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OZET
KONTROLLU OVER STIMULASYONUNA YONELIK BiLESIM

Bu bulusla, infertilite tedavisinde kullamlmaya ydnelik, FSH, émegin rekombinant FSH

igeren terkipler aciklanmistir.
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ISTEMLER

1. Serum AMH seviyesi <15 pmol/L olan bir hastada infertilite tedavisinde kullanilmaya
yonelik, insan hiicre ¢izgisinden elde edilen rekombinant folikiil uyarict hormon (FSH) igeren
bir iirlin olup, burada iirlin hastanin viicut agirliginin her bir kg’1 i¢in 09 ila 0.19 pg insan
hiicre ¢izgisinden elde edilen rekombinant FSH’lik bir glinliik dozda uygulanacaktir; burada
infertilite tedavisi hastanin serum AMH seviyesinin belirlenmesi asamasini ve tanmmlanmis

serum AMH seviyesine sahip bir hastaya dozun uygulanmasini agamasin igerir.

2. Istem 1’e gore kullamlmaya yénelik bir iiriin olup, burada insan hiicre ¢izgisinden elde

edilen rekombinant FSH a2, 3- ve o2, 6- sialilasyon igerir.

3. Yukaridaki istemlerin herhangi birine gore kullanilmaya yonelik bir iriin olup, burada
insan hiicre ¢izgisinden elde edilen rekombinant FSH a2, 3- ve a2, 6- sialilasyon igerir,
burada toplam sialilasyonun %1 ila %99’u 2, 3-sialilasyondur ve toplam sialilasyonun %l

ila %99’u 02, 6- sialilasyondur.

4. Yukandaki istemlerin herhangi birine gore infertilite tedavisinde kullanilmaya yonelik,
insan hiicre ¢izgisinden elde edilen rekombinant folikiil uyarict hormon (FSH) iceren bir iiriin
olup, burada iiriin ayrica Na'- veya K - tuzlarindan veya bunlarmn bir kombinasyonundan
clusan gruptan secilen farmasétik olarak kabul edilebilir bir alkali metal katyon ihtiva eden

bir tuz icerir.
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TARIFNAME
KONTROLLU OVER STIMULASYONUNA YONELIK BiLESIM
Bu bulus infertilite tedavisine yonelik bilesimlerle ve farmasétik iirlinlerle ilgilidir.

In vitro fertilizasyon (IVF) gibi yardime1 lireme teknolojisi (ART) teknikleri iyi bilinmektedir.
Bu ART teknikleri genellikle, bir grup folikiiliin (kohort) tam olgunluga stimiile edildigi bir
kontrollii over stimiilasyonu (COS} asamasi gerektirir. Standart COS rejimlen, folikiler
geligimin stimiile edilmesi i¢in, normalde prematiire LH artisinin énlenmesi amaciyla
stimiilasyondan dnce ve/veya stimiilasyon sirasinda bir GnRH analogu uygulanarak, tek
basina veya luteinizan hormon (LH) aktivitesiyle kombinasyon halinde folikiil uyaric1 hormon
(FSH) gibi gonadotrotinlerin uygulanmasini igerir. COS i¢in genellikle kullanilan farmasétik
bilesimler arasinda rekombinant folikiil uyarici hormon (tFSH), idrardan elde edilen FSH,
rekombinant FSH + LH terkipleri, idrardan elde edilen menotropin [insana ait menapozal
gonadotropin (hMG)] ve yiiksek derecede saflagtirilmis insana ait menapozal gonadotropin
(HP-hMG) yer alir. IVF, siddetli durumlarda yasam tehdit edebilen over hiperstimiilasyon
sendromu (OHSS) riskiyle iliskilendirilebilir.

Kadinlarin kontrollli over stimiilasyonuna (COS) tepki potansiyellerinin éngoriilebilmesi
bireysellestirilmis COS protokollerinin gelistirilmesine olanak saglayabilir. Ornegin bu,
stimiilasyona asir1 tepki verdikleri ongdriilen kadinlarda OHSS riskini azaltabilir ve/veya
zay1f tepki verenler olarak siniflandirilmis kadinlarda hamilelikle sonlaninu arttirabilir.
Antimiilleryan hormonun (AMH) serum konsantrasyonu artik over rezervinin giivenilir bir
igareti olarak kabul edilmektedir. AMH nin diisen seviyeleri, COS sirasinda gonadotropinlere
azalmig over tepkiyle iliskilendirilir, Ayrica AMH’nin yiiksek seviyeleri asir over tepkisinin

iyi bir 6n gostergesidir ve OHSS riskinin bir gistergesidir.

ART’1in uygulandig1 35 vasin altindaki kadinlar izerinde bir 6n ¢alismada, OHSS gelistirme
riski olan kadinlarda COS i¢in en uygun FSH baslangi¢ dozunun 6ngériilmesinde CONSORT
dozlama algoritmasi (bazal FSH, BMI, yas ve AFC’yi kapsayan) kullanilmistir (Olivennes ve
digerleri, 2009). Dozun bireysellestirilmesi, yeterli oosit verimi ve iyi hamilelik orani
sonucunu dogurmustur. Ancak, yetersiz tepkiye bagl olarak diisiik doz grubunda (75 TU FSH)

yiiksek oranda iptaller olmustur ve hastalarin énemli bir kisminda OHSS meydana gelmistir.

Bu nedenle, stimiilasyona yeterli tepki ve/veya azalmig OHSS riski saglayan

bireysellestirilmis COS protokollerinde kullanilmaya yonelik bir bilesime gereksinim vardir.
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Yukanda belirtildigi gibi, standart COS protokolleri, FSH uygulamasini icerebilir. FSH, 6n
hipofiz bezi tarafindan dogal olarak salgilanir ve folikiiler gelisimi ve ovillasyonu destekleme
islevi goriir, FSH, hormona biyolojik 6zgiilliigii kazandiran, ayrica diger glikoprotein
hormonlar1 LH ve CG’ye 6zgii bir 92 amino asitlik alfa alt birimi ve sadece FSH’ye 6zgii bir
111 amino asitlik beta alt birimi igerir (Pierce ve Parsons, 1981). Her bir alt birim, kompleks
karbonhidrat kalintilarinin eklenmesiyle posttransyasyonel olarak modifiye edilir. Her iki alt
birim de N-bagli glikan baglantisi i¢in 2 bdlge tagir: amino asitler 52 ve 78’de alfa alt birimi
ve amino asit kalintilar1 7 ve 24’de beta alt birirm (Rathnam ve Saxena, 1975, Saxena and

Rathnam, 1976). Bu sckilde FSH, kitle ile yaklasik %30 glikosile olur.

Postmenapozal insan idrarindan saflastirilmig FSH, hem dogal iiremede oviilasyonu
desteklemek hem de yardimei iireme teknolojileri igin oositler saglamak amaciyla yillardan
beri infertilite tedavisinde kullanilmaktadir. Over stimiilasyonu igin follitropin alfa (GONAL-
F, Merck Serono / EMD Serono) ve follitropin beta (PUREGON / FOLLISTIM, MSD /
Schering-Plough) gibi halihazirda onaylanmis rekombinant FSH (rFSH) iiriinleri bir Cin
hamsteri Over (CHO) hiicre ¢izgisinden elde edilir. Halihazirda bir insan {(insana ait) hiicre

¢izgisinden elde edilen rFHS iiriinleri piyasada mevcut degildir.

Meveut ¢esitli izoform miktarlarindaki farklilikla iliskilendirilebilen FSH terkipleriyle
baglantili dnemli derecede heterojenlik s6z konusudur. Bireye ait FSK izoformlarn 6zdes
amino asit dizileri sergiler, ancak posttranslasyonel olarak medifiye edildikleri boyutta
farklilik gosterirler; belirli izoformlar karbonhidrat dal yapilarinin heterojenligiyle ve dahil
edilen farklh miktarlarda sialik asitle (bir terminal seker) karakterize edilirler, bunlarin her

ikisi de spesifik izoform biyoaktivitesini etkiler gériinmektedir.

Dogal FSH nin glikosilasyonu hayli karmagiktir. Dogal olarak elde edilen hipofiz bezi
FHS’si, mono-, bi-, tri- ve tetra-antenli glikanlarin kombinasyonlarini kapsayabilen ¢ok cesitli
yapt i¢erebilir (Pierce ve Parsons, 1981. Ryan ve digerleri, 1987. Baenziger ve Green, 1988).
Glikanlar daha baska modifikasyonlar tasiyabilir: ¢ekirdek fukasilasyonu, ikiye ayirict
(agiortay) glukozamin, asetil laktozamin ile uzatilmis zincirler, kismi veya biitiin sialilasyon,
a2.3 ve a2,6 baglanyla sialilasyon ve galaktozla siibstitiie edilmis siilfatl galaktozamin
(Dalpathado ve digerleri, 2006). Buna ¢k olarak, bireye ait glikosilasyon bdlgelerinde glikan
yapilarinin dagilimlari arasinda farkliliklar mevcuttur, Bireylerin serumundan elde edilen ve
postmenapozal kadinlardan elde edilen FSH’de karsilastirilabilir bir seviyede glikan
karmasikhigi bulunmustur (Wide ve digerieri, 2007).

Rekombinant FSH iirtinlerinin glikosilasyonu, konukeu hiicre ¢izgisinde mevcut bir dizi
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glikosil-transferaz1 yansitir. Piyasada meveut rFSH iiriinleri, genetik yapisi degistirilmis Cin
hamsteri over hiicrelerinden (CHO hiicreleri) elde edilir. CHO hiicresinden ¢lde edilen
rFSH’daki bir dizi glikan modifikasyonu dogal {iriinlerde bulunanlara nazaran daha smirhdir.
CHO hiicresinden elde edilen rFSH’de bulunan azalmus glikan heterojenligine érnekler
arasinda ikive ayirici glukazamin eksikligi ve ¢ekirdek fukosilasyonu ile asetil laktozamin
uzantilarimin azalmis igeridi ver alir (Hard ve digerleri, 1990). Buna ilaveten CHO hiicreleri
yalnizca a2.3 baglantisini kullanarak sialik asit ekleyebilir (Kagawa ve digerieri, 1988,
Takeuchi ve digerleri, 1988, Svensson ve digerleri 1990); CHO hiicresinden elde edilen rFHS

yalmzca a2.3 bagh sialik asit icerir ve 12,6 bagh sialik asit igermez.,

Dolayisiyla CHO hiicresinden elde edilen FSH, a2,3 bagh sialik asidin agir bastig1 bir a2,3 ve
a2,6-bagh sialik asit karisimiyla birlikte glikanlar igeren dogal olarak iiretilmis FSH’den (6r.

insan hipofiz bezi, serum, idrardan elde edilen FSH} farklidir.

Ayrica, piyasada meveut rekombinant FSH terkibinin, hipofiz bezi, serum veya
postmenapozal idrardan elde edilen FSH ile kiyaslandiginda 4°{in altinda bir es elektrik
noktasiyla (pl) FSH miktarlarinda farkilik gésterdigi ispatlanmustir (Ulloa-Aguirre ve
digerleri, 1995). Idrar terkiplerindeki asidik izoform miktari, CHO hiicresinden elde edilen
rekombinant lirlinler Gonal-f (Merck Serono) ve Puregon’a (Schering Plough) kiyasla ¢cok
daha yiiksektir (Andersen ve digerleri, 2004). Bu, rekombinant FSH de sialik asidin diislik bir
molar igerigini yansitmahdir, zira siilfatla modifiye edilmis negatif yiiklii glikan rekombinant,
FSH’de diisik seviyededir. Dogal FSH’ye kiyasla diisiik sialik asit igerigi piyasada mevcut
her iki rekombinant FSH tiriiniiniin de bir 6zelligidir ve imalat isleminde bir kisitlamayi

yansitabilir,

Materyaller i¢in FSH nin dolagim yasam siiresi ¢esitli kaynaklarla belgelenmistir, Bu
materyallerden bazilari, pl’lariyla karakterize edildigi gibi, genel molekiiler viik bazinda
fraksivonlara ayrilmistir, burada daha fazla asit daha viiksek bir negatif yiike esittir. Daha
once belirtildigi gibi genel molekiiler yiike 6nemli katkida bulunan, her bir FSH molekiiliiniin
toplam sialik igerigidir. Ornegin tFSH (Organon) yaklasik 8 mol/mol’liik bir sailik asit
icerigine sahiptir, buna karsin idrardan elde edilen FSH daha yiiksek bir sialik asit icerigine
sahiptir (de Leeuw ve digerleri, 1996). Sicanda karsilik gelen plazma klirensi oranlan 0.34 ve
0.14 ml/dak.’dir (Ulloa-Aguirre ve digerieri. 2003). Bir rekombinant FSH numunesinin
yiiksek ve diisiik pI fraksiyonlan olarak ayrildig: bir baska &rnekte, yiiksek pl (diisiik sialik
asit igerigi) fraksiyonunun in vive giicii diisiiriilmiis ve bu, daha kisa bir plazma yar1 dmriine

sahip olmustur (D'Antonio ve digerleri, 1999). Ayrica oviilasyon dongiisiiniin daha ileri
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asamalarinda FSH nin daha bazal dolagiminin, estradiol’iin artan seviyelerinin neden oldugu,
on hipofiz bezinde 12,3 sialil-transferazin asag regiilasyonuna bagh oldugu bildirilmistir
(Damian-Matsumara ve digerieri, 1999. Ulloa-Aguirre ve digerleri, 2001). 02,6 sialil-

transterazin sonuglari bildirilmemistir.

Bovlece, vukarida belirtildigi gibi, CHO sistemi kullanilarak eksprese edilen rekombinant
proteinler, terminal sialik asit baglantilar1 bakimindan kendi dogal karsiliklarindan farklilik
gosterecektir. Bu, farmasotik kullanim amagli biyolojik maddelerin liretiminde énemli bir
degerlendirmedir, zira karbonhidrat pargalari molekiiliin farmakolojik dzelliklerine katkida

bulunabilir,

Bu miiracaatin sahipleri, W0O2009/127826A olarak yayinlanmg Uluslararas: Patent Miiracaat
No. PCT/GB2009/000978"in konusu olan, insandan elde edilen bir rekombinant FSH
gelistirmistir. Hem ¢2,3 hem de 02,6 bagh sialik asidin bir karigimiyla birlikte rekombinant
FSH, hem rFSH hem de ¢2.3 sialil transferazin eksprese edilmesi i¢in bir insan hiicre
¢izgisinin yapisi degistirilerek hazirlanmistir. Eksprese edilmis tiriin yiiksek derecede asidiktir
ve hem a2,3- hem de ¢2,6-bagh sialik asitlerin bir karisimini tasir; ikinci olarak belirtilen
endojen sialil transferaz aktivitesiyle saglanir. Sialik asit baglantisi tipinin, a2,3- veya u2,6-
nin, FSHnin biyolojik klirensi {izerinde ¢arpict bir etkiye sahip olabildigi bulunmustur. Hem
02,3 hem de a2,6-bagl sialik asitin bir karisimu ile birlikte rekombinant FSH, geleneksel
CHO hiicrelerinde eksprese edilen rtFSH’ye nazaran iki avantaja sahiptir: birincisi materyalin,
iki sialil transferazin birlesik aktivitelerine baglh olarak daha yiiksek derecede sialillenmis
olmasidir; ve ikincisi materyalin dogal FSH’ya daha yakm benzerlik gostermesidir. Bunun,
yalmizca «2,3 bagh sialik asit liretmis olan (Kagawa ve digerleri, 1988, Takeuchi ve

digerleri, 1988, Svensson ve digerleri, 1990) ve diislik sialik asit igerigine sahip (Ulloa-
Aguirre ve digerleri, 1995., Andersen ve digerleri, 2004) bir GHO hiicresinden elde edilen

rekombinant lirlinlere nazaran biyolojik olarak daha uygun olmasi muhtemeldir.

