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OZET
MMP AKTIF VASKULER BOZUCU AJANLAR

Bulus, vaskuler bozucu ajanlarin on ilaglan ve bu tur bilesiklerin, hedeflenen kanser

tedavisinde kullanimina iligkindir.
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ISTEMLER

1. Bir matris metaloproteinaz (MMP) proteolitik bélunme bolgesi iceren bir peptid
ile baglantih vaskuler bir bozucu ajan (VDA) iceren bir bilesik ya da bunun farmasotik
olarak kabul edilebilir bir tuzu olup, 6zelligi; burada VDA'nin, bir antikanser ve tubulin
baglayici ajan olmasi ve MMP proteolitik bolunme bolgesinin, bir amino asit sekansi -
Arg-Ser-Cit-Gly-Hof-P2'-Leu- icermesi, burada P2' ifadesinin bir amino asit olmasi ve

tirozin olmamasidir.
2. Istem 1'e gore bir bilesik olup, dzelligi; burada bilesigin formul (1)'e sahip olmasi

X-Y ()

burada
Xin, VDA olmasi; ve
Y’nin, bir MMP proteolitik bolunme bodlgesi iceren peptit olmasidir.

3. Istem 1 ya da 2've gore bir bilesik olup, dzelligi; burada VDA'nin, tubulin
uzerindeki kolsisin baglanma bolgesinde tubulin ile etkilesime girmesi ve
azademetilkolsisin, kolsisin, azakolsisin, N-metil desasetilkolsisin, desasetilkolsisin, N-
asetilkolsisinol-O-fosfat, kolsikinoidler, combretastatinler, fenstatin, podofilotoksinler,

steganasinler, amfetinil, stilbenler ya da flavonoidler arasindan segilmesi,

iste§e bagh olarak burada VDA'nin azademetilkolsisin, kolsisin, azakolsisin, N-metil
desasetilkolsisin, desasetilkolsisin arasindan segilmesi ve tercih edilen sekliyle burada
VDA'nin azademetilkolsisin olmasidir.

4, Istem 1 ya da 2've gore bir bilesik olup, dzelligi; burada VDA Tn tubulin
uzerinde, Catharanthus (Vinka) alkaloitleri ile ortak bir baglama bblgesini paylasiyor
olmasi; iste§e bagh olarak burada VDA'nin vinkristin, vinblastin, vinflunin,
maytansinoidler, phomopsin A, rizoksin, auristatin, auristatin analogu ya da dolastatin

arasindan secilmesidir.

5. Istem 1 ya da 2'ye gore bir bilesik olup, 6zelligi; burada VDAnIn paklitaksele

benzer sekilde stabil mikrotubullerin olusumunu desteklemesidir.

6. Onceki istemlerden herhangi birine gore bir bilesik olup, ozelligi; burada MMP
proteolitik bolunme bolgesinin yedi ila on amino asit arasinda bir peptid sekansi

olmasidir.
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7. Onceki istemlerden herhangi birine gore bir bilesik olup, ozelligi; burada P2’
ifadesinin:

a) polar, degismemis amino asitler ve/ veya bazik amino asitler, ya da
b) Asp, Ala, Asn, Pro, Leu ve Arg'den olusan grup arasindan secilmesidir.

8. Onceki istemlerden herhangi birine gore bir bilesik olup, ozellidi; burada P2’

ifadesinin metillenmis bir amino asit olmasidir.

9. Onceki istemlerden herhangi birine gore bir bilesik olup, 6zellidi; burada bir
baska antikanser ajaninin bir MT-MMP proteolitik bolunme bolgesi iceren peptide

baglanmasidir.

10. Istem 9'a gore bir bilesik olup, ozelligi; burada antikanser ajaninin bir
antimetabolit, bir sitotoksik ajan, bir antiproliferatif ajan, 5-florourasil, antrasiklin,
doksorubisin, vinka alkaloid, taksan, bir sitotoksik nuklectit, bir biyotoksin, bir
radyoterapotik, bir hormonal ajan, kolsisin, azademetilkolsisin, N-metil

desasetilkolsisin ya da desasetilkolsisinden olusan gruptan segilmesidir.

11.  Istem 10'a gore bir bilesik olup, 6zelligi; burada antikanser ajaninin doksorubisin

olmasidir.

12.  Onceki istemlerden herhangi birine gore bir bilesik olup, ozelligi; ayrica peptidin
spesifik olmayan bir sekilde bozulmasini onleyen MMP proteolitik bolunme bdlgesini
iceren, peptit Uzerinde bir kapatma grubu icermesidir.

13. Istem 2 ila 12'den herhangi birine gore bir bilesik olup, 6zelligi; burada bilesigin
formul (llyye sahip olmasi:

X-Y-¢ 1)
burada c’nin bir kapatma grubu olmasidir.

14. Istem 13'e gore bir bilesik olup, dzelligi; burada cnin alifatik, aromatik, polisiklik,
karbonhidrat ve amino asitlerden olusan gruptan secilmesi, istege badl olarak burada
¢’nin hidrofilik bir grup olmasidir.

15. Istem 13 ya da 14'e gore bir bilesik olup, 6zelligi; burada c'nin formul (¢) ile
temsil edilmesi, burada n'nin 1 ila 5 arasinda bir tam sayi olmasi, istege bagli olarak

burada c’nin dogal olmayan bir amino asit olmasi ve n’nin 3 olmasidir.
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16. Istem 2 ila 13'ten herhangi birine gore bir bilesik olup, 6zelligi; burada bilesigin

formul (lllye sahip olmasi:
X-a-Y (I11)
burada a'nin X ile dogrudan ya da dolayl olarak iligkili bir baglayici olmasidir.

17.  Istem 16'ya gore bir bilesik olup, dzelligi; burada baglayicinin bir tekli amino asit

ya da amino asit sekansi olmasidir.

18. Istem 16'ya gore bir bilesik olup, ozelligi; burada bilesigin formul (IVye sahip

olmasi:
X-a-Y-c (1V)
burada c’nin istem 13'te tanimlandig gibi olmasidir.
19. istem 13'e gore bir bilesik olup, ozelligi; burada bilesidin formul (V)e sahip
olmasi:
X-Y-b-c¢ (V)
burada b'nin, Y'ye dogrudan ya da dolayll olarak baglanmis bir aralayici grup

olmasidir.

20. Istem 19'a gore bir bilesik olup, ozelligi; burada aralayicinin bir tekli amino asit,

bir amino asit sekansi ve bir suksinil grubundan olusan gruptan secilmesidir.
21. lIstem 18'e gore bir bilesik olup, ozelligi; burada bilesigin formul (Vlyya sahip
olmasi:

X-a-Y-b-c (V1)
burada b’nin Y'ye dogrudan ya da dolayli olarak baglanmis bir aralayici grup olmasidir.
22, Istem 2 ila 21'den herhangi birinde ileri struldugu gibi bir bilesik olup, dzelligi;
burada bilesigin formul (VIlyye sahip olmasi:

X-Y-Z (Vi)
burada Z'nin bir antikanser ajani olmasidir.

