10

15

96

OZET

SERUM AMILOID P TUREVLERI VE BUNLARIN
PREPARASYONU VE KULLANIMI

Mevcut bulusun bir yoni, bir msan SAP polipeptiti Gizerindek: bir
glikan yapisinim, SAP polipeptitinin biyolojik aktivitesini, msan
serumundan izole edilmis, karsilik gelen bir vahsi tip SAP drnegine
gore arttirabilecegine dair yapilan suirpriz kesif ile ilgilidir. Ag¢iklama,
hem varyant insan SAP polipeptitleri hem de bunlar1 yapmaya yonelik
yontemler sunar. Ozellikle mevcut bulus, arzu edilen bir glikosilasyon
sablonuna sahip bir insan SAP polipeptiti gibi SAP polipeptitler
uretmek i¢in seker tortulannin in vitro ve in vivo ilavesi, delesyonu

veya modifikasyonuna yonelik yontemler ve kompozisyonlar sunar.
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ISTEMLER

1. Bir N-bagh oligosakkarit zincirini igeren bir rekombinant glikosile
edilmis insan Serum Amiloit P (SAP) polipeptidini igeren bir
farmasotik bilesim olup, burada oligosakkarit zincirinin ¢n az bir dali,
bir 02,3-baglh sivalik asit parcasi ile sona erer ve burada bilesim msan
serumundan 1zole edilen dogal tip SAP’tan en az %50 oranda daha az

02,6-bagh siyalik asit parcalarini igerir.

2. Istem 1’e gore farmasdtik bilesim olup, burada bilesim insan
serumundan izole edilen dogal tip SAP’den en az %75, en az %85 ya

da en az %95 daha az a2,6-baglantil siyalik asit yarimlarm igerir.

3. Istem 1°e gore farmasotik bilesim olup, burada bilesim «2,6-

baglantili siyalik asit yarimlarindan buytk oranda aridir.

4. 1 1la 3 arasindaki istemlerden herhangi birine gore farmasotik
bilesim olup, burada polipeptit, SEK.KIM.NO:1’in amino asit sckans
ile en az %8S, en az %90, en az %95 ya da en az %99 6zdes olan bir
amino asit sekansmu igerir ya da SEK.KIM.NO:1’in amino asit

sekansini igerir.,

5. 1 1la 4 arasindaki istemlerden herhangi birine gore farmasotik
bilesim olup, burada N-baglantili oligosakkarit zinciri tercihen
Man([(al,6-)-(Man(a1,3)]-Man((p1,4)-GlcNAc(B1,4)-GlcNAc(B1,N)-

Asn’nin bir pentasakkarit ¢ekirdegini igerir.
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6. 1 1la 5 arasindaki istemlerden herhangi birine gore farmasotik
bilesim olup, burada oligosakkarit zincirl
NeuNAc2a3Galp4GlcNAcB2ZMana6 yapisina sahip olan en az bir dah

igertr.

7. 1 1la 6 arasmdaki istemlerden herhangi birine gore farmasotik
bilesim olup, burada polipeptit tercihen, bir SAP domaininmi ve bir ya

da daha tazla heterolog domaini igeren bir filzyon proteinidir.

8. Istem 7°ye gore farmasotik bilesim olup, burada bir ya da daha fazla
heterolog domain, in vivo kararhilik, in vivo yari-Omiir, alim/tatbik,
doku lokalizasyonu ya da dagitim, protein komplekslerinin olusumu

ve/veya saflastirma arasindan bir ya da daha ftazlasim arttirir.

9. 1 ila 8 arasmdaki istemlerden herhangi birine gore farmasotik
bilesim olup, burada polipeptit bir ya da daha fazla modifiye edilmis

amino asit tortusunu igerir.

10. Istem 9°a gore farmasotik bilesim olup, burada bir ya da daha fazla
modifiye edilmis amino asit tortusu, bir PEGlenmis amino asidi, bir
prenilatlanmis amino asidi, bir asetilatlanmis amino asidi, bir
biyotinilatlanmis amino asidi ve/veya bir organik tiretme ajanina

konjuge edilmis bir amino asidi igerir.

11, Istem 9’a ya da 10°a gore farmasotik bilesim olup, burada bir ya
da daha fazla modifiye edilmis amino asit tortusu, in vivo stabilite, in

vivo vyarl omir, alin/tatbik, doku lokalizasyonu va da dagitumi,
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protein komplekslerinin olusumu ve/veya saflastirma arasindan birini

ya da daha fazlasin arttirir.

12. 1 ila 11 arasindaki istemlerden herhangi birine gore farmasotik
bilesim olup, burada oligosakkarit zincirinin buitin dallar1 tercihen

02,3-baglantili siyalik asit yarimlari ile sonlanir.

13. 1 ila 12 arasmndaki istemlerden herhangi birine gore farmasotik
bilesim olup, burada rekombinant SAP polipeptidi tercihen insan
serumundan izole edilen dogal tip SAPin bir karsililk gelen
numunesinin yarisindan daha az olan in vitro fibrositlerin ig¢ine

monositlerin farklilasmasimi inhibe etmek i¢in bir 1C5y’ye sahiptir.

14. 1 ila 13 arasindaki istemlerden herhangi birine gore farmasotik
bilesim olup, burada SAP polipeptidi bir CHO hiicresi i¢inde eksprese

edilmuistir.

15. Bilesimin 1 ila 14 arasindaki istemlerden herhangi biring gore
bilesim oldugu, monositlerin fibrositlerin iginde farklilagmasimin

onlenmesinde kullanilmak izere bir farmasotik bilesimdir.

16. Bilesimin 1 ila 14 arasindaki istemlerden herhangi birine gore
bilesim oldugu, bir inflamatuvar rahatsizlik, bir fibrotik ya da
fibroproliferatif rahatsizlik, bir hipersensitivite rahatsizligi, bir
otoimmiin rahatsizlik ya da mukozit arasindan secilen bir hastaligin ya
da rahatsizligin tedavi edilmesinde ya da onlenmesinde kullanilmak

tizere bir farmasotik bilesimdir.
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17. Monositlerin fibrositlerin i¢ine farklilasmasim inhibe etmek i¢in
kullamlmak tzere bir glikosile edilmis insan Serum Amiloit P (SAP)
polipeptidi  olup, burada SAP polipeptidi, bir N-baglantih
oligosakkarit zincirini igerir ve burada oligosakkarit zincirinin ¢n az

bir dal1, bir a2,3-baglantil siyalik asit yarimi ile sona erer.
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TARIFNAME

SERUM AMILOID P TUREVLERI VE BUNLARIN
PREPARASYONU VE KULLANIMI

BULUSUN GECMISi

Serum Amiloid P (SAP), proteinlerin pentraksin familyasinin bir
tiyesidir. SAP, karaciger tarafindan salgilanir ve kanda stabil bir
pentamer seklinde dolasir. Onceki  arastirma, SAP’in, immin
tepkisinin baslangic hem de ¢oziilme fazlarmda onemli bir rola
oldugunu gostermektedir. SAP, bakterilerin yuzeyi lizerindeki seker
tortularina baglanabilir ve boylelikle bunlarin opsonizasyonunu ve
antijen sunan hucreler tarafindan yutulmasini promote edebilir. SAP
ayrica bir immun tepkisinin ¢ozillmesinde apoptotik hiicreler
tarafindan uretilen serbest DNA’ya ve kromatine de baglanarak bu
antijenlere karsi ikincil bir enflamatuar tepkiyi engeller. SAP’nin
bagladigi molekiller, SAP’nin, FcyRIl (CD32) ve FeyRIIl (CD 16)
igin dzel bir afiniteye Ui¢ klasik Fey reseptoriiniin (FeyR) tamamina
baglanma kabilivetinden dolayr hiicre dig1 alanlardan ¢ikarilir,
Reseptore baglandiktan sonra SAP ve her eklenmis kompleks
genellikle hiicre tarafindan i¢sellestirilir ve islenir.

Heegaard et al. (1999), Journal of Chromatography A, 853(1-2):189-
195, kapiler elektroforezinin iki onemli ozelliginden yararlanarak
insan SAP bileseninden bir heparin-baglayict glikopeptidinin (T3)
karakterizasyonunu tarif eder. Siebert et al. (1995), FEBS Letters,
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371(1):13-16, her bir monomerin tekli N-glikanindan siyalik asit
yarimlarinin ¢ikarilmasmin SAP nin ayrn kimyasal olarak induklenmis
dinamik nukleer polarizasyonlu (CIDNP)-reaktif amino asitlerinin
vuzey temsilini bariz bir sekilde etkiledigini gosterir. Benzer sekilde,
Sicbert et al. (1997), Glycoconjugate Journal, 14(8):945-949 her bir
monomerin  tekli  N-glikanindan  siyalik  asit  yarimlarmin
cikarilmasimin SAP’nin ayr1 CIDNP-reaktif amino asitlerinin yuzey
sunumunu bariz bir sekilde etkiledigini kesfetmistir. Boysen et al.
(2004), Protein Expr Purif, 35(2):284-92, metilotrofik maya
Pichiapastoris’teki insan serumu amiloit P bileseninin  (SAP)
ekspresyonunu tarif eder. Kiernan et al. (2004), Proteomics;
4(6):1825-1829 bir afinite kutle spektrometrisine dayanan proteomik
teknoloji vasitasiyla SAP’nin dogrudan insan plazma ve idrar
orneklerinden karakterizasyonunu saglar.

Son zamanlarda SAP’nin, fibrozla alakali bozukluklar, hiperduyarlilik
bozukluklari, otoimmiin bozukluklar, mukozit ve enflamatuar
bozukluklar, orn., mikrobiyal enfeksivonun neden olduklan dahil
olmak Uzere ¢esitli bozukluklart tedavi edecek bir terapotik ajan
olarak kullamilabilecegi iler1 strilmustir. Bakimz ormegin ABD Patent
Basvurusu Seri. No. 11/707.333; 12/217.617;, 12/720.845 ve
12/720.847. Insan hastaliklarmin  tedavisine yonelik protein
terapotikleri, saglik endustrisinde devrim yaratmustir. Bununla birlikte
bir protein terapotiginin gerckli potansa sahip olarak ve/veya bir
terapotik ajan olarak faydali olmak i¢in yeterli miktarda uretilmesi
konusunda bir¢ok gigcluk vardir. Birgok potansiyel terapotik ajan,
plazma yar1 omrii gibi biyolojik aktivitesinin dogal yollarla turetilen
proteinc gore artmasi i¢in modifiye edilir. Polipeptitleri yeterli

miktarda Giretmek i¢in genellikle rekombinant ekspresyon teknolojisi
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hayata gecirilir. Ne yazik ki bircok rekombinant sistem, biyolojk
ozellikleri dogal yollarla turetilen formlardan farkl olan ki bu durum,
bir terapotik Uriniin farmakokinetiklerini, gitvenligini ve etkinligini
etkileyebilir, polipeptitler Uretir.

Boylelikle hala SAP polipeptitlerinin ve bunlarin Gretilmesine yonelik
olup mmsanlarn terapotik tedavisine uygun yontemlerin gelistirilmesine

ithtiya¢ duyulmaktadir.

OZET

Mevcut bulus, istemler tarafindan tamimlanir. Daha detayh olarak,
mevcut bulus, bir N-baglantili oligosakkarit zincirini i¢eren bir
rekombinant glikosile edilmis insan Serum Amiloit P (SAP)
polipeptidini igeren bir farmasotik bilesim 1le ilgilidir, burada
oligosakkarit zincirinin en az bir dali, bir ¢2,3-baglantil: siyalik asit
varimi ile sona erer ve burada bilesim insan serumundan izole edilen
dogal tip SAP’tan en az %50 oranda daha az ¢2,6-baglantili siyalik
asit yarnimlarimi igerir, Farmasotik tercihen insan serumundan izole
cdilen dogal tip SAP’den en az %75, en az %85 ya da en az %95 daha
az o2,6-baglantili siyalik asit yarimlarini igerir. Farmasotik tercihen
a2,6-baglantili siyalik asit yarimlarindan biyiltk oranda aridir.
Polipeptit tercihen, SEK.KIM.NO:1’in amino asit sekansi ile en az
%385, en az %90, en az %95 ya da en az %99 dzdes olan bir amino asit
sekansim igerir ya da SEK.KIM.NO:1’in amino asit sekansim igerir.
N-baglantili oligosakkarit zinciri tercthen Man[(al,6-)-(Man(al,3)]-
Man((p1,4)-GlcNAc(B1,4)-GIcNAc(p1,N)-Asn’nin bir pentasakkarit

¢ekirdegini igerir.
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Oligosakkarit zincir1 tercihen NeuNAc2a3Galp4GlcNAcpB2ZManab
yapisina sahip olan en az bir dah icerir. Polipeptit tercihen, bir SAP
domainini ve bir ya da daha fazla heterolog domaini i¢eren bir fizyon
proteinidir. Daha tercihen bir ya da daha fazla heterolog domain, in
vivo kararlilik, in vivo vari-Omir, alun/tatbik, doku lokalizasyonu ya
da dagitim, protein komplekslerinin olusumu ve/veya saflastirma
arasindan bir ya da daha fazlasim arttinir. Polipeptit tercihen bir ya da
daha fazla modifiye edilmis amino asit tortusunu igerir. Daha tercihen,
bir ya da daha fazla modifiye edilmis amino asit tortusu, bir
PEGlenmis amino asidi, bir prenilatlanmig amino asidi, bir
asetilatlanmis amino asidi, bir biyotinilatlanmis amino asidi ve/veya
bir organik tiiretme ajanina konjuge edilmig bir amino asidi icerir. Cok
daha tercihen, bir ya da daha fazla modifiye edilmis amino asit
tortusu, in vivo stabilite, in vivo yart Oomiur, alim/tatbik, doku
lokalizasyonu va da dagitimi, protein komplekslerinin olusumu
ve/veya saflastirma arasindan birini ya da daha fazlasimi arttirir.
Oligosakkarit zincirinin biitiin dallar tercihen a2,3-baglantihi siyalik
asit yarimlar1 ile sonlamir. Rekombinant SAP polipeptidi tercihen
insan serumundan 1zole edilen dogal tip SAP’in bir karsilik gelen
numunesinin yarisindan daha az olan in vitro fibrositlerin igine
monositlerin farklilagmasini inhibe etmek igin bir 1C5y’ye sahiptir.
SAP polipeptidi tercihen bir CHO hiicresi i¢inde eksprese edilmistir.
Mevcut bulus aymi zamanda, monositlerin fibrositlerin  i¢inde
farklilasmasimmm Onlenmesinde kullanilmak tUzere bir farmasotik
bilesim ile ilgilidir, burada bilesim yukanda ve istemlerde
tanimlandig1 gibi bulusun bilesimidir.

Mevcut bulus aym zamanda, bir inflamatuvar rahatsizlik, bir fibrotik

va da fibroproliferatif rahatsizlik, bir hipersensitivite rahatsizligi, bir
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otoimmiin rahatsizlik ya da mukozit arasindan secilen bir hastaligin ya
da rahatsizhigin tedavi edilmesinde ya da onlenmesinde kullanilmak
tizere bir farmasotik bilesim ile ilgili olup, burada bilesim yukarida ve
istemlerde tamimlandigt gibi bulusun bilesimidir.

Nihat olarak, mevcut bulus monositlerin fibrositlerin  i¢ine
diferansiyasyonunu inhibe etmek i¢in kullanilmak tzere bir Glikosile
edilmis insan Serum Amiloit P (SAP) polipeptidi ile ilgili olup, burada
SAP polipeptidi, bir N-baglantili oligosakkarit zincirini igerir ve bura
da oligosakkarit zincirinin en az bir dali, bir a2,3-baglantili siyalik asit
varimi ile sona erer.

Burada aym zamanda varyant Serum Amiloit P (SAP) polipeptitleri ve
bunlan Uretme yontemleri tarif edilmigtir. Ayn1 zamanda, tercih edilen
bir glikosilasyon sablonuna sahip olan varyant SAP polipeptitlerini
iiretmek i¢in seker tortularmin in vivo eklenmesi, delesyonu ya da
modifikasyonu i¢in yontemler ve bilesimler tarif edilmistir.

Belirli yonlerde, aymi zamanda bir glikosile edilmis insan SAP
polipeptidi tarif edilmis olup, bir a2,3-baglantili siyalik asit yarim ile
sona eren en az bir dala sahip olan bir N-baglantili ya da O-baglantih
oligosakkarit zincirini igerir.

Belirli yonlerde, ayn1 zamanda bir glikosile edilmis insan SAP
polipeptidi tarif edilmis olup, insan serumundan i1zole edilen dogal tip
SAP’den en az %50 daha az o2,6-baglantili siyalik asit yarimlarina
sahip olan bir N-baglantil1 ya da O-baglantili oligosakkarit zincirini
1gerir.

Belirli yonlerde, ayn1 zamanda bir hiicre i¢inde bir SAP polipeptidinin
eksprese edilmesini ve hiicreden SAP polipeptidinin izole edilmesini

igeren bir glikosile edilmis insan SAP polipeptidini yapmak igin
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yontemler tarif edilmistir. Hiicre bir CHO hicresi olabilir. Belirh
yonlerde, hiicre bir CHO-S hiicresidir.

Belirli yonlerde, ayni zamanda bir insan SAP polipeptidini yapmak
icin yontemler tarif edilmis olup, bu yontemler bir CHO hiicresinin
iginde bir msan SAP polipeptidinin eksprese edilmesini ve hiicreden
insan SAP polipeptidinin 1zole edilmesini i¢etir.

Belirli yonlerde, aym zamanda, bir N-baglantili ya da O-baglantih
oligosakkarit zinciri bulunan bir glikosile edilmis insan SAP
polipeptidinin saglanmasim1 ve modifive edilmis bir glikosile edilmis
SAP polipeptidini iiretmek i¢in SAP polipeptidinin N-baglantili ya da
O-baglantili oligosakkarit zincirinin enzimatik ya da kimyasal olarak
degistirlmesini 1ceren bir insan SAP polipeptidini yapmak i¢m
yontemler tarif edilmistir.

Belirli yonlerde, aymi zamanda bir insan SAP polipeptidini yapma
yontemleri de tarif edilmis olup, yontemler insan SAP polipeptidinin
saglanmasint ve bir N-baglantili ya da O-baglantili oligosakkaridi
iceren bir glikosile edilmis SAP polipeptidini Giretmek i¢cin SAP
polipeptidinin enzimatik ya da kimyasal olarak degistirilmesini igerir.
Belirli yonlerde, aym1 zamanda, bir CHO hiucresi iginde bir SAP
polipeptidinin eksprese edilmesini ve SAP polipeptidinin hiicreden
izole edilmesini igeren bir proses ile hazirlanan bir insan SAP
polipeptidi tarit edilmistir.

Belirli yonlerde, aym zamanda bir a2,3-baglantili siyalik asit yarim
ile sona eren oligosakkarit zincirinin en az bir dalina sahip olan bir N-
baglantili oligosakkarit zinciri bulunan bir insan SAP polipeptidini
igeren bir CHO hiicresi tarif edilmistir.

Belirli yonlerde, aymi zamanda, bir insan SAP polipeptidini kodlayan

bir poliniikleotit sekansini igeren bir CHO hiicresi tarif edilmustir.
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Belirli yonlerde ayn1 zamanda insan serumundan izole edilen dogal tip
SAP’in bir karsihik gelen numunesinin yarnisindan daha az, Ucte
birinden daha az, dortte birinden daha az, onda birinden daha az ya da
vuzde birinden daha az olan in vitro olarak fibrositlerin igine
monositlerin farklilasmasinmi inhibe etmek i¢in bir ICsy’ye sahip olan
bir insan SAP polipeptidi tarif edilnustir.

Burada tarif edilen insan SAP polipeptitleri bir N-baglantih
oligosakkarit zincirine sahip olabilir. N-baglantili oligosakkarid
zincirinin en az bir dali, bir a2,3-baglantili sivalik asit yarimi ile sona
erebilir. N-baglantili oligosakkarid zinciri, nsan serumundan izole
edilen bir dogal tip SAP’tan en az %50 daha az o2,6-baglantili siyalik
asit yarimina sahip olabilir. N-baglantili oligosakkarid zincirinin bitin
dallar1 «2.3-baglantili siyalik asit yarimlan ile sona erebilir. N-
baglantili  oligosakkarid zinciri  2,6-baglantih  siyalik  asit
yarimlarindan buyik oranda ari olabilir. Burada tarif edilen
glikovaryant SAP polipeptitleri, bir ya da daha fazla dali igcerebilir,
ornegin N-baglantili oligosakkarid zinciri iki antenli, i¢ antenl, dort
antenli ya da bes antenli bir yapiya sahip olmasi ile karakterize
edilebilir.  N-baglantili  oligosakkarid zinciri, bir Man[(al,6-)-
(Man(al,3)]-Man(B1,4)-GIcNAc(B1,4)-GIcNAc(f1,N)-Asn
pentasakkarit ¢ekirdegini igerebilir. N-baglantih oligosakkarid zinciri
NeuNAc2a3Galp4GlcNAcB2Manab yapisina sahip olan en az bir dah
icerebilir. N-baglantili oligosakkarid zincirinin en az bir dal, galaktoz
ve N-asetilglukosaminden buyuk oranda ari olabilir. N-baglantil
oligosakkarid  zincirinin  butin  dallan galaktoz  ve  N-
asetilglukosaminden buylk oranda ari olabilir.  N-baglantili
oligosakkarid zincirinin en az bir dali, bir ya da daha fazla mannoz

tortusunu igerebilir. N-baglantili oligosakkarit zinciri, en az bir fukoz
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tortusunu  1igerebilir. Burada tanf edilen glikovaryant SAP
polipeptitlerinin herhangi biri en az bir modifiye edilmig glikosile
tortusunu igerebilir. Bir modifiye edilmis glikosile tortusu, suda
¢ozunebilen ve ¢ozunemeyen polimerler, terapdtik  yarimlar,
diyagnostik ajanlar ve biyomolekilller arasindan segilen bir ya da daha
fazla modifiye edici gruba konjuge edilebilir.

Belirli yonlerde, yine burada tarif edilen SAP polipeptidi, bir
rekombinant polipeptit olabilir. Yine burada tarif edilen SAP
polipeptidi SEK.KIM.NO. 1, 2, 3 ya da 4 ile en az %85, %90, %95,
%96, %97, %98, %99 va da %100 dzdes olan bir amino asit sekansin
igerebilir. SAP polipeptidi bir insan SAP proteini olabilir. Yine burada
tarif edilen bir insan SAP polipeptidi SEK.KIM.NO. 1 ile en az %85,
%90, %95, %96, %97, %98, %99 ya da %100 d6zdes olan bir amino
asit sekansim igerebilir.

Belilri yonlerde, yine burada tarif edilen insan SAP polipeptidi bir
SAP domainini ve bir ya da daha fazla heterolog domaini igeren bir
fuzyon proteim olabilir. Heterolog domain, in vivo stabilite, in vivo
yar1 omiir, alim/tatbik, doku lokalizasyonu ya da dagilimi, protein
komplekslerinin olusumu ve/veya saflastirma arasindan bir ya da daha
fazlasini arttirabilir.