Uluslararasi Patent Miuracaatt No. PCT/GB2009/000978"de agiklanan rFSH triini dallanmis
glikan parcalart igerir. FSH, glikanlar (FSH glikoproteinlerine iligik} igerir ve bu glikanlar cok
cesitli yapilar icerebilir. Teknikte iyi bilindigi gibi, dallanma (bir glikanin), glikanmn 1, 2, 3, 4
veya daha fazla terminal seker kalintisina veya "antenler"e sahip olmasi sonucunu dogurarak
meydana gelebilir; 1, 2, 3, 4 veya daha fazla terminal seker kalintisina veya "antenler"e sahip
glikanlar sirasiyla tek antenli, iki antenli, ti¢ antenli veya dort antenli yapilar olarak belirtilir.
Glikanlarin tek antenli, iki antenli, {i¢ antenli veya dort antenli yapilar {izerinde sialilasyonu

mevcut olabilir. Uluslararasi Patent Miiracaati No. PCT/GB2009/000978’de agiklanan bir
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omek rFSH, asagidaki belirtilen nispi oranlarda mono-sialillenmis, di-sialillenmis, tri-
sialillenmis ve tetra- sialillenmis glikan yapilar igerir: %9-%15 mono-sialillenmis; %627-%30
di-sialillenmis; %30-%36 tri-sialillenmis ve %25-%29 tetra-sialillenmis. Cok iyi bilindigi
gibi, bir mono-sialillenmis glikan yapi bir sialik asit kalintisi tasir; bir di-sialillenmis glikan
yapt iki sialik asit kalintisi tagir; bir tri-sialillenmis glikan yapi g sialik asit kalintisi tasir ve
bir tetra-sialillenmis glikan yap1 dort sialik asit kalintisi tagir. Burada, "%X mono-
sialillenmis"”, "%X di-sialillenmis", "%X tri-sialillenmis” veya "%X tetra-sialillenmis" gibi
terimler, herhangi bir volla sialillenmis (sialik asit tasiyan) FSH iizerindeki glikan yapilarn
toplam sayisinin bir ytizdesi (%X} olarak ifade edilen, FSH iizerindeki sirasiyla mono-, di, tri
veya tetra sialillenmis olan glikan yapilarin sayisim belirtir. Dolayisiyla "%30 - %36 tri-
sialillenmis glikan yapilar" ifadesi, FSH iizerinde sialik asit kalintilari tagtyan (yani,
sialillenmis) glikan yapilarin toplam sayis1 iizerinden bu glikan yapilarin %30 ila %36’sinin
tri sialillenmis oldugunu (ii¢ sialik asit kalintis1 tasidigi) belirtir. Miiracaat sahipleri sasirtict
bir sekilde, spesifik bir miktarda tetra-sialillenmis glikan yapilara sahip FSH nin (yukarda
belirtilmis elan PCT/GB2009/000978de agiklanan érnek rFSH iiriiniinkinden farkh olan)
halihazirda piyasada bulunan rekombinant FSH iiriinlerinden énemli derecede daha etkili
oldugunu bulmuslardir. Miiracaat sahibinin iirlinlerinin amino asit dizisi dogal dizidir ve
dogal insan FSH’s1 ve mevcut CHO’dan elde edilen rFSH iirilinleri ile aynidir. Ancak, simdiki
miiracaat sahipleri, hem ¢2,3 hem de «2,6-bagh sialik asitin bir karisimina ve/veya spesifik
bir miktarda tetra-sialillenmis glikan yapilara sahip, insandan elde edilen rekombinant FSH
iiriinlerinin (yani, or. bir insan hiicre ¢izgisinin yapisi degistirilerek bir insan hiicre ¢izgisinde
iretilmis veya eksprese edilmis), COS protokollerinde (6r. bireysellestirilmis) kullamildiginda

ozellikle etkin olabildigini bulmuslardir.

Miiracaat sahipleri genellikle, transfer i¢in yiiksek kalitede iki oositin seciminin saglanmasi

amaciyla dokuz oositlik bdlgeden oosit toplanmasinin gerekli oldugunu bulmuslardir.

Miiracaat sahipleri bu amaca ulasmak igin, diigiik AMH’ye (litre bagina AMH < 15 pmol/L)
sahip denekler icin makul derecede yiiksek bir rekombinant FSH nin (6rnegin 12 pg) gerekli
oldugunu bulmuslardir. Bu dozda 8 ila 14 oosit, AMH seviyesi diisiik deneklerin %60’ 1indan
toplanacaktir. Bu, 150 IU Gonal-f ile tedavi edilmis, AMH seviyesi diisiik deneklerin
tedavisinde beklenmedik ve 6nemli bir gelismedir, burada 8 ila 14 oosit, deneklerin yalnizca
%33 tinden toplanir. Miiracaat sahipleri bu dozun hastanin viicut agirligina gére

ayarlanmasina gerek olmadigint bulmuslardir.
Ancak poiilasyonun %60°1 (ve infertilite tedavisi géren 30 vas alti kadinlarin %80°1) yiiksek
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seviyede AMH’ye (yani >15 pmol/L. oraninda AMH) sahiptir. Bu denekler i¢in genellikle
ortalama 9 ila 11 oosit toplanmasi oldukg¢a anlagilirdir; stimiilasyon protokolleriyle ilgili sorun
OHSS riskidir. Miiracaat sahipleri, diisiik dozda insan rekombinant FSH’si dozlanan
hastalarda, toplanan oositler ile denegin viicut agirligi arasinda bir iliski oldugunu
bulmuslardir. Bu da sabit bir dozda FSH (bu, teknikte olagandir) ile tedaviyle iliskili bir risk
olabilecegi anlamina gelir. Simdiki miiraacat sahipler1 FSH dozu ve AMH seviyesi ve denegin
agirligi arasinda bir baglanti kurmuslardir, bu da bilinen tedavi protokollerine nazaran
(bakiniz 6rnek 10) kabul edilebilir veya gelistirilmis ocosit toplama ile birlikte artmis giivenlik

profili (azalmg OHSS riski) saglar.

Bulusun bir bagka yoniine gore, >15 pmol/L’lik serum AMH seviyesine sahip bir hastada
infertilite tedavisinde kullanilmak {izere insan hiicre ¢izgisinden elde edilen rekombinant
folikiil uyarict hormon (FSH) i¢eren bir {irlin (&r. bir farmasotik bilesim) saglanmistir; burada
riin, hastanin viicut agirliginin her bir kg’1 igin 0.09 ila 0.19 ug (6rnegin 0.09 ila 0.17 pg)
insan hiicre ¢izgisinden elde edilen rekombinant FSH’lik bir giinliik dozda uygulanacaktir;
burada infertilite tedavisi hastanin serum AMH seviyesinin belirlenmesi asamasini ve

tanimlanmis serum AMH seviyesine sahip bir hastaya dozun uygulanmasini asamasini icerir.

Bir diizenlemede iiriin, 15 1la 24.9 pmol/L serum AMH seviyesine sahip bir hastada infertilite
tedavisinde kullanilmaya yoneliktir ve iirlin hastamn viicut agirlifinin her bir kg’1 i¢in 0.14 ila
0.19 pg insandan elde edilen rekombinant FSH’lik (tercihen 0.15 ila 0.16 pg insandan elde
edilen rekombinant FSH) bir giinliik dozda uygulanacaktir. Bu diizenlemede infertilite
tedavisi hastanin serum AMH seviyesinin belirlenmesi (6r. dlgiilmesi) ve 15 ila 24.9 pmol/L
serum AMH seviyesine sahip bir hastaya dozun uygulanmasi agamasini igerir. Bir baska
diizenlemede iiriin 25 ila 34.9 pmol/L. serum AMH seviyesine sahip bir hastada infertilite
tedavisinde kullanilmaya yoneliktir ve {iriin hastanin viicut agirliginin her bir kg’1i¢in 0.11 ila
0.14 ng insandan elde edilen rekombinant FSH’lik (tercihen 0.12 ila 0.13 pg insandan elde
edilen rekombinant FSH) bir glinliik dozda uygulanacaktir. Bu diizenlemede infertilite
tedavisi hastanin serum AMH seviyesinin belirlenmesi (6r. 6l¢iilmesi) ve 25 ila 34.9 pmol/L
serum AMH seviyesine sahip bir hastaya dozun uygulanmasi agamasini igerir. Yine bir bagka
diizenlemede iiriin, > 35 pmol/L serum AMH seviyesine sahip bir hastada infertilite
tedavisinde kullanilmaya yéneliktir ve iiriin hastanin viicut agirhginin her bir kg’1 i¢in 0.10 ila
0.11 pg insandan elde edilen rekombinant FSH’lik bir glinliik dozda uygulanacaktir. Bu
diizenlemede infertilite tedavisi hastanin serum AMH seviyesinin belirlenmesi (6r. dlgiilmesi)

ve > 35 pmol/L serum AMH seviyesine sahip bir hastaya dozun uygulanmas: asamasini icerir.
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Dozlar OHSS riskini en aza indirgerken etkili bir tepki saglar.

Yukaridaki dozlar hastamin (denegin) ilk stimiilasyon protokoliinde infertilite tedavisine
yénelik olabilir. Daha ileri stimiilasyon dongiileri i¢in dozlarm birinci déngiideki meveut over

tepkisine gore ayarlanabildigi takdir edilecektir.

Tercithen rFSH (6r. insan hiicre ¢izgisinden elde edilen rekombinant FSH), ¢2,3- ve 02,6-
sialilasyon igerir. Buluga gore kullanilmaya yonelik FSH (rFSH) de toplam sialilasyonun %1
ila %99’u a2,3-sialilasyonu olabilir. Bulusa gére FSH (rFSH)’de toplam sialilasyonun %1 ila
%99’u a2,6-sialilasyonu olabilir. Tercihen toplam sialilasyonun %50 ila %70°1, drnegin %60
ila %69°u, 6rnegin yaklasik %6571 a2,3-sialilasyonudur. Tercihen toplam sialilasyonun %25
ila %50s1, 6rnegin %30 ila %50’si, drnegin %31 ila %38’1, ornedin yaklasik %3571 02,6-

sialilasyonudur.

Tercihen rFSH (6r. insan hiicre ¢izgisinden elde edilen rekombinant FSH), mono-, di-, tri- ve
tetra-sialillenmis glikan yapilar igerir, burada sialillenmis glikan yapilarin %15-%24°1,
ornegin %17-%23"{i tetrasialillenmis glikan yapilardir (6r. asagidaki Orneklerde belirtildigi
gibi yiiklii glikanlarin WAX analizinde gosterildigi tizere). FSH, glikanlar icerir (FSH
glikoproteinlerine ilisik). FSH deki glikanlarin ¢ok cesitli yapilar igerebildigi iyi
bilinmektedir. Bu yapilar arasinda mono, bi, tri ve tetra-antenli glikanlar yer alir. Burada
"sialillenmis glikan yapilarin %X’i tetrasialillenmis glikan yapilardir™ terminolojisi, herhangi
bir yolla sialillenmis (sialik asit tagtyan) FSH iizerindeki glikan yapilarin toplam sayisinin bir
yiizdesi (%X) olarak ifade edilen, FSH iizerinde tetra sialillenmis, yani dért sialik asit kalintist
tasiyan glikan yapilarin sayisii belirtir. Dolayisiyla "sialillenmis glikan yapilann %15-%24°1
tetrasialillenmis glikan yapilardir” ifadesi, FSH iizerinde sialik asit kalintilar1 tagiyan (yani,
sialillenmis) glikan yapilarin toplam sayisi {izerinden bu glikan vapilarin %15 ila %24 {iniin

tetra sialillenmis oldugunu (dért sialik asit kalintisi tasidigini) belirtir.
rFSH, bir tekli izoform veya izoformlarin bir karigimi olarak mevcut olabilir.

Miiracaat sahipleri "bireysellestirilmis" COS protokollen tasarlamiglardir, burada spesifik
ozelliklere sahip rekombinant FSH nin spesifik dozlari, hastalarin spesifik AMH seviyeleri
bazinda hastalar tedavi etmekte kullanmilir, béylece (6r. diisiik tepki potansiyeli olan
hastalarda) stimiilasyona yeterli tepki olasilifim arttirir ve/veya (Or.yliksek veya asin tepki

verenler olarak simiflandirilmis hastalarda) OHSS riskini azaltir,

AMH nin serum seviyesi teknikte bilinen herhangi bir usulle belirlenebilir (6r. Slgiilebilir).

Tercihen serum AMH seviyesi bir kit olan AMH Gen-II enzime bagli bagisiklik testi kiti
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kullamlarak 6l¢iiliir (Beckman Coulter, Inc., Webster, Teksas). Bu test, 1.1 pmol/L.’lik asgari
miktar tayini siiriyla (.57 pmol/L’den daha biiyiik AMH konsantrasyonlarimi belirleyebilir,
Baska testler de kullanilabilir,

Burada serum AMH degerleri genellikle pmol/L cinsinden belirtilir. Bu, déniistiirme
Burada "hasta" ve "denek" terimleri birbirinin yerine gecebilir sekilde kullanilmustir.

Uriin (6r. farmasétik bilesim) tercihen yukarida, burada ve istemlerde tanimlanan insandan
elde edilen rFSH miktarlarinda bir giinliikk doz veya bu miktarlara esdeger bir giinliik doz
icerir. (Giinliik} doz, bir baglangic dozu olabilir (yani doz tedavi sirasinda azaltilabilir,

arturilabilir veya korunabilir).

Urdiin (6r. farmasétik bilesim), tedavinin birinci giinii baslayan ve yedi ila oniig giin, drnegin
dokuz ila onii¢ giin, 6rnegin 10 ila 13 giin, 6rnegin 10 ila 11 giin devam eden FSH (giinliik)
uygulamasina yénelik olabilir. Uriin (8r. farmasétik bilesim), bir GnRH agonistinin (or.
Sinarel, Lupron, Dekapeptil) uygulanmasindan 12 ila 16 giin, 6r. 13 ila 15, 6r. 14 giin sonra
(Or. uygulamaya baslandiktan sonra, ér. giinlik uygulamanin baglamasimdan sonra)
uygulanmaya yénelik olabilir. Uriin (6r. farmasétik bilesim), bir GnRH agonistiyle birlikte
uygulanmaya yénelik olabilir. Uriin (6r. farmasétik bilesim), bir GnRH antagonistinin (&r.
ganireliks, setroreliks) uygulanmasindan énce uygulanmaya yénelik olabilir, drnegin bir
GnRH antagonistinin uygulanmasindan bes veya alt1 giin 6nce uygulanmaya yonelik olabilir.
Uriin (6r. farmasétik bilesim), bir GnRH agonistiyle birlikte uygulanmaya yénelik olabilir.
Tercihen iiriin (6r. farmasotik bilesim), nihayi folikiiler olgunlagmanin indiiklenmesi igin
yiiksek bir (oviilatuar) hCG dozunun (6rmegin 4,000 ila 11,000 IU hCG, 6r. 5,000 IU hCG,
10,000 TU hCG vb.; veya 150 ila 350 mikrogram rekombinant hCG, 6rnegin 250 mikrogram

rekombinant hC(G) uygulanmasindan 6nce uygulanmaya yonelik olabilir.

Uriin, giinlitk dozdan fazla (veya daha az) siklikta dozlamaya yénelik olabilir, bu durumda

iliskili dozlar burada belirtilmis olan (giinliik) dozlara esdeeger olacaktir.