23. Istem 22'ye gore bir bilegik olup, ozelligi; burada Z'nin bir vaskiler bozucu ajan,
bir antimetabolit, bir sitotoksik ajan, bir biyotoksin, bir radyoterapétik ve bir hormonal
ajandan olusan gruptan seg¢ilmesi ve tercih edilen sekliyle burada Z'nin sitotoksik ajan

doksorubisin olmasidir.
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24, Istem 22 ya da 23'e gore bir bilesik olup, dzelligi; burada X'in azademetilkolsisin,
kolsisin, azakolsisin, N-metil desasetilkolsisin, desasetilkolsisin  arasindan

secilmesidir.

25. Istem 22'ye gore bir bilesik olup, 0zelligi; burada X ve Z'nin azademetilkolsisin,
kolsisin, azakolgisin, N-metil desasetilkolsisin, desasetilkolsisin  arasindan

secilmesidir.

26. DOnceki istemlerden herhangi birine gore bir bilesik ya da bunun farmasotik
olarak kabul edilebilir bir tuzu olup, 6zelligi; ilagta kullanima yénelik olmasidir.

27.  Bir farmasotik formulasyon olup, o0zelligi; istem 1-25'ten herhangi birine gore bir
bilesik ve en az bir ilave farmasotik olarak kabul edilebilir yardimci madde, seyreltici

va da tasiyici icermesidir.

28. Bir farmasotik formulasyon olup, ozellidi; istem 1-25ten herhangi birine gore bir
bilesik ve bagka bir terapdtik ajan icermesi, istege badli olarak burada baska bir
terapotik ajanin sisplatin, karboplatin, siklofosfamid, melfalan, karmustin, metotreksat,
5-florourasil, sitarabin, merkaptopurin, daunorubisin, doksorubisin, epirubisin,
vinblastin, vinkristin, daktinomisin C, taksol, L-asparaginaz, G-CSF, etoposid, kolsisin,
deferoksamin mesilat ya da kamptotesin arasindan secilmesidir.

29. Istem 1-25'ten herhangi birine gore bir bilesik ya da istem 27 ya da 28'e gdre bir

farmasotik formulasyon olup, 6zelligi; kanser tedavisinde kullanima yonelik olmasidir.

30. Istem 1-25'ten herhangi birine gore bir bilesik ya da istem 27 ya da 28'e gore bir
farmasotik formulasyon olup, ozelligi; bir enflamatuar bozuklugun tedavisinde
kullanima yonelik olmasidir.

31. Istem 1-25'ten herhangi birine gore bir bilesik ya da istem 27 ya da 28'e gore bir
farmasotik formulasyon olup, ozelligi; kalp yetmezligi tedavisinde kullanima yonelik

olmasidir.

32. Istem 1-25'ten herhangi birine gore bir bilesik ya da istem 27 ya da 28'e gore bir
farmasotik formulasyon olup, ozellii; bir yaranin tedavisinde kullanima yonelik

olmasidir.
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TARIFNAME
MMP AKTIF VASKULER BOZUCU AJANLAR
Bulusun Alani

Mevcut bulug, vaskuler bozucu ajanlarin on ilaglan ve bu tur bilesiklerin, hedeflenen

kanser tedavisinde kullanimina iligkindir.
Bulusun Arkaplani

Tumdr vaskulaturunu kanser kemoterapilerine molekuler bir yaklagsim olarak
hedeflemek en yuksek bilimsel énceliklerden biri haline gelmektedir. Iki ilag modeli
ortaya ¢ikmaktadir, yani biri tumobrde yeni kan daman olusumunu engelleyen
(antianjiyogenez) ve biri vaskuler yikimi hedeflemektedir.

Tumor vaskulaturunun kuguk bir bolumunun bile bozulmasinin, cok sayida tomor
hucresinin hayatta kalmasini desteklemek igcin tek bir kan damarn sorumiu oldugundan,
genis arahkta tumor olumunu ve metastazin geriligini indukledigi gosterilmistir.
Damarlarin ana bilesenini olusturan endotel hucreleri, hareketlilik, invazyon,
baglanma, hizalama ve proliferasyonlar igcin tubulin hiicre iskeletine buyuk olgude
bagimhdir (Denekamp, J, Br J Cancer, 45, 136-139 (1982)). Endotelyal mikrotubul
agini bozan ajanlar bu nedenle tumor kan akisinda hizli bir ¢okmeye ve uzun sureli
damar kapanmasina neden olacak ve boylece genis tumodr hucresi nekrozu ile
sonuclanacaktir (Tozer et al., Nat Rev Cancer, 5, 423-435 (2005); Lippert JW, Bioorg
Med Chem, 15, 605-615 (2007)).

En etkili kanser terapotik ilac siniflarindan biri, karakteristik olarak iyi bir in vitro hucre
sitotoksisitesine sahip olan ancak genellikle in vivo normal dokular uzerinde tumor
oldurmek icin zayif bir ozgulluk sergileyen vaskuler bozucu ajanlardir (VDA'lar). Ayrica,
tubulin baglayici ajanlar gibi bircok VDA suda cozunmez ve klinikte degerlendiriimeden
once formulasyon gerektirmektedir. Mevcut bulus yukarida belirtilen problemlere

dedinmeyi amaclamaktadir.

Kolsisin ve analoglari, tubulinin baglanmasinin ve mikrotubul depolimerizasyonunun
induklenmesinin dogrudan bir sonucu olarak (Chaudri et al., J Mol Biol, 303, 679-692
(2000)), tumorlerde hemorajiye ve ardindan genis nekroza neden olan guglu
VDA'lardir (Tozer et al., Nat Rev Cancer, 5, 423-435 (2005)). Bununla birlikte, kolsisin,

yuksek duzeyde toksisite ve bunun sonucunda ¢ok dar terapodtik indeks nedeniyle klinik
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olarak uygulanabilir bir antikanser terapotik olarak gergek bir énem gostermemistir.
(Tozer et al., Nat Rev Cancer, 5, 423-435 (2005); Quinn et al., J Med Chem, 24, 636-
639 (1981)). Bu nedenle, secici olarak bir tumore Kkolsisin gibi bir VDA'y

hedefleyebilmek arzu edilecektir.

Mevcut bulus sahipleri, potansiyel kanser onleyici ajanlann, 6zellikle de damar bozucu
ajanlarin sistemik uygulamasinin toksik etkisinin Ustesinden gelmek igin bir sistem

gelistirmistir.
Bulusun Ag¢iklamalari

Mevcut bulug, en azindan kismen, tumor vaskulaturunde kolsisin gibi vaskuler bir
bozucu ajanin segici olarak salinmasina izin veren bir proteolitik bolunme bdlgesinin

secilmesine dayanmaktadir.

Bulusun birinci yonune gore, bir matris metaloproteinaz (MMP) proteolitik bolunme
bolgesi iceren bir peptid ile iliskili vaskuler bir bozucu ajan (VDA) iceren bir bilesik ya
da bunun farmasotik olarak kabul edilebilir bir tuzu sadlanmakta olup, burada VDA, bir
anti-kanser ve tubulin baglayici ajandir ve MMP proteolitik bolunme bolgesi, bir amino
asit sekansi - Arg-Ser-Cit-Gly-Hof-P2'-Leu-igerir, burada P2', bir amino asittir ve tirozin
degildir. Bulus baglaminda "iliskili" teriminin, kimyasal ¢capraz baglama ya da peptit
bagi baglantisi dahil ancak bunlarla sinirli olmamak tzere genel olarak kovalent olan
tum dogrudan ve dolayh badlama araglarini ipermesi amaglanmaktadir.