Belirli yonlerde, yine burada tarif edilen insan SAP polipeptidi
ornegin bir PEGlenmis amino asit, bir glikosile edilmig (6rnegin, O-
baglantili glikosilasyonlu) amino asit, bir prenilath amino asit, bir
asetilath amino asit, bir biyotinilath amino asit ve/veya bir organik
turetme ajanina konjuge edilmis bir amino asit gibi bir ya da daha
fazla modifiye edilmis amino asit tortusunu igerebilir. Modifiye
edilmis amino asit tortulari in vivo stabilite, in vivo yart omilr,

alim/tatbik, doku lokalizasyonu ya da dagilimi, protein
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komplekslerinin olusumu ve/veya saflastirma arasmdan bir ya da daha
fazlasim arttirabilir.

Burada tarif edilen insan SAP polipeptitleri, insan serumundan izole
edilen dogal tip SAP’nin bir karsilik gelen numunesine rolatif olarak
artmus biyolojik aktiviteye sahip olabilir. Belirli yonlerde, burada tarif
edilen SAP polipeptitleri, insan serumundan izole edilen dogal tip
SAP'nmn bir karsihk gelen numunesinimm yarisindan daha az, ucte
birinden daha az, dortte birinden daha az, onda birinden daha az ya da
yizde birinden daha az olan in vitro fibrositlerin igine monositlerin
diferansiyasyonunu inhibe etmek i¢in bir 1C;y ye sahip olabilir.

Belirli yonlerde, burada tarif edilen insan SAP polipeptitlerinin
herhangi birini yapma yontemleri bir N-baglantili ya da O-baglantilh
oligosakkaridi SAP polipeptidine baglamak ya da SAP polipeptidinin
mevcut N-baglantili ya da O-baglantili oligosakkarit zincirini
modifive etmek i¢in SAP polipeptidinin enzimatik va da kimyasal
olarak degistirildigi bir ilave adimi igerir. SAP polipeptidinin
enzimatik ya da kimyasal olarak degistirilmesi, glikosiltransferazlar,
glikosidazlar ve fosfatazlar arasindan segilen bir ya da daha fazla
enzimatik protein 1le SAP polipeptidinin - muamele edilmesini
igerebilir. SAP polipeptidinin enzimatik ya da kimyasal olarak
degistirilmesi islemi bir ya da daha fazla seker prekursoriiniin
varhiginda etkilenebilir. Uygun seker prekursorleri arasmda, UDP-N-
asetilglukosamin, CMP-N-glikolilndraminik asit UDP-N-
asetilgalaktosamin, CMP-N-asetilnoraminik asit, UDP-galaktoz ve
GDP-fukoz bunlarla simirlt olmaksizin yer alir. SAP polipeptidinin
enzimatik va da kimyasal olarak degistirilmesi islemi bir ya da daha
fazla terminal a2,6-baglantili siyalik asit yarimuinin N-baglantili va da

O-baglantili oligosakkarit zincirinden g¢ikarabilir. Izole edilmis SAP
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polipeptidinin enzimatik ya da kimyasal olarak degistirilmesi 1slemi
oligosakkarit zinciri lizerindeki bir ya da daha fazla terminal o2,6-
baglantili siyalik asit yarimimin bir ya da daha fazla terminal a2,3-
baglantili siyalik asit varimu ile degistirebilir.

Burada ayn1 zamanda, bir memelide kullanim1 uygun olan burada tarif
edilen msan SAP polipeptitlerinin farmasotik preparasyonlan da tarif
edilmistir. Burada tarif edilen farmasotik preparasyonlar, burada tarif
edilen SAP polipeptitlerinin en az birini ve farmasotik olarak kabul
edilebilir bir tasiyict igerir. Farmasotik preparasyon ayrica bir ilave
etkin maddeyi de igerebilir. Farmasotik preparasyon, bir yavag salimli
formillasyon olarak hazirlanabilir. Burada tarif edilen farmasotik
preparasyonlar, bir hastaya topikal olarak, enjeksiyonla, intravendz
enjeksiyonla, inhalasyonla, devamli ikmalle ya da pompayla tatbik
i¢cin uygundur,

Burada ayni1 zamanda, burada tarif edilen SAP polipeptitlerinin bir ya
da daha fazlasinin terapotik olarak etkili bir miktarinin ihtiyaci olan
bir hastaya tatbik edilmesiyle SAP’a yamit veren rahatsizhiklarin ya da
hastaliklarin tedavi edilmesi ya da onlenmesi i¢in yontemler tarif
edilmistir. SAP’a yamit veren rahatsizhiklarin ya da hastaliklarin
ornekleri arasinda fibrotik ya da fibroproliferatif rahatsizliklar ya da
hastaliklar, hipersensitivite rahatsizliklar ya da hastaliklari, otoimmiin
rahatsizliklan ya da hastaliklar, enflamatuar rahatsizliklar ya da
hastaliklar ve mukozit bunlarla sinirli olmaksizin yer alir. Burada tarif
edilen SAP polipeptidi bir hastaya topikal olarak, enjeksiyonla,
intravendz enjeksiyonla, inhalasyonla, devamli ikmalle ya da
pompayla ya da bunlarin bir kombinasyonu ile tatbik edilebilir.
Burada tarif edilen SAP polipeptidi bir ya da daha fazla ilave etkin
madde ile tatbik edilebilir.
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CiZIMLERIN KISA TARIFLERI

Sekil 1. Fibrosit farklilasma deneyi. ELISA bazhh bir deney,
monositlerin SAP polipeptitleri ile inkitbasyonundan sonra MDC
tretimint 6lgmek i¢in kullamildi. Y c¢kseni, msan serumundan
turetilmis SAP’nin (hSAP), CHO-S hicrelerinden izole edilmis
rekombinant insan SAP (rthSAP) ile karsilastirmali olarak ortalama
potansini (yani 7 bagimsiz deneyin ortalamasini) gosterir. hSAP nin
nispi aktivitesi, 1.0’a ayarlanir,

Sekil 2. Varyant SAP polipeptitlerinin glikan yapisal analizi. Sivi
Kromatografi Kiutle Spektrometre (LCMS) analizi (A) ve Anyon
Aligverisli Yiiksek Performanshi Sivi Kromatografi (AEX-HPLC)
analizi (B), CHO-S hucrelerinden izole edilmis, gliko-yeniden
modellenmis rekombinant insan SAP Uzerindeki sialik asit baglarini
belirlemek i¢in kullanildi. Sivi Kromatografi Kitle Spektrometre
(LCMS) analizi (C) ve Anyon Aligverisli Yiksek Performansh Sivi
Kromatografi (AEX-HPLC) analizi (D), gliko-yeniden modellenmis
hSAP (insan serumundan turetilmis SAP) Uzerindeki sialik asit
baglarin1  belirlemek i¢in  kullamldi.  Sivi Kromatografi  Kitle
Spektrometre (LCMS) analizi (E) ve Anyon Alisverisli Yuksek
Performansh Sivi Kromatografi (AEX-HPLC) analizi (F), SAP
glikanlar Uzerindeki termunal 2,3 bagh sialik asitlerin  sayisim
arttirmak amaciyla bir o2,3-sialiltransferaz ile isleme tabi tutulmus
rhSAP uzerindeki sialik asit baglarim belirlemek i¢in kullamlda.
LCMS rakamlar i¢in X ekseni, Dalton cinsinden kitleyi temsil eder
ve Y ekseni, nispi yogunlugu temsil eder. HPLC eserleri i¢in X
ckseni, dakika cinsinden suredir ve Y e¢kseni, absorbans Unitesi

(mAU)’dur.
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Sekil 3. Fibrosit farklilasma deneyi. ELISA bazhh bir deney,
monositlerin SAP varyant polipeptitleri ile inkitbasyonundan sonra
MDC tiretimini dlgmek i¢in kullanildi, Y ekseni, her SAP varyantinin,
aktivitesi 1.0’a ayarlanmus (en soldaki ¢ubuga bakiniz) bir hSAP
referans standardina kiyasla ortalama nispi aktivitesini gosterir.

Sekil 4. Fibrosit farklilasma deneyi. Monositler, hMCSF ile isleme
tabi tutuldu ve ardindan fibrosit farklilasmasi agisindan nicelendirildi.
X ekseni, dondér monositler ile inkiibe edilmis hMCSF
konsantrasyonunu temsil eder. Y e¢kseni, besinci ginde fibrosit
proliferasyonunun, 5.0 x 10*hiicre basmna fibrositlerin sayilmas:
yoluyla ol¢tlen miktarini gosterir.

Sekil 5. Fibrosit farklilagsma deneyi. Monositler, hSAP ile isleme tabi
tutuldu ve ardindan fibrosit farklilasmasi a¢isindan nicelendirildi. X
ekseni, dondor monositler ile inkiibe edilmis hSAP konsantrasyonunu
gosterir. 'Y ekseni, besinci giinde fibrosit proliferasyonunun, 5.0 x
10* hitcre basma fibrositlerin sayilmas: yoluyla olgtilen miktarin

gosterir.

DETAYLI TARIF

Tanitim

Dogal yoldan meydana gelen peptitlerin bityiik kismi, birincil peptit
zinciri uzunlugu boyunca belirli amino asitlere yonelik spesifik baglar
uzerinden peptite eklenmis karbohidrat yarimlarma (yani glikanlara)
sahiptir, bu sekilde "glikopeptitler" olusturulur. Belirli bir peptit
tizerindeki glikosilasyon sablonu, bu peptitin fonksiyonu igin

muazzam etkilere sahip olabilir. Ornegin bir peptit izerindeki N bagl
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glikanlarin yapisi, proteaz yatkmhgi, hilcre i¢1 trafik, salgi, doku
hedefleme, biyolojik yar1 omiir ve antijeniklik dahil peptitin cesith
karakteristiklerini etkileyebilir. Bu karakterlerin bir veya daha
fazlasimin  degistirilmesi, bir peptitin  kendi dogal ortamuindaki
etkinligini buyuk 6l¢ude etkiler.

Dogal yoldan meydana gelen glikopeptitlerde bulunan glikan yapilan
tipik olarak N bagh ve O bagh glikanlar olmak tizere iki simifa ayrihir.
Okaryotik hiicrelerde eksprese edilen peptitler tipik olarak asparagin-
X-serin/treonin  sekansini ihtiva eden peptit birincil yapisindaki
sahalarda asparagin tortular Ozerinde N glkosile edilir, buradaki X,
prolin ve aspartik asit disinda herhangi bir amino asit olabilir. Bu
peptitlerin  karbohidrat kisrm, bir N bagh glikan veya N bagh
oligosakarit olarak bilinir. Erken N glikosilasyon olaylar,
endoplazmik retikulumda (ER) meydana gelir ve memelilerde,
bitkilerde, boceklerde ve diger vilksek okaryotlarda konserve edilir.
Ik olarak on dort seker tortusu igeren bir oligosakarit zinciri, bir lipit
tasiyict  molekill 0zerinde vyapilandinlir.  Yeni olusan peptit,
Translasyon edilip ER i¢ine yerlestikge bitin oligosakarit zinciri, bir
membran  bagh glikosiltransferaz  enzimmin katalize ettigi  bir
reaksiyonda asparagin tortusunun amid grubuna transfer edilir. N
bagh glikan hem ER’de hem de Golgi aparatinda tekrar islenir. ileri
proses genel olarak ¢ikarilan ve eklenen seker tortular icin spesifik
glikosilazlarm  ve  glikosiltransferazlarmm  katalizorlik — ettigi
reaksiyonlarda seker tortularindan bazilarimin ¢ikarilmasim ve baska
tortularinin ilave edilmesini igerir,

Tipik olarak N bagh glikanlarin nihai yapilari, i¢inde peptitin
tiretildigi organizmaya bagimlidir. Ornegin bakteriler iginde Uretilen

peptitler genel olarak glikosile edilmemistir. Bocek hilcrelerinde
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eksprese edilen peptitler tipik olarak yilksek mannoz veya pausi-
mannoz N bagh oligosakarit zincirleri icerir. Memeli hiicre kuiltirinde
uretilen peptitler genellikle tire ve hiicre kultirli kosullarina bagh
olarak farklh sekilde glikosile edilmistir. Ayni tiirde ve ayni kosullar
altinda bile olsa glikosil zincirinde belirli bir miktar heterojenlikle
bazen Kkarsilasilir. Genel olarak bitki hiicrelerinde uretilen peptitler,
hayvan hiicrelerinde uretilenlerden anlamhi diizeyde farklilik gosteren
glikan yapilar igerir.

Bir peptitin  glikosilasyon sablonunu ozellestirmeye yonelik,
Yaymnlanmg  Uluslararas1  Bagvurular  No. WO 99/22764, WO
08/58964 ve WO 99/54342 ve ayrica ABD Pat. No. 5,047.335°te tarif
edilen yontemler dahil cesitli yontemler bu konuda oOnerilmistir.
Esasen peptitlerin in vitro glikosilasyonu i¢in gerekli enzimlerin ¢cogu
klonlanmis ve sekanslanmistir, Bazi durumlarda bu enzimler, bir
peptit Gzerindeki bir glikana spesifik sekerlerin ilave edilmesinde in
vitro kullanilir. Baska durumlarda hiicreler, arzu edilen bir seker
yvariminin eksprese edilmis bir peptite ilavesi hiicre i¢cinde meydana
gelecek  sekilde  enzimlerin ve arzu  edilen peptitlerin - bir
kombinasyonunu  cksprese  etmek  Ozere  genetik  olarak
yapilandirilmistir.

Karbohidratlarin  sentezinde baslhica 1ki enzim smifi  kullanmiir:
Glikosiltransferazlar ve glikosidazlar. Glikosiltransferazlar, bir peptit
tizerinde var olan oligosakarit yapilarim modifiye eder veya bunlan
ekler. Glycosiltransferazlar, iyi stereokimyasal ve regio-kimyasal
kontrole  sahip  spesifik  Urunlerin  turetilmesinde  etkilidir,
Glycosiltransferazlar, oligosakaritlerin hazirlanmasinda ve ozellikle
memeli hiicrelerinde tretilen peptitler tizerindeki terminal N- ve O

bagh karbohidrat yapilarinin modifiye edilmesinde kullanilir. Ornegin
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glikopeptitlerin  terminal oligosakaritleri tamamen sialile ve/veya
fukozile edilerek glikopeptit farmakodinamiklerini ve baska cesith
biyolojik ozellikleri gelistirebilen glikosiltransferazlar kullanilarak
daha tutarli seker yapilar1 saglanabilir.

Glikosidazlar ayrica c¢ksoglikosidazlar (orn., p-mannosidaz, J3-
glukosidaz) ve endoglikosidazlar (orn., Endo-A, Endo-M) halinde
smiflandinlir. Glikosidazlar normalde bir glikosidik bagin hidrolizine
katalizorluk eder. Bununla birlikte uygun kosullar altinda bunlar, bu
bag1 olusturmak fizere kullamilabilir. Karbohidrat sentezi igin
kullanillan  glikosidazlarin  gogu, eksoglikosidazlardir; glikosil
transferi, substratin indirgeyici olmayan terminalinde meydana gelir.
Glikosidaz, hidroliz uriinit vermek uzere suyla veya yeni bir glikosid
veya oligosakarit Uretmek lizere bir akseptor ile kesilen bir glikosil-
enzim ara maddesinde bir glikosil dondrinii  baglar. Bir
eksoglikosidaz kullanilan ornek bir yol, f-mannosidaz tesiri yoluyla
olusturulan B-mannosidaz bagi dahil tim N bagh glikopeptitlerin 6z
trisakaritinin sentezidir (Singh ve arkadaslari, Chem. Commun. 993-
994 (1996)). Bunlarin kullanimi, eksoglikosidazlardan daha az yaygm
olmakla birlikte endoglikosidazlar da karbohidratlarn
hazirlanmasinda kullanilir. Endoglikosidazlar, bir monosakarit yerine
butin bir oligosakarit zincirinin bir polipeptit Uzerine transfer
edilmesinde kullanilabilir. Oligosakarit fragmanlan, endo-p-N-
asctilglutozaminler omegin - endo-F  ve endo-M  kullanilarak
substratlara ilave edilmistir (Wang ve arkadaslar1; Tetrahedron Lett.
37:1975-1978; ve Haneda ve arkadaslari, Carbohidr. Res. 292: 61-70
(1996). Bu enzim smiflarinin her biri glikosile edilmis peptitleri

tiretmek i¢in  basariyla kullanilmistir. Genel bir inceleme igin
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bakimiz Crout ve arkadaglan, Curr. Opin. Chem. Biol. 2: 98-111.
(1998).

Serum amiloid P (SAP), disk benzeri bir kompleks i¢inde kovalent
olmayan seckilde birlesmis bes ozdes alt initeden veya "promoterden”
olusan, memelilerde dogal yoldan meydana gelen bir serum
protemidir. SAP, proteinlerin, bu siklik pentamerik yap ile
karakterize edilen pentraksin superfamilyasma aittir. Klasik kisa
pentraksinler arasinda SAP ve ayrica C ile reaktif protein yer alir
(Osmand, A.P. ve arkadaglari, Proc. Nat. Acad. Sci., 74; 739-743,
1997). SAP normalde karacigerde sentezlenir ve yirmi dort saatlik bir
fizyolojik yar1 omre sahiptir. Insan SAP alt {initesinin sekansi, asagida
aciklanmistir, bu da Gen bank Erisim No. NP_001630’a ait 20-223.

amino asitlere karsilik gelir (sinyal sekans1 gosterilmemistir).

HTDLSGKVFVFPRESVTDHVNLITPLEXPLQNFTLCFRAYSDLSRA

YSLFSYNTQGRDNELLVYKERVGEYSLYIGRHKVTSKVIEKFPAPV
HICVSWESSSGIAEFWINGTPLVKKGLRQGYFVEAQPKIVLGQEQD
SYGGKFDRSQSFVGEIGDLYMWDSVLPPENILSAYQGTPLPANILD
WQALNYEIRGYVIIKPLVWY (SEK.KIM.NO: 1)

Gallus gallus SAP alt Ginitesinin sekansi asagida agitklanmistir.

QEDLYRKVFVFREDPSDAYVLLQVQLERPLLNFTVCLRSYTDLTRP
HSLFSYATKAQDNEILLFKPKPGEYRFYVGGKY VTFRVPENRGEW
EHVCASWESGSGIAEFWLNGRPWPRKGLOQKGYEVGNEAVVMLG
QEQDAYGGGFDVYNSFTGEMADVHLWDAGLSPDKMRSAYLALR
LPPAPLAWGRLRYEAKGDVVVKPRLREALGA (SEK.KIM.NO: 2)
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Bos taurus SAP alt Ginitesinin sekans1 asagida agciklannstir.

QTDLRGKVFVFPRESSTDHVTLITKLEKPLKNLTLCLRAYSDLSRG
YSLFSYNIHSKDNELLVFKNGIGEYSLYIGKTKVTVRATEKFPSPVH
ICTSWESSTGIAEFWINGKPLVKRGLKQGYAVGAHPKIVLGQREQDS
YGGGFDKNQSFMGEIGDLYMWDSVLSPEEILLVYQGSSS[SPTILD
WQALKYEIKGYVIVKPMVWG (SEK.KIM.NO: 3)

5 Cricetulus migratorius SAP alt Unitesnin  sekanst asagida

agiklanmistir.

QTDLTGKVFVFPRESESDYVKLIPRLEKPLENFTLCFRTYTDLSRPHSLFSYNTKN

KDNELLIYKERMGEYGLYIENVGAIVRGVEEFASPVHFCTSWESSSGIADFWVNG
[PWVKKGLKKGYTVKTQPSIILGQEQDNYGGGFDKSQSFVGEMGDINMWDSVL
TPEEIKSVYEGSWLEPNILDWRALNYEMSGYAVIRPRVWH (SEK.KIM.NO: 4)

10 Burada tarif edilen bir yon, bir insan SAP polipeptiti Uizerindeki bir
glikan yapismin, SAP polipeptitinin biyolojik aktivitesini, insan
serumundan izole edilmis, karsilik gelen bir vahsi tip SAP Ornegine
gore arttirabilecegine dair vyapilan strpriz kesif ile ilgilidir.
Aciklamanin ornekleri ile gosterildigi gibi insan serumundan izole

15 edilmis SAP, sadece 12,6 bagh sialik asit tortulari ihtiva eder. Buna
karsihik CHO hiicrelerinde uretilen rekombinant insan SAP, sadece
02,3 bagl sialik asit tortular1 ihtiva eder. In vitro hilcre bazli biyo-
deneyler kullanilarak ¢2,3 bagh sialik asit SAP polipeptitlerinin, insan
serumundan izole edilmis vahsi tip SAP’den (yani 2,6 bagh sialik

20  asit yarimlan iceren SAP’den) tutarh sekilde daha yiltksek aktiviteye

sahip olacag gosterildi. Bulusa ait varyant SAP polipeptitleri, artan
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biyolojik potanslarima bagli olarak terapotik ajanlar olarak daha etkili
olacaktir. Omegin daha gucli SAP varyantlan, insan serumundan
1izole edilmig vahsi tip SAP’ye gore daha dusuk dozlama ve/veya daha
az siklikta dozlama gerektirebilir. Mevcut agiklama hem varyant insan
SAP polipeptitleri hem de bunlar1 yapmaya yonelik yontemler sunar.
Ozellikle agiklama, arzu edilen bir glikosilasyon sablonuna sahip bir
insan SAP polipeptiti tiretmek i¢in, seker tortularinin in vitro ve in
vivo ilavesi, delesyonu veya modifikasyonuna yonelik yontemler ve
kompozisyonlar igerir.

Tanmimlar

Aksi gekilde tanimlanmadigr siirece burada kullamlan tim teknik ve
bilimsel terimler genel olarak bu konuda siradan deneyime sahip
kisilerce ortak sekilde anlasilan ile aym anlamlara sahiptir. Genel
olarak burada kullanilan terminoloji ve doku kultirt, molekiiler
genetik, organik kimya ve niikleik asit kimyasi ve hibridizasyon ile
ilgili laboratuar prosedirleri bu konuda iyi bilinmekte ve yaygin
sekilde kullanilmakta olanlardir. Nukleik asit ve peptit sentezi i¢in
standart teknikler kullamilir. Teknikler ve prosedirler genellikle bu
konudaki gelencksel vyontemlere ve ¢esith genel referanslara
(0rn., Sambrook ve arkadaslari, 1989, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2. baski. Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N.Y.) uygundur ve bunlar da bu dokiiman
boyunca sunulmustur.

