMik
tumstatin ve Tf-T solisyonu, 5 mM fosfat tamponunda (pH 7.4) hazldanmistlt]l Floresans
spektroskopi iglemi, proteinin 280 nm'de uyarlihasCastaslyla gerceklestiriimistir. Emisyon
spektrumu, 300-400 nm dalga boylardan toplanm(stE] Deney, Spectramax M5 mikro plaka

okuyucusunda (Molecular Devices, LLC) gergeklestirilmistir.

Tumstatin_ve TF-T proteininin _karakterizasyonu: Tf-T'nin  karakterizasyonu, SDS jel
elektroforezi (PAGE), boyut diglama kromatografisi (SEC), dairesel dikroizim ve dinamik EIKI
saclCIkullanldrak gerceklestirilmistir. Jel elektroforezi igin, 5 pg protein, 4x yikleme
boyasiyla kargtclhslve 5 dakika boyunca kaynatIthSt] Numuneler, %4 ila %20 gradyan SDS-
PAGE jeline (Bio-Rad, Hercules, CA} yerlestirilmistir. SEC, Agilent SEC-3 kolonu (I.D. 7.8 mm
ve uzunluk 300 mm) kullanI3rak gergeklestirilmistir. Enjekte edilen numunelere iliskin aklslhzl]

2 ml/dakika olmustur. Enjekte edilen numune hacmi, 25 pl olmustur. SEC igin kullanl@n mobil

faz, fosfat tampon salin (PBS) pH 7.4 olmustur.

Uzak UV spektral bdlgedeki CD, Tf-T ve tumstatin ikincil yapShlLihcelemek i¢in kullanlm st
CD spektrumlarlJAVIV madeli 62 DS spektropolarimetrede (AVIV Biomedical, Inc., NI) elde
edilmistir. Protein sollsyonu, 1 mm yolak uzunluklu kuvars hiicresine aktarlthlve termostatik
hiicre tutucusuna yerlegtirilmistir. Veriler, 2 nm bant genislidi kullanld@rak 0.25 nm’lik
arallklarda toplanmte]l Malvern Nanosizer, 1 mg/ml tumstatin ve Tf-T sollisyonunun partikl
boyutunu dederlendirmek igin kullanImstic]

Tumstatin ve Tr-T flizyon proteininin salgllanmasiiProtein salgldma incelemesi icin, RPE

hiicre monokatman[ITf-T'nin salgl@ma desenini degerlendirmek igin secilmistir. Ilk olarak
hiicreler, elektriksel mukavemet, skl lbirlesme vyeri olusumu ve nlkleer boyama deseni
bakmidan karakterize edilmistir., RPE hicreleri, Transwell filtrelerine yerlestirilmis ve
transepitelyal elektriksel mukavemet (TEER), EVOM® mukavemet &lger (World Precision
Instruments, CA) kullan@@rak olclilmiistiir. TEERin >200 Q.cm® olmasCdurumunda sk
birlesme vyeri olusumu da ZO-1 boyamasOle dodrulanmBEtE] TEER >200 Q.cm?® dederine sahip
hiicrelere sahip filtreler, %10 formalinin (0.5 ml apikal tarafta ve 1.5 ml bazolateral tarafta)
ilave edilmesi vasfaslyla oda skcaklidinda 30 dakika boyunca sabitlenmistir. Hiicreler, ilaveten
oda slchklGina 1 saat boyunca %5 kegi serumu (0.5 ml apikal tarafta) iceren %0.1 triton X
100 ilave edilerek daha gegirgen hale getirilmistir. 1: 100 dillsyonlar halinde seyreltilmis Biringil
Z01 antikoru (0.5 apikal tarafta), hiicrelere ilave edilmis ve oda slchkl§Inda 1 saat boyunca
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inkiibe edilmistir. 1; 100 dillisyonlar halinde seyreltilmis ikincil FITC ile etiketlenmis antikor
(0.5 apikal tarafta), hiicrelere ilave edilmis ve oda sichklidinHa 1 saat boyunca inkibe
edilmistir. Hicreler, gekirdekleri boyamak amaclya 5 dakika boyunca 3 pg/ml DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol) ile inkilbe edilmistir. Filtreler, keskin bir bichkla kesilmis ve lamele
aktarItislve SuperMount yerlestirme besiyeri (BioGenex, CA) ilave edilerek sabitlenmis ve es

odaklnikroskop altmda goriintilenmistir.