Bulusa ait bilesikler, tuz formunda olabilmektedir. Ozellikle, tuzlar farmasotik olarak
kabul edilebilir tuzlar olabilir. Mevcut tarifnamenin farmasotik olarak kabul edilebilir
tuzlar, bazik ya da asidik bir kismi iceren ana bilesikten, geleneksel kimyasal
yontemlerle sentezlenebilmektedir. Genel olarak, bu tur tuzlar, bu bilesiklerin serbest
asit ya da baz formlarinin, uygun baz ya da asitin stoikiometrik bir miktarini, suda ya
da organik bir ¢ozucu icerisinde ya da ikisinin bir karisimi igerisinde reaksiyona
sokulmasi suretiyle hazirlanabilmektedir; genellikle eter, etil asetat, etanol, izopropanol
ya da asetonitril gibi sulu olmayan ortamlar tercih edilmektedir. Uygun tuzlarn listeleri
Remington's Pharmaceutical Sciences, 17th ed., Mack Publishing Company, Easton,
Pa., US, 1985, p. 1418, bkz. ayrica Stahl et al, Eds, "Handbook of Pharmaceutical
Salts Properties Selection and Use", Verlag Helvetica Chimica Acta and Wiley-VCH,
2002'da bulunmaktadir.
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Bu nedenle tarifname, ana bilesigin, bunun asit ya da baz tuzlan yapilarak degistirildigi,
aciklanan bilesiklerin farmasotik olarak kabul edilebilir tuzlarini icermektedir. Ornek
olarak, konvansiyonel toksik olmayan tuzlar ya da 6rnek olarak inorganik ya da organik
asitlerden ya da bazlardan olusan kuaterner amonyum tuzlari. Bu tur asit ilaveli tuzlarin
ornekleri arasinda asetat, adipat, aljinat, aspartat, benzoat, benzensulfonat, bisulfat,
butirat, sitrat, kamforat, kafur sulfonat, siklopentanepropionat, diglukonat,
dodesilsulfat, etansulfonat, fumarat, glukoheptanoat, gliserofosfat, hemisulfat,
heptanoat, heksanoat, hidroklorur, hidrobromur, hidroiyodid, 2-hidroksietansulfonat,
laktat, maleat, metansulfonat, 2-naftalensulfonat, nikotinat, oksalat, pamoat, pektinat,
persulfat, 3-fenilpropiyonat, pikrat, pivalat, propiyonat, suksinat, tartrat, tosilat ve
undekanoat bulunmaktadir. Baz tuzlan arasinda amonyum tuzlar, sodyum ve
potasyum tuzlan gibi alkali metal tuzlarn, kalsiyum ve magnezyum tuzlari gibi toprak
alkali metal tuzlan, disikloheksilamin tuzlari, N-metil-D-glukamin gibi organik bazlara
sahip tuzlar ve arginin, lisin ve benzeri gibi amino asitlere sahip tuzlar bulunmaktadir.
Ayrica, bazik azot iceren gruplar metil, etil, propil ve butil klorur, bromitler ve iyodurler
gibi dusuk alkil halojenurler; dimetil, dietil, dibutil gibi dialkil sulfatlar; ve diamil sulfatlar,
desil, loril, miristii ve stearil klorUrler gibi uzun zincirli halojenurler, bromitler ve
iyodurler, benzil ve fenetil bromurler ve digerleri gibi aralkil halojenurler gibi maddelerle
kuaternize edilebilmektedir.

Tercih edilen bir yonuyle bulusg, formulun (1) bir bilesigini saglamaktadir
XY (1

burada

X, bir vaskuler bozucu ajandir (VDA);

Y, bir matris metaloproteinaz (MMP) proteolitik bolunme bolgesi iceren bir peptittir;

istemlerde tanimlandid gibi.

Bulusa gore bilesikler, asiri eksprese edilmis MMP'ler tarafindan tumor ortami iginde
aktif ve guglu bir VDA'ya donusturulen on ilaglar sunmaktadir. Bulusa ait bir on ilacin
tumbor secgici aktivasyonu, tumor seviyelerini arttirir ve VDA'nin ve istede bagli olarak
ilave etken maddelerin sistemik seviyelerini azaltir, boylece terapdtik endekslerini ve

etkinliklerini buyuk dlcude arttirir.
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VDA'lar cok halkah bir sistemi, ornek olarak kaynasmis ya da kaynasmamis bisiklik ya
da trisiklik bir halka sistemini icermektedir. Bu nedenle X, tumoér kan damarlarinm

baglayabilen ve bozabilecek bir VDA'nin goklu halka sistemini icermektedir.

VDA'lar ug sinifa ayrilabilir:

(i) tubllin Uizerindeki kolsisin baglama bélgesinde tubulin ile etkilesime giren bilesikler;
(i) tubulin uzerinde ortak bir badlama bolgesini Catharanthus (Vinca) alkaloitleriyle
paylasan bilesikler;

(iii) Pasifik porsuklarinin kabugundan izole edilmis yeni bir taksan diterpenoidi olan

paklitaksele benzer sekilde stabil mikrotubullerin clusumunu destekleyen bilesikler.

Bulusun tercih edilen bir yonunde VDA, bir tubulin baglayici ajandir. Tubulin baglama
ajani, i} kolsisin baglama bdlgesinde tubulin ile etkilesime girenleri, bunlarla sinirh
olmamak uzere, kolsisin (N-asetilkolsinol-O-fosfat (ZD6126) gibi kolsisin analoglari ve
ABT- 751 dahil), kolsikinoidler, kombinetastatinler fenstatin, podofilotoksinler,
steganasinler, amfetin ve stilbenler; ve ii) tubulinin Vinca baglanma bolgesi ile
etkilesime girenleri: bunlarla sinirl olmamak uzere, vinkristin, vinblastin, vinflunin,
maytansinoidler, phoopson A, rhizoksin, auristatin (bunlarin analoglan dahil) ve
dolastatini iceren gruptan secilebilmektedir.

Bulusun tercih edilen bir yoniuinde, VDA, tubillin icindeki kolsisin baglanma bolgesi ile
etkilesime giren bir tubulin baglama ajanidir. Bulusun bir uygulamasinda VDA, kolsisin
ya da bunun bir analogu/ turevidir. Kolsisin analoglari ya da turevleri, bunlarla sinirh
olmamak uzere, azademetilkolsisin, azakolsisin, N-metil desasetilkolsisin,
desasetilkolsisini icerebilir.

Bulusun bir uygulamasinda VDA, peptit olmayan bir VDA'dir. Ornek olarak, bulusa
gore bir VDA, auristatin olmayan bir tubulin baglayici ajan ya da bunun bir turevi

olabilir.

Alternatif olarak, VDA, bunlarla sinirl olmamak Uizere kombinetastatinler (ornek olarak,
kombinetastatin A-4-3-O-fosfat), auristatin (analoglan dabhil), dolastatin; ve flavenoidler
(ornek olarak, tumor nekroz faktor a ve 5,6-dimetil-ksantenon-4-asetik asit (DMXAA),
flavon asetik asit (FAA)) olabilir. Dolayisiyla, bulusun alternatif bir uygulamasinda VDA,

bir combretastatindir.
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MMP ile MMP bolunme bolgesindeki proteolitik bolunme, VDA'y1 ve MMP bolunme
bolgesi ile baglanti herhangi bir etken maddeyi aktif formda serbest birakmaktadir.