Ingilizcede “a” ve “an” dmekleriyle ifade edilen "bir" tanimlayicisi
burada tanimlayicimin ait oldugu dilbilgisel objeden birine veya birden
fazlasina (vani en az birine) karsilik olarak kullamlir. Ornek olarak

"bir eleman”, bir eleman veya birden fazla eleman anlamina gelir.
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Burada kullamldig1 gib1 "tedavi" ve "tedavi etme" terimlen, arzu
edilen bir farmakolojik ve/veya fizyolojik etkinin elde edilmesine
karsilik gelir. Etki, bir bozuklugun veya bunun semptomunun kismen
veya tamamen onlenmesi agisindan profilaktik olabilir ve/veya bir
bozukluk ve/veya bozukluga atfedilebilen olumsuz bir etki i¢in kismi
veya tam bir 1yilesme agisindan terapotik olabilir. Burada kullanildig:
gibi “tedavi”, bir memelide, ozellikle bir insanda bir hastaligin tedavi
edilmesini kapsar ve sunlari igerir; (a) hayatta kalma siiresinin
uzatilmasi; (b) hastaliga bagli 6liim riskinin azaltilmasi; (¢) hastalifin
inhibe edilmesi, yami bunun gelistirilmesinin durdurulmas: veya
hastaligin ilerleme hizinin azaltilmasi; ve (d) hastaligin yatistirilmasa,
yani hastalikta gerileme saglanmasa.

Burada kullamldigi gibi bir bozukluk veya durumu “inhibe eden” veya
“engelleyen”™ bir terapotik, istatistiksel bir 6rnekte, tedavi edilmemis
bir kontrol ornegine gore tedavi edilmis ornekte bozukluk veya
durumun meydana gelmesini azaltan veya bozuklugun veya durumun
bir veya daha fazla semptomunun tedavi edilmemis kontrol drnegine
gore baslamasini geciktiren veya azaltan bir bilesiktir,

Burada kullanmildig1 gibi “stye” ve “hasta” terimleri, memeliler,
ornegin insanlar dahil olmak izere hayvanlara karsilik gelir. "Memeli"
terimi, primatlari, evcil hayvanlari, ornegin kopekler, kediler,
koyunlar, sigirlar, atlar, keciler, domuzlar, fareler, sicanlar, tavsanlar,
kobaylar, kisitlanmis hayvanlar, ©Omegin hayvanat bahgesi
hayvanlarini ve vahsi hayvanlarn kapsar.

Burada kullamldigi gibi “doku” terimi, bir organa veya cilt dokusu,
akciger dokusu, bobrek dokusu ve bagka tip hiicreler gibi 6zel hucre

grubuna karsilik gelir.
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"Terapotik etki" terimi, bu konuda kabul gormustir ve hayvanlarda,
ozellikle memelilerde ve daha belirgin olarak insanlarda, farmakolojik
ag¢idan aktif bir maddenin neden oldugu lokal veya sistemik bir etkiye
karsilik gelir. "Terapotik acidan etkili miktar" ifadesi, boyle bir
maddenin, herhangi bir tedaviye uygulanabilecek makul bir fayda/risk
oraninda arzu edilen lokal veya sistemik etkiyi Ureten miktari
anlamina gelir. Boyle bir maddenin terapotik agidan etkili miktar,
tedavi edilen slijeye ve hastalik durumuna, siijjenin kilosuna ve yasina,
hastalik durumunun siddetine, uygulama tarzina bagli olarak
degisecektir ve bunlar da bu konuda siradan bilgiye sahip kisilerce
kolayca  belirlenebilir.  Ormnegin  burada tanif edilen baz
kompozisyonlar, boyle bir tedavi i¢m gecerli makul bir fayda/risk
oraninda arzu edilen etkiyi Uretmek icin yeterli bir miktarda
uygulanabilir,

Burada kullanildigr gibi "nuikleik asit" terimi, bir poliniikleotite
ornegin deoksiriboniikleik aside (DNA) ve uygun durumlarda
riboniikleik aside (RNA) karsilik gelir. Terim ayrica denkler olarak
nikleotit analoglarindan yapilma RNA veya DNA analoglarini ve tarif
edilen duzenege uygulanabilir oldugunda tek 1plikgikli (sens veya
antisens gibi) ve iki iplik¢ikli polintikoetiti kapsayacak sekilde
anlagilmalidir.

“Peptitler”, "proteinler" ve ‘“‘polipeptitler” terimleri burada
birbirlerinin yerine kullanilir. "Saflastirilnmug protem™ terimi, bir hiicre
veya hiicre lizat1 icindeki protein(ler) ile normalde bir arada bulunun
diger proteinlerden tercihen izole edilmis veya baska sekilde dnemli
olgiide bunlar1 igermeyen bir protein veya proteinler preparasyonuna
karsilik gelir. "Diger hiicre proteinlerinden onemli dlgiide armnmug”

veya "diger kirletici proteinlerden dnemli dlgiide armnmis" terimi,
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proteinlerin her birinin, %20’nin altinda (kuru agirlik olarak) kirletici
protein igeren ve tercihen %35’in altinda kirletici protein igceren tek tek
preparasyonlarint  kapsayacak sekilde tanimlanmir, Proteinlerin her
birinin fonksiyonel formlari, bu konuda iy1 bilindigi gibi klonlanmisg
bir gen  kullamlarak  saflastirilmis  preparasyonlar  halinde
hazirlanabilir. "Saflagtirilmus" terimi ile gosterilen molekiilin, diger
biyolopk makro-molekiller, omegin diger proteinler (0zellikle
saflastirilmig  preparasyonlar olarak veya konu olan yeniden
olusturulmus karisim igindeki fonksiyonlari agisindan bilesen
proteinlerin  karakteristiklerini  dnemli  dlgiide maskeleyebilen,
azaltabilen, bozabilen veya degistirilebilen diger proteinler) onemli
olcude bulunmadan var olmasi kast edilir. Burada kullamldigi gibi
“saflastirillmig™ terimi tercihen aym tipteki biyolojik makro-
molekilllerin kuru agirlik olarak en az %80, daha fazla tercihen agirlik
olarak %085, daha fazla tercihen agirlik olarak %95-99 ve en fazla
tercihen agirlik olarak en az %99.8 oraninda bulunmasi anlamina gelir
(but su, tamponlar ve diger kiiciik molekilller, 6rnegin molekiller
agirhigr  5000°in  altinda olan molekiller bulunabilir), Burada

(33

kullamldigt  gibi  “saf” terimi  tercthen hemen  yukandaki
"saflastirilnus" ile ayni sayisal limitlere sahiptir.

"N bagl" oligosakaritler, bir peptit omurgasina asparagin Uzerinden,
bir  asparagin-N-asetilglukozamin ~ bag1  yoluyla  baglannus
oligosakaritlerdir. N bagh oligosakaritler ayrica "N-glikanlar" olarak
anilir. Dogal yoldan meydana gelen N bagli oligosakaritler, ortak bir
Man([(al,6-)-(Man(a1,3)]-Man(31,4)-GlcNAc(B1,4)-GlcNAc(B1,N)
pentasakarit O0zune sahiptir. N-asetilglukozamin, galaktoz, N-
asctilgalaktozamin, fukoz ve sialik asit gibi periferal sekerlerin

dallarinin (ayrica anten olarak anilir) varli§i veya sayist agisindan
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farklihk gosterirler. Istege bagh olarak bu yapr ayrica bir 6z fukoz
molekiilit ve/veya bir ksiloz molekiilil ihtiva edebilir.

"Sialik asit" terimi, dokuz karbonluk karboksile edilmis sekerlerden
olusan bir elemana karsilik gelir. Sialik asit familyasinin en yaygin
elemani, N-asctilndraminik asittir (siklikla NeuSAc, NeuAc veya
NANA seklinde kisaltilir). Familyamin ikinci elemani, N-glikolil-
noraminik asit (Neu5Ge veya NeuGe) olup burada NeuAcnin N-asetil
grubu hidroksile edilmistir. Uglincti sialik asit familyas: elemamn, 2-
keto-3-deoksi-nonulosonik asittir (KDN) (Nadano ve arkadaglari,
(1986) J. Biol. Chem. 261: 11550-11557; Kanamori ve arkadaslari, J.
Biol. Chem. 265: 21811-21819 (1990)). Ayrica 9-ikame edilmis sialik
asitler ornegin bir 9-O-C,Cg-asil-NeuSAc, omegin 9-O-laktil-NeuSAc
veya 9-O-asetil-Neu5Ac, 9-deoksi-9-floro-NeuSAc ve 9-azido-9-
deoksi-NeuSAc de dahildir. Sialik asit familyasmin incelemesi igin
bakimiz orn., Varki, Glycobiology 2: 25-40 (1992); Sialic Acids:
Chemistry, Metabolism and Function, R. Schauer, Ed. (Springer-
Verlag, New York (1992)).

"Genetik olarak yapilandinlmis" veya "rekombinant” hiicre, hiicrenin
genetik materyalinde bir veya daha fazla modifikasyona sahip olan bir
hiicredir. Bu modifikasyonlar arasinda bunlarla simrli olmamakla
birlikte genetik materyalin sokulmasi, genetik materyal delesyonlar
ve materyal stabil sekilde korunsun korunmasin, kromozom dis1 olan
genetik materyalin sokulmasi bulunur.

Burada kullanildigi gibi "modifiye edilmis seker" terimi, burada tarif
edilen bir proseste bir peptitin bir amino asidi veya bir glikosil tortusu
Uzerine enzimatik sekilde ilave edilmis, dogal yoldan veya dogal
olmayan yoldan meydana gelen bir karbohidrata karsilik gelir.

Modifive edilmis seker, bunlarla simirli olmamakla birlikte seker
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nikleotitleri (mono-, di- ve tri-fosfatlar), aktiflestirilmis sekerler (6m.,
glikosil halidler, glikosil mesilatlar) ve ne aktiflestirilmis ne de
nikleotit olan sekerler dahil bir dizi enzim substrat1 arasindan segilir,
"Modifiye edilmis bir seker”, “modifiye edilmis bir grup” ile kovalent
sckilde fonksiyonellestirilmis olabilir. Faydalt modifiye edici gruplar
arasinda bunlarla smirli olmamakla birlikte suda c¢ozulebilen ve
cozulmeyen polimerler, terapotik yarimlar, tam1 yarimlari, biyo-
molekiller bulunur. Modifiye edici grup ile fonksiyonellestirme yeri,
"modifiye edilmis sekerin" bir peptite veya peptitin glikosil tortusuna
enzimatik gekilde ilave edilmesini engellemeyecek olanlar arasindan

secilir.

Varyant SAP Polipeptitleri

Kismen agiklama varyant Serum Amiloid P (SAP) polipeptitleri sunar,
Ozellikle burada tarif edilen SAP varyantlari, her biri birbirlerinden
bagimsiz olarak bir a2,3 bagh sialik asit yarimu ile sonlanan bir, iki,
u¢, dort, bes veya daha fazla dala sahip bir veya daha fazla N bagh
veya O bagl oligosakarit zinciri igeren glikosile edilmis insan SAP
polipeptitlerini kapsar. N bagh veya O bagh oligosakarit zincirlerinin
tum dallar, 02,3 bagh yarimlarda sonlanabilir. Burada ayrica insan
serumundan tlretilmis bir vahsi tip SAP polipeptitinden en az %20,
%25, %30, %35, %40, %45, %50, %55, %60, %65, %75, %80, %85
daha az veya hatta en az %95 daha az a2,6 bagh sialik asit yarimina
sahip bir N bagl veya O bagh oligosakarit zinciri ihtiva eden glikosile
edilmis insan SAP polipeptitleri iceren SAP varyantlar tarif edilir, N
bagh veya O bagl oligosakarit zincirlerinin, o2,6 bagh sialik asit
yarimlarindan onemli dl¢iide muaf olabilmesi, drn., insan serumundan

turetilmis bir vahsi tip SAP polipeptitine gore %80, %85, %90, %95,
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%97, %98°’den az veya hatta %99°dan az 02,6 bagh sialik asit
yarimina sahip olmasi tarif edilir. Burada tarif edilen glikovaryant
SAP polipeptitleri, bir veya daha fazla dala sahip (0rn., iki antenli, U¢
antenli, dort antenli, bes antenli, vb. yapiya sahip) bir N bagh
oligosakarit veya O bagl zincir igercbilir. Bulusa ait SAP
polipeptitleri, bir N bagli veya O bagh oligosakarit zinciri igerit,
burada oligosakarit zincirinin bir, iki, Gi¢, dort veya bes dali, galaktoz
ve N-asetilglukozaminden Onemli ©®l¢iide muaftir (6., insan
serumundan tiiretilmis bir vahsi tip SAP polipeptitine gore %80, %835,
%90, %95, %97, %98’den az veya hatta %99°dan az N-
asetilglukozamine  sahiptir). Burada tarif edilen bazi SAP
polipeptitleri, galaktozdan ve N-asetilglukozaminden onemli olgide
muaf olan (0rn., insan serumundan tiretilmis bir vahsi tip SAP
polipeptitine gore %80, %85, %90, %95, %97, %98°den az veya hatta
%99’dan az galaktoza ve/veya N-asetilglukozamine sahip olan) N
bagli veya O bagh oligosakarit zincirlerine sahiptir. Burada tarif
edilen SAP polipeptitleri, bir N bagh veya O bagh oligosakarit zinciri
igerir, buradaki oligosakarit zincirinin bir, iki, {i¢, dort veya bes dal,
bir veya daha fazla mannoz tortusu ihtiva edebilir. Burada tarif edilen
SAP polipeptiti, Man[{a1,6-)-(Man(al,3)]-Man(p1,4)-GlcNAc(p1,4)-
GlcNAc(p1,N)-Asn pentasakarit 6zine sahip bir N bagh oligosakarit
igerebilir. Bu pentasakarit 0zi1 ayrica bir veya daha fazla fukoz veya
ksiloz tortusu igerebilir. Burada tarif edilen SAP polipeptitleri, bir N
bagh oligosakarit zinciri igerebilir, buradaki oligosakarit zincirinin bir,
iki, ug, dort veya bes dali, NeuNAc2a3Galp4GlcNAcB2Manab
yapisina sahiptir. Burada tarif edilen SAP polipeptitleri ayrica bir N
bagli oligosakarit zinciri igerebilir, buradaki tim  dallar,

NeuNAc2a3GalB4GlcNAcB2Manab yapisina sahiptir.
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Burada tarif edilen varyant SAP polipeptitleri, bir veya daha fazla
"modifiye edilmis" seker tortusu icerebilir. Modifiye edilmis sekerler,
modifiye edici yarimin veya grubun eklenmesine izin veren herhangi
bir pozisyonda ikame edilir. Tercih edilen yonlerde modifiye edilmis
scker, sckerin, modifiye edilmis sckerin  SAP  peptitine
birlestirilmesinde kullanilan bir enzim i¢in hala substrat gorevi
gormesine 1zin verecek bir pozisyonda ikame edilir. Modifiye edici bir
grup, bir seker yarimina enzimatik vasitalarla, kimyasal vasitalarla
veya bunlarin bir kombinasyonu ile eklenebilir, bu sekilde modifiye
edilmis bir seker, Oorn., modifiye edilmis bir galaktoz, fukoz veya
sialik asit Giretilir. Burada kullanilmaya uygun modifiye edici gruplar
ve ayrica bu modifiye edici gruplarm seker tortularma konjuge
edilmesine yonelik yontemler, asagidaki boliimde tarif edilmisgtir.
Belirli yonlerde burada tarif edilen varyant SAP polipeptitlerinin,
monositlerin fibrositler halinde in vitro farklilasmasini inhibe etmeye
yonelik 1Csy’s1, insan serumundan izole edilmis, karsilik gelen bir
vahgi tip SAP 0rneginin yarisindan daha dustktiir. Burada tarif edilen
varyant SAP polipeptitlerinin, monositlerin fibrositler halinde 1in
vitro farklilagsmasini inhibe etmeye yonelik 1Csy’s1, insan serumundan
izole edilmis, karsilik gelen bir vahsi tip SAP drneginin 1/3’iinden az,
1/40nden az, 1/10’undan az veya 1/100’iinden azdir.

Burada tarif edilen varyant SAP polipeptitleri, Brutlag ve
arkadaslarinin algoritmasina dayali FASTDB bilgisayar programi
(Comp. App. Biosci., 6:237-245 (1990)) kullanilarak belirlendiginde,
SEK.KIM.NO: 1’in amino asit sekansina en az %60, en az %70, en az
%80, en az %85, en az %90, en az %95, en az %96, en az %97, en az
%98, en az %99 veya %100 oraninda dzdes olabilir. Bir amino asit

hizalamasmin odzdeslik ve benzerlik yizdesini hesaplamak ig¢in
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kullamlan parametreler sunlarn igerir: Matrix=PAM 150, k-tuple=2,
Yanhs Eslesme Cezasi=1, Birlesme Cezas1=20, Randomizasyon
Grubu Uzunlugu=0, Kesme Skoru=1, Bosluk Cezasi=5 ve Bosluk
Ol¢usii Cezas1=0.05.

"SAP polipeptiti" terimi, fonksiyonel fragmanlar1t ve oncckilerden
herhangi birini igeren fiizyon protemlerini kapsar. Genellikle bir SAP
polipeptiti, biyolojik acidan alakali sicakliklarda, pH duzeylerinde ve
ozmolaritede sulu ¢ozeltiler i¢cinde ¢oziillecek sekilde tasarlanacaktir.
Pentamerik bir SAP kompleksi olusturmak igin kovalent olmayan
sekilde bir araya gelen SAP promoterleri, ozdes amino asit
sekanslarina ve/veya translasyon sonrasi modifikasyonlara sahip
olabilir veya alternatif olarak tek bir kompleks i¢indeki ayr1 ayr1 SAP
promoterleri, farkli sekanslara ve/veya modifikasyonlara sahip
olabilir, SAP polipeptiti terimi, dogal yoldan meydana gelen SAP
polipeptitinin yam sira bunun bir varyantini (mutantlar, fragmanlar ve
fuzyonlar dahil) i¢ceren polipeptitleri kapsar. Burada tarif edilen SAP
polipeptiti, bir rekombinant polipeptit olabilir. Bulusa ait SAP
polipeptiti, bir insan SAP polipeptitidir.

Burada tanf edilen bir varyant SAP polipeptiti veya bunun
fonksiyonel bir fragmanini igeren farmasodtik kompozisyonlar burada
sunulur. Bazi ybdnlerde bir SAP varyantinin amino asit sekansi,
SEK.KIM.NO: 1°den bir veya daha fazla konservatif veya konservatif
olmayan ikame yoluyla farklilik gosterebilir. Burada kullanildigi gibi
"konservtaif ikameler", karsilik gelen referans tortulara fiziksel veya
fonksiyonel agidan benzer olan tortulardir, yani bir konservatif ikame
ve bunun referans tortusu, benzer ebada, sekle, elektrik yukiime
ve/veya kimyasal ozelliklere (orn., kovalent veya hidrojen baglar

olusturma yeterliligine) sahiptir. Tercih edilen konservatif ikameler,
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Dayhoff ve arkadaslar, Atlas of Protein Sequence and Structure
5:345-352 (1978 & Supp.)’de kabul edilen bir nokta mutasyonuna i¢in
tamimlanan kriterleri yerine getirenlerdir. Konservatif ikamelerin
ornekleri, su gruplara dahil olan ikamelerdir: (a) valin, glisin; (b)
glisin, alanin; (c¢) valin, 1zolosin, 16sin; (d) aspartik asit, glutamik asit;
(e) asparagin, glutamin; (f) serin, treonin; (g) lizin, arginin, metiyonin;
ve (h) fenilalanin, tirosin, Hangi amino asit degisikliklerinim fenotipik
agidan sessiz olma ihtimalinin oldugu ile ilgili ilave bilgiler, Bowie ve
arkadaslar1, Science 247: 1306- -1310 (1990)’da bulunabilir.

Varyant SAP polipeptitler1 ve bunlarin biyolojik fonksiyonu koruyan
fragmanlari, burada tarif edilen farmasotik kompozisyonlarda ve
yontemlerde faydahdir. Bir varyant SAP polipeptiti veya bunun
tragmani, FcyRI, FcyRITA ve/veya FcyRIIIB’yi baglar. Bir varyant
SAP polipeptiti veya bunun fragmam, fibrosit, fibrosit oncusi,
miyofibroblast oOnciisii  ve/veya hematopoietik monosit odnciisii
farklilagmasindan birini veya daha fazlasini inhibe edebilir. SAP
varyantlari, terapotik etkinligin veya stabilitenin (0rn., ex vivo raf
omrunin ve in  vivo proteolitik  degradasyona  direncin)
giiclendirilmesi gibi amaglarla bir SAP polipeptitinin yapis1 modifiye
edilerek uretilebilir.

Bazi1 yonlerde burada tarif edilen varyant SAP polipeptitleri ayrica
SAP polipeptitinde dogal olarak bulunanlara ek olarak Translasyon
sonras1 modifikasyonlar igerebilir. Bu modifikasyonlar arasinda
bunlarla smirli olmamakla birlikte, asetilasyon, karboksilasyon,
glikosilasyon (orn., O bagli oligosakaritler, N bagli oligosakaritler,
vb.), fosforilasyon ve lipidasyon bulunur. Sonu¢ olarak modifiye
edilmis SAP polipeptiti, amino asit dis1 ogeler, dornegin polietilen

glikoller, lipitler, poli- veya monosakaritler ve fosfatlar ihtiva edebilir.
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Baz yonlerde burada tarif edilen SAP polipeptiti iizerinde yapilan bir
veya daha fazla modifikasyon, SAP polipeptitinin stabilitesini
giglendirebilir, Omegin bu modifikasyonlar, SAP polipeptitinin in
vivo vart omrunt giglendirebilir veya SAP polipeptitinin proteolitik
degradasyonunu azaltabilir.

Baz1 yonlerde burada tarif edilen varyant SAP polipeptitleri, msan
SAP polipeptitinin en azmdan bir kismma ve bir veya daha fazla
fuzyon alamina veya heterolog kisma sahip flizyon proteinleri igerir.
Bu fuzyon alanlarimin iyi bilinen ornekleri arasinda bunlarla smirh
olmamakla birlikte polihistidin, Glu-Glu, glutatiyon S transferaz
(GST), tiyoredoksin, protein A, protein G ve immiinoglobulin agir
zincir sabit bolgesi (Fc), maltos baglanma proteini (MBP) veya msan
serum albiimini bulunur. Bir fizyon alani, arzu edilen bir 6zelligi
verecek sekilde secilebilir. Ornegin bazi1 fuzyon alanlar, fuzyon
proteinlerinin afinite kromatografisi yoluyla izolasyonu i¢in 6zellikle
faydalidir. Afiniteli saflastirma amaciyla afinite kromatografisine
yonelik ilgili matrisler, ornegin glutatiyon-, amilaz- ve nikel- veya
kobalt ile konjuge edilmis resinler kullamlir. Baska bir omek olarak
SAP polipeptitlerinin saptanmasini kolaylastiracak sekilde bir fuzyon
alan1 segilebilir. Bu saptama alanlarmmin ornekleri arasinda g¢esitli
floresan proteinlerinin (drn., GFP) yam sira bunlar igin spesifik bir
antikorun var oldugu, genellikle kisa peptit sekanslar1 olan “epitop
takilar1” bulunur. Bunlar i¢in spesifik monoklonal antikorlarin kolayca
temin edilebildigi iyi bilinen epitop takilar arasinda FLAG, influenza
virusit hemaglutinin (HA) ve c-myc bulunur. Baz1 durumlarda fuzyon
alanlari, 1lgili proteazin, flizyon proteinlerini kismen sindirmesine ve
boylece rekombinant proteinin buradan serbest kalmasina izin veren

bir proteaz klivaj sahasina sahiptir. Serbest kalan proteinler daha sonra
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takip eden kromatografik aymrma yoluyla fuzyon alanindan izole
edilebilir. Bazi durumlarda SAP polipeptiti, SAP polipeptitini in vivo
stabilize eden bir heterolog alana fiizyonla birlestirilebilir, "Stabilize
edici”, ister tahribatin azaltilmasi, bobrek tarafindan temizlenmenin
azalmas1 veya baska bir farmakokinctik etki ile olsun, serum yar
omrinu arttiran herhangi bir sey anlamima gelir. Bir imminoglobulin
ve serum albuminin Fe kismu ile yapilan fuzyonlarm daha yuksek
stabilite verdikleri bilinir.