Salgldma desenini degerlendirmek icin, hiicreler, apikal tarafta 200 pg tumstatin veya Tf-T
proteini ile inklbe edilmistir. 24 saatlik transfeksiyondan sonra, besiyeri, ayrClayrClhem
bazolateral hem de apikal taraftan toplanmBl ve TALON metal afinite recinesi kullan[@rak
saflasticImistc] Tumstatin ve Tf-T proteinleri, BCA® protein deney kiti kullanl3rak

Olctlmistir.

7T proteininin karar/IGETTE-T proteini, {a) pH 4.0 ve 8.0 tamponlarinda, (b) pH 7.0'da
tris(hidroksimetillaminometan (TRIS) ve fosfat sitrat tamponda, ve (¢) pH 7.0°'de 10 mM ile
250 mM arallgindaki iyonik gigli  sodyum kloriirde kararlliflng iliskin  olarak
degerlendirilmistir. Protein soliisyonlar, 48 saat boyunca yukarlda bahsedilen kosullara maruz

bihkIhisl ve dairesel dikroizim ve floresans spektroskopisi  kullanldrak — kararl [kl
deg@erlendirilmistir. SDS PAGE, pH kararlI§lnCdegerlendirmek icin dairesel dikroizm ve

floresans spekstroskopisine ek olarak kullanIh(StE]

CNV ile indiikienmis Kahverengl Ladim Fareferinde erken zaman noktalletkililik callsinalari7

Erigkin erkek kahverengi lagm fareleri (150-180g), Harlan Sprague Dawley Inc. (Indianapolis,
IN, USA) sirketinden satl allnim(stE] Sichnlara 40-80 mg/ml ketamin ve 10-12 mg/kg ksilazin
karsimnlnl intraperitoneal yolla enjekte edilmesi vasfdslyla anestezi uygulanmStir] Lazer
yanKlar@n indiiksiyonu, Ornek 1'de tarif edildidi gibi gerceklestirilmistir. Lazer yanKarnn
indiksiyonundan sonra 7 giin boyunca CNV lezyonlar[nlnl gelismesine izin verilmigtir. 7 giinin
sonunda sichnlara intravitreal yolla asagldaki tedavilerin biri uygulanmlstlr) (a) PBS pH 7.4,
() bevacizumab veya (¢) Tf-T proteini. Tedaviden onceki ve sonraki CNV lezyonlarninl
gelisimi, fléresin anjiyografi kullanl3rak izlenmistir. Floresin anjiyografiye iliskin olarak farelere
anestezi uygulanmlg) g6z bebekleri %1 tropikamid soliisyonunun topikal yolla uygulanmasC]
vasidsiyla genisletiimis ve 200 pl %1 sodyum fléresin, kuyruk damarlarLasitaslyla farelere
uygulanmistlt] Lezyonlardan olan sZlnt[themen Genesis Df goz dibi kameras{Kowa Optimed
Inc, CA) kullan@rak izlenmistir. CNV alanlar[Image] yazIb [Rullan[drak elde edilmistir.
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Sonuclar

Tf-T proteininin dretimi ve saflastirlhas/ Tek bant 100 Kda Tf-T proteini, hazltdanan ve test

edilen Ug¢ Tf-T partisinde elde edilmistir. Tarif edilen yontem vaskaskla uretilen Tf-T, benzer

floresansa ve dairesel dikroizm spektrumlarb sahip olmustur.