MMP ailesi sekiz yapisal gruba ayrilmistir: besi salgilanmis MMP'ler ve ugcu membran
tipi MMP'lerdir (MT-MMP'ler). MT-MMP'ler hiicre yuzeyinde lokalize olmaktadir.

Bulusun tercih edilen bir yonunde, MMP zar tipidir (MT-MMP). Dolayisiyla bulus, Y'nin
bir MT-MMP tarafindan secici olarak bolunen bir peptid sekansi igerdigi formule (1) ait

bir bilesik sunmaktadir.
MT-MMP'ler, asagidakilerden olugan gruptan segilebilir

(i) tip | transmembran tip MT-MMP'ler 6rnek olarak MMP-14 (MT1- MMP), MMP-15
(MT2-MMP), MMP-16 (MT3-MMP) ve MMP-24 (MT5-MMP);

(i) MT-MMP'nin glikosil fosfatidilinositol (GPI)-badh yapisal grubu ornek olarak MMP-
17 (MT4-MMP) ve MMP-25 (MT6-MMPY);

(iii) tip 1l transmembran sinifi 6rnek olarak MMP-23.

MMP ayrilma bolgesi, bir MMP ile ayrilabilir olan bir amid bagdina, tipik olarak bir peptid
bagina sahip olan bir peptid sekansini icerir. Tercih edilen gekliyle Y, 7 ila yirmi amino
asit igeren bir peptid sekansidir. Amino asitler D-amino asitleri ya da L-amino asitleri

olabilir.

Tercih edilen sekliyle, MMP proteolitik bdlunme bolgesi, P1 ve P1' arasindaki
bolunmenin secgici olarak bir MT-MMP, 6rnek olarak MT-MMP14 ile gergeklesecedi
sekilde bir MT-MMP spesifik bolunme bolgesidir.

MMP proteolitik bolunme bolgesi asagidaki sekansi icerir:
P4-P3-P2-P1-P1'-P2'-P3'

burada P1' ila P3' ve P1 ila P4, istemlerde tanimlandigi gibidir ve burada proteolitik

bolunme, P1' ve P1 kalintilar arasinda meydana gelmektedir.

Tarifname, secici olarak bir MT-MMP ile bélunen bir peptid sekansini iceren bir MMP
bolunme bolgesini sadlamaktadir. Bu tarifname Y'nin P1'in hidrofobik bir amino asit
oldugu bir peptid sekansini igerdigi bir formul (1) bilesigi sadlamaktadir. Burada
kullanildig1 sekliyle "hidrofobik™ terimi, -1,10'a esit ya da daha buyuk bir hidrofobiklige
sahip amino asitleri ve/ veya Fauchere and Pliska Eur. J. Med Chem. 10:39 (1983)'de
tarif edildigi gibi 0'a esit ya da daha buyuk bir net yuke sahip amino asitleri ifade
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etmektedir. Hidrofobik ya da polar olmayan bir amino asit ayrica, fizyolojik pH'da
yuklenmemis olan bir yan zincire sahip olan bir amino asit anlamina da gelebilir, polar
degildir ve genellikle sulu ¢ozelti ile itilir. Bir hidrofobik amino asit, losin, fenilalanin,
prolin, alanin, triptofan, valin, izolosin, metiyonin, tirozin ve treonin igceren gruptan
secilebilir. PI', bir alifatik yan zincire sahip bir amino asit olabilir. Alternatif olarak P',
aromatik bir yan zincire sahip bir amino asit olabilir. PI', dodal oimayan hidrofobik amino
asitleri de icerebilir ve bulusun bir uygulamasinda homofenilalanindir (Hof).

Bu tarifname, Y'nin, P1'in bir polar amino asit oldugu bir peptid sekansi icerdidi, ornek
olarak Asparagin (N), Serin (S) ya da Glisinden (G) olusan gruptan secilen bir amino
asit oldugu bir formul (1} bilesigi saglamaktadir. Bélunme bdlgesinde bir MT-MMP icin
seciciligi arttirmak igin, genellikle P1 prolin degildir. Dolayisiyla P1, prolin hari¢ bir
amino asittir. Bulusun bir uygulamasinda P1, glisindir.

Bu tarifname, Y'nin, P2' 'nin, polar, yuklenmemis amino asitler ve/ veya ornek olarak
Arginin (R), Alanin (A), Losin (L), Aspartik Asit (D), Treonin (T), Serin (S) ve Prolin (P)
de dahil olmak uzere bazik amino asitlerden olusan gruptan secildigi bir peptid sekansi
icerdigi bir formul (1) bilesigi saglamaktadir. Bolunme bdlgesinde bir MT-MMP icin
seciciligi arttirmak icin, P2' bir metillenmis amino asit olabilir.

Mevcut bulug sahipleri MT-MMP olmayan bélunmelerin, érnek olarak MMP2'nin, P2’
tirozin oldugunda hem P1-P2' hem de P2-P3' bblgelerinde gerceklestigini

bulmusglardir. Dolayisiyla, bulusun bir uygulamasinda P2, tirozin degildir.

Burada kullanmidigi gibi, P3' kalintisi herhangi bir amino asidi icerebilir. Bulusun bir
uygulamasinda P3', Lésindir (L). Mevcut oldugunda, P4' kalintisi, nukleofilik bir yan
zincire sahip bir amino asidi igerebilir; ornek olarak, Lizin (L), Sistein (C), Serin (S),
Tirosin (Y), Treonin (T), Glutamik asit (E), ya da Aspartik asit (D).

Bu tarifname, Y'nin asidik (6rnek olarak glutamik asit), bazik, hidrofobik ya da polar
amino asitlerden olusan gruptan segildigi bir peptit sekansi igerdigi, formulun (1) bir
bilesigini saglamaktadir. P2 ayrica dogal olmayan hidrofobik amino asitleri, ornek
olarak sitrulini (Cit) icerebilmektedir. Bélunme bdlgesinde bir MT-MMP icin segiciligi
arttirmak igin, P2'nin prolin olmamasi tercih edilir. Bu nedenle P2, prolin hari¢ bir amino

asittir.

Bu tarifname, Y'nin, P3'Un ornek olarak Glisin (G), Alanin (A), Serin (S), Losin (L),

Izolosin (1) ve Treoninden (T) olusan gruptan secilen bir polar amino asit oldudu bir
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peptid sekansi icerdidi bir formul (I} bilesidi saglamaktadir. P3'Un prolin olmamasi
tercih edilir. Bulusun bir uygulamasinda P3 serindir.

Bu tarifname, Y'nin, P4'Un onemli bir yan zincir iceren bir amino asit oldugu bir peptid
sekansi icerdigi, ornek olarak Arginin (R) ve Lizinden (K) olusan gruptan secilen amino
asitleri iceren yan zincirinde bazik bir gruba sahip olan bir amino asidi iceren bir formul
(1) bilesigi saglamaktadir. Bdlunme bolgesinde bir MT-MMP igin secicilidi arttirmak igin,
P4'un arginin olmasi tercih edilir. Bu nedenle, bulusun bir uygulamasinda P4 arginindir.