Burada "infertilite tedavisi" terimi, kontrollii over stimiilasyonuyla (COS) veya kontrollii over
stimiilasyonunun bir asamasi veya safhasini igeren usullerle, 8megin Rahim i¢i inseminasyon
(IUT), in vitro fertilizasyon (IVF) veya intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) ile
infertilite tedavisini kapsar. "Infertilite tedavisi” terimi, oviilasyon indiiksiyonuyla (OI) veya
oviilasyon indiiksiyonunun bir agamas: veya sathasini iceren usullerle infertilitenin tedavisini
kapsar, "Infertilite tedavisi" terimi, endometriyozisi, 6rnegin asama I veya asama I

endometriyozisi olan bir denekte ve/veya anoviilatuar infertilitesi olan, drnegin WHO tipi
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anovillatuar infertilitesi olan bir denekte ve/veya erkek infertilitesi olan bir partnere sahip bir
denekte infertilite tedavisi dahil olmak {izere tubal veya agiklanamayan infertilitesi olan bir
denekte infertilitenin tedavisini icerir, Uriin (veya bilesim), endometriyozisi olan bir denckte,
endometriyozisin ¢esitli asamalari i¢in (asama IV en siddetli; asama I en az siddetli)
Amerikan Ureme Tibbr Dernegi (ASRM) siniflandirma sistemiyle tanimlanmis olan &rnegin
asama I veya agama Il endometriyozisi olan bir denekte infertilitenin tedavisine (ve/veya
kontrollii over stimiilasyonuna) yonelik (kullanilmaya yénelik} olabilir [American Society for
Reproductive Medicine. Revised American Society for Reproductive Medicine classification

of endometriosis: 1996. Fertil Steril 1997; 67,817 821.].

Uriin (bilesim), erken folikiiler evrede 1 ila 16 IU/L, drnegin 1 ila 12 TU/L’lik bir normal
serum FSH seviyesine sahip bir denekte infertilite tedavisine (ve/veya kontrollii over

stimiilasyonuna) yonelik (kullanilmaya vénelik) olabilir.

Uriin (bilesim), 18 ila 42 yasinda, 6rnegin 25 ila 37 yasinda bir denekte infertilite tedavisine
(ve/veya kontrollii over stimiilasyonuna) yonelik (kullanilmaya yonelik) olabilir. Uriin, BMI
>1 ve BMI < 35 kg/m” olan bir denekte, rnegin BMI >18 ve BMI < 25 kg/m’ olan bir
denekte, drnegin BMI >20 ve BMI < 25 kg/m” olan bir denekte infertilite tedavisine (ve/veya

kontrollil over stimiilasyonuna) yonelik (kullanilmaya yénelik} olabilir.

tFSH tercihen %27 - %33, drnegin %30 - %32 tri-sialillenmis glikan yapilar igerebilir. rFSH
tercihen %24 - %33, ornegin %26 - %30 di-sialillenmis glikan yapilar igerebilir. rFSH
tercihen %12 - %21, 6rnegin %15 - %17 mono-sialillenmis glikan yapilar igerebilir. rFSH
tercihen, agagidaki nispi miktarlarda mono-sialillenmis, di- sialillenmis, tri-sialillenmis ve
tetra- sialillenmis glikan yapilar igerebilir: %15 ila %17 mono-sialillenmis, %26 - %30 di-
sialillenmis, %27 - %33 (6r. %29 ila %632, 6r. %30-%32, 6r. %30 ila % 31) tri-sialillenmis ve
%17 - %23 tetra-sialillenmis (6r. Orneklerde belirtildigi gibi yiklii glikanlarin WAX
analizinde gosterildigi tizere). rtFHS %0 ila %7, 6rnegin %0.1 ila %7, 6rnegin %3 ila %6,
ornegin %S5 ila %6 notr sialillenmis yapilar igerebilir. FSH, glikanlar (FSH glikoproteinlere
iligik) icerir. Burada, "%X mono-sialillenmis", "%X di-sialillenmig", "%X tri-sialillenmis"
veya "%X tetra-sialillenmis" gibi terimler, herhangi bir yolla sialillenmis (sialik asit tagtyan)
FSH iizerindeki glikan yapilarin toplam sayisinin bir yiizdesi (%X) olarak ifade edilen, FSH
tizerindeki (sirasiyla) mono-, di, tri veya tetra sialillenmis olan glikan yapilarin sayisini
belirtir. Dolayisiyla "%27 - %33 tri-sialillenmis glikan yapilar” ifadesi, FSH iizerinde sialik
asit kalintilar tasiyan (yani, sialillenmis) glikan yapilarin toplam sayisi lizerinden bu glikan

yapilarin %27 ila %33 iniin tri sialillenmis oldugunu (li¢ sialik asit kalintisi tasidigini)
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belirtir.

rFSH, 6 mol/mol veya daha fazla, 6rmegin 6 mol/mol ile 15 mol/mol arasinda, ér. 8 mol/mol
ile 14 mol/mol arasinda, érmegin 10 mol/mol ile 14 mol/mol arasinda, 6r. 11 mol/mol ile 14
mol/mol arasinda, or. 12 mol/mol ile 14 mol/mol arasinda, or. 12 mol/mol ile 13 mol/mol
arasinda bir sialik asit i¢erigine [sialik asit mollerinin protein mollerine orani olarak ifade

edilir] sahip olabilir. rtFSH bir insan hiicre ¢izgisinde iiretilebilir veya eksprese edilebilir.

Bulusa gore kullanilmaya yonelik FSH’de (rFSH) toplam sialilasyonun %1 ila %99’u o2,3-
sialilasyon olabilir. rFSH’de toplam sialilasyonun %10 veya daha fazlas1 «2,3-s1alilasyon
olabilir, Ornegin, toplam sialilasyonun %20, %30, %40, %50, %60, %70, %80 veya %901
veya daha fazlasi a2,3- sialilasyon olabilir. tTFHS tercihen, toplam sialilasyonun %50 ila
%70’1, 6rnegin toplam sialilasyonun %60 ila %69 u, 6rnegin toplam sialilasyonun %63 ila
%67’si, Ornegin yaklasik %65°i kadar bir miktarda o2,3-sialilasyon igerebilir. Bulusa gore
kullanilmaya yonelik FSH’de (rFSH) toplam sialilasyonun %1 ila %99™u o2,6- sialilasyon
olabilir. Bulusun rFSH’sinde (veya rFSH terkibinde) toplam sialilasyonun %5 veya daha
fazlasi, 6rnegin?%5 ila %99°u a2,6-sialilasyon olabilir. rFSH’de toplam sialilasyonun %507si
veya daha az1 a2,6- sialilasyon olabilir. rfFHS tercihen, toplam sialilasyonun %25 ila %50°si,
ornegin toplam sialilasyonun %30 ila %50’s1, 6rnegin toplam sialilasyonun %31 ila %38’1,
Ornegin yaklasik %35°1 kadar bir miktarda «2,6-sialilasyon igerebilir. Sialilasyon ile, FSH
karbonhidrat yapilar: iizerinde meveut sialik kalintist miktar: belirtilir. o2,3-sialilasyon, 2,3
pozisyonunda sialilasyonu (teknikte 1y1 bilindigi gibi) ve a2,6 sialilasyon 2,6 pozisyonunda
sialilasyonu (yine teknikte 1yi bilindigi gibi) belirtir. Béylece "% toplam sialilasyon o 2,3
sialilasyon olabilir" ifadesi 2,3 pozisyonunda sialillenmis FSH’de mevcut sialik asit
kalintilariin toplam sayisinin yiizdesini belirtir. "% Toplam sialilasyon o 2,6 sialilasyon
olabilir" ifadesi 2,6 pozisyonunda sialillenmis FSH’de mevcut sialik asit kalintilarinin toplam

sayisinin yizdesini belirtir.

rFSH, kiitlece %6 veya daha biiyiik (6r. %6 ile %15 arasinda, or. %7 1le %13 arasinda, or. %8
ile %12 arasinda, or. %11 ile %15 arasinda, 6r. %12 ile %14 arasinda) bir sialik asit icerigine
(her bir FSH molekiilii icin sialilasyon miktar1) {(protein art1 karbonhidrat kiitlesinden ziyade

protein kiitlesi bazinda) sahip olabilir.

rFSH, glikanlarin %16°s1 veya daha azimin (6r. %0.1 ila %16°s1) ikiye ayirici N-
asetilglukozamin (ikiye ayirict GleNAc veya bisGlcNAc) igerdigi (Or. tasidigr) rESH veya bir
rFSH terkibi olabilir. Tercihen rFSH (veya rFSH terkibi), glikanlarin %8 ila %14.5 inin ikiye
ayirict N-asetilglukozamin (ikiye ayirict GleNAc veya bisGlcNAc) igerdigi (6r. tagidigr) rFSH
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veya rFSH terkibidir.

FSH’ nin FSH glikoproteinlerine ilisik glikanlar i¢erdigi anlasilacaktir, Ayrica, glikanlarin
%100’iin{in FSH glikoproteinlerine iligik glikanlarn timiinii belirttigi veya bu anlama geldigi
de anlasilacaktir. Dolayisiyla burada "glikanlarin %8 ila %14.5°1 ikiye ayirict N-
asetilglukozamin igerir (tasir) " terminolojisi, FSH glikoproteinlerine ilisik glikanlarin toplam
sayisiin %8 ila %14.5 inin ikiye ayirict N-asetilglukozamin igerdigini/tasidigin belirtir;
"glikanlarn %16°s1 veya daha az1 ikiye ayirie1 N-asetilglukozamin igerir (tagir)" ifadesi, FSH
glikoproteinlerine iligik glikanlarin toplam sayisimin %16°s1 veya daha azimin ikiye ayirici N-

asetilglukozamin igerdigini/tagidhgim belirtir; vb.

Miiracaat sahipleri, ikiye ayirict GleNac tasiyan glikanlarin %16°s1 veya daha azinin (6r. %8
ila %14.5) FSH glikoproteinlerinde igerildigi rekombinant FSH nin (rFSH terkipleri; rFSH
bilesimleri) avantajl farmakokinetik 6zelliklere sahip olabildigini bulmuslardir. Ikiye ayirici
GlcNac tasiyan glikanlarin miktar insan idrarindan elde edilen iirlin Bravelle’dekiyle benzer
oldugundan -W02012/017058"de agiklananlar gibi diger rekombinant FSH
terkiplerininkinden bir hayli daha az- avantajli 6zelliklerin ortaya ¢ikabilecegine

inamlmaktadir.

rF'SH (veya rFSH terkibi), glikanlarin %20’°s1 veya daha fazlasinin N-Asetilgalaktozamin
(GalNAc) igerdigi (Or. tasidign), 6rnegin glilanlarin %20°si veya daha fazlasiin bir terminal
GalNAc icerdigi (0r. tagidigi) bir rFSH veya rFSH terkibi olabilir. Tercihen rFSH (veya rFSH
terkibi), glikanlarin %40 ila %55 inin, 6rmegin %42 ila %52 sinin GalNAc icerdigi (6r.
tasidign), bir FSH veya FSH terkibidir. Tercihen rFSH (veya rFSH terkibi), glikanlarin %40
ila %557 nin, érnegin %42 ila %52 sinin terminal GalNAc icerdigi (Or. tasidigi) bir FSH veya
FSH terkibidir.

FSH’nin FSH glikoproteinlerine ilisik glikanlar icerdigi anlasilacaktir. Ayrica glikanlarin
%100’ tniin FSH glikoproteinlerine ilisik glikanlarin timiinii belirttigi veya bu anlama geldigi
de anlagilacaktir. Dolayisiyla burada "burada glikanlarm %20 veya daha fazlast GalNAc icerir
(tagir) " terminolojisi, FSH glikoproteinlerine ilisik glikanlarin toplam sayisinin %20°si veya
daha fazlasinin N-asetilgalaktozamin (GalNAc) icerdigini/tagidiginmi belirtir; "glikanlarin %40
ila %55, drmegin %42 ila %52’si terminal GalNAc icerir (tagir)” ifadesi, FSH
glikoproteinlerine ilisik glikanlarin toplam sayisinin %40 ila %55, drnegin %42 ila %52’sinin

terminal GalNAc igerdigini/tasidigini belirtir; vb.

Gortinen odur ki ¢2,6- baglantisinin miimkiin olmasi, yalnizea a2,3- baglantisina sahip CHO
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hiicresinden elde edilen tiriinlere nazaran tetra sialillenmis yapilarin sayisini arttinr, Miiracaat
sahipleri ayrica kendi rFSH iiriinlerinin, seker bilesiminden dolay1 diger onaylanmis
firiinlerden daha tistiin oldugunu bulmuslardir; {iriin spesifik bir miktarda GalNac icerir veya
icerebilir. Bu, tetrasialilasyon ve gii¢le iliskilendirilebilir, zira 2,6- sialilasyon GalNac ile
iliskilidir. Diger bir deyisle simdiki miiracaat sahipleri spesifik 6zellikler i¢eren (2,6- baglanti
bélgeleri, GalNac), yiiksek sialilasyon derecesine sahip rFSH saglayan, gelismis in vivo giig

sonucunu doguran bir rFSH iiriinii gelistirmistir.

rFSH’de (veya rFSH terkibinde) glikanlarin %16 ila %240 (6r. terminal) 1 fukoz-lewis,
6megin glikanlarnn %16.5 ila %181 (6r. terminal) 1 fukoz-lewis icerebilir. TFSH’de (veya
rFSH terkibinde) glikanlarin %1.5 ila %4.5°1, 6rnegin %2 ila %411, 6rnegin %3.7 si (Or.

terminal) 2 fukoz-lewis igerebilir. Fukoz lewis igeriginin gii¢ lizerinde bir etkisi olabilir.

rFSH, bir insan hiicre ¢izgisinde, or. bir Per.C6 hiicre ¢izgisinde, bir HEK293 hiicre
cizgisinde, bir HT 1080 hiicre ¢izgisinde, vb. iiretilebilir veya eksprese edilebilir. Bu, liretim
usuliinii basitlestirebilir (ve daha etkili kilabilir), zira or. hiicre biiyliime ortaminin sialilasyonu
siirdiirmesinin manipiile edilmesi veya kontrol altina alinmasi bilinen islemlere kiyasla daha
az dnemlidir. Ayrica usul daha etkin olabilir, zira bilinen rFSH iiriinlerinin liretimine kiyasla
tiretilen daha az bazik rFSH s6z konusudur; daha asidik rFSH iiretilir ve bazik FSH nin
ayrilmasi/gikarilmasi daha az sorun teskil eder. rFSH, bir Per.C6® hiicre ¢izgisinde, bir
PER.C6®’dan elde edilen hiicre ¢izgisinde veya bir moditiye edilmis PER.C6® hiicre
cizgisinde tretilebilir veya eksprese edilebilir. Bir insan hiicre ¢izgisinde (6r. PER.C6® hiicre
cizgisi, HEK293 hiicre ¢izgisi, HT1080 hiicre ¢izgisi vb.} iiretilen veya eksprese edilen rFSH,
[hiicre ¢izgisinin] endojen sialil transferaz aktivitesiyle saglanan bir miktar a2,6-bagh sialik
asit (02,6 sialilasyon) igerecektir ve endojen sialil transferaz aktivitesiyle saglanan bir miktar
02,3-bagl sialik asit (62,3 sialilasyon) igerecektir. Hiicre ¢izgisi ¢2,3-sialil transferaz
kullanilarak modifiye edilebilir. Hiicre ¢izgisi, a2,6-sialil transferaz kullanilarak modifiye
edilebilir. Alternatif olarak veya ilaveten rFSH, [hiicre ¢izgisinin] endojen sialil transferaz
aktivitesiyle saglanan a2,6-bagli sialik asit (a2,6 sialilasyon) igerebilir. Burada "insandan elde
edilen rekombinant FSH" terimi, bir insan hiicre ¢izgisinde iiretilen veya eksprese edilen
rekombinant FSH’yi1 (0r. bir insan hiicre ¢izgisinin yapisi degistirilerek iiretilen rekombinant

FSH’yi) belirtir.

rFSH, a2,3- ve/veya u2,6-sialil transferaz kullanilarak iiretilebilir. Bir érnekte rFSH, a2,3-
sialil transteraz kullanilarak iiretilir. rFSH, endojen sialil transferaz aktivitesiyle saglanan

u2,6-bagl sialik asit (02,6 sialilasyon) igerebilir.
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Uriin bir farmasétik bilesim olabilir. Farmasétik bilesim infertilite tedavisine yoneliktir,
Infertilite tedavisi yardimer {ireme teknolojileri (ART), oviilasyon indiiksiyonu veya rahim igi
inseminasyonu (TUT) kapsayabilir. Farmasdtik bilesim, &rmegin bilinen FSH terkiplerinin

kullanildig1 tibbi bulgularda kullanilabilir.