Flizyon proteinlerinin farkli gelerinin, arzu edilen fonksiyonellik ile
tutarli bir gekilde duzenlenebilecegi anlasilir. Ornedin bir SAP
polipeptiti, heterolog bir alana C-terminal konulabilir veya alternatif
olarak bir heterolog alan, bir SAP polipeptitine C-terminal konulabilir.
SAP polipeptitinin ve heterolog alanm bir filzyon proteini iginde
komsu olmalarma gerek yoktur ve ilave alanlar veya amino asit
sekanslar1 (orn., baglama sekanslar1), herhangi bir alana veya

alanlarina arasina C veya N-terminal sekilde dahil edilebilir.

Degistirilmis N-Glikosilasyon Molekiillerini Uretme Yontemler
Varyant insan SAP polipeptitlerini iretme yontemleri burada tarif
edilir.  Yontemler genellikle, SAP polipeptiti Uzerinde bir
glikosilasyon yapisi iiretmek veya bunu modifiye etmek amaciyla bir
SAP polipeptitinin bir veya daha fazla kimyasal veya enzimatik ajan
ile temas ettirilmesi adimimi igerir. Yontemler, hiicre bazli olabilir
veya olmayabilir.

Glikan yapilarmn Uretilmesine veya modifiye edilmesine yonelik
enzimler bu konuda 1yi1 bilinmektedir. Burada tarif edilen yontemlerde
faydali birgok enzim/protein, su iki fonksivonel smiftan birine

kategorize edilebilir: glikosiltransferazlar ve glikosidazlar. Burada
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kullanmildig1 gibi glikosiltransferazlar (6m., N- asetilglukozaminil-
transferazlar, galaktosil-transferazlar, fukosil-transferazlar, sialil-
transferazlar, glukozil-transferazlar, mannosil-transterazlar, vb.), bir
donor sekeri bir akseptor yarima transfer edebilen bir enzime/proteine
karsihik gelir. Burada kullamildigi gibi  glikosidazlar (6.,
glukozidazlar, mannosidazlar, N-asetilglukozaminidazlar, sialidazlar,
fukosidazlar, vb.), seker yarimlari arasmmdaki glikosidik bagin
hidrolizine katalizorluk edebilen bir enzime/proteine karsilik gelir.

Bir SAP polipeptitinin degistirilmis gliko formlarinin tiretilmesine
vonelik, hiicre bazli yontemlerde, vahsi tip (6rn., CHO hiicreleri) ya
da bir insan hiicresine gore en az bir modifiye edilmis glikosilasyon
aktivitesine sahip, genetik olarak yapilandirilmig hiicreler kullanihr.
Burada tarif edilen yontemler icin uygun hiicreler arasinda omegin
mantar hiicreleri, prokaryotik hiicre (yani, bakteriler, Archaea), bitki
hiicreleri veya hayvan hucreleri (6rn., nematod, bocek, bitki, kus,
stiringen veya memeli (Orn., bir fare, sican, tavsan, hamster, gerbil,
kopek, kedi, keci, domuz, inek, at, balina, maymun veya insan})
bulunur, Hiicreler, birincil hiicreler, dlumsuzlestirilmis hiicreler veya
transforme edilmis hiicreler olabilir. Bu hucreler, ¢esith ticari
kaynaklardan ve arastirma kaynak tesislerinden, orn., Amerikan Tip
Kiultir Koleksiyonundan (Rockville, Md.) temin edilebilir. Baz
yonlerde bir varyant SAP polipeptitini Gretmek i¢in kullamlan hiicre
bir CHO hiicresidir.

"Glikosilasyon aktivitesi” terimi, (1) N bagh veya O bagl glikanlan
bir hedef molekille ilave edebilen (yvani bir oligosakaril-transferaz
aktivitesi); (i1) N bagh veya O bagl glikanlar1 bir hedef molekiilden
¢ikarabilen; (i11) bir hedef molekiil izerindeki bir veya daha fazla N

bagh veya O bagh glikam1 modifiye edebilen; (iv) dolikol bagli
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oligosakaritlert modifiye edebilen; (v) 1-1v kapsamindaki bir veya daha
fazla aktiviteye yardimci olabilen bir aktiviteye karsilik gelir. Buna
gore glikosilasyon  aktivitesi Ornegin  glikosidaz  aktivitesi,
glikosiltransferaz aktivitesi, seker nikleotit sentezi, modifikasyon
veya transporter aktivitesi igerir. Bir hedef molekill tizerindeki bir
veya daha fazla N bagl veya O bagh glikanin modifikasyonu, bir
mannosilfosforil-transferaz aktivitesinin, bir kinaz aktivitesinin veya
bir fosfataz aktivitesinin, orn., bir mannosilfosforil-transferazin, bir
kinaz veya bir fosfataz aktivitesinin, hedef molekill izerindeki
glikanlarin fosforilasyon durumunu degistiren tesirini igerir,

Burada tarif edilen yontemlerde faydali, yapilandirilmis hiicreler,
bunlarla stmrli olmamakla birlikte sunlar igeren bir veya daha fazla
genetik modifikasyona sahip olabilir: (1) glikosilasyon aktivitesine
sahip bir proteini sifreleyen bir endojen genin delesyonu; (ii)
glikosilasyon aktivitesine sahip bir proteinin bir mutant formunu (orn.,
endojen veya eksojen protein) sifreleyen bir rekombinant niuikleik
asidin sokulmasi; (111) glikosilasyon aktivitesine sahip bir proteinin
fonksiyonel ckspresyonuna miuidahale eden bir RNA molekilluniin
sokulmas1 veya ekspresyonu; (iv) glikosilasyon aktivitesine sahip bir
vahsi tip (Orn., endojen veya eksojen) proteini sifreleyen bir
rekombinant nitkleik asidin sokulmasi; veya (v) glikosilasyon
aktivitesine sahip proteinleri sifreleyen bir veya daha fazla endojen
genin promoter veya guglendirici 0gelerinin degistirilmesi, bu sekilde
sifrelenmig proteinin ekspresyonunun degistirilmesi. Yukarida tarif
edilen RNA molekiilleri drnegin kiigiik muidahale edici RNA (siRNA),
kisa sa¢ tokast RNA (shRNA), anti-sens RNA veya mikro RNA
(miRNA) igerir. (ii). Maddenin ornegin bir endojen genin (orn.,

homolog rekombinasyon yoluyla), degistirilecek endojen gene gore
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daha yuiksek glikosilasyon aktivitesine sahip bir proteini sifreleyen bir
gen ile degistirilmesini icerdigi anlasihr.

Burada tarif edilen, genetik olarak yapilandirilmig hiicreler, sunlar gibi
bir veya daha fazla degistirilmis glikosilasyon aktivitesine sahiptir: (1)
genetik olarak modifiye edilmis hiuicrede bir veya daha fazla
glikosilasyon aktivitesinde bir artis, (11) genetik olarak modifiye
edilmis hiicrede bir veya daha fazla glikosilasyon aktivitesinde bir
azalma, (ii1) genetik olarak modifiye edilmis hiicrede bir veya daha
fazla glikosilasyon aktivitesinin yerinde veya hiicre igi dagiliminda bir
degisiklik veya (iv) genetik olarak modifiye edilmis hiicrede bir veya
daha fazla glikosilasyon aktivitesinin oraninda, ayni kaynaktan gelen
modifiye edilmemis bir hilcreye gore bir degisim. Glikosilasyon
aktivitesi miktarinda bir artisin, glikosilasyon aktivitesine sahip bir
veya daha fazla proteinin asin ekspresyonuna, bir endojen genin
kopya sayisinda bir artisa (0rn., gen kopyalamasi) veya bir endojen
genin promoterinde, guglendiricisinde veya baskilayicisinda bu gen
tarafindan sifrelenen proteinin ekspresyonunda bir artist uyaran bir
degisiklige bagh olabilecegi anlasilir., Bir veya daha fazla
ghkosilasyon aktivitesinde bir azalma, glikosilasyonu degistiren
aktivitelere sahip bir veya daha fazla proteinin bir mutant formunun
(6orn., bir dominant negatif formunun) asirt ekspresyonuna, bir
glikosiyasyon aktivitesine sahip bir veya daha fazla proteinin
ckspresyonunu azaltan bir veya daha fazla midahale edici RNA
molekilliniin  sokulmasima veya ekspresyonuna veya glikosilasyon
aktivitesine sahip bir proteimi sifreleyen bir veya daha fazla endojen
genin delesyonuna bagli olabilir.

Agiklamaya ait yontemlerce kullanilan, genetik agidan yapilandirilnusg

hitcreler, glikosilasyon aktivitesine sahip proteinleri sifreleyen vahsi
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tip veya mutant genler1 eksprese edebilir (0rn. asin eksprese edebilir).
Bu genler arasinda bunlarla sinirli olmamakla birlikte ALG7, ALG13,
ALGI4, ALGI, ALG2, ALGII, RFTI1, ALG3, ALGY9, ALGI2,
ALG6, ALGS, ANL1, ALGI10, ALGS, OST3, OST4, OST6, STT3,
OSTI, OSTS, WBP1, SWPI1, OST2, DPM1, SECS9, OCHI1, MNN9,
VANI, MNNS, MNNI10O, MNNI11, HOCI, MNN2, MNNS5, MNNG6,
KTRI1, YURI, MNN4, KRE2, KTR2, KTR3, MNNI1, MNSI, MNN4,
PNOI1, MNN9Y, glukozidaz 1, glukozidaz II veya endomannosidaz
bulunur. Glikosilasyon aktivitesine sahip proteinleri sifreleyen genler,
herhangi bir tirden (orn. alt dkaryotlar (6rn. mantar (mayalar dahil)
veya tripanozomlar), prokaryotlar (yami, bakteriler veya Archaea),
bitki veya hayvan (orn., bocek, kus, suriingen veya memeli, drmegin
tare veya sigan, kopek, kedi, at, keci, inek, domuz, insan dis1 primat
veya insan)) olabilir. Ag¢iklamaya ait yontemler i¢in kullanilan,
genetik ag¢idan yapilandirilmis huicrelerin, herhangi bir sayida geni
(orn., glikosilasyon aktivitesine sahip proteinleri sifreleyen genleri)
ve/veya burada belirtilen genlerin bir veya daha fazlasimn bir
kombinasyonunu (6m., 2, 3,4,5,6,7,8,9 10, 11, 12, 15 veya 20 veya
daha fazla) cksprese edebilecegi anlasilir. Ek olarak agiklamaya ait
yontemlerde kullanilan, genetik agidan yapilandirilmis huicreler, bir
veya daha fazla glikosilasyon aktivitesini degistiren veva ortadan
kaldiran, herhangi bir sayida mutasyon igerebilir.

"Gen ckspresyonu" veya "ekspresyon" terimi, bununla biyolopk
acidan aktif bir polipeptitin bir DNA sekansindan uretildigi ve bir
hiicrede biyolojik bir aktivite sergiledigi hiuicre proseslerine karsilik
gelebilir. Bu sekilde gen ekspresyonu, transkripsiyon ve translasyon
proseslerini igerir, ancak ayrica bir genin veya gen tiriiniiniin biyolojik

aktivitesini etkileyebilen, transkripsiyon sonrasi ve translasyon sonrasi
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prosesleri igerir. Bu prosesler arasinda bunlarla smirli olmamakla
birlikte RNA sentezleri, prosesi ve tasimasinin yani sira polipeptit
sentezi, tasimasi ve polipeptitlerin translasyon sonrasi modifikasyonu
bulunur.

Ornegin burada, bir SAP geninin bir hilere i¢inde cksprese edilmesi
suretiyle bulusa ait bir SAP polipeptitinin yapilmasma yonelik
yontemler tarif edilmistir. Hucre, bir endojen SAP geni veya bunun
fragmanini ihtiva edebilir. Bir eksojen SAP polipeptitini veya bunun
fragmaninmi kodlayan bir poliniikleotit, bir hiicre igine sokulabilir (6rn.,
transforme, transfekte edilebilir, vb.). Bir hiicre igine sokulabilecek
uygun SAP poliniikleotitleri arasinda nitkleik asit fragmanlarimin yam
sira nukleik asit yapilar1 veya ekspresyon vektorleri bulunur. Endojen
veya eksojen gen, bir insan SAP polipeptitini sifreler.

Bir insan SAP polipeptitini sifreleyen, konakg¢1 hilcreyi transforme
etmek i¢in kullanilan niikleik asit fragmani, bir Shine-Dalgarno sahasi
(Orn., bir ribozom baglanma sahasi) ve enzimi iretmek igin transkripte
edilen mesajn translasyonunu baslatmak Uzere bir baslama sahasi
(om., ATG kodonu) igerebilir. Ayrica translasyonu bitirmek igin bir
sonlandirma sckansi igerebilir. Bir sonlandirma sckansi tipik olarak
bunun i¢in karsilik gelen aminoasetil-tRNA’nin  bulunmadigi,
boylelikle polipeptit sentezini bitiren bir kodondur. Bir SAP
polipeptitimi sifreleyen bir nukleik asit yapisi ornegin hiicre i¢cinde
transkripte edildiginde SAP polipeptiti iireten bir ekspresyon plazmidi
halinde verilebilir.

Uygun bir ekspresyon vektoril, en az bir regilator sekansa islevsel
sekilde baglannmus, bulusa ait bir SAP polipeptitini sifreleyen bir
nitkleotit sekansi igerir. Regodlator sekanslar bu konuda bilinir ve

aciklamaya ait polipeptitlerden birinin ekspresyonunu yonetmek uizere
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secilir. Buna gore regilator sekans terimi, promoterler, giglendiriciler
ve bagka ekspresyon kontrol ogelerini icerir. Ormnek regulator
sekanslar Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology, Academic Press, San Diego, CA (1990)°da tarif edilir.
Ornegin buna islevsel sekilde baglandiginda bir DNA sekansinin
ekspresyonunu regille eden bir ekspresyon kontrol sekansi, bu
vektorler i¢inde burada tarif edilen polipeptitlerden birin eksprese
etmek i¢in kullamlabilir. Bu faydali ekspresyon kontrol sekanslari
arasinda Ornegin SV40 erken ve ge¢ promoterleri, tet promoteri,
adenovirils veya sitomegalovirils hemen erken promoteri, lac sistemi,
trp sistemi, TAC veya TRC sistemi, ekspresyonu T7 RNA polimeraz
tarafindan yonetilen T7 promoteri, faj lambdanm baglica operator ve
promoter bolgeleri, fd kilif proteini i¢in kontrol bodlgeleri, 3-
fosfogliserat kinaz1 veya baska glikolitik enzimlere yonelik promoter,
asit fosfataz promoterleri, orn., PhoS, maya o-eslesme faktorleri
promoterleri, bakiloviriis sisteminin  polihedron promoteri  ve
prokaryotik veya oOkaryotik hucrelerin - veya bunlarin virislerinin
genlerin ekspresyonunu kontrol ettigi bilinen diger sekanslar ve
bunlarin ¢esitli  kombinasyonlart  bulunur. Ekspresyon vektori
tasarimunin, transforme edilecek konake¢1 hiicre ve/veya eksprese
edilmesi arzu edilen protemin tipi segimi gibi faktorlere bagh
olabilecegi anlasilmalidir. Ek olarak vektoriin kopya sayisi, bu kopya
sayisim1 kontrol edebilme ve vektor tarafindan sifrelenen baska bir
proteinin, Ornegin antibiyotik markerlerin ekspresyonu da dikkate
alinmalhidir,

Konake¢1 hiicreyi transforme etmek i¢in kullanilan nikleik asit
fragmam veya ekspresyon sistemi istege baglh olarak bir veya daha

fazla marker sekansi igerebilir. Genel anlamda uygun marker
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sekanslar1 tipik olarak bir gen uriining, genellikle bluyiime ortamm
icindeki bir bilesigi eylemsizlestiren veya baska sekilde saptayan veya
bunun tarafindan saptanan bir enzimi sifreler. Ornegin bir marker
sekansinin dahil edilmesi, transforme edilmis hiicreyi bir antibiyotige
kars1 direngli kilabilir veya transforme edilmis hiicreye, bilesige
spesifik metabolizma verebilir. Diren¢ veren uygun marker
sekanslarinin ormekleri arasinda kanamisin, ampisilin, kloramfenikol
ve tetrasiklin bulunur. Segme baskisindan ¢ok alternatif olarak geni
ithtiva eden belirli kolonilerin saptanmasina izin veren bir marker gen,
ornegin (B-galaktosidaz kullanilabilir, burada renkli bir iiriin veren bir
substrat kullanilir.

Burada tarif edilen bir hiicrenin bir nikleik asit fragmam veya
ekspresyon vektorll ile transforme edilmesi icin c¢esitli yontemler
uygundur. Yaygin transformasyon yontemleri arasinda
elektroporasyon, lipozom aracili transformasyon, kalsiyum aracili
transformasyon ve viral aracili transfeksiyon bulunur,

Bir konak¢ hitere, meveut burada tarif edilen bir nitkleik asit fragmam
veya ckspresyon sistemu ile transforme edildiginde adi gegen sistem
igindeki gen (orn., insan SAP), konak¢1 huicrelerin kromozom DNAs1
igine, bilinen adiyla homolog rekombinasyon yoluyla entegre
edilebilin ve ekspresyon sistemi, konake¢r iginde stabil sekilde
tasimacaktir.

Vektor i¢indeki ekspresyon sistemini konaker hiicrelerin kromozom
DNA’s1 i¢cine entegre etmek icin uygun bir secim marker geni
kullanilabilir, burada adi gegen marker geni, spesifik konakg1 hiicrenin
kromozom DNA’s1 tizerindeki gene homolog bir sekansa sahiptir. Bu
amaca yonelik se¢im markerleri, uzman kisilerce kolayca segilebilir.

Ornek olarak tercih edilen marker, kromozom iizerinde bulunan ve
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konak¢r hicrelerin  metabolizmas: 1le 1liskili bir gendir. Yam
kromozom lizerinde yukarida bahsedilen gen, bir mutasyon gibi uygun
bir vasita ile eylemsizlestirilecek sekilde modifiye edilmis bir
konak¢inin kullanilmasi tercih edilir. Konak¢1 daha sonra karsilik
gelen bozulmamis geni ihtiva eden bir ekspresyon vektori ile
homolog rekombinasyona tabi tutulabilir, bunun uzerine sadece
normal metabolizma genini 1htiva eden transformantlar se¢ilmek tizere
buyutilebilir. Bu nedenle boyle bir marker gen, ekspresyon vektorii
igine sokulmus ise ad1 gegen ekspresyon vektoril igindeki marker gen
ile kromozom DNA’smin karsilik gelen kismi arasinda bir homolog
rekombinasyon meydana gelecektir, bu sekilde heterolog genin
ekspresyon kaseti aymi anda kromozom DNA’s1 icine entegre
edilecektir.

Bir proteinin bir hiicre i¢inde “eksprese edilmesi” terimi ayrica bir
proteinin kendisinin hiicreler icine sokulmasi yontemlerini igcerir. Bu
nedenle bazi yonlerde agiklama, bir SAP polipeptitinin bir hiicre igine
sokulmas: suretivle burada tarif edilen bir SAP polipeptitinin
yapilmasima yonelik yontemler sunar. Polipeptitlerin direkt olarak bir
hiicre igine sokulmasina yonelik yontemler bu konuda bilinmektedir
ve genel olarak hiicre membran gecirginlestirme prosesi igerir. Bu
tekmkler arasmda bunlarla smirlh  olmamakla birlikte SAP
polipeptitlerinin mikroenjeksiyonu; bir SAP polipeptitinin membran
vesikilller (0rn., lipozomlar, kapsuler cisimcikler, eritrosit hayaletler,
protoplastlar, vb.) i¢cinde kapsiil i¢ine alimmas1 ve bunlarin bir hiicre
membram ile temas ettirilerek SAP polipeptitinin fuzyon yoluyla
hiicre i¢ine sokulmasinin saglanmasi; plazma membranlari i¢ine gegici
sckilde sokulan delikler Uizerinden difuzyon yoluyla (6rn., kazinti

vukleme, tane yikleme, vb.) makromolekilllerin hilcrelere girmesine
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dayali fiziksel yontemlerin (6., mekanik, kimyasal, elektriksel, vb.)
kullamlmasi; ve hiicre fagositozuna bagh dogal endositoz yoluyla alim
bulunur, Bir hiicre i¢ci sokma yonteminde reseptor aracili bir yolak
kullanilabilir, burada hiicre yuzeyi Uzerinde cksprese edilen ¢esith
reseptorlerden biri, hedef olarak belirlenir ve bir SAP polipeptiti,
tasiyict yarim gorevi goren kognat liganda (kovalent sekilde veya
kovalent olmayan sekilde) eklenir. FElektrostatik adsorpsiyon
kullanilarak proteinlerin canli huicreler i¢ine sokulmasina yonelik
birgok yontem tarif edilmistir, burada protein ilk olarak katyonize
edilir ve sonra bir hiicrenin negatif vkl ylizeyt ile temas ettirilir
(Bakimiz Japon Patent Yayim No. 2004/049214 ).

Baz1 yonlerde burada, bir SAP polipeptitini eksprese eden CHO
hiicreler1 tarif edilir. CHO hiicresi, bir eksojen SAP polipeptitini
eksprese edebilir. CHO hiicresi, bir insan SAP polipeptitini eksprese
edebilir. Ac¢iklama, bir SAP polipeptitini sifreleyen bir poliniikleotit
sekans1 igeren CHO hiicreleri sunabilir. Polinitkleotit sekansi, bir
insan  SAP  polipeptitini  sifreleyebilir.  Yukanda bahsedilen
tekniklerden biri, burada tarif edilen bir SAP polipeptitini bir CHO
hiicresi veya burada tarif edilen baska bir uygun hucre iginde
“eksprese etmek” i¢in kullanilabilir.