Bulus bir formul (1) bilesigi saglayabilir olup, burada bdlunme bolgesi, Y, sekanstaki bir
ya da daha fazla amino asidin hidrofilikligini arttirmak ve bu sekilde ¢ozunurluk artirmak
icin glikosile edildigi bir amino asit sekansi icermektedir. Kalintilarin glikosilasyonu

asagidaki gibi olabilir;

Sekanstaki amino asitlerin  serin, treonin, ftirozin yan zincirleri boyunca O0-

glikosilasyonu;

Sekanstaki amino asitlerin aspartik asit, glutamik asit yan zincirleri boyunca N-

glikosilasyonu,; ve/ veya
Sekanstaki amino asitlerin sistein boyunca S-glikosilasyonu.

Bulug bir formul () bilesidi saglayabilir olup, burada bdlunme bolgesi, Y, sekanstaki bir
ya da daha fazla amino asidin hidrofilikligini arttirmak ve bu sekilde gozunurluk artirmak
icin fosforlanmig bir amino asit sekansi icermektedir. Uygun amino asitler, serin,
treonin, tirozindir. Bulugun bir uygulamasinda, Y'nin P2' 'nin fosforlanmis bir peptid
sekansim icerdigi  bir formul (1) bilesigi saglanmaktadir. Bulusun bir baska
uygulamasinda, bir formul (1) bilesigi saglanmis olup, burada Y, P3 ve istege bagh

olarak P2' 'nin fosforlanmis amino asit oldugu bir peptid sekansini icermektedir.

Bulus ayrica bir formul (1) bilesidi saglamakta olup, burada bolunme bolgesi, Y, ornek
olarak bir amid baginin olefinik baglarla degistirildigi bir peptid analogu, Na- ve/ veya
Ca-metillenmis amino asitler, dodal olmayan amino asitler ve teknikte bilinen diger
yaklasimlari icermektedir. Bu gibi peptidomimetik yaklagimlar teknikte, bolunmenin
spesifikligini arttirmak icin  kullanilir, boylece istenmeyen enzimatik hidrolizin
azaltiimasina hizmet eder. Bulusun bir uygulamasinda Y, amino asit sekansi icindeki
bir ya da daha fazla amid badinin, Na ve/ veya Ca- metillenmis amino asitlerle

dedistirildigi bir analog icerir.
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Bir uygulamada bulus, bir formul (1) bilesigi iceriyor olup, burada Y, bir C-terminal
bolgesi ve bir N-terminal bdlgesi igerir ve burada adi gegen C-terminal bdlgesi,
dogrudan ya da dolayh olarak X'e baglanir ve adi gecen N-terminal bolgesi, asagida
tarif edildigi gibi ornek olarak c ya da Z gibi baska bir kisma dogrudan ya da dolayli

olarak baglanir.

Bulusun alternatif bir uygulamasi, bir formul (1) bilesigi igeriyor olup, burada Y, bir C-
terminal bolgesi ve bir N-terminal bdlgesi icerir ve burada adi gegen N-terminal bolgesi,
dogrudan ya da dolayh olarak X'e baglanir ve adi gegen C-terminal bolgesi, asagida
tarif edildigi gibi 6rnek olarak c ya da Z gibi baska bir kisma dogrudan ya da dolayli

olarak baglanir.

Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda, X'in kolsisin ya da bunun bir analogu oldugu
ve Y'nin burada tanimlandigr gibi amino asit sekansini igeren bir peptid oldugu bir

formul (1) bilesigi saglanmistir.

Bulusun tercih edilen bir yonunde, formule (l1) ait bir bilesik saglanmaktadir
X-Y-c (1

burada X ve Y burada tanimlandig gibidir;

¢ bir ug grup ya da "kapatma grubu" dur. Kapatma gruplari, oérnek olarak, MMP’ler
digindaki enzimler tarafindan peptidin spesifik olmayan bir sekilde bozulmasini
onlemek icin farmasotik kullanimdaki  bir peptid zincirini  kapatmak igin
kullanilabilmektedir. ¢, bunlarla sinirh olmamak uzere, alifatikler, aromatikler,
polisiklikler, karbonhidratlar (ornek olarak basit sekerler), amino asitleri (D-amino
asitler dahil) iceren gruptan secilen bir bloke edici grup olarak gorev yapan N- ya da
C-terminalinde uygun herhangi bir kismi icerebilir. Cozunurlugu arttirmak igin, c
yukarida bahsedilen tasiyici ilave polar fonksiyonel gruplarin herhangi biri (ornek

olarak asitler, aminler, alkoller, fenoller) gibi bir hidrofilik grup olabilir.

¢, n'nin 1 ila 5 arasinda bir tam say! oldugu formul (c)n ile temsil edilebilir. Bulusun bir
uygulamasinda ¢, (c)'i temsil ediyor olup, burada c, bir amino asittir (ornek olarak,
dogal olmayan bir amino asit) ve n, 3'tur. Bulusun bir uygulamasinda n, 3 oldugunda,

¢, serin degildir. Bagka bir uygulamada c, serin ya da kinik asit degildir.

Mevcut bulus ayrica bir "baglayicl" saglayabilir. Baglayici, Y'nin C ve / veya N

terminallerinde saglanabilir. Tercih edilen sekliyle baglayici, Y'nin C terminalinde
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saglanabilir. Tercih edilen sekliyle baglayici, Y'nin amino asit sekansi ile sureklidir.
Badlayici, Y ile iliskili olan ve kimyasal olarak, enzimatik olarak ¢ikarilabilecek ya da
kendiliginden ayrisabilen herhangi bir kismi icerebilir. Baglayici, tek bir amino asitten
(ornek olarak, tirozin) olusabilir ya da bir amino asit sekansi igerebilir. Baglayicinin bir
amino asit sekansi igerdigi durumda, sekans, Y'de bir MMP ile ayriimayi
kolaylagtirabilen bir hidrofilik bolge saglayabilir. Uygun amino asitlerin, yani serin,
treonin ve tirozin sekansindaki O-glikosilasyonu hidrofilikligi ve bu gibi cozunurlukleri
artirabilir.

Boylece, bulusun tercih edilen bir yonunde, formule (I11) ait bir bilesik saglanmaktadir
X-a-Y (1)
burada X ve Y burada tanimlandidi gibidir; ve
a, baglayicinin dogrudan ya da dolayli olarak X ile baglantili oldugu bir baglayicidir.
Bir uygulamada, bulus bir formule (IV) ait bilesidi saglamaktadir
X-a-Y-c {1V}
burada X, a, Y ve c, burada tanimlandigi gibidir.