Uriin veya bilesim, herhangi bir yolla uygulanmak iizere, 6r. ag1z yoluyla, rektal, parenteral,
transdermal (Or. yama teknolojisi), intravendz, intramuskiiler, siibkiitanéz, intrasusternal,
intravajinal, intraperitoneal, lokal (tozlar, merhemler veya damlalar) veya bir bukkal ve nazal
sprey olarak iyi bilinen bilesimlere formiile edilebilir. Tipik bir bilesim, digerlerinin arasinda
Remington's Pharmaceutical Sciences, Besinci basim (Matt Publishing Company, 1975),
sayfa 1405 ila 1412 ve 1461 - 87, ve ‘National Formulary XIV’, Ondordiincii basimda
(American Pharmaceutical Association, 1975} agiklandig1 gibi sulu ¢ozelti, tuzlar ve
koruyucular dahil toksik olmayan eksipiyanlar, tamponlar ve benzeri gibi farmasétik olarak

kabul edilebilir bir tasiyici igerir.

Uygun sulu ve susuz farmasoétik tasiyicilar, seyrelticiler, ¢dzliciiler veya vehikiillerin drnekleri
arasinda su, etanol, polioller (gliserol, propilen glikol, polietilen glikol ve benzeri gibi),
karboksimetilseliiloz ve bunlarin uygun karisimlar, bitkisel yaglar (zeytinyad1 gibi), ve etil
oleat gibi enjekte edilebilir organik esterler yer alir. Bu bulusun bilesimler ayrica, bunlarla
sinirli kalmamak kaydiyla koruyucu maddeler, 1slatma maddeleri, emiilsifive edici maddeler,
yiizey aktif maddeler ve dagitict maddeler gibi katk: maddeleri igerebilir. Mikroplarin
biiylimesinin engellenmesi igin antibakteriyel ve antifungal maddeler dahil edilebilir ve bunlar
arasinda 6rnegin m-kresol, benzil alkol, paraben, klorobutanol, fenol, sorbik asit ve benzeri
yer alir, Bir koruyucu madde dahil edilirse, benzil alkol, fenol ve/veya m-kresol tercih edilir;
ancak koruyucu madde higbir sekilde bu émeklerle simirlandirilmamistir, Bundan baska,
sekerler, sodyum kloriir ve benzeri gibi izotonik maddelerin dahil edilmesi arzu edilebilir.
Uriin veya bilesim ayrica Na'- veya K'- tuzlar1 veya bunlarin bir kombinasyonundan olusan
gruptan se¢ilen farmasotik olarak kabul edilebilir bir alkali metal katyon ihtiva eden bir tuz

icerebilir. Tercihen tuz bir Na+- tuzu, érnegin NaCl veya Na,SO4 diir.

Tercihen iiriin veya bilegim, rekombinant FSH ve Polisorbat 20, L-metiyonin, fenol,

disodyum siilfat ve sodyum fosfat tamponundan bir veya daha fazlasim igerir,

Bazi vakalarda uzun siireli faaliyete etki etmesi i¢in FSH nin (ve mevcut ise diger aktif
bilesenlerin} siibkiitandz veya intramiiskiiler enjeksiyondan absorpsiyonun yavaslatilmasi
istenir. Bu, suda zayif ¢dziiniirliige sahip kristalin veya amorf bir sivi siispansiyonun
kullanilmasiyla gerceklestirilebilir. O takdirde FSH nin absorpsiyon orani, kendi ¢6ziinme
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oranina baglidir, ¢éziinme orani da kristal boyutuna ve kristalin formuna bagh olabilir.
Alternatif olarak, parenteral olarak uygulanan bir FSK kombinasyon formunun gecikmeli
absorpsiyonu, FSH kombinasyonun bir yag tasiyict i¢inde ¢dziinmesiyle veya slispansiyon
haline getirilmesiyle basarilabilir. Enjekte edilebilir depo formlar, FSH’nin (ve mevcut ise
diger maddelerin) mikroenkapsiil matrislerinin polilaktid-poliglikolid gibi biyolojik olarak
bozunabilir polimerler i¢inde olusturulmasiyla hazirlanabilir. FSH nin polimere oranina ve
kullanilan belirli polimere bagli olarak FSH salinma oram kontrol altina ahinabilir. Diger
biyolojik olarak bozunabilir polimerlerin rnekleri arasinda polivinilpirrolidon,
poli(ortoesterler), poli(anhidriirler) vb. yer alir. Enjekte edilebilir depo formiilasyonlar ayrica
FSH’nin, viicut dokulariyla bagdasabilen lipozomlar veya mikroemiilsiyonlar i¢inde

yakalanmasiyla hazirlanabilir.

Enjekte edilebilir formiilasyonlar, 6rnegin bir bakteri tutucu filtre yoluyla siiziilerek veya
kullanimdan hemen &nce steril su veya daha baska steril enjekte edilebilir ortam i¢inde
¢Oziinebilen veya dagilabilen steril kat1 bilesimler formunda sterilizasyon maddeleri katilarak
sterilize edilebilir. Enjekte edilebilir formiilasyonlar, herhangi bir uygun kap, or. viyal,

onceden doldurulmus siringa, enjeksiyon kartuslari ve benzeri icinde tedarik edilebilir.

Uriin veya bilesim tek kullamimlik ve ¢cok kullanimlik (birden fazla doz) olarak formiile
edilebilir. Uriin veya bilesim ¢ok kullanimlik olarak formiile edilirse, buna bir koruyucu
maddenin dahil edilmesi tercih edilir. Bir koruyucu madde dahil edilirse benzil alkol, fenol
ve/veya m-kresol tercih edilir, ancak koruyucu madde higbir sekilde bu 6rneklerle kisith
degildir. Tek veya ¢ok kullamimlik formiile edilmis iriin veya bilesim ayrica Na - veya K'-
tuzlar veya bunlarin bir kombinasyonundan olusan gruptan segilen farmasoétik olarak kabul
edilebilir bir alkali metal katyon ihtiva eden bir tuz igerebilir. Tercihen tuz bir Na+- tuzu,

ornegin NaCl veya Na,SO, diir.

Uriin veya bilesim bir viyal, énceden doldurulmus kartus (or. tekli uygulama igin veya birden
fazla kullanim ig¢in) veya bir "kalem" gib1 bir enjeksiyon aleti (&r. birden fazla doz uygulamasi

icin) gibi bir kap i¢ine konabilir.

Uriin veya bilesim, FSH iceren (istege bagl olarak hCG, LH, LH aktivitesi ve ve benzerine
sahip) bir formiilasyon (or. enjekte edilebilir formiilasyon) olabilir, Eger mevcut ise LH
aktivitesi LH veya insan koryonik gonadotrapin, hCG orijinli olabilir. Eger birden fazla aktif
bilesen mevcutsa (vani FSH ve or. hCG veya LH) bunlar ayr ayn veya birlikte uygulanmaya
uygun olabilir. Eger ayr1 ayr1 uygulanirlarsa uygulama ardisik olabilir. Uriin herhangi bir
uygun ambalaj iginde tedarik edilebilir. Ornegin iiriin, ya FSH ya da hCG igeren veya FSH ile
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hCG’nin bir kombinasyonunu igeren birkag kap (6r. 6nceden doldurulmus sinngalar veya
viyaller) i¢erebilir, hCG, rekombinant hCG veya liriner hCG olabilir, Eger iiriin, FSH, or.
rekombinant FSH iceren birkag¢ kaptan (6r. 6nceden doldurulmus sirngalar veya viyaller)
olusuyorsa her bir kap ayni miktarda FSH igerebilir. Bir veya daha fazla kap farkli
miktarlarda FSH igerebilir. Siringalar veya viyaller sterilligin korunmasi igin bir blister veya
bagka vasitalarin i¢ine konabilir. Herhangi bir iirlin istege bagh olarak FSH (ve ér. mevcut 1se

hCG) formiilasyonlarinin kullanilmasina yoénelik talimatlar icerebilir.

Farmasotik bilesimlerin ¢esitli bilesenlerinin pH ve tam konsantrasyonlari, bu sahadaki rutin
uygulamaya gore ayarlanir. Bakiniz GOODMAN ve GILMAN'a ait THE
PHARMACOLOGICAL BASIS FOR THERAPEUTICES, 7™ basim. Tercih edilen bir
diizenlemede bulusun bilesimleri parenteral uygulanan bilesimler olarak tedarik edilmistir.
Parenteral formiilasyonlarin hazirlanmasina ydnelik genel usuller teknikte bilinmektedir ve
yukarida zikredilen REMINGTON; THE SCIENCE AND PRACTICE OF PHARMACY,
sayfa 780-820°de agiklanmigtir. Parenteral bilesimler sivi bir formiilasyon olarak veya
uygulamadan énce steril bir enjekte edilebilir ortam ile karistirilacak olan bir kati halinde
tedarik edilebilir. Ozellikle tercih edilen bir diizenlemede parenteral bilesimler uygulama

kolaylig1 ve dozaj homojenligi acisindan birim dozaj formunda tedarik edilir.

Bulusun Detayh A¢iklamasi

Bu bulus simdi ilisikteki ¢izimlere atifla daha detayli olarak agiklanacaktir; ¢cizimlerde:
Sekil 1, pFSHalfa/beta ekspresyon vektoriiniin bir plazmid haritasim gosterir;
Sekil 2, a2,3-sialil transferaz (ST3GAL4) ekspresyon vektoriinii gosterir;
Sekil 3, u2,6-sialil transferaz (ST6GAL1) ekspresyon vektoriinii gdsterir;

Sekil 4, a2,3-sialil transferaz ile yapisi degistirildikten sonra sabit bir sekilde FSH’yi
eksprese eden PER.C6® hiicreleriyle liretilmis rekombinant FSH &rneklerinde sialik

asit dagilimi bolluk (miktar) %’sini gdsterir.

Sekil 5, a2,3-sialil transferaz ile yapist degistirildikten sonra sabit bir sekilde FSH’yi
eksprese eden PER.C6® hiicreleriyle tretilmis rekombinant FSH érmeklerinde glikan

yiikii dagilinm bolluk (miktar) %’sini gésterir.

Sekil 6, 2251U Gonal f (alt satir, noktal ¢izgi) ve 225 IU Bulusun Ornegi (iist satir,
satirin tamami) uygulanmasini takiben inhibin-B konsantrasyonunun bir

karsilastirmasini gdsterir.
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Sekil 7, AMH seviyesi diisiik tedavi grubundan (Omek 10, 10A) toplanan oositler

tizerinde viicut agirh@min ctkisini gésterir; ve

Sekil 8, AMH seviyesi yiiksek tedavi grubundan toplanan oositler lizerinde viicut

agirh@inin etkisini gosterir.
Dizi Se¢imi

insana ait FSH

Fiddes ve Goodman’a (1981) gore FSH alfa polipeptit geninin kodlama bélgesi kullanilmastir.
Dizi AH007338 olarak depolanmistir ve inga sirasinda bu protein dizisinin baska higbir
varyanti meveut degildir. Burada dizi DIZI ID NO:1 olarak belirtilmistir

Keene ve digerlerine (1989) gore FSH beta polipeptit geninin kodlama bélgesi kullamlmgtir.
Dizi NM_000510 olarak depolanmistir ve insa sirasinda bu protein dizisinin bagka higbir
varyanti meveut degildir. Burada dizi DIZI ID NO:2 olarak belirtilmistir.

Sialil transferaz

a2,3-Sialil transferaz - Kitagawa ve Paulson’a (1994) gbre beta-galaktosamid alfa-2,3-sialil
transferaz 4 (02,3-sialil transferaz, ST3GAL4) geninin kodlama bdlgesi kullanidmistir. Dizi,
1.23767 olarak depolanmustir ve burada DIZI ID NO: 3 olarak belirtilmistir.

a2,6-Sialil transferaz - Grundmann ve digerleri’ne (1990) gore beta- galaktosamid alfa-2,6-
sialil transferaz 4 (a2,6-sialil transferaz, ST6GAL1) geninin kodlama bdlgesi kullaniimistir.

Dizi, NM_003032 olarak depolanmustir ve burada DIZI ID NO: 4 olarak belirtilmistir.
ORNEKLER

Ornek 1- FSH ekspresyon vektoriiniin insasi

FSH alfu polipeptit (AH007338, DiZi ID NO: 1) ve FSH beta polipeptit'in (NM_003032,
DIZI ID NO: 2) kodlama dizisi, sirastyla FSHa-fw ile FSHa-rev ve FSHb-fw ile FSHb-rec

primer kombinasyonlar1 kullanilarak PCR ile gli¢lendirilmistir.

FSHa-fw 5'-CCAGGATCCGCCACCATGGATTACTACAGAAAAATATGC-3'
(DizI iD NO:9)

FSHa-rev 5'-GGATGGCTAGCTTAAGATTTGTGATAATAAC-3" (DIZi ID NO:10)

FSHb-fw 5'-CCAGGCGCGCCACCATGAAGACACTCCAGTTTTTC-3' (DIZI ID
NO:; 11)
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FSHb-rev 5'-CCGGGTTAACTTATTATTCTTTCATTTCACCAAAGG-3' (DIZI ID
NO: 12)
Sonugta olugan giliclendirilmis FSH beta DNA, kisitlama enzimleri Ascl ve Hpal ile
parc¢alanmis ve bir neomisin se¢im markdrii tasiyan CMV’den elde edilen memeliye ait
ekspresyon vektorii izerindeki Ascl ve Hpal bolgelerine yerlestirilmistir. Benzer sekilde FSH
alfa DNA, BamHI ve Nhel ile par¢alanmis ve halihazirda FSH beta polipeptit DNA igeren

ekspresyon vektoril izerindeki BamHI ve Nhel bolgelerine yerlestirilmistir.

Vektor DNA, E.coli’nin DH5a susunun doniistiirilmesinde kullamilmustir. Giiglendirme igin
koloniler toplannmstir. Hem FSH alfa hem beta iceren vektor ihtiva eden koloniler dizilim igin
secilmistir ve hepsi de DIZI ID NO: 1 ve DIZI ID NO: 2’ye gore dogru dizileri igerir.
Transfeksiyon igin Plazmid pFSH A+B#17 segilmistir (Sekil 1).

Ornek 2- ST3 ekspresyon vektoriiniin insasi

Beta-galaktosid alfa-2,3-sialil transferaz 4’iin (ST3, 123767, DIZI ID NO: 3) kodlama dizisi,
primer kombinasyon 2,3STfw ve 2,3STrev kullanilarak PCR ile giiglendirilmistir.

2,38Tfw 5'-CCAGGATCCGCCACCATGTGTCCTGCAGGCTGGAAGC-3' (DiZi
D NO: 13)

2,38Trev 5-TTTTTTTCTTAAGTCAGAAGGACGTGAGGTTCTTG-3' (DiZi iD
NO: 14)

Sonugta olusan giiclendirilmis ST3 DNA, kisitlama enzimleri BamHI ve Af/I ile pargalanmis
ve bir higromisin direng markoérii tasiyan CMV’den elde edilen memeliye ait ekspresyon
vektorii tizerindeki BamHI ve AfII bolgelerine yerlestirilmistir, Vektor daha 6nce agiklandigi
sekilde giiclendirilmis ve dizilmistir. Klon pST3#1 (Sekil 2), DIZI ID NO: 3’¢ gore dogru

diziyi igermis ve transfeksiyon igin se¢ilmistir,
Ornek 3 - ST6 ekspresyon vektoriiniin ingasi

Beta-galaktosamid alfa-2,6-sialil transferaz 1’in (ST6, NM_003032, DizZI ID NO: 4) kodlama
dizisi, primer kombinasyon 22,6STfw ve 2,6STrev kullanilarak PCR 1le gii¢lendirilmustir.