Vahst tip veva genetik olarak yapilandirilmis hiicrenin - bir
glikosilasyon aktivitesi, indukleyici bir belirtinin (orn., bir kimyasal
veya fiziksel belirtinin) varligina bagh veya bununla inkiilenebilir
oldugunda vahsi tip veya genetik olarak yapilandirilmis hlcre istege
bagh olarak bir SAP polipeptitini sifreleyen nitkleik asidin veya bir
SAP polipeptitinin sokulmasindan once, bu sirada veya bundan sonra
induikleyici ajan varliginda kinltirlenebilir. Ornegin SAP polipeptitinin

hiicre igine sokulmasindan sonda vahsi tip veya degistirilmis bir N-
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glikosilasyon aktivitesine sahip bir veya daha fazla proteinin
ekspresyonunu tesvik edebilen kimyasal, inditkleyici bir ajana maruz
brrakilabilir, Birgok indukleyici belirti, vahsi tip ve/veya degistirilmig
N-glikosilasyon aktivitesine sahip bir veya daha fazla proteinin
kosullu ckspresyonunu inditklediginde bir hiicre, birgok indikleyici
ajan 1ile temas ettirilebilir. Kulltur ortami, SAP polipeptiti Uizerindeki
arzu edilen glikan yapisim uretmek tizere modifiye edilebilir. Ornegin
ortamin serum, glukoz ve/veya lipit (orn., dolikol) konsantrasyonu,
arzu edilen SAP glikovaryantimin optimum tiretimi igin modifiye
edilebilir. Kultir ortanmmin sicaklig, pH" ve/veya ozmolaritesi, arzu
edilen SAP glikovaryantinin optimum uretimi i¢in degistirilebilir.

Burada tarif edilen bir varyant SAP polipeptiti ayrica n
vivo 1slenebilir veya hiicreden veya hiicre ortamindan izolasyondan
once veya sonra in vitro islenebilir. Tleri proses, SAP polipeptitinin bir
veya daha fazla glikan tortusunun modifikasyonunu veya glikan
vapi(lar)i disinda SAP polipeptitinin modifikasyonunu igerebilir. SAP
polipeptitinin ilave prosesi, bir veya daha fazla heterolog yarimin
lavesini (kovalent veya kovalent olmayan birlestirmesini) igerebilir,
lleri proses, SAP polipeptitinin enzimatik veya kimyasal islemini
igerebilir. Enzimatik islem, SAP polipeptitinin bir veya daha fazla
glikosidaz, fosfodiesteraz, fosfolipaz, glikosiltransferaz veya proteaz
ile, SAP polipeptiti Gizerindeki glikan tortularinm (orn., galaktoz,
mannoz, fukoz, sialik asit, ksiloz, N-asetilglukozamin, vb)
modifikasyonunu, ilavesini veya delesyonunu induklemek i¢cin yeterli
bir sire temas ettirilmesini igerebilir. Bir N bagh oligosakarit
zincirinin ozellestirilmesi, bu konuda 1yi bilinen teknikler kullanilarak
arzu edilen seker yarimlarinin sirayla modifikasyonu, ilavesi veva

delesyonu vyoluyla saglanabilir. Peptit varyantlari Uzerindeki
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karbohidrat yarimlarmin enzimatik klivaj, Thotakura ve arkadaslan,
1987, Meth. Enzymol., 138:350 tarafindan tarif edildigi gibi cesith
endo ve ekso-glikosidazlar kullanilarak yapilabilir. Seker yarimlarinin
ilave edilmesine yonelik ornek yontemler ABD Patentleri No.
5,876,980, 6,030,815, 5,728,554 ve 5,922,577 de agiklanr.

SAP glikan yapisinin modifikasyonu, bir veya daha fazla seker
nukleotitinin varhi@mi gerektirebilir. Burada kullanilan omek seker
nikleotitleri arasinda nikleotit mono-, di- veya trifosfatlar veya
bunlarin analoglar1 bulunur. Modifiye edilmis seker nitkleotiti, bir
UDP-glikosid, CMP-glikosid veya bir GDP-glikosid arasindan
secilebilir. Seker nukleotiti, bir UDP-galaktoz, UDP-galaktozamin,
UDP-glukoz, UDP-glukozamin, GDP-mannoz, GDP-fukoz, CMP-
sialik  asit, CMP-N-glikolilneuraminik asit veya CMP-NeuAc
arasindan segilebilir. Modifiye edilmis bir seker niitkleotiti, modifiye
edilmis bir seker tortusunu SAP polipeptitine ilave etmede
kullanilabilir. Seker niikleotitlerinin N-asetilamin tirevleri de burada
tarif edilen yontemde kullanilabilir.

Glikosil yarimlarmim kimyasal ilavesi veya ¢ikarilmasi, herhangi bir
uygun yontemle yapilabilir. Ornegin kimyasal deglikosilasyon, SAP
polipeptitinin triflorometansiilfonik aside veya baska bir gl aside
maruz birakilmasini igerebilir. Bu islem, peptiti bozulmamis sekilde
birakirken  baglayici  seker  (N-asetilglikozamin  veya  N-
asctilgalaktozamin) haricindeki sekerlerin bityik kismmin veya
tamaminin ~ klivap ile sonuglanir. Kimyasal deglikosilasyon
yontemleri, Haldmuddin ve arkadaslari, 1987, Arch. Biochem.
Biophys. 259: 52 ve by Edge ve arkadaslari, 1981, Anal. Biochem.
118: 131 tarafindan tarif edilir. Kimyasal islem Ornegin degistirilmis

SAP polipeptitinin bir asit, drnegin hidroflorik asit ile SAP
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polipeptitinin modifikasyonunu induklemek 1¢in yeterli bir sire temas
ettirillmesini icerebilir. Belirli kosullar altinda hidroflorik asit islem
glikanlara fosfodiester bagli mannoz tortularmi spesifik olarak
cikarirken glikan Uzerindeki fosfatt birakir. Degistirilmis bir SAP
polipeptiti ayrica bir fosfat grubunun bir veya daha fazla N-glikandan
cikarilmasi veya ilavesi yoluyla islenebilir. Ornegin degistirilmis bir
SAP polipeptiti, bir mannosil kinaz veya bir mannosil fosfataz ile
temas ettirilebilir.

Bazi1 yonlerde SAP polipeptiti glikan vapisi (N bagh veya O bagh
oligosakarit) lizerindeki sadece terminal seker yarimlarinin modifiye
edilmesi arzu edilebilir. SAP glikan yapisinin bir veya daha fazla dali,
en az bir terminal sialik asit tortusunun ilavesi, ¢ikarilmasi, ikamesi
veya modifikasyonu yoluyla modifiye edilebilir. Birada tarif edilen
glikanlarin modifiye edilmesi i¢in uygun yontemler, SAP glikan
yapist Uzerindeki sadece terminal seker yarmmini degistirmek igin
kullanilabilir. Bir 02,6 bagina, 02,8 bagina veya 02,9 bagina sanih bir
terminal sialik asit tortusu, bir veya daha fazla terminal ¢2.3 bagh
sialik asit tortusu ile degistirilebilir. Belirli bir yonde terminal «2,6
bagh sialik tortular1 igeren insan SAP, bir veya daha fazla terminal
02,6 bagh sialik tortusunu bir veya daha fazla 2,3 bagh sialik asit
tortusu ile degistirmek ig¢in agiklamaya ait yontemlerden birine gore
modifiye edilebilir. Bir terminal 02,3 bagh sialik asit tortusu, bir veya
daha fazla 2,6 bagh, 02,8 bagh ve/veya 02,9 bagh sialik asit
tortusunu ilave etmek i¢cin modifiye edilebilir.

Bazi1 yonlerde burada tarif edilen bir SAP polipeptitini yapma prosesi,
SAP polipeptitinin deglikosile edildigi bir birinci adim igerebilir. SAP
polipeptiti, kismen veya tamamen deglikosile edilmig olabilir. Birinci

deglikosilasyon adimi, sadece terminal seker yarimlarmnm, SAP
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polipeptiti izerindeki ghkan yapismin en az bir dalindan ¢ikarilmasim
icerebilir. Birinci deglikosilasyon adim, en az bir ¢2,6 bagh sialik asit
tortusunu ¢ikarabilir, Birinci deglikosilasyon adimi, en az O bagh
glikam ¢ikarabilir. Birinci deglikosilasyon adimi, en az N bagli glikani
cikarabilir. Birinci deglikosilasyon adimi, tim O bagli ve N bagh
glikanlan ¢ikarabilir. Deglikosile edilnus bir SAP polipeptiti (kismen
veya tamamen) ayrica burada tarif edilen yontemlere gore islenir,
bunlar da sinirli olmamakla birlikte kismen veya tamamen deglikosile
edilmis SAP polipeptitinin enzimatik veya kimyasal yoldan modifiye
edilmesini, kismen veya tamamen deglikosile edilmis SAP
polipeptitinin ~ bir hitcre i¢cine sokulmasini  veya  bunlarin
kombinasyonunu ig¢erir, buradaki yontem(ler), burada tarif edilen bir
varyant SAP polipeptiti Uretir. Kismen veya tamamen deglikosile
edilmis bir SAP polipeptiti, bir hiicre i¢ine sokulduktan sonra bu
ayrica agiklamaya ait yontemlere gore in vivo veya in vitro modifiye
edilerek bulusa ait bir varyant SAP polipeptiti Uretilebilir. Benzer
sekilde burada tarif edilen enzimatik veya kimyasal yontemler
kullanilarak m vitro modifiye edilmis, kismen veya tamamen
deglikosile edilmis bir SAP polipeptiti, bir hicre igine sokularak
burada tarif edilen bir varyant SAP polipeptiti Uretilebilir.

Burada tarif edilen bir SAP polipeptitinin bir hilcre iginde
islenebilecegl, ancak bunun zorunlu olmadigr anlasihr. Ornegin
agiklama, burada tarif edilen bir varyant SAP polipeptitinin iretildigi
hiicresiz yontemler sunar. Hucresiz yontemler, bir SAP polipeptitinin,
glikosilasyon kosgullar altinda, bir vahsi tip hiicreden (6rn., bir mantar
hiicresi, bir bitki hucresi veya bir hayvan hiicresinden) veya genetik
olarak vapilandirilmus ve en az bir modifiye edilmis glikosilasyon

aktivitesine sahip bir hilcreden hazirlannus bir hiicre lizatr ile temas
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ettirilmes1 adimini igerebilir, burada SAP polipeptitinin hilcre lizati 1le
temas ettirilmesi, bir N bagh veya O bagh oligosakariti SAP
polipeptitine ekler veya SAP polipeptiti izerinde var olan bir N baglh
veya O baglh oligosakariti modifiye eder. "N-glikosilasyon kosullar1”,
bir karistmin (6rn., SAP polipeptiti ve huicre lizat), arzu edilen
degistirilmis N-glikosilasyona izin veren kosullar altinda imkube
edilmesi anlamina gelir.

Lizat i¢inde bir veya daha fazla glikosilasyon aktivitesini veya bunun
butinliighnil muhafaza eden hiicre lizatlarini elde etmek igin uygun
yontemler, hiicre lizati igindeki N-glikosilasyon aktivitelerini
muhafaza eden veya bundaki degisimleri en aza indiren uygun
tamponlarin  ve/veya ihibitorlerin Oormegin nukleaz, proteaz ve
fosfataz inhibitorlerinin kullanilmasim igerebilir. Bu inhibitorler
arasinda ornegin selatlayicilar ornegin  etilendiamintetraasetik asit
(EDTA), etilen glikol bis(P-aminoetil eter} N,N,N1,NI-tetraasetik asit
(EGTA), proteaz inhibitorleri Ornegin fenilmetilstilfonil florid
(PMSF), aprotinin, 16peptin, antipain ve fosfataz inhibitorleri 6rnegin
fosfat, sodyum florid ve vanadat bulunur. ilgili N-glikosilasyon
aktivitesine veya aktivitelerine midahale etmeyen veya bunlart ancak
minimum duzeyde olumsuz etkileyen inhibitorler segilebilir.
Enzimatik aktiviteler ihtiva eden lizatlarin elde edilmesi i¢in uygun
tamponlar ve kosullar orn., Ausubel ve arkadaslari, Current Protocols
in Molecular Biology (Ek 47), John Wiley & Sons, New York
(1999); Harlow ve Lane, Antibodies: A Laboratory Manual Cold
Spring Harbor Laboratory Press (1988); Harlow ve Lane, Using
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press
(1999); Tietz Textbook of Clinical Chemistry, 3. baski, Burtis ve
Ashwood, eds. W.B. Saunders, Philadelphia, (1999)’da tarif edilir.
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Bir hucre lizati ayrica uygun sekilde midahale eden maddelerin
varh@m ortadan kaldirmak veya en aza indirmek uzere islenebilir.
Arzu edilirse bir hiicre lizati, bu konuda uzman kigilerce 1yi
bilinmekte olan, hiicre alti fraksiyonlastirma ve kromatografik
teknikler ornegin iyon alisverisli, hidrofobik ve geri fazli, cbat
eksklizyonlu, afinite ve hidrofobik yuk induksiyonlu kromatograti
(bakimiz 6., Scopes, Protein Purification; Principles and Practice,
tiglinc baski, Springer-Verlag, New York (1993); Burton ve Harding,
J. Chromatogr. A 814:71-81 (1998)) dahil ¢esithh yontemlerle veya
baska bir uygun saflagtirma teknigi ile fraksiyonlastirilabilir,

Butin hiicre organellerinin bozulmadan ve/veya fonksiyonel kaldig
bir hiicre lizati hazirlanabilir. Omegin bir lizat, bir veya daha fazla
bozulmamig kaba endoplasmik retikillim, bozulmamis yumusak
endoplazmik retikillim veya bozulmamis Golgi aparati ihtiva edebilir,
Bozulmamis hiicre organelleri ihtiva eden lizatlarin hazirlanmasina ve
organellerin  fonksiyonelliginin test edilmesine yonelik uygun
yontemler oOrn., Moreau ve arkadaglari, (1991) J. Biol. Chem.
266(7):4329-4333; Morecau ve arkadaslari, (1991) J. Biol. Chem.
266(7):4322-4328; Rexach ve arkadaglari, (1991) J. Cell Biol.
114(2):219-229; ve Paulic ve arkadaslari, (1999) Arch. Biochem.
Biophys. 367(2):265-273"te tarif edilir.

SAP polipeptiti, glikosilasyon aktivitesine sahip sadece bir
saflastirilmig  protein ile temas ettirilebilir. SAP  polipeptiti,
glikosilasyon aktivitesine sahip birden fazla saflastirilmis protein ile
temas ettirilebilir, Glikosilasyon aktivitesine sahip bir veya daha fazla
protein, standart protein izolasyon teknikleri  kullanilarak
saflastirilabilir. Bir SAP polipeptiti, yukarida tarif edildigi gibi SAP

polipeptitlerinin modifikasyonunu inditklemek 1¢in yeterli bir siire



10

15

20

25

45

boyunca uygun bir tampon i¢inde bir veya daha fazla proteim ile temas
ettirilebilir. SAP polipeptiti, birden fazla protein ile ayn1 anda veya
sirayla temas ettirilebilir. SAP polipeptitinin glikosilasyon aktivitesine
sahip birden fazla protein ile sirayla temas ettirilmesi durumunda SAP
polipeptiti, bir veya daha fazla adim sonrasinda saflastirilabilir, ancak
bu zorunlu degildir. Yani bir SAP polipeptiti, protein aktivitesi "A" ile
temas ettirilebilir ve sonra molekiillim protein aktivitesi "B" ile temas
ettirilmesinden once saflastirilabilir. Peptitlerin bu sekilde modifiye
edilmesi yontemleri bu konuda bilinmektedir, 6rn., Lee ve Park (2002)
30(6):716-720 ve Fujita ve Takegawa (2001) Biochem. Biophys. Res.
Commun. 282(3):678-682.

Burada tarif edilen yontemler, bir SAP polipeptitinin 6., bir
hiicreden veya bir hiicre lizatmin bilesenlerinden izole edilmesi
adimim i¢erir. Protein izolasyonuna yonelik bir¢ok standart teknik bu
konuda bilinmektedir. Ornedin polipeptitlerin  izole edilmesi
yontemleri arasinda bunlarla  smirlh  olmamakla birlikte ebat
eksklizyonlu  kromatografi, geri fazli  kromatografi, siv1
kromatografisi (orn., HPLC), afinmite kromatografisi (0m., metal
sclasyon veya immino-afinite kromatografisi), iyon alisverish
kromatografi, hidrofobik etkilesimli kromatografi, ¢okeltme,
diferansiyel ¢ozunurlestirme, immino-¢okeltme, santrifilj (orn., ultra-
santrifil}, sukroz gradyanh santrifi), vb.) veya bunlarin herhangi bir
kombinasyonu bulunur. Bazi1 diizencklerde SAP  polipeptiti,
polipeptitin saflastirilmasimi kolaylastirmak i¢in bir afinite takisma
konjuge edilebilir. SAP saflagtirmasina yonelik uygun afinite takilan
arasinda bunlarla sirli olmamakla birlikte ¢itin baglanma proteini
(CBP), maltoz baglanma proteini (MBP), glutatiyon-S-transferaz
(GST), streptavidin, biyotin ve poli(His) takilar1 bulunur. Afinite
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takilari, rekombinant protemin bir parcast olarak (yani bir heterolog
afinite taki alani ve bir SAP polipeptit alan1 iceren bir flizyon proteini
olarak) Turetilebilir veya in vivoveyain vitro SAP polipeptitine
(kovalent sekilde veya kovalent olmayan sekilde) eklenebilir. Bir SAP
polipeptitini izole etmek i¢in bircok saflastirma adimi kullanilabilir,
Ornegin bir saflastirma takisi iceren bir SAP polipeptiti, bir hiicre
lizatindan veya ¢ok bilesenli kansimdan afinite saflastirmasi
kullanilarak afinite ile saflastirilabilir. Daha sonra afinite ile
saflagtirilmig SAP polipeptiti ayrica ilave bir saflastirma adimi, orn.,
ebat ekskliizyonlu kromatografi veya RP-HPLC ile istenmeyen kiigiik
kirleticiler1 temizlemek tizere tekrar saflastirilabilir. Burada tarif
edilen bir polipeptitin bir hilcre i¢inde uUretilmesi durumunda SAP
polipeptiti, hiicrenin kendisinden veya icinde hiicrenin kiulturlendigi
ortamdan izole edilebilir. Burada tarif edilen SAP polipeptitleri, bir
hiicreden uretilir ve kiltir ortanu igine salgilanir. Burada tarif edilen
izolasyon, hiicre fraksiyonunun, ¢ozulebilir, SAP ihtiva eden
fraksiyondan (Orn., santrifiij yoluyla) ayrilmasini icerebilir.

Bazi1 yonlerde SAP polipeptitini, hedef molekiilin bir veya daha fazla
N-glikosilasyon aktivitesi ile temas cttirilmesinden once bir kati faz
destegine baglanmasi avantajli olabilir. Bu baglama, N-glikosilasyon
modifikasyonlarint takiben daha kolay saflasgtirmaya izin verebilir.
Uygun kat1 faz destekleri arasinda bunlarla sinirhh olmamakla birlikte
cok oyuklu deney plakalan, partikilller (6m., manyetik veya
sifrelenmis partikiiller), bir kromatografi kolonu veya bir membran
bulunur,

Burada tarif edilen, degistirilmis SAP polipeptitleri, bir heterolog
varima enzimatik veya kimyasal vasitalar kullanilarak eklenebilir. Bir

"heterolog yarim", degistirilmis hedef molekiile (6rn., kovalent sekilde
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veya kovalent olmayan sekilde) birlestirilmis bir bilesene karsilik
gelir; bu bilesen, SAP polipeptiti Uzerinde ilk basta bulunan
bilesenden farklidir. Heterolog yarimlar arasimda ©omegin suda
¢ozulebilen ve ¢ozillmeyen polimerler, hedefleme yarimlar, terapotik
varumlar, tan1 yarimlar1 ve biyo-molekiller bulunur.

Burada tarif edilen SAP polipeptitleri, bir veya daha fazla "modifiye
edilmis" seker tortusu igerebilir. Modifiye edici bir grup, bir seker
yvarimina enzimatik vasitalarla, kimyasal vasitalarla veya bunlarin bir
kombinasyonu ile eklenebilir, bu sekilde modifiye edilmis bir seker,
orn., modifiye edilmig bir galaktoz, fukoz veya sialik asit Oretilir. Bir
modifiye edilmis sialik asit kullamildiginda bu yontemlerde bir sialil-
transferaz veya bir trans-sialidaz kullamlabilir. Sekerler, modifiye
edici yarimin eklenmesine izin veren, ancak yine de sekerin, modifiye
edilmis sekerin peptite birlestirilmesinde kullanilan enzim ig¢in
substrat gorevi gormesine izin veren bir pozisyonda ikame edilebilir.
Genel olarak seker yarimi ve modifiye edici grup, reaktif gruplar
kullamlarak birbirlerine baglanir, bunlar da tipik olarak baglama
prosesi 1le yeni bir organik fonksiyonel gruba veya reaktif olmayan
ture transforme edilir. Scker reaktif fonksiyonel grup(lar), scker
yarimi Uzerindeki herhangi bir pozisyonda bulunabilir. Mevcut
bulusun uygulanmasida faydah reaktif gruplar ve reaksiyon simiflar
genellikle biyo-konjiugat kimyas: konusunda 1y1 bilinenlerdir. Reaktif
scker yarimlan ile temin edilebilen, su anda tercih edilen reaksiyon
siniflar1, nispeten yumusak kosullar altinda ilerleyenlerdir. Bunlar
arasmda bunlarla sinirh olmamakla birlikte nitkleofilik ikameler (orn.,
aminler ve alkollerin asil halidler, aktif esterler ile reaksiyonu),
elektrofilik ikameler (6rn., enamin reaksiyonlar1) ve karbon-karbon ve

karbon-heteroatom ¢oklu baglarimnin ilavesi (6érn., Michael reaksiyonu,
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Diels-Alder ilavesi) bulunur. Bunlar ve diger faydah reaksiyonlar
omegin Smith ve March, Advanced Organic Chemistry, 5. baski, John
Wiley & Sons, New York, 2001 Hermanson, Bioconjugate
Techniques, Academic Press, San Diego, 1996; ve Feeney ve
arkadaslar1i, Modification of Proteins; Advances in Chemistry Series,
Cilt 198, American Chemical Society, Washington, D.C., 1982°de
tartisilir,

Bir seker ¢ekirdeginden veya modifiye edici gruptan kaynaklanan
faydali reaktif fonksivonel gruplar arasinda bunlarla sinirli olmamakla
birlikte sunlar bulunur: (a) karboksil gruplart ve bunlarm gesithi
turevleri (orn., N-hidroksisukinimid esterler, N-hidroksibenzotriazol
esterler, asit halidler, asil imidazoller, tiyoesterler, p-nitrofenil esterler,
alkil, alkenil, alkinil ve aromatik esterler); (b) orn., esterlere, eterlere,
aldehidlere, vb. donusturiilebilen hidroksil gruplari.; (¢) haloalkil
gruplari, buradaki halid daha sonra bir niikleofilik grup ornegin bir
amin, bir karboksilat anyonu, tiyol anyonu, karbanyon veya bir
alkoksid 1yonu ile degistirilebilir, bu sekilde halojen atomunun
fonksiyonel grubunda yeni bir grubun kovalent eklenmesi saglanir; (d)
dienofil gruplar, bunlar Diels-Alder reaksiyonlarma dahil olabilir,
ornegin maleimido gruplan; (e) aldehid veya keton gruplari, bu
sekilde miiteakip tiirevlendirme, karbonil tirevlerinin drnegin iminler,
hidrazonlar, semikarbazonlar veya oksimlerin olusturulmasi suretiyle
veya Grignard 1lavesi veya alkillityum ilavesi gibi mekanizmalar
yoluyla mumkiindiir; (f) omegin sulfonamidler olusturmak i¢in
aminler ile daha sonra reaksiyona yonelik sulfonil halid gruplari; (e)
tiyol gruplari, bunlar dregin distlfidlere donustiriilebilir veya alkil
ve asil halidler ile reaksiyona sokulabilir; (h) amin veya stlthidril

gruplari, bunlar drnegin asile, alkile veya oksidize edilebilir; (i)
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alkenler, bunlar drnegin siklo-ilavelere, asilasyona, Michael ilavesine,
metateze, Heck reaksiyonuna, vb. ugrayabilir.; (j) epoksidler, bunlar
ornegin aminler ve hidroksil bilesikleri ile reaksiyona girebilir,

Reaktif tonksiyonel gruplar, reaktif seker c¢ekirdegini veya modifiye
edict grubu birlestirmek i¢in gerekli reaksiyonlarda yer almayacak
veya bunlara mildahale etmeyecek sekilde secilebilir. Alternatif olarak
reaktif bir fonksiyonel grup, bir koruma grubu varlig: ile reaksiyonda
yer almaktan korunabilir. Bu konuda uwzman Kkisiler, belirli bir
fonksiyonel grubun, bu segilen reaksiyon kosullari setine miidahale
etmeyecek sekilde nasil korunacagini anlayacaktir. Faydali koruma
gruplarimin ornekler1 i¢in bakimmz ornegin, Greene ve arkadaslan,
Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley & Sons, New
York, 1991.