Bulusun daha da tercih edilen bir yonunde, burada tarif edilen baglayici ile ayni ya da
farkh olabilen bir "aralayici” bulunmaktadir. Aralayici, Y'nin C ve/ veya N terminalinde
saglanabilmektedir. Tercih edilen sekliyle, aralayici Y'nin N terminalinde bulunur ve
sentez sirasinda ¢'nin istenmeyen sekilde uzaklastiriimasini onler. Aralayici, dogrudan
ya da dolayh olarak Y ile iligkili olabilir. Aralayici, herhangi bir tekli amino asidi (6rnek
olarak B-alanin), amino asit sekansini ya da bir suksinil grubunu icerebilir. Bu nedenle
bulus, tercih edilen sekliyle formule (V) ait bir bilesigi saglamaktadir:

X-Y-b-c (V)

buradaki X, Y ve c, burada tanimlandigi gibidir;
b burada tanimlandid gibi bir aralayicidir.
Bagka bir uygulamada, bulus formule (V1) ait bir bilesigi saglamaktadir

X-a-Y-b-c (V1)
burada X, Y, a, b ve ¢ burada tanimlandigi gibidir.
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Bulusun bir uygulamasinda, X'in kolsisin (ya da bunun bir analogu) oldugu bir formul
(VI) bilesigi sadlanmis olup, Y, burada tamimlanan amino asit sekansini igceren bir

peptittir, a, tirozindir ve b, alanindir.

Bulusun ikinci bir yonunde, formule (VII) sahip bir bilesik ya da bunun farmasotik

acidan kabul goren bir tuzu saglanmaktadir

X-Y-Z (VII)
buradaki X ve Y, burada tanimlandidi gibidir; Z bir antikanser ajanidir.

Tercih edilen sekliyle Z, X ile ayni ya da farkli olabilen, bir antimetabolit (6rnek olarak
5-florourasil), bir sitotoksik ya da anti-proliferatif ajan (ornek olarak antrasiklin (ornek
olarak, doksorubisin), vinka alkaloid, taksan, sitotoksik nukleotit), bir biyotoksin, bir
radyoterapotik, bir hormonal ajan ya da sitotoksik, sitostatik, anti-anjiyojenik ya da
vaskuler bozucu bir etkiye neden oldugu bilinen herhangi bir dogal urin ya da ajan

iceren vaskuler bir bozucu ajandan olusan gruptan secilen bir antikanser ajandir.

Bulusun tercih edilen bir yonunde, formule (VIII) ait bir bilesik saglanmistir.
X-a-Y-Z (VI

burada X, a, Y, b ve Z, burada tanimlandigi gibidir.

Bulusun yine tercih edilen bir yonunde, formule (IX} ait bir bilesik saglanmistir.

X-a-Y-b-Z (1X)
burada X, a, Y, b ve Z, burada tanimlandigi gibidir. Bulugsun bu yoénlunde b
aralayicisinin amaci, Z'nin serbest bir amin tagidhigi (6rnek olarak Z'nin doksorubisin
oldugu) bir bilesik Z'nin baglanmasina izin vermek icin Y'nin N-terminal aminini bir
karboksilik aside donusturmektir. Z'nin serbest bir karboksilik asit tasidig durumlarda,

b gerekli degildir.

Bulusun tercih edilen bir yonunde, X'in kolsisin ya da bunun bir turevi, ornek olarak
azademetilkolsisin ve Z'nin érnek olarak doksorubisin gibi bir siktotoksik madde oldudu
bir formul (VIl) bilesidi saglanmaktadir. Tercih edilen sekliyle hala Y, burada

tanimlandigi gibi amino asit sekansini iceren bir peptittir.

Bulusun tercih edilen bagka bir ydnunde, X ve Z'nin Kolsisin ya da bunun bir analogu
ya da turevi arasindan secildigi bir formul (V1) bilesigi saglanmaktadir. Ayni zamanda,
X ve Z'nin ikisinin de kolsisin olabilecegi bir bulus bilesigi de saglanmistir. Bu agidan,

Y, burada tanimlandigi gibi amino asit sekansini iceren bir peptid olabilir.
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Bulusa gore bilesikler, drnek olarak bir polimerik destede tutturulmus kati faz ya da
ornek olarak bir baglayici ajan varliginda ya da bir yakinsak sentez kullanilarak ¢ozelti

faz sentezi ile hazirlanabilir.

Aynca burada agiklanan, bulusa gore bir bilesigin hazirlanmasina yonelik bir islem

olup, su adimlari igerir
i) X'e badh kati bir destek saglamak;
ii) istege bagh olarak bir a baglayiciy! X'in C ya da N terminaline baglamak;

i) MMP proteolitik bdlunme sekansini igeren peptid sekansini Y saglamak i¢cin adim
adim X'in C ya da N terminaline amino asit kalintilarinin ya da X'e eklenmis olan

baglayicinin baglanmasi;
i) istege bagli olarak bir formule (1) ya da (IV) ait bilesidi saglamak icin bir kapatma
grubu c'yi Y'nin ilgili C ya da N terminaline baglamak.

Bir islemde, kati destek, herhangi bir polistiren bazli ya da PEG bazl regine gibi
herhangi bir polimerik destek, ormek olarak tritil bazh recinelerdir. Baglayici, bir

suksinat ya da malonat turevi, ornek olarak suksinik anhidrit olabilir.

Buluga gore bir bilesik hazirlamak igin yine bir bagka islem olup, su adimlar

icermektedir
i) peptid sekansi Y'yi hazirlamak;
i) bir kapatma grubunu ¢, Y'nin C ya da N terminaline baglamak;

i) bir baglayici ajan varliginda (ii)'de hazirlanan bir X ¢ozeltisini ve kapatilmig peptidi

hazirlamak ve istenen bilesigi izole etmek.

Bir islemde Y, bir peptid sekansi saglamak icin amino asitlerin kati bir destege adim
adim baglanmasiyla hazirlanmaktadir. Alternatif olarak, Y sekansi ¢ozeltide

sentezlenebilmektedir.

Teknikte bilinen herhangi bir badlayici ajan, uygun bir ¢ozuclu (ornek olarak, DMF,
THF, vb.) igcinde bulusun bir igsleminde, drnek olarak EDAC, DCC, DIC, PyBOP, HCTU

ve benzerlerinde kullanilabilmektedir.

Alternatif bir cozelti fazi sentezinde, Y sekansinin C terminalinin bir ya da daha fazla

amino asidi, peptid sekansinin (ornek olarak daha dnce tarif edildigi gibi kati bir destek
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uzerinde onceden sentezlenmis) geri kalaninin bir yakinsak sentez icinde ¢ozeltide
konjuge edilmesine izin vermek icin ¢ozeltide X'e konjuge edilebilmektedir.

Bir islem, X'in Y'nin C terminaline baglanmasini saglar. Ayrica islem, Z'nin Y'nin N

terminaline baglanmasini icerebilir. Ornek olarak islem asagidaki adimlari icerebilir:

i) Y'nin C terminaline baglanmasi icin bir amin grubunun X'e verilmesi; ve istege bagli

olarak

i) Y'nin N terminaline baglanmasi icin bir karboksilik asit grubunun (va da

izotiyosiyanat ya da izosiyanat grubunun) Z'ye verilmesi.

Bir baska iglem, X'in Y'nin N terminaline baglanmasini sadlar. Ayrica islem, Z'nin Y'nin

C terminaline baglanmasini icerebilir. Ornek olarak, islem asagidaki adimlari icerebilir:

i) Y'nin N terminaline baglanmasi igin bir karboksilik asit grubunun (ya da izotiyosiyanat
ya da izosiyanat grubunun) X'e verilmesi; ve istede bagh olarak

i) Y'nin C terminaline baglanmasi igin bir amin grubunun Z'ye verilmesi.

Bir islemde X, kolsisin ya da bunun bir analogu ya da turevidir, ornek olarak

azademiltilkolsisin ve Z, 6rnek olarak doksorubisin gibi bir sitotoksik ajandir.