2,68Tfw 5'-CCAGGATCCGCCACCATGATTCACACCAACCTGAAG-3' (DIZi iD
NO: 15)

2,68Trev S-TTTTTTTCTTAAGTTAGCAGTGAATGGTCCGG-3' (DIZi iD NO: 16)

Sonugta olusan giiglendirilmis ST6 DNA, kisitlama enzimleri BamHI ve AfII ile pargalanmis
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ve bir higromisin direng markoérii tagiyan CMV’den elde edilen memeliye ait ekspresyon
vektori lizerindeki BamHI ve AfII bolgelerine yerlestirilmistir, Vektor daha dnce agiklandig
sekilde giiglendirilmis ve dizilmistir, Klon pST36#11 (Sekil 3), DIZI ID NO: 4’¢ gore dogru

diziyi icermis ve transfeksivon igin se¢ilmistir.

Ornek 4- PER.C6® hiicrelerindeki pFSH o-+p’nin stabil ekspresyonu. Klonlarin

transfeksiyonu, izolasyonu ve taranmasi.

FSH ireten PER.C6® klonlar, tek bir plazmidden FSH nin her 1ki polipeptit zincirinin

eksprese edilmesiyle olusturulmustur (bakimz Ornek 1).

Stabil klonlarin elde edilmesi i¢in pFSH a+f yapisina sahip bir lipozom bazli transfeksiyon
maddesi kullanilmistir. Stabil klonlar, %10 FCS ile takviye edilmis ve G418 igeren
VPRO’dan se¢ilmistir. Transfeksiyondan ii¢ hafta sonra G418 direncli klonlar biiylim{istiir.
Klonlar izolasyon i¢in secilmistir. Izole edilmis klonlar, %70-%80 birlesene kadar seleksiyon
ortaminda kiiltiirlenmistir. Suyun {izerinde yiizen kisim (siipernatantlar) bir FSH selektif
ELIZA kullanilarak FSH protein icerigi agisindan ve bir cAMP akiimdilasyon testi
kullanilarak klonlanmis hiicre ¢izgisinde FSH reseptériindeki farmakolojik etkinlik agisindan
degerlendirilmistir. Islevsel proteini eksprese eden klonlar kiiltiiriin yayilmasi i¢in 24 yuvaya,

6 yuva ve T80 kii¢iik deney tlibline dagitilmistir.

Yedi klondan verimliligin ve kalitenin belirlenmesi ¢alismalari, yeterli materyalin
olusturulmasi i¢in T80 deney tiiplerinde baslatilmistir. Hilcreler daha énce aciklandig gibi
takviye edilmis ortamda 7 giin kiiltiirlenmis ve suyun iistiinde yiizen kisim toplanmustir.
Verimlilik FSH selektif ELIZA kullanilarak belirlenmistir. Materyalin izoelektrik profili
teknikte bilinen usullerle, izolektrik odaklamayla (TEF) belirlenmistir, Yeterli verimlilik ve

kalitedeki klonlar sialil transferaz mithendisligi i¢in segilmistir.

Ornek 5 -02,3-sialil transferaz asir1 eksprese eden hiicrelerde sialilasyon seviyesi artar.
PER.C6® hiicrelerini eksprese eden FSH’de pST3’iin stabil ekspresyonu. Klonlarin

transfeksiyonu, izolasyonu ve taranmasi.

Yiiksek derecede sialillenmis FSH iireten PER.C6® klonlar, halihazirda (Ornek 4°den)
FSH’nin her iki polipeptit zincirini eksprese eden PER.C6® hiicrelerinde ayr1 ayri
plazmidlerden «2,3 sialil transferazin eksprese edilmesiyle olusturulmustur (Ornek 2). Omek
4’de gosterildifi gibi PER.C6® hiicrelerinden tretilen klonlar verimlilik, iyi biiylime profili,
islevsel protein Uiretimi ve bir miktar sialilasyon igeren iiretilmis FSH dahil, ézelliklerine gore

segilmistir. Stabil klonlar daha 6nce Ornek 4°de agiklandid: sekilde olusturulmustur. Klonlar
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izole edilmis, yayilmig ve degerlendirilmistir. a2,3-sialil transferaz klonlar, serum igermeyen

ortam ve siispansiyon kosullarma adapte edilmistir.

Daha énce oldugu gibi klonlar, bir FSH selektif ELIZA, bir FSH reseptdr hiicre ¢izgisinde
islevsel tepki, IEF, metabolik klirens orani ve Steelman Pohley analizi kullanilarak
degerlendirilmistir. Sonuglar piyasada mevcut bir rekombinant FSH (Gonal-f, Serono) ve
parental FSH PER.C6® hiicre ¢izgileriyle karsilastirilmistir. Klonlarin biiytik bir kismiyla
tretilen FSH, a2,3- sialil transferaz olmadan eksprese edilen FSH’ye nazaran éneml derecede
artrms sialilasyona sahiptir (yani daha yiiksek sayida sialik asitle ortalama daha fazla FSH
izoformu). Sonug olarak, PER.C6® hiicrelerinde sialil transferaz ile birlikte FSH
ekspresyonu, yalnizca FSH eksprese eden hiicrelere nazaran sialillenmis FSH seviyesini

arttirmistir.
Ornek 6- Uretim ve saflastirmanin gozden gecirilmesi

Serum igermeyen ortamda siispansiyon iginde kiiltiirlenmis PER.C6® hiicrelerinde FSH
tretilmesi i¢in bir yontem gelistirilmistir. Y éntem asagida aciklanmistir ve birkag FSH tireten

PER.C6® hiicre ¢izgisine uygulanmistir.

Lowry ve digerleri (1976) tarafindan aciklanan usuliin bir modifikasyonu kullanilarak o2,3-

klonundan (Ornek 5) FSH hazirlanmistir.

PER.CO6®FSH’nin diretilmesi igin hiicre ¢izgileri serum icermeyen bir ortama, yani Excell
525’e (JRH Biosciences) adepte edilmistir. Hiicreler ilk dnce, bir T80 kiiltiir tiipii icinde %70-
%90’ ik bir birlesmis tek sinif olusturulmasi igin kiiltirlenmistir. Gegis sirasinda hiicreler
serum igermeyen ortam, Excell 525 + 4 mM L-Glutamin iginde, 0.3x10°hiicre/m1’lik bir hiicre
yogunluga gelecek sekilde yeniden siispansiyon haline getirilmistir, Hiicre slispansiyonunun
25 ml’si bir 250 m1’lik ¢alkalama tiipii i¢ine konmusg ve 37°C’da, %5 CO;’de 100
devir/dakikada ¢alkalanmustir. > 1x10° hiicre/ml’lik bir hiicre yogunluguna ulastiktan sonra
hiicreler 0.2 veya 0.3x10° hiicre/m1’lik bir hiicre yogunluguna alt-kiiltiirlenmis ve 37°C da,
%35 CO2’de 100 devir/dakikada ¢alkalama tiipleri iginde daha 1ler1 kiiltiirlemeye tabi

tutulmustur.

FSH iiretimi i¢in hiicreler, PER.C6® hiicrelerinin ¢ok yiiksek hiicre yogunluklarina

(¢cogunlukla bir batch-harman- kiiltiir icinde > 10’hiicre/m]) biiyiimesini destekleyen bir serum
igermeyen iiretim ortamina, yani VPRO’ya (JRH Biosciences) aktarilmistir. Hiicreler ilk dnce
Excell 525 iginde > 1x10° hiicre/ml’ye kiiltiirlenmis, daha sonra 5 dakika 1000 devir/dakikada

hiz1 yavaglatilarak dondiiriilmiis ve akabinde VPRO ortami + 6 mM L-glutamin iginde
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1x10° hiicre/m1’lik bir yogunluga gelecek sekilde siispansiyon haline getirilmistir. Daha sonra
kiiltiirler bir ¢alkalama tiipii i¢inde 37°C’da, %5 CO;’de ve 100 devir/dakikada 7-10 giin
kiiltiirlenmistir. Bu siire boyunca hiicreler > 107 hiicre/ml’lik bir yogunluga biytiimiislerdir.
Hiicre yasayabilirligi diismeye basladiktan sonra kiiltiir ortami toplanmustir. Hiicreler 5 dakika
1000 devir/dakikada dondiriilmiis ve suyun iistiinde yiizen kisim FSH nin miktarinin
belirlenmesi ve saflastiriimasinda kullanilmistir. FSH konsantrasyonu ELIZA (DRG EIA
1288) kullanilarak belirlenmistir.

Daha sonra, Lowry ve digerleri, (1976) tarafindan aciklanan usuliin bir modifikasyonu
kullanilarak FSH’nin saflastirilmasi gerceklestirilmistir. Yiik (sarj) selektif kromatografi
kullanilarak saflastirma, teknikte iyi bilinen usullerle yiiksek derecede sialillenmis formlarin

zenginlestirilmesi amaciyla ger¢eklestirilmigtir.

Tiim kromatografik islemler sirasinda FSH nin sialillenmis formlarinin zenginlestirilmesi

RIA (DRG EIA 1288) ve/veya IEF ile dogrulanmistir.
Ornek 7 - 02,3 ve 12,6 sialik asitin nispi miktarlarimin belirlenmesi

Saflastirilnmus rESH tizerinde (Ornek 6) a2,3 ve 02,6 sialik asitin nispi miktar yiizdeleri bilinen

teknikler kullanilarak olglilmiistiir.

N-Glikanlar, densirme kosullari altinda PNGase F kullanilarak numunelerden serbest
brrakilmustir ve daha sonra 2-aminobenzamit ile etiketlenmistir. Daha sonra serbest birakilmis
glikan formlan ayrilmis ve yiik dagiliminim belirlenmesi i¢in Zayif Anyon Degisim (WAX)
kolonuyla incelenmistir. Toplam sialik asidin belirlenmesi i¢in 2,3,6,8 sialidaz ile islemden
geemis ve 2,3 sialik asidin belirlenmesi igin 2,3 sialidaz ile islemden gegmis etiketlenmis

glikanlar wax kolonuyla daha ileri analize tabi tutulmustur,

Yiklii glikanlarin nispi yiizdeleri, par¢alanmamis ve parcalanmis glikan havuzlarinda meveut
yapilardan hesaplanmis ve Sekil 4’de gosterilmistir (8 numune i¢in). Bunlarin, o2,3
sialilasyon i¢in %50-%70 (6rnegin yaklasik %60 veya %65} ve 02,6 sialilasyon i¢in %28 ila
%50, genellikle %30 ila %35 aralifinda (6r. yaklasik %31 veya %35) oldugu bulunmustur.

Ornek 8- Mono, di, tri ve tetra sialillenmis glikan yapilarin nispi miktarlarinin

belirlenmesi

Saflastirilmis rFSH’den (Ornek 6) éziitlenmis glikanlar iizerindeki mono, di, tri ve tetra

sialillenmis yapilarin nispi miktar yiizdesi bilinen teknikler kullanilarak él¢iilmiistiir.

N-Glikanlar, dengirme kosullar altinda PNGase F kullamilarak numunelerden serbest
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birakilmistir ve daha sonra 2-aminobenzamit ile etiketlenmistir. Glikanlar, densirme kosullan
altinda PNGase F kullamlarak numunelerden serbest birakilmistir ve daha sonra 2-
aminobenzamit ile etiketlenmistir. Daha sonra serbest birakilmig glikan formlar aynlmis ve
sialilasyon dagiliminin belirlenmesi i¢in Zayif Anyon Degisim (WAX) kolonuyla
incelenmistir. Notr, mono-sialillenmis, di-sialillenmis, tri-sialillenmis ve tetra-sialillenmis

yapilarin nispi miktarlar1 Sekil 5°de gosterilmistir (8 numune 1gin Sek. 4’de gosterilmistir).

rFSH, asagidaki nispi miktarlarda nétr, mono-sialillenmis, di- sialillenmis, tri- sialillenmis ve
tetra-sialillenmis glikan yapilar igerir: notr %5-%6; %15-%17 mono-sialillenmis; %26-%30

di--sialillenmis; %30-%32 tri--sialillenmis ve %17-%23 tetra-sialillenmis.
Ornek 8a

Saflastirilmis rFSH nin dokuz numunesinden (Ornek 6 nin usulleriyle iiretilen) dziitlenen,
saflastirilmig rFSH {izerindeki a2,6 sialik asitin nispi miktar yiizdesi bilinen teknikler

kullanilarak dlciilmiistiir.

N-Glikanlar, densirme kosullar1 altinda PNGase F kullanilarak numunelerden serbest
birakilmistir ve daha sonra 2-aminobenzamit ile etiketlenmistir. Daha sonra serbest birakilmis
glikan formlar1 ayrilmis ve yiik dagiliminin belirlenmesi i¢in Zayif Anyon Degisim (WAX)
kolonuyla incelenmistir. Toplam sialik asidin belirlenmesi i¢in 2,3,6,8 sialidaz ile islemden
gecmis ve 2,3 sialik asidin belirlenmesi i¢in 2,3 sialidaz ile islemden ge¢mis etiketlenmig
glikanlar wax kolonuyla daha ileri analize tabi tutulmustur (bakimiz Ornek 8). Analiz, 02,6

sialik asidin hesaplanmasina olanak saglamistir.

Yiikli glikanlarn nispi yiizdeleri, pargalanmamig ve par¢alanmis glikan havuzlarmda mevcut
yapilardan hesaplanmis ve asagidaki Tabloda gosterilmistir, Bunlarin, 02,6 sialilasyon igin

%25 ila %50, genellikle %30 ila %35 araliginda oldugu bulunmustur,

Saflastirilmus rFSH’nin dokuz numunesinden (Ornek 6°nin usulleriyle iiretilen) dziitlenen,
glikanlar tizerindeki ikiye ayirict (aglortay) GlcNac, GalNac ve 1-Fucoz Lewis’in nispi
miktarlarinin yiizdeleri bilinen teknikler kullanilarak dl¢tilmistir. N-Glikanlar, PNGase F
kullanilarak glikoproteinden serbest birakilmistir ve daha sonra 2-aminobenzamid (2AB) ile
etiketlenmistir. Analiz, glikanlarin enzimatik degredasyonuyla kombinasyon halinde iki
boyutlu (2D) HPLC analiziyle gerceklestirilmistir. Dogrulama igin glikanlar MALDI-MS ile
incelenmistir. Alfa 2,6-sialik asit ve terminal kalintilarin nispi miktarlari, Gonal F (CHO
hiicresinden elde edilen rekombinant FSH) ve Bravelle (insan idrarindan elde edilen FSH)

i¢in nispi miktarlarla birlikte asagidaki tabloda gosterilmistir.
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Ref. | Ref | I-1 I-2 1-3 11 11 -1 | -2 | Ortl | Gona | Bravelle
0] N vas IF

Numune
bolluk | bolluk | bolluk | bolluk | bolluk | bolluk | bolluk | bollik | bolluk | bolluk | bolluk | bolluk
%'s1 %o’s1 %0781 %'sl %'sl %o's1 %%’s1 %0781 %'s1 %%’sl Ya’si %%’s1
2,6 sialik | 27.7 | 349 | 262 | 30.1 31.1 283 304 | 35 33 307 |0 554
asit
1GalNAc | 51 446 | 50.7 |44.7 | 49 476 | 453 |[464 | 449 | 47.1 0 11.3
Ikiye 10 12.4 10.2 8.6 8.7 11.8 11.4 10.6 13.9 109 | 55 14
ayiric g
GlcNAc¢

| Fukoz | 21.1 167 (233 | lel | 203 | I8.1 179 [ 187 | 19.0 |19.0 | 3.1 2.2

Lewis

2 Fukoz |4 4.1 4.3 1.9 31 4.2 3.8 39 44 3.7 - n.d.?
Lewis

!'3.1 degeri toplam ¥4 Fukoz Lewis tir. ? Belirlenmemis

Bulusun FSH’sinda GalNAc miktarinin yaklasik %44.9 ile %51 arasinda farkhihk gosterdigi,
ortalama yaklagik %47.1 oldugu goriilebilir.