Modifiye edilmis scker, aktiflestirilmis bir seker olabilir. Burada
faydali, aktiflestirilmis, modifiye edilmis sekerler tipik olarak
aktiflestirilmis bir aywma grubu igerecek sekilde sentetik olarak
degistirilmis glikosidlerdir. Burada kullanildigi gibi “aktiflestirilmis
ayirma grubu”, enzim ile regule edilen 1kame reaksiyonlarinda
kolayca vyeri degistirilen yarimlara karsilhik  gelir.  Birgok
aktiflestirilmis seker bu konuda bilinmektedir. Bakiniz o0rnegin
Vocadlo ve arkadaglari, Carbohydrate Chemistry and Biology, Cilt 2,
Ernst ve arkadaslari, Ed., Wiley-VCH Verlag: Weinheim, Almanya,
2000; Kodama ve arkadaslari, Tetrahedron Lett. 34: 6419
(1993); Lougheed ve arkadaslari, J. Biol. Chem. 274: 37717 (1999)).
Bu ftir aymrma gruplannin ormekleri arasinda floro, kloro, bromo,
tosilat, mesilat, triflat ve benzer1 bulunur. Burada kullanilmaya
vonelik, tercih edilen aktiflestirilmis ayirma gruplari, glikosidin

akseptore enzimatik transferini anlamli dizeyde sterik olarak
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engellemeyenlerdir. Buna gore aktiflestirilmis glikosid tiurevlerinin
omekleri arasinda glikosil floridler ve glikosil mesilatlar ve glikosil
floridler bulunur. Glikosil florid 6rnekleri arasinda a-galaktosil florid,
a-mannosil florid, a-glukozil florid, a-fukosil florid, a-ksilosil florid,
a-sialil florid, a-N-asetilglukozaminil florid, o-N-asetilglukozaminil
florid, B-galaktosil florid, P-mannosil florid, B-glukozil florid, -
fukosil florid, B-ksilosil florid, B-sialil florid, B-N-asetilglukozaminil
florid ve p-N-asetilgalaktozaminil florid yer alir.

Bir modifiye edilmis seker tortusu, bir veya daha fazla suda
¢ozillebilen polimere konjige edilebilir. Suda ¢dzillebilen birgok
polimer bu konuda uzman kisilerce bilinir ve mevcut ag¢iklamanin
uygulanmasinda faydalidir. Suda ¢ozulebilen polimer terimi, sakaritler
(0m., dekstran, amiloz, hiyaluronik asit, poli(sialik asit), heparanlar,
heparinler, vb.); poli(famino asitler); nukleik asitler; sentetik
polimerler (orn., poli(akrilik asit), poli(eterler), orn., poli(etilen
glikol)); peptitler, proteinler ve benzeri gibi turleri kapsar. Mevcut
aciklama, suda c¢ozilebilen herhangi bir polimer ile uygulanabilir,
bunun tek smirlamasi, polimerin, konjigatin  gert  kalanimn
cklenebilecegi bir nokta igermesidir.

Suda ¢ozilebilen polimerlerin ve sakaritlerin aktiflestirilmesine
yonelik yontemlerin ve kimyanin yani sira sakaritlerin ve polimerlerin
gesitli tirlere konjuge edilmesine yonelik yontemler literaturde tarif
edilir. Polimerlerin aktivasyonuna yonelik yaygim sekilde kullanilan
yontemler arasinda fonksiyonel gruplarin siyanojen bromid, periodat,
glutaraldehid,  bi-epoksidler, epiklorohidrin,  divinil  sulfon,
karbodiimid, sulfonil halidler, triklorotriazin, vb. ile aktivasyonu
bulunur (bakimuz R. F. Tailor, (1991), Protein Immobilization,

Fundamentals and Applications, Marcel Dekker, N.Y.; S. S. Wong,
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(1992), Chemistry of Protein Conjugation and Crosslinking, CRC
Press, Boca Raton; G. T. Hermanson ve arkadaslan, (1993),
Immobilized Affinity Ligand Techniques, Academic Press,
N.Y.; Dunn, R. L. ve arkadaslari, Eds. Polymeric Drugs and Drug
Delivery Systems, ACS Symposyum Series Cilt 469, American
Chemical Society, Washington, D.C. 1991)

Bazi yonlerde modifiye edilmis bir seker tortusu, bir veya daha fazla
suda ¢oOzillmeyen polimere konjige edilir. Suda ¢dzllmeyen bir
polimere konjigasyon, bir terapotik peptiti kontrollll tarzda vermek
igin kullanilabilir. Polimerik ilag verme sistemleri bu konuda
bilinmektedir. Bakimiz 6rnegin, Dunn ve arkadaglari, Eds. Polymeric
drugs and Drug Delivery Systems, ACS Symposyum Series Cilt 469,
American Chemical Society, Washington, D.C. 1991. Bu konuda
uzman kigiler, onemli ol¢ude bilinen herhangi bir ilag verme
sisteminin, burada tarif edilen konjugatlara uygulanabilecegini takdir
edecektir.

Temsilct suda c¢ozillmeyen polimerler arasinda bunlarla  smirh
olmamakla birlikte polifosfazenler, poli(vinil alkoller), polyamidler,
polikarbonatlar, polialkilenler, poliakrilamidler, polialkilen glikoller,
polialkilen oksidler, polialkilen tereftalatlar, polivinil eterler, polivinil
esterler, polivinil halidler, polivinilpirolidon, poliglikolidler,
polisiloksanlar, politretanlar, poli(metil metakrilat), poli{etil
metakrilat), poli(butil metakrilat), poli(izobutil metakrilat), poli(heksil
metakrilat), poli(izodesil metakrilat), poli(lauril metakrilat), poli(fenil
metakrilat), poli(metil akrilat), poli(izopropil akrilat), poli(izobutil
akrilat), poli(oktadesil akrilat) polietilen, polipropilen, poli(etilen
glikol), poli(etilen oksid), poli (etilen tereftalat), poli(vinil asetat),
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polivinil  klorid, polistiren, polivinil pirolidon, pluronikler ve
polivinilfenol ve bunlarin kopolimerleri bulunur.

Bunlar ve burada tartisilar diger polimerler, Sigma Chemical Co. (St.
Louis, Mo.), Polysciences (Warrenton, Pa.), Aldrich (Milwaukee,
Wis.), Fluka (Ronkonkoma, N.Y.) ve BioRad (Richmond, Calif.) gib1
ticari kaynaklardan kolayca temin edilebilir veya bu tedarik¢ilerden
aliman monomerlerden standart teknikler kullanilarak sentezlenebilir.
Burada tarif edilen konjugatlarda faydali, temsilci biyo-degrade
olabilen polimerler arasinda bunlarla sinirli olmamakla birlikte
polilaktidler, poliglikolidler ve bunlarin kopolimerleri poli{etilen
tereftalat), poli(butirik asit), poli(valerik asit), poli(laktid-ko-
kaprolakton), poli(lactid-ko-glikolid), polianhidridler, poliortoesterler,
bunlarin harmanlart ve kopolimerleri bulunur. Jeller olusturan
kompozisyonlar, ornegin kolajen ve pluronikler igerenler ozellikle
faydalidir.

Bir veya daha fazla modifiye edilmis seker tortusu, bir veya daha fazla
PEG molekillime konjige edilebilir.

Baz1 yonlerde modifiye edilmis seker, bir biyomolekille konjuge
edilebilir. Burada tarif edilen biyomolekiil, bunlarla simirhh olmamakla
birlikte fonksiyonel proteinler, enzimler, antijenler, antikorlar,
peptitler, niikleik asitler (orn., tekli niikleotitler veya nilkleosidler,
oligonukleotitler, polinikleotitler ve tek ve daha fazla iplik¢ikh
nikkleik  asitler), lektinler, reseptorlerni veya bunlarm  bir
kombinasyonunu igerebilir. Biyo-molekilller esasen floresansizdir
veya bir deneyde bir floresan markeri olarak kullanilmak tizene uygun
olmayacaklar1 minimum miktarda floresan yayabilir. Diger

biyomolekiller floresanli olabilir.
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Biyomolekil, bir hedefleme yarimi olabilir. Burada kullanildigr gibi
bir “hedefleme yarnim” ve “hedefleme ajami”, viicudun belirli bir
dokusunda veya bdlgesinde segici sekilde konumlanacak tiire karsilik
gelir. Burada tarif edilen SAP polipeptitini spesifik bir hiicre ig1
bdolmeye yoneltecck sckilde bir biyvo-molekiil segilebilir, bu sckilde
peptitin - bu  hilcre 1¢1  bolmeye verilmesi, dokuya verilen
turevlendirilmemis peptit miktarma kiyasla artar. Konumlanmaya,
molekiler belirleyicilerin spesifik algisi, hedefleme ajam veya
konjiugatimin molekiiler buytklugh, iyonik etkilesimler, hidrofobik
etkilesimler ve benzeri aracilik eder. Bir ajanin belirli bir dokuya veya
bolgeye hedeflenmesine yonelik baska mekanizmalar, bu konuda
uzman kisilerce bilinir.

Modifiye edilmis seker, bir terapotik yarim icerebilir. Bu konuda
uzman kisiler, terapotik yarim kategorisi ile biyomolekilller arasindaki
cakismayir takdir edecektir, yani birgok biyomolekill, terapotik
ozelliklere veya potansivele sahiptir.

Faydali terapotik yarim simiflarn arasinda ornegin steroidal olmayan
anti-enflamatuar ilaclar; steroidal anti-enflamatuar ilaglar; adjuvanlar;
antihistaminik  ilaglar; antitusif  ilaglar;  antipruritik  1laglar;
antikolinerjik ilaglar; anti-emetik ve mide bulantisi onleyici ilaglar;
anoreksik 1ilaglar; merkezi uyarici ilaglar; antiaritmik ilaglar; [3-
adrenerjik bloker ilaglar; kardiyotonik ilaglar; antihipertansif ilaglar;
ditiretik 1laglar; vazodilator ilaglar; vazokonstriktor ilaglar; antiiilser
ilaglar; anestetik ilaglar; antidepresan ilaglar; trankilizer ve sedatif
ilaglar; antipsikotik ilaglar ve antimikrobiyal ilaglar bulunur,

Mevcut aciklamanin uygulanmasinda faydali diger ilag yarimlar
arasinda antineoplastik ilaglar, sitosidal ajanlar, anti-estrojenler ve

antimetabolitler bulunur. Ayrica tani (orn. gorlntiileme) ve terapi
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amagh radyoizotop bazh ajanlar ve konjiuge edilmis toksinler de bu
sinifa dahildir.

TerapoOtik yarnim ayrica bir hormon, bir kas gevsetici, bir
antispazmodik, kemik aktiflestirici ajan, endokrin modille edici ajan,
diyabet modulatoril, androjen, antidiiiretikler veya kalsitonin ilaci
olabilir.

Diger faydali modifiye edici gruplar arasinda immimno-modilator
ilaglar, 1mmuno-supresanlar, vb. bulunur. Sulindak, etodolak,
ketoprofen ve ketorolak gibi anti-enflamatuar aktiviteli gruplar da
kullanilabilir. Mevcut agiklamayla baglantili olarak kullanilabilecek
diger ilaglar bu konuda uzman kisilerce bilinecektir.

Burada tanf edilen yontemlerle iiretilen, degistirilmis N-glikosilasyon
SAP polipeptitleri, homojen (yani SAP polipeptiti ornegi, spesifik N-
glikan yapist agisindan tektiptir) veya onemli dlgide homojen olabilir,
"Onemli ©Ol¢iide homojen", SAP polipeptitlerinin en az yaklasik
%25’inin (6rn., en az vyaklasik %27, en az yaklasik %30, en az
yaklasik %35, en az yaklasik %40, en az yaklasik %45, en az yaklagik
%350, en az yaklasik %355, en az yaklasik %60, en az yaklasik %65, en
az yaklasik %70, en az yaklasik %75, en az yaklasik %80, en az
yaklagik %85, en az yaklasik %90 veya en az yaklasik %95 veya en az
vaklagik %99’unun) aymi spesifik N-glikan yapisint ihtiva etmesi
anlamina gelir.

Burada tarif edilen varyant SAP polipeptitlerinin, monositlerin
fibrositler halinde in vitro farklilasmasimi inhibe etmeye yonelik
ICso’s1, insan serumundan izole edilmis, karsilik gelen bir vahsi tip
SAP orneginin 1/2’sinden az, 1/3’unden az, 1/4’Unden az, 1/10’undan
az veya 1/100’tnden azdir. Fibrosit farklilagsmasi i¢in Periferal Kan

Mononiikleer Hiicrelerinin (PBMC’ler) veya monosit hiicrelerinin
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SAP’ye tepkiselliginin belirlenmesme yonelik bircok 1y1 karakterize
edilmis yontem vardir. Bu yontemler, burada tarif edilen SAP varyant
polipeptitlerinin, insan serumundan turetilmis bir SAP’a, baska bir
SAP wvaryant polipeptitine veya baska fibrosit baskilayici veya
aktiflestirici ajana kiyasla goreceli potansmi belirlemek i¢in
kullamilabilir. Bu yontemlerde kullamilmayva uygun PBMC’ler veya
monositler, ¢esitli doku kiilturli ¢izgilerinden elde edilebilir. Alternatif
olarak fibrosit farklilasma deneyleri i¢in uygun hiicreler, PBMC veya
monosit hiicreleri ihtiva eden bir biyolojik drnekten elde edilebilir.
Biyolojk ornek, serumdan, plazmadan, saglikli dokudan veya fibrotik
dokudan elde edilebilir. Genel olarak fibrosit farklhilasma deneyleri,
PBMC'nin veya monosit hilcrelerinin  ortam i¢inde c¢esith
konsantrasyonlarda bir SAP polipeptiti ile fibrosit farklilasma
derecesini  belirlemek  amaciyla inkitbe edilmesi  suretiyle
gergeklestirilir. SAP konsantrasyonu, 0.0001 ug/mL ila 1 pg/ml
arasinda degisebilir ve bazi diizencklerde 0.001 pg/mL, 1.0 pg/mL, 5
pneg/mL, 10 pg/mL, 15 pg/mL, 20 pg/mL, 25 pg/mL, 30 pg/mL, 35
png/mL, 40 ng/mL, 45 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL, 300
pg/mL veya 500 pg/mL’dir. Bazi deneylerde ortam, 1-100 ng/ml
hMCSF ile desteklenebilir; tercih edilen hMCSF konsantrasyonu 25
ng/mL’dir. PBMC ve monositlerin fibrositler halinde farkhilastigina
dair gosterge, uzman kisilerce belirlenebilir. Genel olarak fibrositler,
uzunlamasina 1g seklinde olan ve oval bir ¢ekirdegi bulunan yapiskan
hiicreler olarak morfolojik ag¢idan tamimlanir. Baz1 deneylerde hiicreler
sabitlenir ve orn., bir invert mikroskop kullanilarak direkt sayim
yoluyla fibrositlerin sayilmasindan once Hema 3 ile boyanir. Fibrosit
farklilagma miktari, bu konuda wuzman kisilerce SAP’ye hiicre

tepkiselligi gostergesi olarak yorumlanir. Agiklamanin ornekleri ile
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gosterildigi gibi fibrosit farklhlasmasi ne kadar ¢ok baskilanirsa bu,
SAP tepkiselliginin daha ylksek derecede oldugunu gosterir. Fibrosit
farklhilagmasint  dlgmeye yonelik alternatif bir yontem, fibrosite
spesifik hiicre yiizeyl markerlerinin veya salfilannmus faktorlerin orn.,
sitokinlerin  (6rn., IL-1ra, ENA-78/CXCL-5, PAI-1), fibroncktin,
kolajen-1"mn ekspresyonunun belirlenmesimi igerir. Hucre yluzeyi
markerlerinin  veya salgilannms faktorlerin  saptanmasi  ve/veya
nicelendirilmesi yontemleri bu konuda iyi bilinmekte olup bunlar
arasinda, bunlarla sinirli olmamakla birlikte g¢esitli ELISA ve FACS
bazli, bir veya daha fazla fibrosite spesifik markere yonelik immino-
reaktif antikorlarm kullamldigr teknikler bulunur. Agiklamanin
orneklerinde tarif edildigi gibi Makrofaj Turevli Kemokin (MDC)
ekspresyonunun 0l¢tilmesi, fibrosit farklilasmasini belirlemenin etkih
bir yontemidir,

Bir SAP polipeptitinin N-glikosilasyonunun (6rn., degistirilmis N-
glikosilasyonunun) saptanmasina ve/veya karakterize edilmesine
yonelik yontemler arasinda DNA sekanslayicr yardimli (DSA),
florofor yardimli karbohidrat elettroforezi (FACE) veya yuzey
giclendirmeli  lazer desorpsiyon/tyonizasyon time-of-flight kitle
spektrometresi (SELDI-TOF MS) bulunur. Ornegin bir analizde DSA-
FACE kullanilabilir, burada ©rnegin glikoproteinler denature
edildikten sonra Orn. bir membran tizerinde immobilizasyon yapilr.
Glikoproteinler daha sonra uygun bir indirgeyici ajan Ornegin
ditiyotreitol (DATA) veya [-merkaptoetanol ile indirgenebilir.
Proteinlerin  sulthidril gruplarn, iyodoasetik asit gibi bir asit
kullanilarak karboksile edilebilir. Ardindan N-glikanlar, N-glikosidase
F gibi bir enzim kullanilarak proteinden salinabilir. N-glikanlar, istege

bagl olarak yeniden olusturulabilir ve indirgeyici aminasyon yoluyla
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turevlendirilebilir. Turevlendirilen N-glikanlar daha sonra konsantre
edilebilir. N-glikan analizi icin uygun aletler arasinda 6megin ABI
PRISM®™ 377 DNA sekanslayic1 (Applied Biosystems) bulunur. Veri
analizi Ornegin GENESCAN® 3.1 vazilimi (Applied Biosystems)
kullanilarak  yapilabilir. Istege bagli olarak izole edilmis
mannoprotemler ayrica bir veya daha fazla enzim ile isleme tabi
tutularak bunlarm N-glikan durumu teyit edilebilir. Omek enzimler
arasinda drnegin o-mannosidaz veya o-1,2 mannosidaz bulunur. [lave
N-glikan analizi yontemleri arasinda ornegin kitle spektrometresi
(orn., MALDI-TOF-MS), normal fazda yuksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC), geri fazli ve iyon aligverigli kromatografi
(om., ghkanlar etiketlenmediginde pulslu amperometrik saptama ve
glikanlar uygun sekilde etiketlenmis ile UV absorbansh veya
floresanli) bulunur. Bakiniz ayrica Callewaert ve arkadaslari, (2001)
Glycobiology  11(4):275-281 ve Freire ve arkadaslari, (2006)
Bioconjug. Chem. 17(2):559-564.

Tedavi Yontemleri

Burada aym1 zamanda bir hastada SAP’ye yamit veren bir bozuklugun
tedavisi igine yontemler tarif edilmis olup, burada terapdtik agidan
etkili miktarda burada tarif edilen bir varyant SAP polipeptiti, buna
thtiya¢ duyan bir hastaya uygulanacaktir. Tedavinin dozaj ve siklig,
bu konuda uzman kisilerce belirlenebilin ve hastanin semptomlarina,
yagina ve kilosuna ve tedavi edilecek veya onlenecek bozuklugun
dogasina ve siddetine bagli olarak degisecektir. Bir varyant SAP
polipeptiti, hastaya giinde bir veya iki kez, haftada bir veya iki kez,
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ayda bir veya i1ki kez veya semptomlarin baglamasindan hemen once
veya basladig anda uygulanacaktir.

Dozajlar, bu konuda uzman kisilerce bilinen veya burada ogretilen
tekniklerle kolayca belirlenebilir. SAP’nin toksisitesi ve terapotik
etkinligi, standart farmasotik prosedurlerle, 6rmnegin LDsg ve EDsg
belirlenerek deney hayvanlarinda belitlenebilir. EDs, (Etkili Doz 50),
bir hayvan populasyonunun %50’sinde belirtilen etkiyl Uretmek i¢in
gerekli ilag miktaridir. LDs, (Oliimciil Doz 50), aymi popiilasyonun
%50’sin1 olduiren 1lag dozudur.