Tumstatin ve Tf-T proteininin karakterizasyonu. SDS PAGE'de 100 kDa ve 28 kDa'daki tek bant
ve SECteki tek zirve alan[dTf-T ve tumstatin safl@Inl gostermistir. Tf-T'ye iliskin partikiil
boyutu, 8.0 nm ve polidispersite endeksi (PDI) ise 0.414 olmustur. Tumstatin partikil boyutu
3.9 nm ve PDI ise 0.359 olmugstur. Tf-T dairesel dikroizm spektrumlarilnl CD taramas[Tf-T'nin

gogunlukla B yapraklarnk sahip oldugunu ve (~%60) o-sarmallarilnl mevcudiyetiyle (~%32)
birlikte déndigind isaret etmistir. AynOzamanda Tumstatinin yapELlda B yapraklart
bakimbdan zengin olmakta ve donmektedir (~%50). Ancak, tumstatin, daha az a-
sarmallarbh sahip olmakta (~%16) ve daha rastgele sarmal yaplh sahip olmaktad(]
(~%40). Dolaylslyla, dairesel dikroizm spektrumlarJher iki protein igin farklCdlmaktad[tl

T-T fizyon proteininin salgidnmas/Z/RPE hiicreleri, 4 hafta boyunca Transwell filtresinde

blyutildigiinde sklbirlesme yerleri olusturmustur. SkIbirlesme yeri olusumu, ayn(zamanda
ZO-1 proteininin boyanmas[lvasifasiyla da dogrulanmistl RPE hiicreleri, ZO-1 igin aglkl
boyama deseni sergilemis ve monokatman icindeki RPE hicrelerinin tekdiize c¢okgensel
seklinin  hatlar®] belirlemistir.  Proteinlerin  apikal maruziyetini takiben, RPE hiicreleri,
bazolateral tarafa 126.8 pg/ml Tf-T proteini salgldmsicl Bunun aksine, bazolateral tarafa
dodru yalnzta 12.3 pg/ml tumstatin salgl@nmistlr]

TF-T proteininin kararlfi@-7Tf-T'nin pH 7.0da en kararlColdugu kesfedilmistir. SDS PAGE,
kontrol Tf-T'ye kiyhsla pH 4-6'da bant yodunlugunun azald@nl§ostermis ve bu da proteinin

bozulmashllisaret etmistir. Ilaveten, floresans ve dairesel dikroizm, pH 7.0 disioda pH
dederlerinin tamambida sinyalde bir azalmaysaret etmistir. Proteinin pH 7.0’'da en kararlO)
oldugunun kesfedilmesi sayesinde, ilave kararllKl incelemeleri (iyonik glic ve tampon), pH

7.0'da gerceklestirilmistir.

Fosfat sitrat ve TRIS tamponda 10 mM ila 250 mM NaCl'ye maruz kalm[gl Tf-T'nin floresans[¥e
dairesel dikroizm spektrumlarC&lde edilmistir. Tf-T, fosfat sitrat tamponunun mevcudiyetinde
hichir iyonik giic dedisim etkisi sergilememistir. Tf-T sinyali, NaCl 250 nM ve TRIS tamponunun

mevcudiyetinde indirgenmistir. DolaySkda, fosfat sitrat tamponu, protein icin daha uygundur.
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CNV ife inddikienmis Kahverengr Ladim Farelerinde erken zaman noktalletkililik callsimalarl]

Tedavinin daha erken bir zaman noktasibda (CNV indiiksiyonundan 7 gin sonra) baglatlthas[]
durumunda, Tf-T ile tedavi edilen fareler, bevacizumab ile tedavi edilmis farelere klyhsla daha
kuglk lezyon boyutuna sahip olmustur. Bu, Tf-T'nin koroid neovaskilarizasyona iliskin bir

Onleyici tedavi olarak etkili oldugunu isaret etmektedir.
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