Bulusun FSH’sinda ikiye ayrici GleNAc¢ miktarmin yaklasik %8.7 ile %13.9 arasinda farklilik
gosterdigi, ortalama yaklasik %10.9 oldugu goriilebilir.

Bulusun FSH’sinda 1 Fukoz Lewis miktarimin yaklasik %16.1 ile %23.3 arasinda farkhilik
gosterdigi, ortalama yaklagik %19 oldugu goriilebilir.

Bulusun FSH’sinda 2 Fukoz Lewis miktarinin yaklasik %1.9 ile %4.4 arasinda farklilik
gosterdigi, ortalama yaklagik %3.7 oldugu goriilebilir.

Ornek 9 - GONAL-F’e kiyasla FE 999049°da giivenirlik, tolere edilebilirlik,
farmakokinetikler, farmakodinamikler ve bagisikhik saglayicihg arastiran bir ¢coklu doz

calismasi

Calisma popiilasyonu

22




10

15

20

25

30

EP-18481

Toplam 48 (her bir ilag i¢in 24) saghkl kadina yedi giin, giinliik dozlarda 14.6 ug FE 999049
(bulusa gore bir bilesim, Omek 6’ya gore iiretilmistir) veya 16.5 ng Gonal-F uygulanmustir

Giivenirlik sonuglar

FE 999049 ve GONAL-F’in ¢oklu doz uygulamasi, Olumsuz Vakalar (AE’ler), yasamsal
bulgular, ECG, klinik laboratuvar élgiimleri ve fiziksel muayene ile degerlendirildigi iizere
giivenilirdir ve genellikle 1yi tolere edilmistir. Calisma sirasinda olumsuz bir durum evya

6lim meydana gelmemistir.
Farmakokinetik sonug¢lar

7 giinliik FE 999049 ve GONAL-F uygulamasini takiben FSH konsantrasyon degerleri, bir
sonraki enjeksiyondan hemen 6nce degerlendirildigi {izere artmis ve 6-7 giinden sonra
istikrarl durum seviyesine erigir gériinmiistiir. Ancak bu, FE 999049’a maruz birakmada

(AUC ve Cmax), Gonal-F’e kiyasla %60 daha ylksektir.
Farmakodinamik sonuclar

Inhibin-B (bakiniz sekil 6), éstradiol ve progesteronun tiimiiniin konsantrasyonlari FE 999049
ve GONAL-F’in uygulanmasini takiben artmistir, ancak daha biiyiik boyutta GONAL-F’e
nazaran FE 339049°un uygulanmasini takiben artnustir. Folikiillerin hem sayis1 hem boyut

dagilimi GONAL F’e nazaran FE 999049 ’a daha fazla tepki ortaya koymustur.

Ornek 9°da spesifik bir miktarda (%17-%23) tetra-sialillenmis glikan yapilara ve érnegin
spesifik miktarlarda «2,3 sialilasyon ve «2,6 sialilasyona sahip FSH’ nin, halihazirda piyasada

mevcut rekombinant FSH iiriinlerinden 6nemli derecede daha etkili oldugu ortaya konmustur.

Ornek 10 - GONAL F’yle karsilastirmah olarak FE 999049°u arastiran bir coklu doz

calismasi

Asagidaki 6rekte, in vitro fertilizasyon (IVF)/intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICST} i¢in
kontrollii over stimiilasyonuna tabi tutulan hastalarda FE 999049°un doz-tepki iliskisini
degerlendiren randomize, kontrollii, kér degerlendirmeli, parallel gruplu, ¢ok uluslu, ¢ok
merkezli bir caligma agiklanmustir. Hasta popiilasyonu 18 ile 37 yas arast, 18.5 ila 32.0 kg/m’
BMI’11 265 IVF hastasidir. Caligma, primer sonlanim noktasi olarak toplanan oositlerin sayisi
ile bir doz-tepki calismasi olarak tasarlanmstir. Ikincil sonlanim noktalar1, endokrin profili,
folikiil geligimi, oosit fertilizasyonu, embriyo kalitesi ve tedavinin etkinligi (yani toplam
gonadotropin tiiketimi ve stimiilasyon siiresi) bakimindan FE 999049°un farkl dozlarinin

niteliksel ve nicel etkisini aragtiracaktir. Calisma, FE 999049 un, IVF/ICSI déngiilerinde
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kontrolli over stimiilasyonunda kullanilmasimin hamilelik olusturmadaki etkisinin

degerlendirilmesi amaciyla tasarlanmigtir,

Denckler, uygunluk agisindan randomizasyondan énce 3 ay iginde, over tepkisiyle ilgili
olarak ¢alisma popiilasyonunun homojenliginin arttirilmasi ve ¢alisma sirasinda kullanilan FE
999049 dozlarina ve GONAL-F dozuna potansivel zayif ve hiper tepki verenlerin sayisinin en
aza indirgenmesi i¢in bir antimiilleryan hormon (AMH) degerlendirmesi dahil olmak lizere
dahil edilme kriterleri ve diglama kriterleri ile degerlendirilmistir. AMH degerlendirmesi
AMH Gen-II enzimine bagl bagisiklik test kiti (Beckman Coulter, Inc., Webster, Teksas)
kullanilarak 6lciilmiistiir. Bu test, 1.1 pmol/L’lik bir asgari miktar sinirtyla 0.57 pmol/L’den
daha biiyiik AMH konsantrasyonlarini saptayabilir.

Adet dongiisiiniin 2-3i{incii giinii denekler, ya 90 IU, 120 IU, 150 IU, 180 IU veya 210 IU FE
999049 ya da 150 TU GONAL-F ile tedavi edilmek iizere 1:1:1:1:1:1 tarzinda randomize
edilmis ve over stimiilasyonu baslatilmistir. Randomizasyon, taramada AMH seviyesine gore

siniflandirilmistir [5.0-14.9 pmol/L (diisiik AMH) ve 15.0 ila 44.9 pmol/L (ylksek AMH)].

Gonal F, FDA talebi dogrultusunda kiitleye gére (FbM) doldurulur; bu nedenle pg doza atifta
bulunmak dogrudur. Gonal-F etiketi 600 IU/44 ug’vye isaret eder, bu da 150 IUnun 11 pg
oldugunu belirtir. Ancak, bu ¢calismada 11.3 pg Gonal-F’in 150 IUta esit oldugunu gdsteren
bazi varyasyonlar ve batch (seri) sertifikasi mevcuttur. FE999049 dozlan biyolojik aktivitiden
ziyade protein igerigiyle (ug) sunulur. Dolayisiyla FE999049 dozlart 5.2pg (90 IU), 6.9ug
(120 IU), 8.6pg (150 IU), 10.3pg (180 IU) veya 12.1pg dir (210 IU).

Denek ve doz dagilimm asagidaki sekilde gosterilmistir (veriler, denek sayisidir):

Tablo 1

FE 999049 GONAL-F

52ng 6.91g 8.6pg  103pg  121pg 11.3(11) pg Toplam

Taranmus 334

Randomize edilmis ve
42 45 44 45 46 43 265
maruz birakilms
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AMH seviyesi yiiksek 148
siif (15.0 - 44.9 23 26 24 24 26 25
(%56)

pmol/L)
AMH seviyesi diisiik 117

19 19 20 20 21 18
siif (5.0-14.9 pmol/L) (%44)
On-protokol 40 42 42 44 44 43 255

FE 999049 veya GONAL-F’in giinliik doz seviyesi tiim stimiilasyon siiresi boyunca sabittir.
Stimiilasyon sirasinda denekler stimiilasyonun 1, 4 ve 6n¢i giinil ve bundan sonra en azindan
her iki giinde bir monitérde izlenmistir. >15 mm’lik 3 folikiil gbzlemlendiginde izleme hergiin
gerceklestirilmistir. Denekler azami 16 giin FE 999049 veya GONAL-F ile isleme tabi

tutulmustur.

Prematiire LH artiginin 6nlenmesi i¢in bir GnRH antagonisti (ganireliks asetat,
ORGALUTRAN, MSD /Schering-Plough) 0.25 mg’lik bir giinliik dozda, stimiilasyonun 6nc1
giinii baslatilabilir ve stimiilasyon siiresi boyunca devam ettirilir. Nihai folikiiler
olgunlagsmanin tetiklenmesi >17 mm’lik bir ¢apa sahip >3 folikiil gézlemlendigi giin
gergeklestirilir. Eger >12 mm’lik bir capa sahip <25 folikiil varsa 250 pg rekombinant hCG
(koriogonadotropin alfa, OVITRELLE, Merck Serono/EMD Serono) uygulanir. Eger =12
mm’lik bir ¢apa sahip 25-35 folikiil varsa 0.2 mg GnRH agonisti (triptorelin asctat,
DECAPEPTYL/GONAPEPTYL, Ferring Pharmaceuticals) uygulanir, =12 mm’lik bir ¢apa
sahip >35 folikiille tanimlanan asir1 over tepkisi durumunda tedavi iptal edilir. Stimillasyonun
10uncu giinii gdzlemlenen, =10 mm’lik ¢apa sahip <3 folikiille tanimlanan zayif over tepkisi

durumunda déngti iptal edilebilir.

Oosit toplanmasi nihai folikiiler olgunlagsmanin tetiklenmesinden 36 saat (+ 2saat) sonra
gerceklestirilir ve oosit IVF ve/veya ICSI ile inseminasyona tabi tutulur. Fertilizasyon ve
embriyo gelisimi, oositin toplanmasindan transfer giiniine kadar degerlendirilir. Nihai
folikiiler olgunlagmanin hCG ile tetiklendigi denekler igin mevcut en iyi kalitede blastosist,
oosit toplanmasindan sonraki Sinci giin transfer edilir, bu esnada geriye kalan blastosistler
dondurulur. Nihai folikiiler olgunlasmanin GnRH agonisti ile tetiklendigi denekler igin taze
dongiide embriyo transferi gerceklestirilmez ve bunun yerine blastosistler Sinci giin
dondurulur. Oosit toplanmasindan sonraki giinden itibaren klinik hamilelik vizitine kadar

luteal fazin desteklenmesini i¢in giinde 3 kez vajinal progesteron tabletleri (LUTINUS,
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Ferring Pharmaceuticals) 100 mg verilir. Embriyo transferinden 13-15 giin sonra bir phCG
testi gerceklestirilir ve klinik hamilelik embriyo transferinden 5-6 hafta sonra transvajinal

ultrason (TVU} ile dogrulanacaktir,
Sonuglar

Toplanan oosit sayist (primer sonlanim noktasi) asagidaki Tabloda gdsterilmistir.

Tablo 2
FE 999049 GONAL-F
52 ug 6.9 ng 8.6 nug 103 pg 121 pg 113 (1)ug
Toplanan oositler
Timii 5.2(3.3) 79(59) 92(4.60) 106(7.0) 12.2(59) 10.4 (5.2)
Yiiksek AMH 59(3.9) 9.1(64) 10.6(4.8) 13.6(7.8) 14.4(58) 12.4 (5.4)
Diigik AMH 4.5(2.2) 63(49) 74038 6936 9449 7.8 (3.4)

Veriler, ortalamadir (SD)

Ana amaca ulasilmistir: toplanan oosit sayistyla iliskili olarak FE 999049 i¢in belirli bir doz-

tepki iliskisi kurulmustur. Bu bulgu yalnizea genel ¢alisma popiilasyonu igin degil, ayni

zamanda randomizasyonda kullanilan iki AMH simfindan her biri igin de gozlemlenmistir.

FE 999049 igin belirli bir doz-tepki, 6r. estradiol, inhibin B ve inhibin A gibi tiim amaglanan
kilit farmakodinamik parametreler i¢in de ispat edilmistir. Benzer bir mikrogram doz
seviyesinde FE 999049 ile farmakodinamik tepkilar GONAL-F ile olandan (bu sonuglar
gosterilmemistir) ¢gok daha biiyiik olmustur.

FE 999049’a maruz birakildiktan sonra serum FSH konsantrasyonlari GONAL-F’den énemli
derecede daha yiiksek idi. Sonuglar, FE 999049’ un PK profilinin GONAL F’inkinden farkli
oldugunu dogrular. FE 999049 ile tedavi edilmig [IVF/ICSI hastalarinda fertilizasyon oranlari,

blastosist gelisimi ve hamilelik oranlar1 beklentiler dahilinde olmustur.

FE 999049 un kullaninuyla ilgili giivenlik kaygisi olmanmustir. Iyi bir lokal tolere edilebilirlik

belgelenmistir
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Daha ileri analiz

Miiracaat sahipleri, toplanan oosit sayisivla iliskili olarak asagidaki kriterleri karsilayan FE

999049 dozunun(dozlarinin) tanimlanmasi i¢in verileri daha ileri analize tabi tutmustur:
« 8-14 aralifinda toplanan oosit
« <8 oositli hastalarin en kicik oram
» >20 oositli hastalarin en kii¢iik oran1

Miiracaat sahipleri ayrica viicut agirhgmm etkisini arastirmustir. iliskili oldugu durumda doz

bir ortalama denek icin ng/kg’a ¢cevrilmistir. Bu pg/kg ve +0.01 pg/kg degerleri, toplanan
oositlerin dagilimi, bunun yani sira glivenlik profiliyle iligkili olarak bir modelde

degerlendirilmis ve optimal doz tanimlanmustir.
AMH seviyesi diisiik simf

Tablo 2'den goriilldiigi iizere, ilk kriteri karstlayan (8-14 araliginda toplanan oositler)
FE999049 dozu 12.1 nug (ortalama 9.4 toplanan oosit) olmustur. Qositlerin dagilimi asagida
Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3
FE 999049 GONAL-F
52ug 6.9ug 8.6pg 10.3pg 12.1ug 11.3(11)pg

Toplanan oosit
<4 %32 %24 %15 %10 %10 %6
4-7 %63 %042 %45 %660 %20 %56
8-14 %35 %24 %35 %30 %60 > %33
15-19 %0 %5 %05 %0 %a5 Y6
=20 %0 %5 %0 %0 %05 %0

Veriler, deneklerin %’sidir
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Kutu ve okla gosterildigi gibi, 12.1 pug’lik bir FE999049 dozu, AMH seviyesi dlisiik gruptaki
hastalarin %60’ 1inda istenilen en ¢ok sayida oositlerin toplanmasini saglar. Bu, Gonal F’e gore

(deneklerin yalmzea %33 linde istenilen en ¢ok sayida oosit) dikkate deger bir gelismedir.

Tablo 4’de AMH seviyesi diisiik sinifta asir1 tepki emarelerinin analizi gdsterilmektedir
(veriler deneklerin sayisidir). Goruldigi gibi ilumli veva siddetli yapida erken OHSS in
gostergesi meveut degildir ve dnleyici faaliyetin gerekli oldugu vakalar da olmamistir; AMH
seviyesinin diisik oldugu bir hastada 12.1 pg’lik FE999049 dozu ile iliskili kaygi uyandiracak

bir durum olmamustir.