SAP’a yanit veren bozukluk, fibroz olabilir. SAP’nin fibroz igin
terapotik tedavi olarak kullanilmasi, ABD Patent Basvurusu No.
2007/0243163°te tarif edilir. Konu olan yontem 1le tedaviye agik
olabilecek, fibrozla iliskili bozukluklar arasinda bunlarla siirh
olmamakla birlikte kolajen hastaligi, interstitiyal akciger hastalig,
insan fibrotik akciger hastalig1 (6rn., obliteratif bronsiyolit, idiyopatik
pulmoner fibroz, bilinen etiyolojili pulmoner fibroz, akciger
hastahginda timor stroma, akcigerleri etkileyen sistemik skleroz,
Hermansky-Pudlak sendromu, komir isgilerine ait pnomokoniyoz,
asbestoz, silikoz, kronik pulmonaer hipertansiyon, AIDS ile baglantili
pulmoner hipertansiyon, sarkoidoz, orta ila siddetli astim ve benzeri),
fibrotik vaskiller hastalik, arteriyel skleroz, ateroskleroz, varikoz
damarlar, koroner enfarktiis, serebral enfarktiis, miyokardiyal fibroz,
muskilloskeletal fibroz, ameliyat sonras1 adezyonlar, insan bobrek
hastalig1 (6m., nefritik sendrom, Alport sendromu, HIV ile baglantil
nefropati, polikistik bobrek hastaligi, Fabry hastaligi, diyabetik
nefropati, kronik glomertilonefrit, sistemik lupus ile baglantili nefrit
ve benzeri), progresif sistemik skleroz (PSS), primer skalloping

kolanjit (PSC), karaciger fibrozu, karaciger sirozu, renal fibroz,
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pulmoner fibroz, kistik fibroz, kronik graft versus host hastalhig,
skleroderma (lokal ve sistemik), Grave oftalmopati, diyabetik
retinopati, glokom, Peyronie hastalifi, penis fibrozu, sistoskop sonrasi
uretrostenoz, amelivat sonrasi i¢ buylime, skarlanma, miyelofibroz,
idiyopatik retroperitonal fibroz, bilinen etiyolojili peritonal fibroz,
madde ile saglanan ergotizm, benin veya malignan kansere bagh
fibroz, mikrobiyal enfeksiyona bagl fibroz (0rn., viral, bakteriyel,
parazitik, mantar, vb.), Alzheimer hastaligi, enflamatuar bagirsak
hastaligina bagh fibroz (Crohn hastaliginda striktiir formasyonu ve
mikroskobik kolit), stromal hilcre timorleri, mukozit, kimyasal veya
cevresel etkilerin neden oldugu fibroz (orn., kanser kemoterapisi,
pestisitler veya radyasyon (6., kanser radyoterapisi}) bulunur.
Fibrosla baglantili bozukluk, sistemik veya lokal skleroderma,
keloidler, hipertrofik skarlar, ateroskleroz, restenoz, pulmoner
enflamasyon ve fibroz, idiyopatik pulmoner fibroz, karaciger sirozu,
kronik hepatit B veya C enfeksiyonunun sonucu olan fibroz, bobrek
hastahi@1, skar dokudan kaynaklanan kalp hastaligi, makuler
dejenerasyon ve retinal ve vitreal retinopati arasindan segilebilir,
Fibrozla alakali bozukluk, kemoterapotik ilaglardan, radyasyonun
neden oldugu fibrozdan ve yaralanma ve yaniklardan kaynaklanir.
Fibrozla alakali bozukluk veya durum, ameliyat sonrasi, orn.
trabekillektomi veya gozde baska filtreleme ameliyatlart sonrasi
skarlanmadan kaynaklanir.

SAP’ye yanit veren bozukluk, Thl veya Th2 tepkilerinin aracihik
ettikleri  gibi  bir  hipersensitivite ~ bozuklugudur.  SAP’nin
hipersensitivite bozukluklar: i¢in terapotik tedavi olarak kullanilmasi
da ABD Gegici Basvurusu No 61/209,795°te tarif edilir. SAP ile

tedavive agik olabilecek, hipersensitivite ile alakali bozukluklar
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arasinda bunlarla sinirlt olmamakla birlikte alerjik rinit, alerjik siniizit,
alerjik konjunktivit, alerjik bronkokonstriksiyon, alerjik dispne,
akcigerlerde mukus Uretiminde alerjik artis, atopik egzama, dermatit,
urtiker, anafilaks, pnomonit ve alerjik astim bulunur.

Burada tarif edilen bir varyant SAP polipeptiti, bunlarla smirh
olmamakla  birlikte  antimikrobiyaller (6., sefalospormler,
stlfonamidler, penisilin ve diger B-laktamlar), antikonvulsanlar (6rn.,
fenitoin, fenobarbital, karbamazepin, dapson, allopurinol ve
minosiklin), kemoterapotikler (orn., taksanlar, platinyum bilesikleri,
asparaginazlar ve epipodofillotoksinler), heparin, nsiilin, protamin,
aspirin  ve diger steroidal olmayan anti-enflamatuar ilaglar, kas
gevseticiler  (orn., sukinilkolin, atrakuryum vekuronyum ve
pankuronyum), indikleme ajanlarn (0m., barbituratlar, etomidat,
propofol), narkotikler (0m., fentanil, meperidin, morfin), intravaskiler
hacim genisletme koloidleri, radyo-kontrast materyalleri, kan Grinleri,
lateks, hayvan urtinleri, hayvan kepegi, toz akarlari, bocekler (orn.,
isiranlar, sokanlar veya venom), kozmetikler, metaller (6rn., nikel,
kobalt ve kromat), bitkiler, sporlar, polen, gida (6rn., siit, yumurtalar,
bugday, soya, yer fistig1 ve aga¢ fistiklar, deniz firtinleri), asilama ve
mantar antijenleri (6rn., Aspergillus, Curvularia, Exserohilum
ve Alternaria tirleri) dahil ¢esith antijenlere verilen anafilaks gibi
alerjene spesifik immim tepkilerinin tedavisinde kullanilabilir.

SAP’ye yanit veren bozukluk, Thl veya Th2 tepkilerinin aracilik
ettikleri gibi bir otoimmiun bozukluktur. SAP’nin otoimmiin
bozukluklar i¢in terapotik tedavi olarak kullanilmasi da ABD Gegici
Basvurusu No 61/209,845°te tarif edilir. SAP ile tedaviye agik
olabilecek, otoimmiin ile alakali bozukluklar arasinda bunlarla sinirl

olmamakla birlikte tip 1 diyabet, multipl skleroz, romatoid artrit,
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psoryatik artrit, otoimmun miyokardit, pemfigus, myasthenia gravis,
Hashimoto tirodit, Graves hastahi@, Addison hastalifi, otoimmin
hepatit, kronik Lyme artriti, ailevi dilate kardiyomiyopati, juvenil
dermatomiyosit, polikondrit, Sjogren sendromu, psodryazi, juvenil
idiyopatik artrit, enflamatuar bagirsak hastaligi, sistemik lupus
eritematoz, kronik obstruktif pulmoner hastalik ve graft-versus-host
hastaligi bulunur.

SAP’a yamt veren bozukluk, bir mukozit olabilir. SAP’nin mukozit
igin terapotik tedavi olarak kullanilmas: da ABD Bagvurusu No
12/217,614°te tarif edilir. Burada tarif edilen yontemler, oral, ézofagal
ve gastrointestinal mukozitin ve ayrica gastrik ve duodenal ulserlerin
veya mide ve 6zofagus erozyonlarmin tedavisinde faydal olabilir.
Burada tarif edilen bir varyant SAP polipeptiti, bir enflamatuar
hastaligin veya durumun tedavisinde kullanilabilir, Enflamatuar
hastalik, bir viral, bakterivel, mantar veya parazitik enfeksiyon
olabilir. SAP’nin viral enfeksiyon igin terapotik tedavi olarak
kullamilmas1 da ABD Patenti 6,406,698°de ve Uluslararas: Patent
Basvurusu No. WO1997/026906°da tarif edilmistir.

Farmasotik Preparasyonlar ve Formulasyonlar

Bazi yonlerde burada tarif edilen yontemler ayn1 zamanda en az bir
varyant SAP polipeptitinin, siijeye bir terapotik ajan olarak
uygulanmasin igerir. Burada tarif edilen terapotik ajanlar, bir veya
daha fazla fizyolojik ac¢idan kabul edilebilir tasiyicilar veya
eksipiyanlar kullanilarak geleneksel tarzda formile edilebilir.
Ornegin, terapotik ajanlar ve bunlarin fizyolojik agidan kabul
edilebilir tuzlar1 ve solvatlar1 drnegin enjeksiyon (orn., SubQ, IM, IP),

inhalasyon veya insuflasyon (agiz veya burun yoluyla) veya oral,



10

15

20

25

62

bukal, dil alti, transdermal, nazal, parenteral veya rektal yoldan
uygulanmak tzere formille edilebilir. Terapotik ajanlar, hedef
hiicrelerin mevcut oldugu bolgede, yani spesifik bir doku, organ veya
sivida (orn., kan, sercbrospinal sivi, tumor Kkiitlesi, vb.) lokal
uygulamaya yonelik olabilir.

Burada tarif edilen bir varyant SAP polipeptitinin, burada tarif edildigi
gibi bir hastada bir bozuklugun veya bir durumun tedavisi veya
onlenmesi amagh bir ilacin Uretiminde kullanilmasini, 6rnegin bir
varvant SAP polipeptitinin burada tarif edilen bir bozuklugun veya
durumun tedavisine yonelik ilacin Uretiminde kullanilmasmi sunar.
Bazi yonlerde burada tarif edilen bir varyant SAP polipeptiti, burada
tarif edilen bir hastaligin veya durumun tedavisinde veya
onlenmesinde kullanilmaya yonelik bir farmasotik preparasyonu
yapmak i¢in kullanilabilir,

Terapotik ajanlar, sistemik ve topikal veya lokalize uygulama dahil
olmak ftzere c¢esitli uygulama modlart i¢in formiille edilebilir.
Teknikler ve formiilasyonlar genellikle Remington’s Pharmaceutical
Sciences, Meade Publishing Co., Easton, PA’da bulunabilir.
Parenteral uygulamada intramuskiler, intravendz, intraperitonel ve
subkiitan dahil olmak Uzere enjeksiyon tarif edilir. Enjeksiyon igin
bilesikler, sivi ¢ozeltiler iginde, tercihen fizyolojik agidan uyumlu
tamponlar, ornegin Hank ¢ozeltisi veya Ringer ¢ozeltisi i¢inde
formille edilebilir. Ek olarak bilesikler, kat1 formda formiile edilebilir
ve kullamilmadan hemen once ¢ozillebilir veya sispanse edilebilir.
Liyofilize formlar da dahildir. Terapotik ajanlar, hiicrelere, bunlarla
sinirli olmamak Uzere, lipozomlar igerisine kapsule etme gibi bu
konuda asina kisiler tarafindan bilinen gesitli yontemlerle, ivontoforez

yoluyla veya  hidrojeller, siklodekstrinler, biyo-bozunabilir
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nanokapsiiller ve biyo-adhesif mikrosferler gibi baska vesikiller
icerisine dahil etme yoluyla uygulanabilir.

Oral uygulama i¢in farmasotik kompozisyonlar, geleneksel vasitalarla
farmasotik acgidan kabul edilebilir eksipiyanlar, ornegin baglama
ajanlart1  (6rn., onceden  jelatinlestirilmis misir  nisastast,
polivinilpirolidon ve hidroksipropil metilselilloz); dolgu maddeleri
(om., laktoz, mikrokristalli selitloz veya kalsiyum hidrojen fosfat);
yvaglayicilar (orn., magnezyum stearat, talk ve silika); ayristiricilar
(orn., patates nigastasi veya sodyum nigsasta glikolat) veya islatici
ajanlar (6rn., sodyum lauril siilfat) ile hazirlanmis tabletler, pastiller
veya kapsiilller formunu alabilir. Tabletler, bu konuda 1y1 bilinen
yontemler 1le kaplanabilir. Oral uygulamaya yonelik s
preparasyonlar, oOrnegin cozeltiler, suruplar veya suspansiyonlar
seklinde olabilir veya bunlar, kullanilmadan 6nce su veya baska uygun
bir ara¢ ile olusturulacak kuru bir irtin seklinde sunulabilir. Bu sivi
preparasyonlar, geleneksel vasitalar ile farmasotik agidan kabul
edilebilir katki maddeleri, ornegin suspanse edici ajanlar (orn.,
sorbitol, surup, secliloz turevleri ve hidrojene yenilebilir yaglar);
emilsife edici ajanlar (orn., lesitin, akasya); sulu olmayan araglar
(orn., badem yag1, yagli esterler, etil alkol, fraksiyonlu bitkisel yaglar)
ve koruyucular (6rn., metil veya propil-p-hidroksikarbonatlar, sorbit
asit) ile birlikte hazirlanabilir. Preparasyonlar ayrica tampon tuzlari,
aroma, renklendirici ve tatlandirici ajanlardan uygun olanlar ihtiva
edebilir. Oral uygulamaya yonelik preparasyonlar, aktif bilesigin
kontrollii salimim saglamak i¢in uygun sekilde formille edilebalir.
Inhalasyon yoluyla uygulama (orn., pulmoner verme) terapotik
ajanlar, uygun bir itici orn., diklorodiflorometan, trikloroflorometan,

diklorotetrafloroetan, karbon dioksid veya baska uygun bir gaz
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kullamlarak basingh paketlerden veya bir nebulizerden bir aerosol
sprey sunumu formunda elverishi sekilde wverilebilir. Bir basmch
aerosol durumunda dozaj Unitesi, 0l¢iilil bir miktar verecek bir valf
saglanarak belirlenebilir. Bir inhaler veya insuflatorde kullanilma
amach orn., jelatinden yvapilma kapsiiller ve kartuslar, bilesik ve laktoz
veya nisasta gibi uygun bir toz bazdan olusan bir toz kanisim ihtiva
edecek sekilde formule edilebilir.

Burada tarif edilen yontemlerde farmasotik bilesikler ayrica intranazal
veya intrabronkiyal yollardan ornegin insulfasyon, tozlar ve aerosol
formillasyonlart  halinde uygulanabilir (steroid inhalantlarinim
ornekler1 i¢in bakimiz Rohatagi (1995) I. Clin. Pharmacol. 35:1187-
1193; Tywa (1995) Ann. Allergy Asthma Immunol. 75:107-111),
Ormegin aerosol formulasyonlar, basingh kabul edilebilir iticiler
ornegin  diklorodiflorometan, propan, nitrojen ve benzeri i¢ine
konulabilir. Bunlar ayrica bir nebulizer veya bir atomizer igindeki gibi
basingli olmavan preparasyonlar i¢in farmasotikler olarak formile
edilebilir. Tipik olarak bu uygulama, sulu farmakolojik acidan kabul
edilebilir bir tampon i¢indedir.

Varyant SAP polipeptitlerinin respiratuar yoldan (orn., intranazal,
inhalasyon, vb.) verilmesine uygun farmasotik kompozisyonlar kati
veya sivi formda hazirlanabilir.

Burada tarif edilen SAP polipeptitleri, enjeksiyon, ©m., bolus
enjeksiyon veya sirekli infiizyon yoluyla parenteral uygulama igin
formiile edilebilir. Enjeksiyonluk formulasyonlar, koruyucu ilave
edilerek om., ampuller veya ¢ok dozlu kaplar iginde birim dozaj
formunda sunulabilir. Kompozisyonlar, vagli veya sulu araglar i¢inde
siispansiyonlar, ¢ozeltiler veya emillsiyonlar gibi formlarda olabilir ve

formillasyon ajanlari drnegin stispanse edici, stabilize edici ve/veya



10

15

20

25

65

disperse edici ajanlar ihtiva edebilir. Alternatif olarak aktif
muhteviyat, kullanim dncesinde uygun bir arag, orm., steril pirojensiz
su ile olusturulacak toz formunda olabilir,

Ek olarak burada tarif edilen SAP polipeptitleri, bir depo preparasyon
olarak da formule edilebilir. Bu gibi uzun tesirli formiilasyonlar,
implantasyon (0rnegin subkiitan veya intramuskiller yolla) veya
intramuskuler enjeksiyon yoluyla uygulanabilir. Bu nedenle ornegin
terapotik ajanlar, uygun polimerik veya hidrofobik materyaller
(0rnegin kabul edilebilir bir vag i¢inde bir emiilsivon seklinde) veya
iyon degistirme resinleri ile veya idareli ¢dziilebilir tiirevler, drnegin
idareli ¢ozulebilir bir tuz seklinde formiile edilebilir. Kontrollii salim
formiild ayrica patchleri kapsar.

Burada tarif edilen bilesikler, merkezi sinir sistemine (CNS) verilmek
uzere formille edilebilir (Begley, Pharmacology & Therapeutics 104;
29-45 (2004)’te ele almnmustir). CNS’ve ilag verilmesine yonelik
geleneksel yaklasimlar sunlart igerir; noro-cerrahi stratejileri (orn.,
intraserebral enjeksiyon veya intraserebroventrikuler infiizyon); ajanm
molekiler manipuilasyonu (0rn., kan-beyin bariyerinin endojen tasima
yolaklarmdan birinden faydalanma cabalarn kapsaminda kan-beyin
bariyerini kendi basina gegemeyen bir ajan ile kombinasyon halinde,
bir endoteliyal hiicre ylizeyi molekilll i¢in afiniteye sahip bir tagima
peptiti iceren bir kimerik flzyon proteininin retilmesi); bir ajamin
lipit ¢ozinurligimit arttirmak lzere tasarlanmig farmakolojik
stratejiler (om., suda c¢ozulebilen ajanlarin lipit veya kolesterol
tasiyicilara konjuge edilmesi); ve hiperozmotik bozma yoluyla BBB
butinluoguniin gegici olarak bozulmasi (bir mannitol ¢ozeltisinin
karotid arter igine infllzyonundan veya biyolojik agidan aktif bir ajan

ornegin bir anjiyotensin peptitin kullanilmasindan kaynaklanir).
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Burada tarif edilen SAP polipeptitleri genellikle topik 1lag uygulamas:
icin uygun olan ve bu konuda bilinen bu gibi herhangi bir materyal
iceren topik bir tagiyici ihtiva eden topik bir formillasyona dahil edilir.
Topikal tasiyici, kompozisyonu arzu edilen formda, orn., bir merhem,
losyon, krem, mikroemillsiyon, jel, yag, ¢ozelti veya benzeri seklinde
saglayacak sekilde secilebilir ve dogal yollarla meydana gelen yada
sentetik orijinli bir materyalden olusabilir. Secilen tagiyicmin, aktif
ajant veya topik formillasyondaki diger bilesenleri olumsuz yonde
etkilememesi tercih edilebilir. Burada kullanim i¢in uygun topik
tagryicilarin ornekleri arasinda su, alkoller ve diger toksik olmayan
organik solventler, gliserin, madeni yag, silikon, vazelin, lanolin, yag
asitleri, bitkisel yaglar, parabenler, balmumlar1 ve benzeri yer alir.
Farmasotik kompozisyonlar (kozmetik preparasyonlar dahil), agirhk
olarak yaklasik %0.00001 ila %100, drmegin %0.001 ila %10 veya
%0.1 1la %35 bir veya daha fazla burada tarif edilen varyant SAP
polipeptiti igerebilir. Bazi topik formillasyonlarda aktif ajan,
formtlasyonun agirliga gore vaklagik olarak 9%0.25 ila %75°1
araliginda, tercthen formulasyonun agirh@a gore yaklasik olarak
%0.25 1la %30’u arahiginda, daha fazla tercihen formulasyonun
agirhiga gore yaklasik olarak %0.5 ila %1571 araliginda ve en fazla
tercthen de formillasyonun agirliga gore yaklasik olarak %1.0 ila
%]10’u araliginda mevcuttur.

Gozdeki durumlar 6., terapotik ajanlarin sistemik, topik, intraokuler
enjeksiyonu veya terapotik ajanlan salan bir siirekli salim cihazinim
sokulmas1 yoluyla tedavi edilebilir veya oOnlenebilir, Burada tarif
edilen SAP polipeptitleri, farmasotik agidan kabul edilebilir oftalmik
bir ara¢ i¢inde verilebilir, boylece bilesik, bilesigin, korneaya ve

goziin i¢ bdlgelerine, drn., dn odacik, konjuktiva, arka odacik, vitrdz
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yap1, sulu salgi, vitroz salgi, kornea, iris/siliyer, lens, koroid/retina ve
skleraya nuifuz etmesini saglamaya yeterli bir zaman periyodu
boyunca okiler yizey ile temas halinde tutulur. Farmasotik ag¢idan
kabul edilebilir oftalmik ara¢ ornegin bir merhem, bitkisel vag veya
kapsiile edici bir materyal olabilir. Alternatif olarak bilesikler, vitrdz
veya sulu salgi icine direkt olarak enjekte edilebilir. Bir bagka
alternatifte bilegikler, gozun tedavisinde kullamlmaya yonelik,
sistemik uygulama ornegin intravenoz infuzyon veva enjeksiyon
amagh olabilir.

Burada tarif edilen terapotik ajanlar, bu konudaki yontemlere gore
oksijensiz ortamda saklanabilir.

Omek kompozisyonlar, bir veya daha fazla farmasotik acidan kabul
edilebilir tasiyici ve istege bagh olarak baska terapotik muhteviyatlar
ile birlikte bir SAP polipeptiti igerir. Tasiyici(lar), kompozisyonun
diger muhteviyatlar1 ile uyumlu olma ve siijede kabul edilemez
bozucu bir etki uyandirmama anlaminda "farmasotik agidan kabul
edilebilir" olmalidir. Bu tagiyicilar burada tarif edilmigtir veya baska
sekilde farmakoloj konusunda uzman kisilerce 1y1 bilinmektedir.
Farmasodtik kompozisyonlar, pirojensizdir ve bir insan hastaya
uygulanmaya uygundur. Farmasodtik kompozisyonlar, tahris edici
tastmaz ve bir insan hastaya uygulanmaya uygundur. Farmasotik
kompozisyonlar, alerjen tagimaz ve bir insan hastaya uygulanmaya
uygundur. Kompozisyonlar, eczacilik alaminda 1yt bilinen
yontemlerden herhangi biriyle hazirlanabilir.

Bir SAP polipeptiti, zaman salimli bir formiilasyon iginde, drmegin bir
yavag salim polimeri igeren bir kompozisyon i¢inde uygulanabilir. Bir
SAP polipeptiti, hizli salima kars1 koruma saglayacak tasryicilar ile

birlikte hazirlanabilir. Ornekler arasinda bir  kontrollii salim araci
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ornegin bir polimer, mikro-kapsill haline getirilmis bir verme sistemi
veya biyo-yapiskan jel bulunur. Alternatif olarak bir SAP
polipeptitinin uzun siireli verilmesi, kompozisyon igine, absorpsiyonu
geciktiren ajanlarm, ornegin aluminyum monostearat hidrojeller ve
jelatinin dahil edilmesi suretiyle saglanabilir.