Baska bir yonuyle bulus, bir VDA'nin bolge spesifik aktivasyonunda bir MMP proteolitik
bolunme bdlgesinin, ozellikle de burada tanimlandigi gibi MT-MMP’ye ozgu bir
bolunme bolgesinin kullanmimasini saglamaktadir. Bu tarifnamede kullanildigi sekliyle,
"bolge spesifik aktivasyon” terimi, genel olarak, bunlarla sinirh olmamak uzere, bir
VDA'nin, MMP proteolitik bolunme sahasindaki bolgeye spesifik bolunme yoluyla
aktivasyonunu ifade etmektedir. Proteolitik bdlunme bolgesindeki bolgeye 0zgu
bolunmenin VDA'nin serbest birakiimasi ve dolayisiyla aktivasyonu ile birlikte

gergceklesmesi beklenmektedir.
Farmasotik Kompozisyonlar ve Kullanimlar

Baska yonlerde bulus, daha once tipta kullanim icin tarif edildigi gibi bir bilesik ya da
bunun farmasotik agidan kabul goren bir tuzunu saglamaktadir. Bagka yonlerde, daha
once tarif edildidi gibi bir bilesik iceren farmasotik bir formulasyon sadlanmaktadir.
Formulasyon, en az bir ilave farmasotik olarak kabul edilebilir bilegen ornek olarak bir
yardimci madde, seyreltici ya da tasiyici icerebilmektedir. Tercih edilen sekliyle,

formulasyon parenteral uygulama icin tasarlanmistir.



10

15

20

25

30

13

Bulus, bulusa gore bir bilesik iceren farmasotik bir formulasyon sadlamaktadir. Tercih
edilen bir uygulamada bilesik, formule (VII) aittir.

Bulusun tercih edilen bir yonunde, bahsedilen kompozisyon farmasotik olarak kabul

edilebilir bir tagiyici ya da seyreltici icermektedir.

Bulusun kompozisyonlan tipik olarak etkili miktarlarda uygulanmaktadir. "Etkili bir
miktar®, tek basmna ya da bagka dozlarla birlikte istenen cevabi Ureten bir
kompozisyonun miktaridir. Uygulandiginda, bu bulusun farmasotik kompozisyonlari,
farmasotik olarak kabul edilebilir preperasyonlarla uygulanmaktadir. Bu tur preparatlar
rutin olarak farmasotik olarak kabul edilebilir konsantrasyonlarda tuz, tamponlama
maddeleri, koruyucular, uyumlu tasiyicillar ve istege bagh olarak diger terapotik
maddeleri (drnek olarak, sisplatin; karboplatin; siklosfosfamid; melphalan; karbmusin;
metotreksat; 5-florourasil; sitarabin; merkaptopurin; daunorubisin. doksorubisin;
epirubisin; vinblastin; vinkristin; daktinomisin; mitomisin C; taksol; L-asparaginaz; G-

CS8F; etoposid; kolsisin; derferoksamin mezilat; ve kamptotesin) icerebilir.

Bulusun kompozisyonlari, enjeksiyon ya da zaman iginde kademeli infuzyon dahil
herhangi bir geleneksel yolla uygulanabilir. Uygulama, ornek olarak, oral, intravenoz,
intraperitoneal, intramuskuler, intrakavite, deri alti ya da transdermal olabilir. Kanser
gibi belirli bir hastaligin tedavisi durumunda, istenen cevap hastaligin ilerlemesini
inhibe eder. Bu, sadece hastahgin ilerlemesini gecici olarak yavaslatmay: igerebilir,
ancak daha c¢ok tercih edilmekle birlikte, hastaligin ilerlemesini kalici olarak
durdurmayi icerir. Bu, teknikte bilinen rutin yontemlerle izlenebilir.

Kompozisyonlarin insanlar disindaki memelilere (6rnek olarak test amacgh ya da
veterinerlik amach terapotik amaglar igin} uygulanmasi, yukarida aciklandidi gibi ayni
kosullar altinda gerceklestirilir. Burada kullanilan bir denek, bir memeli, tercih edilen
sekliyle bir insandir ve insan disi bir primat, inek, at, domuz, koyun, keci, kopek, kedi
ya da kemirgendir.

Uygulandi§inda, bulusun farmasotik preparasyonlan farmasotik olarak kabul edilebilir
miktarlarda ve farmasotik olarak kabul edilebilir kompozisyonlarda uygulanir.
"Farmasotik olarak kabul edilebilir” terimi, etken maddelerin biyolojik aktivitesinin

etkinligini etkilemeyen toksik olmayan bir materyal anlamina gelmektedir.

Farmasotik preparasyonlar istenirse farmasotik olarak kabul edilebilir bir tasiyici ile
kombine edilebilmektedir. Burada kullanildidi sekliyle "farmasotik olarak kabul edilebilir
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tasiyic” terimi, bir insana uygulanmaya uygun bir ya da daha fazla uyumlu kati ya da
sivi dolgu maddesi, seyreltici ya da kapsulleyici madde anlamina gelmektedir.
"Tasiyicl" terimi, uygulamayi kolaylastirmak icin etken maddenin birlikte kullanldigi,

dogal ya da sentetik bir organik ya da inorganik bileseni ifade etmektedir.

Farmasodtik kompozisyonlar, asadidakileri iceren uygun tampon ajanlari icerebilir: bir
tuzdaki asetik asit; bir tuzdaki sitrik asit; bir tuzdaki borik asit; ve bir tuz icindeki fosforik
asit.

Farmasoétik kompozisyonlar ayrica istege bagh olarak asagidakiler gibi uygun
koruyucular da igerebilir: benzalkonyum klorur; klorobutanol; parabenler ve timerosal.
Oral uygulamaya uygun kompozisyonlar, her biri dnceden belirlenmis bir miktarda
etken madde iceren kapsuller, tabletler, pastiller gibi ayri birimler halinde sunulabilir.
Diger kompozisyonlar sulu sivilar ya da surup, eliksir ya da bir emulsiyon gibi sulu

olmayan sivilardaki suspansiyonlari icermektedir.

Parenteral uygulamaya uygun kompozisyonlar uygun sekilde, tercih edilen sekliyle
alicinin kaniyla izotonik olan steril bir sulu ya da sulu olmayan bilesik preperasyonunu
ipermektedir. Bu preperasyon, uygun dagitici ya da islatma ajani ve suspanse edici
ajanlar kullanilarak bilinen yontemlere gore formule edilebilmektedir. Steril enjekte
edilebilir preparasyon ayrica toksik olmayan parenteral olarak kabul edilebilir bir
seyreltici ya da ¢ozucu icinde, 6rnek olarak 1, 3-butan diol igindeki bir ¢ozelti halinde
steril enjekte edilebilir bir cozelti ya da suspansiyon olabilir. Kullanilabilecek kabul
edilebilir araclar ve cozuculer arasinda su, Ringer ¢ozeltisi ve izotonik sodyum klorur
¢ozeltisi bulunur. Ek olarak, steril, sabit yaglar geleneksel olarak bir ¢dozuclu ya da
suspanse edici ortam olarak kullanilir. Bu amacg icin, sentetik mono ya da di-gliseritler
de dahil olmak uzere herhangi bir yumusak sabit yag kullanilabilir. Ek olarak, oleik asit
gibi yag asitleri enjekte edilebilir maddelerin hazirlanmasinda kullanilabilir. Oral, deri
altl, damar igi, kas i¢ci ve benzeri uygulamalar igin uygun tasiyici formulasyonu,
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA'da

bulunabilir.