Tablo 4

FE 999049 GONAL-F

52ug  69pg g.6ng 103pg  12.1pg 11.3(11)ug

Tlim denekler 19 19 20 20 21 18
Erken OHSS, 1limli/siddetli 0 0 0 0 0 0
GnRH agonist tetikleyici 0 0 0 0 0 0
Onleyici faaliyet* 0 0 0 0 0 0
> 15 oosit 0 2 1 0 2 1
Yukaridakilerden herhangi 0 2 1 0 2 1
biri

Sekil 7°de ¢esitli dozlar icin, toplanan oositler (AMH seviyesinin diisiik oldugu siniftan)
lizerinde viicut agirhiginin etkisi gosterilmistir. Oklar, 12.1 pug dozla tedavi edilmis, 45kg ile
90 kg arasinda viicut agirlifina sahip deneklerden toplanan oositlerin sayisina isaret eder.
Gorildiagi tizere (metin kutucugu), 45 kg’lik viicut agirligi olan hastalarla 90kg viicut agirlig
olan hastalar arasindaki farklilik yaklagik 0.5 oositten azdir; diger bir deyisle FE999049 dozu
en az 12 pg oldugunda, AMH seviyesi diigiik hastalarda viicut agirh@ina gore dozlama gerekli

degildir, zira bu dozda viicut agirhgina gore toplanan oositlerde belirgin bir farklhilik yoktur.
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Dolayisiyla miiracaat sahipleri 6 ila 18 pg, 6rnegin 9 ila 14 pg, 6rmegin 12 pg insandan elde
edilen rekombinant FSH’lik bir dozun veya buna esdeger bir dozun serum AMH’s1 <15
pmol/L, drmegin 0.05-14.9 pmol/L. ,6megin 5.0-14.9 pmol/L olan bir hastada infertilite
tedavisinde kullanilmaya uygun oldugunu bulmuslardir. Doz, OHSS riskini en aza

indirgerken etkin bir tepki de saglar.
AMH seviyesi yiiksek simf

Tablo 2’den goriildigi tizere, FE999049 un ti¢ dozu ilk kriteri (8-14 araliginda toplanan
oositler) karsgilarmstir: 6.9 pg (ortalama 9.1 toplanan oosit), 8.6 pg (ortalama 10.6 toplanan

oosit) ve 10.3 pg (ortalama 13.6 toplanan oosit).

Sekil 8’de gesitli dozlar igin, toplanan oositler (AMH seviyesinin yiiksek oldugu siniftan}
iizerinde viicut agirhginin etkisi gésterilmistir. Oklar, 6.9 pg, 8.6 pg ve 10.3 pg’lik dozlarla
tedavi edilmis, 45kg ile 90 kg arasinda viicut agirligina sahip deneklerden toplanan oositlerin
sayisina igsaret eder. Gortildiigii {izere (metin kutucugu) farklilik belirgindir: 6.9 ug doz igin 90
kg’lik bir hastaya kivasla 45 kg’lik bir hastadan fazladan 6 oosit toplanacaktir; 8.6 pug doz igin
90 kg’lik bir hastaya kiyasla 45 kg’lik bir hastadan fazladan 4 oosit toplanacaktir ve 10.3 pg
doz i¢in 90 kg’lik bir hastaya kiyasla 45 kg’lik bir hastadan fazladan 2.5 oosit toplanacaktir.
Diger bir deyisle FE999049 dozu 12 ng’den az oldugunda, AMH seviyesi yiiksek hastalarda
viicut agirliina gore dozlamanin bir etkisi vardir, zira bu dozlarda viicut agirlifina gore

toplanan oositlerde belirgin bir farklilik mevcuttur.

Asagidaki Tablo 5a’da AMH’ye gore toplanan oositlerin (Tablo 2°den) bir ileri dagilim
gosterilmigtir. Bu, AMH nin her bir simfi icin ilk kriteri karsilayan (8-14 araliginda toplanan

oositler) dozlar gostermektedir (kutucuklar).

Tablo Sa
FE 999049
5.2ug 6.9 ug 8.6 ug 10.3 ug 12.1 ug
Toplanan oosit
15-24 pmol/L 4.9(3.8) 7.3(3.6) 10.6¢5.1) 11.5(6.7) 12.3¢5.9)
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FE 999049
52ug 6.9 ug 8.6 ug 103 ug 12.1 ug
25-34 pmol/L 7.0(1.8) 9.1(6.8) 9.7(6.7) 15.5(6.4) 16.7(4.9)
35-45 pmol/L 8.5(9.2) 21.0(1.4) 11.3(2.6) 18.0 15.7(6.5)

(12.2)

Asagidaki Tablo 5b’de, bu alt gruplar icin ya asin tepkive ya da agonist tetiklemesine bagh
olarak tedavinin iptal edildigi hastalarin bir analizi gdsterilmistir. Ornegin 25-34 pmol/L
AMH sinifina dahil bir hastada tedavi 10.3 ug’lik dozu takiben asir tepkiye bagh olarak iptal
edilmis, 25-34 pmol/LL AMH sinifina dahil bir hastada tedavi 12.1 pg’lik dozu takiben asir
tepkiye bagl olarak iptal edilmistir; 35-45 pmol/L AMH sinifina dahil bir hastada tedavi 10.3
ug’lik dozu takiben agonist tetiklemesine bagli olarak iptal edilmistir ve 35-45 pmol/L AMH
sinifina dahil bir hastada tedavi 6.9 ng’lik dozu takiben agonist tetiklemesine bagli olarak

iptal edilmistir.

Tablo 5b

FE 999049

52pg  69ug  8.6ug 103pg 12.1pg

asirt tepkiye veya agonist tetiklemesine™***

bagli OHSS*** iptali

15-24 pmol/L 0 0 0 0 0

25-34 pmol/L 0 0 0 ] ek |k
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FE 999049

52pg  69ug  8.6ug 103ug 12.1ug

35-45 pmol/L 0 [ 0 | e 0

Bu nedenle, iptallerin en aza indirgenmesi ve oosit toplanmasinmin en yiiksek seviyeye
¢ikarilmasi i¢in yiikksek AMH smifinda viicut agirhigina (Sekil 8) ve AMH seviyesine gore

dozun ayarlanmasinin yararli olacagi goriilebilir.

Miiracaat sahipleri, asagida belirtilen dozlarin OHSS riskini azaltirken etkin bir tepki de

saglayacagint bulmuslardir (kg hastanin viicut agirhgimnin kg’ idir).

Serum AMH doz (Azami doz)
<15 pmolL 12 g (12 pg)

15-24 pmol/L  0.14-0.19 ng/kg, d6rnegin 0.15-0.16 pg/kg, tercihen 0.15 pg/kg (12 pg)

25-34 pmol/L 0.11-0.14 pg/kg; 6rnegin 0.12-0.13 ng/kg, tercihen 0.13 pg/kg (12 pg)

>35pmol/l.  0.10-0.11 pg/kg, tercihen 0.11 pg/kg (12 ng)

Asagidakiler, viicut agirhigina gére dozlama istenmediginde uygundur.

Serum AMH doz (Azami doz)
<15 pmol/L 12 pg 12 pg

15-24 pmol/L 93-10pg (12 pg)

25-34 pmol/L 7.3-8 ug (12 pg)

> 35 pmol/L. 6.3-7ng (12 ug)

Asagidakiler AMH nin daha az kategorisi gerekli oldugunda uygundur.
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4 AMH Kkategorileri 3 AMIH kategorileri 2 AMH kategorileri Bir doz

AMH

<15

15-24

25-34

Doz

12 pg

AMH

<15

(0.15-0.16 15-24

ng/kg

0.12-0.13
ng'kg

0.10-0.11
ne/ke

=25

Doz AMH Doz AMH Doz

12 ug <15 12 ug - 0.16
pekg

0.15-0.16 >15 0.14

ne'kg ng/kg

0.12

ng'kg

Asagidakiler, viicut agirh@ina gore dozlama istenmediginde uygundur.

4 AMH kategorileri 3 AMH kategorileri 2 AMH kategorileri Bir doz

AMH

<15

15-24

25-34

=35

Doz

12 pg

9.3-10 ug

7.3-8 pg

6.3-7 g

AMH

<15

15-24

225

Doz AMH Doz AMH Doz

12 ug <15 12 ug - 9.3 pg veya 10 pg
9.3-10ug =15 8.7 1g

7.3 ng

Boylece miiracaat sahipleri 9 ila 14 pg, 6rnegin 12 pg insandan elde edilen rekombinant

FSH’lik bir dozun veya buna esdeger dozun serum AMH’s1 <15 pmol/L, 6rmegin 0.05-14.9

pmol/L ,8rnegin 5.0-14.9 pmol/L olan bir hastada infertilite tedavisinde kullamilmaya uygun

oldugunu bulmuslardir. Doz, OHSS riskini en aza indirgerken etkin bir tepki de saglar.

Miiracaat sahipleri, hastanin viicut agirlifinin her bir kg’1 i¢in 0.09 ila 0.19 pg insandan elde
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edilen rekombinant FSH’lik bir dozun (giinlitkk doz) serum AMH seviyesi =15 pmol/L olan bir
hastada infertilite tedavisinde kullanilmaya uygun oldugunu bulmuslardir. Miiracaat sahipleri,
hastanin viicut agirligimin her bir kg’1 i¢in 0.14 ila 0.19 ug insandan ¢lde edilen rekombinant
FSH’lik (tercihen 0.15 ila 0.16 ug insandan elde edilen rekombinant FSH’lik) bir dozun
(glinliik doz) serum AMH sevivesi 15 ila 24.9 pmol/L olan bir hastada infertilite tedavisinde
kullanilmaya uygun oldugunu bulmuslardir. Miiracaat sahipleri, hastanin viicut agirliginin her
bir kgt i¢in 0.11 ila 0.14 pg insandan elde edilen rekombinant FSH’lik (tercihen 0.12 ila 0.13
ug insandan elde edilen rekombinant FSH’lik) bir dozun (giinliik doz) serum AMH seviyesi
25 ila 34.9 pmol/L olan bir hastada infertilite tedavisinde kullanilmaya uygun oldugunu
bulmuslardir. Miiracaat sahipleri, hastanin viicut agirhginin her bir kg1 i¢in 0.10 1la 0.11 pg
insandan elde edilen rekombinant FSH’lik bir dozun (giinliik doz) serum AMH seviyesi = 35

pmol/L olan bir hastada infertilite tedavisinde kullanilmaya uygun oldugunu bulmuglardr.
Ornek 10 A - Bireysellestirilmis COS protokolii (diisiik AMH)

Secilen hastalar teknikte bilinen usullerle in vitro fertilizasyon (IVF) / intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu (ICSI) icin COS’a tabi tutulur. On-tedavi protokolii, hastanin serum AMH
seviyesinin AMH Gen-II enzime bagl bagisiklik testi (Beckman Coulter, Inc., Webster,
Teksas) kullanilarak degerlendirilmesini/taranmasini igerir. Bu test, 1.1 pmol/L’lik asgari
miktar tayini siniriyla 0.57 pmol/L’den daha biiylik AMH konsantrasyonlarini belirleyebilir.
AMH daha baska test kitleri kullanilarak da (6rnegin Roche ¢ikigh) olciilebilir.

COS protokolii, tarama sirasinda AMH seviyesine gore FE 999049°un baglangig dozunun
uygulanmasindan ayn olarak ilerler. <14.9 pmol/L’lik bir AMH seviyesine sahip bir hastaya,
Omek 6’daki usule gore imal edilmis yaklasik 12 pg FE 999049, bir insandan elde edilen
rekombinant FSH {iriiniiniin bir baglangi¢ giinliik dozu uygulanacaktir. 15 ila 24.9 pmol/L’lik
bir AMH seviyesine sahip bir hastaya, hastanin viicut agirhiginin her bir kg’1i¢in 0.15 ila 0.19
ug insandan elde edilen rekombinant FSH’ nin bir baslangi¢ giinliik dozu uygulanacaktir. 25
ila 34.9 pmol/L’lik bir AMH seviyesine sahip bir hastaya, hastanin viicut agirliginin her bir
kg'tigin 0.11 ila 0.13 pg insandan elde edilen rekombinant FSH nin bir baslangic giinlitk
dozu uygulanacaktir. > 35 pmol/L’lik bir AMH seviyesine sahip bir hastaya, hastanin viicut
agirh@inin her bir kg’11¢in 0.10 ila 0.11 pg insandan elde edilen rekombinant FSH nin bir
baslangi¢ giinliik dozu uygulanacaktir,

Ornek 11 - Bireysellestirilmis COS protokolleri.

Bu protokoldeki dozlar Ornek 10A°dan daha az tercih edilir.

33



10

15

EP-18481

Segilen hastalar teknikte bilinen usullerle in vitro fertilizasyon (IVF) / intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu (ICSI) icin COS’a tabi tutulur. On-tedavi protokolii, hastanin serum AMH
seviyesinin AMH Gen-II enzime bagh bagisiklik test kiti (Beckman Coulter, Inc., Webster,
Teksas) kullanilarak degerlendirilmesini/taranmasini igerir. Bu test, 1.1 pmol/L’lik asgari

miktar tayini siniriyla 0.57 pmol/L’den daha biiyiik AMH konsantrasyonlarini belirleyebilir.

COS protokolii, asagidaki tabloyla uyumlu olarak tarama sirasinda AMH seviyesine gore FE
999049’un baslangi¢ dozunun uygulanmasindan ayr1 olarak ilerler. Béylece, 5-14.8
pmol/L’lik bir AMH seviyesine sahip bir hastaya, Ornek 6’daki usule gore imal edilmis
vaklasik 8-11 ng FE 999049, bir insandan elde edilen rekombinant FSH iiriinil formunda 180
IU FSH uygulanacaktir. 30-44.9 pmol/L’lik bir AMH seviyesine sahip bir hastaya, Ornek
6’daki usule gbre imal edilmis yaklasik 4-7 pg FE 999049, bir insandan elde edilen
rekombinant FSH {iriinii formunda 120 IU FSH uygulanacaktir. Eger AMH seviyesi mevcut
degilse hastaya Ornek 6’daki usule gore imal edilmis yaklasik 6-11 pug FE 999049, bir
insandan elde edilen rekombinant FSH iiriinii formunda 120-180 1U FSH uygulanacaktir.

AMH seviyesi Baslangic Dozu FSH  png olarak yvaklasik esdeger
<5 pmol/l 210 IU 10-15 pg
5-14.9 pmol/l 180 TU 8-11 pg
>15-29.9 pmol/l 150 TU 6-9 ug
>30-44.9 pmol/l 120 TU 4-7 ng
>45 pmol/l 90 TU 2-5ug
Mevcut degil 120-180 TU 6-11 ug
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DiZi IDNO: 1

Folikiil uyarici hormon alfa polipeptit

Erigim numaras1t AH007338

FSH alfanin niikleotid dizisi

FSH alfanin protein dizisi (DIiZI ID NO: 5)
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DiZi iD NO: 2
Folikiil uyarict hormon beta polipeptit

Erisim numarast NM_ 000510
FSH betanin niikleotid dizisi

NI D T A AR R LR TSI RO
FSH betanin protein dizisi (DIZI ID NO: 6)
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DIZI iD NO: 3
Beta-galaktosid alfa-2,3-sialil transferaz 4
Erisim numaras1 L23767

ST3GAL4lin niukleotid dizisi

ST3GAL4 iin protein dizisi (DIZI ID NO: 7)
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DiZi iD NO: 4
Beta-galaktosamid alfa-2,6-sialil transferaz 1
Erisim Numarast NM 003032

5 STO6GALI’in niikleotid dizisi
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<210>1
<211>351

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 1

atggattact
gttctccatt
ttcttcteec
tatcocacte
tccactrget

gagaaccaca

<210>2
<211>390

acagaaaata
ccgetectga
agcegggtge
cactaagqgte

gtgtagctaa

cggegtgcca

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 2

atgaagacac
tgtgagctga
atcaacacca
gocaggcecca
gtgeccegget
cactgtggca

tactgectoct

<210>3
<211> 999

tccagttttt
ccaacatcac
cttggtgtyc
aaatccagaa
gtgctcacca
agtgtgacag

ttggtgaaat

<212> DNA

tgcagctatc
tgtgcaggat
cccaatactt
caagaagacg
arcatataac

ctgcagtact

cttectttte
cattgcaata
tggctactge
aacatgtacc
tgcagattcce
cgacagcact

gaaagaataa

tttctggtca
tgcccagaat
cagtgcatgg

argttgqgtec

agggtcacag

tgttattatc

tgttgctgga
gagaaagaag
tacaccaggy
ttcaaggaac
ttgtatacat

gattgtactg

42

cattgtcggt
gcacgctaca
gctgetgett
aaaagaacgt

taargggggyg

acaaatctta

aagcaatctg
aatgtcgttt
atctggtgta

tggratatga

acccagrggce

tgcgaggect

gtttctgcat
ggaaaaccra
ctctagagca
caccteagag
tttcaaagtg

a

ctgcaatagc
ctgcataagc
taaggaccca
aacagtgaga
cacccagtgt

ggggcccagcoc
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<213> Homo sapiens