Nitkleik asit bilesiklermin verilmesine yonelik yvontemler bu konuda
bilinmektedir (bakmiz 6rn., Akhtar ve arkadaslari, 1992, Trends Cell
Bio., 2, 139; ve Delivery Strategies for Antisense Oligonucleotide
Therapeutics, ed. Akhtar, 1995; Sullivan ve arkadaslari, Uluslararasi
Bagvuru No. WO 94/02595). Bu protokoller, hemen hemen her
nukleik asit bilesiginin verilmesi i¢in kullanilabilir. Nukleik asit
bilesikleri, hiicrelere, bumlarla simirli olmamak uzere, lipozomlar
icerisine kapsiile etme gibi bu konuda asina kisiler tarafindan bilinen
cesitlh  yontemlerle, iyontoforez yoluyla veya  hidrojeller,
siklodekstrinler, biyo-bozunabilir nanokapsiilller ve biyo-adhesif
mikrosferler gibi bagka vesikilller igerisine dahil etme yoluyla
uygulanabilir. Alternatif olarak nukleik asit/ara¢ kombinasyonu, direkt
enjeksiyon veya bir inflizyon pompasi kullanimi yoluyla lokal olarak
verilir, Diger verme yollarn arasinda bunlarla smirhh olmamakla
birlikte oral (tablet veya hap formu) ve/veva intratekal verme (Gold,
1997, Neuroscience, 76, 1153-1158) bulunur. Diger vaklasimlar
arasinda g¢esitli transport ve tasima sistemlerinin kullanilmasi, 6rnegin
konjigatlarin ve biyo-bozunabilen polimerlerin kullamilmasi bulunur.
Ilag verme stratejileri hakkinda kapsamli bir inceleme i¢in bakmiz Ho
ve arkadaslari, 1999, Curr, Opin. Mol, Ther., 1, 336-343 ve Jain, Drug
Delivery Systems: Technologies and Commercial Opportunities,
Decision Resources, 1998 ve Groothuis ve arkadaslari, 1997, .

NeuroVirol., 3, 387-400. Niukleik asit verme ve uygulamasimin daha
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detaylh tarifleri, Sullivan ve arkadaslarn, vyukanda, Draper ve
arkadaslari, PCT  WO093/23569 , Beigelman ve  arkadaslar,
Uluslararas1 Basvuru No. W099/05094 ve Klimuk ve arkadaslar,
Uluslararasi: Yaymn No. W099/04819°da sunulur.

Ormnekler, aciklama amacl olarak sunulmustur.

ORNEKLER

Ornek 1: Rekombinant SAP, msan serumundan tiretilmis SAP’den
daha gugludir.

CHO-S hiicrelerinden izole edilmis rekombinant insan SAP (thSAP)
ve insan serumundan turetilmis SAP (hSAP), bir in vitro biyo-deney
kullamlarak biyo-aktivite acisindan deneye tabi tutuldu. Bu deneyde
monosit agisindan zengin Periferal Kan Mononukleer Hiucreleri
(PBMC ler), degisken konsantrasyonlarda rhSAP veya hSAP ile 96
saat stireyle inkiibe edildi. Bu inkiibasyonun ardindan ortaya cikar
kultar supernatanlar1 ¢ikarildi ve ELISA 1le deneye tabi tutularak
uretilen Makrofa) Turevli Kemokin (MDC) miktar1 nicelendirildi.
MDC, fibrositler tarafindan iiretilir ve bu nedenle monositlerin
fibrositler halinde farklilasmasimin bir gostergesidir. Ornek ile hSAP
referans standart arasinda imhibitor konsantrasyonunun, %50 (ICsg)
karsilastirilmas: suretiyle bir SAP glikovaryantinin nispi  potansi
belirlenebilir. Sonug¢, hSAP referans standardina gore Ornegin
ICso oram olarak ifade edilir.

Thm SAP ornekleri ve standartlar1 baslangigta Desteklenmis FibroLife
Ortamu iginde 1.0 mg/mL konsantrasyona kadar seyreltildi. SAP
standartlar1 seri sekilde seyreltilerek 60, 30, 20, 13.4, 8.8, 6.0, 3.0, 1.5
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ve 0.75 pg/mL’lik ¢alisma standart konsantrasyonlar1 Giretildi (nihar
standart konsantrasyon 30, 15, 10, 6.7, 4.4, 3.0, 1.5, 0.75 ve 0.375
ng/mL). Bakimiz asagidaki Tablo 1.

Cahsma rhSAP Standart Standart Hacmi Desteklenmis FibroLife
Konsantrasyonu (ng/mkL) Ortam Hacmi
60 60 (Img/mL.) 940
30 600 (60 pg/mL) 600
20 800 (30 pg/mL Std) 400
13.4 800 (20 ng/mL Std) 400
8.8 800 (13.4 pg/mL Std) 400
6.0 800 (8.8 pg/mL Std) 400
3.0 600 (6.0 pg/mL Std) 600
1.5 600 (3.0 pg/mL Std) 600
0.75 600 (1.5 pg/mL Std) 600

ELISA deneyt i¢in hazirlanmak amaciyla yakalama antikoru (yani,
fare anti-insan MDC), tasiyict protein olmadan PBS i¢inde ¢alisma
konsantrasyonuna seyreltildi. Seyreltilen yakalama antikoru, 96
oyuklu plakalar: kaplamak i¢in kullanildi ve sonra her plaka kapatild:
ve bir gece siireyle oda sicakhgimda inkitbe edildi. Kaplanan plakalan
kullanmadan once her oyuk aspire edildi ve yikama tamponu ile
yikandi, bu proses toplam ti¢ yikama i¢in iki kez tekrar edildi. Daha
sonra her oyuga 300 pL reaktif madde seyreltici ilave edilerek ve oda
sicakliZinda bir saat sireyle inkitbe edilerek plakalar bloke edildi.
Inkiibasyondan sonra havalandirma ve oyuk yikama prosediirii tekrar
edildi.

ELISA deneyl i¢in monosit/fibrosit kulturlerinden veya SAP

standartlarindan gelen siipernatanlardan 100uL’lik 6rnekler her oyuga
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ilave edildi. Plaka daha sonra oda sicakhiginda 2 saat sureyle inkiibe
edildikten sonra havalandirildi ve oyuklar yikandi. Sonra 100 pulL’lik
bir Streptavidin-HRP ¢alisma seyreltisi her oyuga ilave edildi. Plaka
20 dakika sureyle oda sicakliginda inkitbe edildikten sonra her oyuga
50 uL Durdurma Cozeltisi ilave edildi. Hemen her oyugun optik
yogunlugu, 450 nm’ye ayarlanmus bir mikroplaka okuyucu
kullanilarak olguldii. Dalga boyu duzeltmesi mevcut ise mikroplaka
okuyucu, 540 nm’ye veya 570 nm’ye ayarlandi. Dalga boyu
diuzeltmesi mevcut degil ise 540 nm’de veva 570 nm’de yapilan
okumalar, 450 nm’de yapilan okumalardan g¢ikarildi. Bu g¢ikarma,
plakadaki optik kusurlar1 diizeltir.

RHSAP ve hSAP, bu deney kullanilarak biyo-aktivite ag¢isindan
deneye tabi tutuldu (Sekil 1). Ortalama olarak RHSAP, hSAP’den 3.4

kat daha aktiftir (7 bagimsiz deneyin ortalamast).

Ornek 2; SAP glikan yapilarinin moditikasyonu

In vitro gliko yeniden modelleme teknikleri kullamlarak bir
rckombinant insan SAP (thSAP) ornegi uizerindeka glikan yarimlar,
terminal «2,3 bagh sialik asit yanmlarm 2,6 bagh sialik asit
yarimlar1 ile degistirecek sekilde modifive edildi (Sekil 2, A ve B).
Benzer sekilde insan serumundan tiiretilmig bir SAP (hSAP) drnegi de
terminal «2,6 bagh sialik asit yarimlarim 2,3 bagh sialik asit
yarimlari ile degistirecek sekilde modifiye edildi (Sekil 2, C ve D). Ek
olarak CHO-S hiicrelerinden izole edilen rhSAP ancak kismen sialile
oldugundan bir rhSAP drnegi, ekli glikan yapilann a2,3 bagh sialik
asit yarimlar1 ile tamamen sialile etmek Uzere isleme tabi tutuldu

(Sekil 2, E ve F).
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rhSAP ve hSAP (Calbiochem Kat#970549), bir «2,3,6,8,9-s1alidaz

(Sigma Kat #N8271) ile isleme tabi tutularak polipeptitlerin
sialilasyonu tamamen giderildi. 17 saat stireyle sialidaz isleminden
sonra desialile edilmis (yani asialo) rhSAP ve hSAP, fosfoctanolamin
(PE) afinite ve cbat ckskliizyonlu (Sephadex 200 prep dereceli)
kullanilarak saflastirilda. asialo SAP
polipeptitleri  daha a2,3-
(Calbiochem Kat #566223) kullanilarak, CMP-sialik asit (Calbiochem

Kat #233264) varliginda 17 saat streyle 37°C’de enzimatik olarak

kromatografi Saflastirilan

sonra veya o2,6-sialiltransferazlar

isleme tab tutuldu. Asagidaki tablolar, her reaksiyon karigiminin

detaylarim verir.

Asialo rhSAP Reaksiyonlar: (Rxns)
a2,3 sialiltransferaz ile isleme tabi tutma (ST3Gal3)
parametre birim deger

rhSAP, ST3Gal3 [asialo thSAP] stk mg/mL 10.8

reaktif madde stoklar1 | asialo thSAP MW g/mol 116293
[asialo hSAP] stk LM 93
maks [Galaktoz] M 929
[ST3Gal3] stk mg/mL 0.9
ST3Gal3 MW g/mol 84000
[ST3Gal3] stk LM 10.7
[CMP-SA] stk mg/mL 25
CMP-SA MW g/mol 658.4
[CMP-SA] stk mM 38

rxn hacimleri rxn'de pL asialo rhSAP uL 260
rxn'de pL ST3Gal3 L 50
rxn'de pL CMP-SA nL 75
tampon (10mM unl 615
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HEPES/150 mM NaCl, pH
8)

toplam rxn hacmi ne 1000
rxn konsantrasyonlari [asialo rhSAP] rxn uM 24.1
maks [Galaktoz] LM 241
[SAP] rxn mg/mL 2.8
[ST3Gal3] rxn uM 0.5357
[ST3Gal3] rxn mg/mL 0.045
[CMP-SA] rxn mM 2.85
asialo thSAP:ST3 kitle 62
orant
asialo thSAP:ST3 molar 45
oran
CMP-SA:ST3 molar 5316
oran
CMP-SA:asialo thSAP molar 118
oran
CMP-SA:Galaktoz molar 11.8
oran
a2,6 sialiltransferaz ile isleme tabi tutma (ST6 Rxn)
parametre birim deger
rhSAP, ST6 reaktif [asialo ThSAP] stk mg/mL 10.8
madde stoklar asialo thSAP MW g/mol 116293
[asialo rhSAP] stk uM 93
maks [Galaktoz] uM 929
[ST6] stk mg/mL 0.205
ST6 MW g/mol 42000
[ST6] stk uM 4.9
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[CMP-SA] stk mg/mL 25
CMP-SA MW g/mol 658.4
[CMP-SA] stk mM 38
rxn hacimleri rxn'de pL asialo thSAP 1 nL 260
rxn'de pL ST6 ul 30
rxn'de pL CMP-SA pnL 75
tampon (10mM pL 635
HEPES/150 mM NaCl, pH
8)
toplam rxn hacmi L 1000
rxn konsantrasyonlar [asialo thSAP] rxn LM 24.1
max [Galaktoz] wM 241
[asialo ThSAP] rxn mg/mL 2.8
[ST6] rxn uM 0.146
[ST6] rxn mg/mL 0.006
[CMP-SA] rxn mM 2.85
asialo thSAP:ST6 kutle 457
orant
asialo thSAP:ST6 molar 165
oran
CMP-SA:ST6 molar 19448
oran
CMP-SA:asialo ThSAP molar 118
oran
CMP-SA:Galaktoz molar 11.8
oran
hSAP, ST3Gal3 reaktif | [asialo hSAP] stk mg/mL 5.6
madde stoklar SAP MW g/mol 116293
[asialo hSAP] stk uM 48
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max [Galaktoz] uM 432
[ST3Gal3 stk mg/mL 0.9
ST3Gal3 MW g/mol 84000
[ST3Gal3] stk uM 10.7
[CMP-SA] stk mg/mL 25
CMP-SA MW g/mol 658.4
[CMP-SA] stk mM 38
rxn hacimleri rxn'de pL asialo hSAP puL 500
rxn'de pL ST3Gal3 uL 50
rxn'de uL CMP-SA uL 75
tampon (10mM nL 375
HEPES/150 mM NaCl, pH
8)
toplam rxn hacmi uL 1000
rxn konsantrasyonlar [asialo hSAP] rxn uM 24.1
max [Galaktoz] uM 241
[asialo hSAP] rxn mg/mL 2.8
[ST3Gal3] rxn uM 0.54
[ST3Gal3] rxn mg/mL 0.045
[CMP-SA] rxn mM 2.85
asialo hSAP:ST3 kutle 62
orani
asialo hSAP:ST3 molar 45
oran
CMP-SA:ST3 molar 5316
oran
CMP-SA:asialo hSAP molar 118
oran
CMP-SA:Galaktoz molar 11.8
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oran
02,6 sialiltransferaz ile isleme tabi tutma (ST6Rxn)
parametre birim deger
hSAP,ST6 reaktif [asialo HSAP] stk mg/mL 5.6
madde stoklarn asialo hSAP MW g/mol 116293
[asialo HSAP] stk uM 48
max [Galaktoz] uM 482
[ST6] stk mg/mL 0.205
ST6 MW g/mol 42000
[ST6] stk uM 4.9
[CMP-SA] stk mg/mL 25
CMP-SA MW g/mol 658.4
[CMP-SA] stk mM 38
rxn hacimleri rxn'de pL asialo hSAP uL 500
rxn'de pL ST6 ne 30
rxn'de pL CMP-SA uL 75
tampon (10mM nL 395
HEPES/150 mM NaCl, pH
8)
toplam rxn hacmi nL 1000
rxn konsantrasyonlari [asialo hSAP] rxn uM 24.1
maks [Galaktoz] UM 241
[asialo hSAP] rxn mg/mL 2.8
[ST6] rxn uM 0.146
[ST6] rxn mg/mL 0.006
[CMP-SA] rxn mM 2.85
asialo hSAP:ST6 kiatle 455
orani
asialo hSAP:STé6 molar 164
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oran
CMP-SA:ST6 molar 19448
oran
CMP-SA:asialo hSAP molar 118
oran
CMP-SA:Galaktoz molar 11.8
oran

Ayn bir reaksiyonda rhSAP nin a2,3-sialiltransteraz kullanilarak ve
ilk dbnce molekul desialile edilmeden komple sialilasyonu, 37°C’de 17

saat stireyle asagidaki tabloya gore yapildu.

a2,3 sialiltransferaz ile isleme tabi tutma (ST3Gal3)
parametre birim deger
rhSAP ST3Gal3 reaktif [rThSAP] stk mg/mL 19.0
madde stoklan rthSAP MW g/mol 11629
3

[thSAP] stk uM 163
maks [Galaktoz] uM 1634
[ST3Gal3] stk mg/mL 0.9
ST3Gal3 MW g/mol 84000
[ST3Gal3] stk uM 10.7
[CMP-SA] stk mg/mL 25
CMP-SA MW g/mol 658.4
[CMP-SA] stk mM 38

rxn hacimleri rxn'de uL thSAP ul 500
rxn'de pL ST3Gal3 nL 50
rxn'de unL CMP-SA nL 100
tampon (10mM HEPES/150 nL 350
mM NaCl, pH §)
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toplam rxn hacmi ne 1000
rxn konsantrasyonlari [rhSAP] rxn uM 81.7
maks [Galaktoz] uM 817
[rhSAP] rxn mg/mL 9.5
[ST3Gal3] rxn UM 0.54
[ST3Gal3] rxn mg/mL 0.045
[CMP-SA] rxn mM 3.80
BTA-02-17:ST3 kiitle 211
orant
BTA-02-17:ST3 molar 152
oran
CMP-SA:ST3 molar 7088
oran
CMP-SA:BTA-02-17 molar 46
oran
CMP-SA:Galaktoz molar 4.6
oran

Sialilasyon isleminden sonra sialile edilmis thSAP ve hSAP
varyantlari, PE afinite kromatografisi kullamilarak saflagtirildi,
ardindan 10 mM NaPi/%5 sorbitol pH 7.5 (P5S tamponu) igine diyaliz
edildi. Arzu edilen sialik asit baglarinin (yani 62,3 bagli hSAP ve 02,6
bagh  RHSAP) konfirmasyonu, Sivi  Kromatografi  Kiutle
Spektrometrest (Sekil 2; A, C ve E) ve Anyon Aligverish Yiksek
Performansli Sivi Kromatografisi (Sekil 2; B, D ve F) kullanilarak,
glikovaryant SAP polipeptitlerinin a 2,3 sialidaz (Calbiochem
Kat#480706) ile 37°C’°de 24 saat siireyle isleme tabi tutulmasindan

sonra gerceklestirildi.
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Omek 3: Fibrositler halinde monosit farklilasmasimin inhibe edilmesi
acisindan SAP glikovaryant potansimt belirlemek i¢in in vitro biyo-
deneyler

Gliko yeniden modellenmis rtHSAP ve hSAP, OUrnek 1°de tarif edilen
ayni in vitro biyo-deney kullamlarak biyo-aktivite acisindan deneye
tabi tutuldu. Kisaca monosit agisindan zengin periferal kan
mononukleer hiicreleri (PBMC’ler), degisken konsantrasyonlarda bir
SAP polipeptiti ile 96 saat slireyle inkitbe edildi. Bu inkiibasyonun
ardindan ortaya ¢ikar kiiltiir sipernatanlar1 ¢ikarildi ve ELISA ile
deneye tabi tutularak uretilen Makrofaj Turevli Kemokin (MDC)
miktar1 nicelendirildi. Sonuglar, hSAP referans standardina gore
omegin ICsy oram olarak ifade edildi ve nispi aktivite olarak ¢izildi
(hSAP nispi aktivitesi = 1), Tim ¢2,3-sialik asit bagi ihtiva eden test
materyalleri, hSAP’den > 2.4 kat daha aktifti (Sekil 3). SAP’nin 2,3
ve 2,6 bagl sialik asit tirevlerinin esit karisimlari, beklendigi gibi
%100 02,6 bagh ve %100 ¢2,3 bagh SAP arasinda orta aktivite
duzeylert gosterir (Sekil 3’°te en sagdaki 1ki ¢ubuk).

Fibrosit farkhlagsmasini nicelendirmenin  alternatif bir  yontemi,
monositler bir fibrosit baskilayici (0rn., SAP veya bunun varyanti)
veya aktiflestirici bir ajan (orn. M-CSF) ile inkiibe edildikten sonra
uretilen fibrosit sayisimin direkt olarak sayilmasi igerir. Bir deneyde
monositler, tam kandan turetilmis PBMC’den, bu konuda standart
olan negatif manyetik tane se¢imi (om., CAT# 113-41D, Invitrogen,
Carlsbad, CA) kullanilarak saflastirildi ve 25 veya 50 ng/ml M-CSF
ile desteklenmis FibroLife Ortam ihtiva eden 96 Oyuklu bir doku
kulthrii plakast iginde ti¢ tekrar halinde kultirlendi. Plaka, 96 saat
stireyle 37°C’de %5 CO, inkiibatdr iginde inkitbe edildi. Hilcreler
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daha sonra paraformaldehid ile sabitlendi ve Hema 3 boya (Kat # 122-
911, Hema 3 Boya, Fisher Scientific, Hampton, NH) ile boyand:.
Oyuk bagma fibrosit sayisi, bir invert mikroskop kullanilarak oyuk
basina bes farkli alamin sayinu toplanarak belirlendi. Fibrositler,
uzunlamasina 1g seklinde olan ve oval bir ¢ekirdegi bulunan yapiskan
huicreler olarak morfolojik acidan tamimlandi. Veriler, 25 veya 50
ng/ml M-CSF’nin bu donorde monositlerden farklilasan fibrosit
sayisin ~%350 oraninda arttirmak i¢in yeterli oldugunu gosterdi (Sekil
4). Takip eden deneylerde 25 ng/ml M-CSF ile desteklenmis FibroLife
Ortanmi gerektigi kadar ve agagida tanimlandig gibi kullamilda.
Fibrolife Ortam: (Kat # LM-0001, Lifeline Cell Technology,
Walkersville, MD), 10 mM HEPES (Kat # HO887, Sigma-Aldrich), 1
x esansiyel olmayan amino asitler (Kat # M7145, Sigma-Aldrich,), 1
mM sodyum piruvat (Kat # S8636, Sigma-Aldrich), 2 mM glutamin
(Kat # 25030-149, Invitrogen), 100 U/ml penisilin ve 100 ug/ml
streptomisin (Kat # PO781, Sigma-Aldrich) ve 1TS-3 (Kat # 12771,
500 ug/ml s1g1ir serum albiimini, 10 ug/ml msulin, 5 ug/ml transferrin,
5 ng/ml sodyum selenit, 5 ug/ml linoleik asit ve 5 ug/ml oleik asit ;
Sigma-Aldrich) ile desteklenmis,

[lave bir deneyde PBMC veya monositler, tam kandan saflastirildi ve
¢esith miktarlarda SAP ile desteklenmis FibroLife Ortam (yukarida
tarif edildigi gibi) icinde ¢ tekrar halinde kulturlendi. Plaka, 96 saat
siireyle 37°C’de %5 CO, inkibator i¢inde inkiibe edildi. Hiicreler
daha sonra paraformaldehid ile sabitlendi ve Hema 3 boya (Kat # 122-
911, Hema 3 Boya, Fisher Scientific, Hampton, NH) ile boyanda.
Ovyuk basma fibrosit sayisi, bir invert mikroskop kullanilarak oyuk
basina bes farkli alanin sayimu toplanarak belirlendi. Bu sistemde

fibrosit farklilagmasinin maksimum inhibisyonunu saglamak ig¢in
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gerekli minimum SAP konsantrasyonu 2ug/ml olarak belirlend1 (Sekil
5). Fibrosit sayisi, tim donorlerde artan SAP konsantrasyonu ile

azalir,
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SEKILLERDEKI YAZILARIN ANLAMLARI

SEKIL 1
A = p degeri
B = Nisp1 Aktivite

SEKIL 2A

C = Sialilasyon Rxn

D = 17 saat inkitbasyon
E = Kiitle

SEKIL 2B

F = rhSAP Sialilasyon Reaksiyonu no.

G = (STé6 ile 17 saat inkiibasyondan sonra)
H = (ST3 ile 17 saat inkiibasyondan sonra)
I = Desialile edilmis hSAP

I =hSAP Calisma Standard:

K = Dakika

SEKIL 2D
L = Sialilasyon Reaksiyonu no.

M = 17 saat inkitbasyondan sonra

SEKIL 2E
N =17 saat

SEKIL 2F

O = Sialilasyon Reaksiyonu
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SEKIL 3

P = Ortalama Nispi Aktivite

R = hSAP standart

S = a2,3 Gliko yeniden mod. rhSAP
T = a2,3 Gliko yeniden mod. hSAP
U = a2.6 Gliko yeniden mod. thSAP
V =a2,6 Gliko yeniden mod. hSAP
Y =a2,3 Komple Sial. thSAP
Z=1:1"lik a2,3:a2,6 rhSAP karigimi
Al =1:1"lik a2,3:a2,6 hSAP karigimi

SEKIL 4
B1 = 5.0 x 10" hiicre basma Fibrosit sayisi
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