<400> 3

atgtgtcctg

tggtattoca
aagaaggagco
tactccoggqg
tctgectrtacg
gccatcacca
gtcgtgggga

gatgtggtca

aagaccacca
aacccagaca
accatcctga
tggqatgrca
gacaaactgce
ggcctgrtgg
ggctacccag

aagtccatgg

ctggagatgg

<210>4

<211>1221

caggctggaa

tcteccggga
cgtgectaeca
atcagcccat
agctgoocta
gctoctocat
acgggraceyg
tcagattgaa
tgecgtctctt
cactcctegt
gtgataagaa
atcectaaaca
tgagectgee
ccatcacgct
acgcctacaa
cggggtcagg

gagctatcaa

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 4

gctcotggee

agacaggtac
gggtgaggca
cttcctgegg
tgggaccaag
ccccaagaac
gCtgcggaac
caatqgccccea
ctaccctgaa
cctggtagcet
gcgggrgcga
gartcggart
aatgcaacag
ggoccoctocac
caagaagcag
ccataatgta

gaacctcacg

atgttggctc

atogagettt
gagagcaagg
cttgaggatt
g9gagtgagy
atccagagcco
agctoactgg
gtggctggct
tctgcccact
ttcaaggcaa
aagggtttct
crcaaccect
ccacggaaga
crectgtgact
accattcact
tcccaagagg

tcecttetga

43

tggtcctggt

tttattttee
cotctaagoet
atttctgggt
atctgctcct
tcaggtgceg
gagargcrat
atgaggqgtga
tcgaccccaa
tggacttcca
ggaaacagcc
totrcargga
ttaagcagaa
tggtgcacat
actatgagca

ceetggecat

cgrcatggrg

catcecagag
ctttggcaac
caagacgcca
ccgggtgeta
ccgoctgrgtg
caacaagtac
cgtgggetee
agtagaaaac
ctggattgag
tcccoetcate
gartgeager
geccaceacyg
tgccocggottt
gatcacgctce

taagcggatg
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atgattcaca
gcagtcatct
caaaccaagqg
cagtctgtat
ctcagaggece
tcttccaaaa
aagracaaaqg
cgetgeecace
aatacctctg
tggggcagqt
gaaatcgatg

caagatgtgyg

aagogcttee
gtataccact
tacaagactt
cecttgggage
ccateetetyg
tatgagttec
gatagtgcct
catctcaacc

ttceoggacea

<210> 5
<211>116

<212>PRT

ccaacctgaa
gtgtgtggaa
aattccaggt
cctcaagcag
tagccaaggce
accttatecce
tgtcctacaa
tcogggacea
aatgggaggg
qtgctgttge
atcatgacgc

gcacaaaaac

tcaaagacag
cagatatecoe
atcgtaagee
tatgggacat
ggatgettgg
tcccatcgaa
gcacgatggy

agggcacaga

ttcactgcta

<213> Homo sapiens

<400> 5

gaaaaagttce
ggaaaagaaqg
gttaaagagt
cacccaggac
caaaccagag
taggctgcaa
qJgGgccagga
tgtgaatgta
tratctgeece
grogtcagoeg
agtcctgagg

taccattege

tttgtacaat
aaagtggtac
geaccccaat
tcttcaagaa
tatcatcatce
gcgcaagact
tgcctaccac
tgaggacatc

agctgcetgeg
aaagggagtt
ctggggaaat
ccccacaggg
gccteecttee
aagatctgga
ccaggcatca
tccatggtag
aaggagagca
ggatctctga
tttaatqgggg

ctgatgaact

gaaggaatcc
cagaatccgg
cagccctrtt
atcteecccag
atgatgacge
gacgtgtgct
cegeotgotot

tacctgortg

44

tcetggtett
actatgattc
tggccatggyg
gcogeocagac
aggtgtggaa
agaattacct
agttcagtgce
aggrcacaga
ttaggaccaa
agtcctoeca
cacccacagce

ctcagttggt

taattgtatg
attataattt
acatcctcaa
aagagattca
tgtgtgaceca
actactacca
atgagaagaa

gaaaagccac

tettergttt
ctttaaattg
gtetgattee
ccrteggeagt
caaggacagc
aagcatgaac
agaggccctyg
ttrtecctte
ggctgggect
actaggcaga
caacttccaa

taccacagag

ggacccatct
ctttaacaac
geeccagatg
gccaaacccece
ggtggatatt
gaagttcttc
ttrtggtgaag

actgoctgqce
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Met Asp Tyr Tyr Arg

val Phe Leu His Val

Glu Cys Thr Leu Gln
35

Ile Leu Gln Cys Met
50

Leu Arqg Ser lLys Lys
65

Ser Thr Cys Cys Val
85

Gly Phe Lys Vval Glu
1040

Tyr His Lys Ser
115

<210>6
211> 129
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Lys

Leu

Glu

Gly

Thr

70

Ala

Asn

Tyr

His

Asn

Cys

55

Meat

Lys

His

Ala

Ser

Pro

a0

Cys

Leu

Ser

Thr

Ala

Ala

Phe

Phe

val

Tyr

Ala
10%

Ile

10

Pro

Phe

Ser

Gln

Asn

90

Cys

45

Phe

Asp

Ser

Arg

Lys

75

Arg

His

Leu

val

Gln

Ala

60

Asn

val

Cys

val

Gln

Pra

45

Tyr

val

Thr

Sar

Thr

ABp

30

Gly

Pro

Thr

val

Thr
110

Leu

15

Cys

Ala

Thr

Ser

Met

95

Cys

Ser

Pro

Pro

Pro

Glu

BO

Gly

Tyr
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Met Lys Thr

Cys Cys Asn

Glu Glu Cys
35

Tyr Cys Tyr
50

Ile Gln Lys
65

Val Pro Gly

Ala Thr Gln

Thr Val Arg
115

Glu

<210=>7
<211> 332
<212>PRT

Leu

Ser

20

Azg

Thr

Thr

Cys

Cys

100

Gly

Gln

Cys

Phe

Arg

Cys

Ala

85

His

<213> Homo sapiens

<400> 7

Met Cys Preo
1

Val Val Met

Leu Phe Tyr
35

Glu Ala Glu
50

Gln Pro Ile
65

Ala

Val

20

Phe

Ser

Phe

Gly

Trp

Pro

Lysa

Lau

Phe

Glu

Cys

Asp

Thr

70

His

Cys

Gly

Trp

Tyr

Ile

Ala

Arg
70

Phe

Leu

Ila

Leu

55

Pha

His

Gly

Pro

Lys

Ser

Pro

Ser

55

Leu

Phe

Thr

Sar

40

Val

Lys

Ala

Lys

Ser
120

Leu

Ile

Glu

40

Lys

Glu

Leu

Asn

25

Ile

Tyr

Glu

Asp

Cys

105

TyT

Leu

Ser

25

Lysa

Leu

Asp

Phe

10

Ile

Asn

Lys

Leu

Ser

90

Asp

Cys

Ala

10

RArg

Lys

Bhe

Tyr

46

Cys

Thr

Thr

Asp

Val

75

Leu

Ser

Ser

Met

Glu

Glu

Gly

Phe
75

Cys

Ile

Thr

Pro

60

Tyr

Tyt

Asp

Phe

Leu

Asp

Pro

Asn
&0

Trp

Ala

Trp

45

Ala

Glu

Thr

Ser

Gly
125

Ala

Arq

Cys

45

Tyr

vVal

Lysa

Ile

30

Cys

Arg

Thr

Tyr

Thr

110

Glu

Leu

Tyr

30

Leu

Ser

Lys

Ala

15

Glu

Ala

Pro

Val

Pro

95

AsSp

Met

val

15

Ile

Gln

Arg

Thr

Ile

Lys

Gly

Lys

Arg

val

Cys

Lys

Leu

Glu

Gly

Asp

Pro
BO
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Ser

Leu

Sar

ATq

Aryg

145

Lys

[l
L3
£

Ala

val

Pro

223

Asp

Lys

Asp

Lys

Gly

303

Lau

325

<210> 8

Ala

Arg

Leu

Asn

130

Leu

Thr

“
2]

<
[}
I

Mut

Arg

210

lys

Lys

PFro

Leu

Gln

290

Ser

Glu

Tyr

Vval

Arg

115

Sar

Asn

Thr

)
b
+

Asp

155

Lys

Gln

Len

Thr

Val

275

Thr

Gly

Mat

<211> 406
<212>PRT

<213> Homo sapiens

Glu

leu

100

Cysn

Sar

Asn

Met

Asn

180

Fhe

Gly

Ile

Leu

Thr

260

His

Ile

Hinm

Gly

Leu
B5

Ala

Lau

Ala

Arg

165

His

Pha

Arg

Ser

245

Gly

Ile

His

Asn

Ala

Pro

Ile

Arg

Gly

Pro

15¢

leu

Fro

Trp

Trp

Ila

23¢

Lleu

leu

Ala

Tyr

Val

31¢

Ila

330

Tyr

Thr

Cys

Asp

val

Phe

4
u
o

lle

Lys

215

Lau

Pro

Lau

Gly

Tyr

295

Ser

Lys

Gly

Ser

Val

120

Ala

Ala

Tyt

Glu

200

Gln

Asn

Met

Ala

Fhe

280

Glu

Gln

Asn

Thr

Ser

103

Val

Ile

Gly

Pro

pe. 1%

185

Thr

Pro

Pro

Gl

Ile

265

Gly

Gln

Glu

Lau

Lys

90

Ser

Val

Asn

Tyr

Glu

170

Ile

Fro

Fha

Gln

250

Thr

Tyt

Ile

Ala

Thr

47

Gly

Ile

Gly

Lys

Glu

155

Ser

Leu

Leu

Pha

23%

Pro

Leu

Pro

Thr

Leu

318

Sar

Ser

Proc

Asn

TYyr

140

Gly

Ala

Leu

Ser

Ile

220

Mat

Arg

Ala

ABp

Leu

300

Ala

Fha

Glu

Lys

Gly

125

Asp

Asp

His

Asp

205

Trp

Glu

Lys

Lau

Ala

285

Lys

Ile

ASp

Asgn

11¢

His

val

val

Fhe

Lys

Asp

Ila

Ile

His

270

Tyr

Ser

Lys

Leu
95

Ile

val

Gly

Asp

175

Lys

val

Ala

Lys

255

Leu

Asn

Met

Leu

Gln

Lau

ile

Ser

160

Pro

Lys

Arg

Asn

Ala

240

Gln

Cys

Lys

Ala

Met
320
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<400> 8

Mat

1

Phe

Ser

Lys

Ser

€5

Lau

Asn

Trp

Pro

Arg

145

Asn

Lys

Lau

Ile

Leu

Tyr

Ser

50

Ser

Arg

Lys

Lys

Gly

130

Asp

Thr

Ala

Lys

ATqg

His

Leu

Tyr

35

Leu

Ser

Gly

ASp

Azgn

115

Pro

His

Ser

Gly

Ser

195

fhe

Thr

Phe

20

Asp

Gly

Thr

Lau

Ser

100

Tyr

Gly

Val

Glu

Pro

180

Ser

Asn

Asn

Ala

Ser

Lys

Gln

Ala

85

Ser

Leu

Ile

Asn

Trp

165

Trp

Gln

Gly

Leu

val

Phe

Leu

Asp

70

Lys

Ser

Ser

Lys

Val

150

Glu

Gly

Leu

Ala

Lys

Ile

Lys

Ala

55

Pro

Ala

Lys

Met

Phe

135

Ser

Gly

Arg

Gly

Pro

Lys

Cys

Leu

40

Met

His

Lys

Asn

Asn

120

Ser

Tyr

Cys

Arg

200

Thr

Lys

val

25

Gln

Gly

Arg

Pro

Leau

105

Lys

Ala

Val

Leu

Ala

185

Glu

Ala

Phe

10

Trp

Thr

Ser

Gly

Glu

90

Ils

Tyr

Glu

Glu

Pro

170

val

Ile

Asn

48

Ser

Lys

Lys

Asp

Arg

75

Ala

Pro

Lys

Ala

Val

155

Lys

val

Asp

Phe

Cys

Glu

Glu

Ser

&0

Gln

Sar

Arg

val

Leu

140

Thr

Glu

Ser

Asp

Gln

Cys

Lys

Phe

45

Gln

Thr

Phe

Leu

Ser

125

Arg

Asp

Ser

Sar

His

205

Gln

val

Lys

30

Gln

Ser

Leu

Gln

Gln

110

Tyr

Cys

Phe

Ile

Ala

180

Asp

Asp

Leu

15

Lys

val

val

Gly

Val

95

Lys

Lys

Hig

Pro

Arg

175

Gly

Ala

val

Val

Gly

Leu

Ser

Ser

Trp

Ile

Gly

Leu

Phe

160

Thr

Ser

val

Gly
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210 215

Thr Lys Thr Thr Ile Arg Leu Met Asn Ser
225 230

Lys Arg Phe Leu Lys Asp Ser Leu Tyr Asn
245 250

Trp ABp Pro Ser Val Tyr His Ser Asp Ile
265

X
o
&

Pro Asp Tyr Asn Phe Phe Asn Asn Tyr Lys
275 280

Pro Asn Gln Pro Phe Tyr Ile lLeu Lys Pro
290 295

Trp Asp Ile Leu {ln Ile Ser Pro Glu

Pro Ser Ser Gly Met Leu Gly Ile Ile Ile
325 330

Gln Val Asp Ile Tyr Glu Phe Leu Pro Ser
340 345

Cys Tyr Tyr Tyr Gln Lys Phea Phe Asp Ser
ass 360

Tyr His Pro Leu Leu Tyr Glu Lys Asn Leu
370 375

Gly Thr Asp Glu Asp Ile Tyr Leu Leu Gly
3BS 390

Phe Arg Thr Ile His Cys

405
<210>9
<211> 39
<212> DNA
<213> Yapay Dizi
<220>

<223> PCR primer FSHa-fw

<400>9

ccaggatccg cecaccatgga ttactacaga aaaatatge

<210>10
<211> 31

49

Gln

235

Glu

Pro

Thr

Gln

[P~ ]
[T

W

Met

Lys

Ala

val

Lys
395

220

Leu

Gly

Lys

Tyr

Mat

300

Ile

Meat

Arg

Cys

Lys

380

Ala

val

Ile

Trp

Arqg

285

Pro

Gln

Thr

Lya

Thr

65

His

Thr

39

Thr

Leu

Tyr

270

Lys

Tep

Pro

Leu

Thr

350

Mat.

Leu

Leu

Thr

Ile

255

Gln

Glu

ABn

Cys

335

Asp

Gly

Asn

Pro

Glu

240

val

Asn

His

Leu

Pro

320

Asp

Val

Ala

Gln

Gly
400
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10

15

20

25

30

<212=> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> PCR primer FSHa-rev

<400> 10
ggatggctag cttaagattt gtgataataa ¢

<210>11
<211>35

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> PCR primer FSHb-fw

<400> 11

ccaggegege caccatgaag acactceagt tttte

<210>12

<211> 36
<212>DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> PCR primer FSHb-rev

<400> 12

ccgggttaac ttattattct ttcatttcac caaagg

<210> 13

<211> 37

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> PCR primer 2,3STfw

<400> 13

31

ccaggatceg ccaccatgtg tectgecagge tggaage
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10

15

20

25

<210> 14

<211> 35

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> PCR primer 2,3STrev

<400> 14
tttttttett aagtcagaag gacgtgaggt tettg 35

<210> 15

<211> 36

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> PCR primer 2,6STfw

<400> 15

ccaggatceg ccaccatgat tcacaccaac ctgaag

<210> 16

<211>32

<212>DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> PCR primer 2,65Trev

<400> 16
tttttttctt aagttagcag tgaatggtee gg 32

51

36
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