Bulusa gore hilesikler, bir MMP'yi, ozellikle bir MT-MMP'yi asin eksprese eden doku
ile iligkili bir hastahd: ya da rahatsizhigi1 tedavi etmek icin kullanilabilir. Bu nedenle

bulus, bir denekteki kanseri tedavi etmek icin, bulusa gore etkili bir miktarda bilesik
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verilmesini iceren bir yontem saglar. Bulusun tercih edilen bir yonteminde adi gecen
denek insandir.

Burada kullanildigi haliyle, "kanser" terimi, otonom buyume kapasitesine sahip olan
hucreleri, yani, hizli cogalan hucre buyumesi ile karakterize edilen anormal bir durumu
ya da rahatsizliyi ifade etmektedir. Bu terim, her turlu kanser buyumesini ya da
onkojenik surecgleri, metastatik dokulart ya da malign olarak transforme edilmis
hicreleri, dokulan ya da organlar, histopatolojik tip ya da invazivlik evresinden
badimsiz olarak icermedigi anlamindadir. 'Kanser' terimi, solunum sistemini
etkileyenler (adiz, burun, trakea, akciger), gastrointestinal sistem {dil, yemek borusu,
mide, ince bagirsaklar, kolon, karaciger, pankreas, safra kesesi, rektum), endokrin
sistem (tiroid, hipofiz, adrenal bezler), genital-Uriner yol (idrar kesesi, bobrek), ureme
sistemi (meme, yumurtaliklar, uterus, serviks, prostat, penis, skrotum, testis), cilt
(melanositler, epidermis, endodermis), sinir sistemi (beyin, omurilik, glial hucreler,
noronlar) ve lenfoid sistem gibi epitelyal, endodermal ve mezenkimal orijinli

maligniteleri, 6zellikle karsinom ve sarkomlari icermektedir.

'Karsinoma' terimi, teknikte bilinmektedir ve solunum sistemi karsinomlan,
gastrointestinal sistem karsinomlari, endokrin sistem karsinomlari, genital Uriner
sistem karsinomlan, cilt karsinomlari ve Ureme sisteminin karsinomlan dahil olmak
uzere epitelyal menseli maligniteleri ifade etmektedir. "Karsinoma" terimi ayrica,
glanduler dokudan turetilen karsinomlara atifta bulunan “"adenokarsinomlari”
icermektedir, "skuamodz karsinomlar” skuamoz kokenli karsinomlar ifade eder, ve
"karsinosarkomlar", karsinom ve sarkomatoz dokudan olusan tumorleri ifade
etmektedir. Ormek karsinomlar, serviks epitelinden, prostat, meme, burun, bas ve
boyun, agiz boslugu, yemek borusu, mide, karaciger, pankreas, kolon, yumurtalik,
idrar kesesi ve akciger, ozellikle kuicuk olmayan akciger karsinomu olusturanlan
kapsamaktadir.

'Sarkoma’ terimi, teknikte taninan ve kemik, kikirdak, yag dokusu, duz kas, iskelet kasi,
sinir kilifi, kan damarlari, mezotel ve gastrointestinal stroma dahil olmak uUzere
yumusak dokularin ya da bag ya da destek dokularnn malignitelerini ifade etmektedir.
Diger kanser turleri arasinda beyaz kan hucrelerinden turetilen tumorleri ifade eden

"losemiler” ve lenfoid sisteminin tumorleri icin "lenfomalar” bulunmaktadir.
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Bulusa gore bir bilesik iceren farmasotik bir formulasyon, bunlarla simirli olmamak
uzere bir antimetabolit (ornek olarak S5-florourasil), bir sitotoksik ya da anti-proliferatif
ajan {(omek olarak, antrasiklin, vinka alkaloid, taksan, sitotoksik nukleotit), bir
biyotoksin, bir radyoterapotik, bir hormonal ajan ya da sitotoksik, sitostatik, anti-
anjiyojenik ya da vaskuler rahatsiz edici bir etki yarattigi bilinen herhangi bir dogal tirtin
ya da ajan iceren, bir antikanser ajani (kemoterapotik ajan) olarak, sirayla ya da esas

olarak benzer bir zamanda kombinasyon halinde uygulanabilmektedir.

Burada kullanildidi sekliyle "tedavi”, tedavi edilen bireyin ya da hucrenin dogal seyrini
degistirme denemesi olarak klinik mudahaleyi ifade etmektedir ve profilaksi i¢cin ya da

klinik patoloji seyri sirasinda gerceklestirilebilmektedir.

Baska bir yonden bulus, bulusa gore bir bilesidin, kanseri tedavi etmek icin bir ilacin

imalatinda kullanilmasini saglamaktadir.

Mevcut bulusun bir yonunde, bulusa ait bilesikler ya da kompozisyonlar, enflamatuar
bir bozuklugu ve/ veya enflamatuar bir yaniti tedavi etmek icin kullanilabilmektedir. Bu
nedenle, bulusun bir diger yonune gore, bir denekte inflamatuar bir bozuklugu tedavi
etmek igin, bulusa gore etkili bir miktarda bir bilesik verilmesini iceren bir yontem

saglanmaktadir.

Enflamatuar bozukluk, ateroskleroz, romatoid artrit, osteoartrit, gqut, lupus
eritematozus, skleroderma, Sjorgen sendromu, poli ve dermatomiyozit, vaskulit,
tendinit, sinovit, bakteriyel endokardit, periodontit, osteomiyelit, sedef hastalig,
zaturree, fibrozan alveolit, kronik bronsit, bronsektazi, amfizem, silikoz, pnémokonyoz,
tuberkuloz, Ulseratif kolit, Crohn hastahdi, kronik enflamatuar demiyelinizan
poliradikulonoropati, kronik enflamatuar demiyelinizan polinoropati, multipl skleroz,
Guillan-Barre Sendromu ve myasthemia gravis. mastitis, laminit, larenjit, kronik
kolesistit, Hashimoto tiroiditi ve enflamatuar meme hastalifindan olusan gruptan
secilebilmektedir. Bir uygulamada enflamatuar bozukluk, nakil sonrasi doku ya da
organ reddinin sonucu olabilmektedir. Ozel uygulamalarda enflamatuar bozukluk,
ateroskleroz, romatoid artrit, osteoartrit, sepsis ve poliartritten olusan gruptan

secilmektedir.

Bulusun bilesikleri, kalp yetmezligini tedavi etmek icin kullamlabilmektedir. Ayni
zamanda, kalp yetmezligini tedavi etmek igin bir ilacin imalati icin burada tarif edilen

bir bilesigin kullaniimasdir.
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Bu bulusun bir uygulamasinda, bulusa ait bilesikler, bir yaranin (érnek olarak Ulserler,
kutanoz kesikler ya da yaniklar iceren lezyonlar) tedavisinde yararh olabilir. Dolayisiyla
bulus, bir denekte bir yaray tedavi etmek icin, bulusa gore etkili bir miktarda bir bilesik
verilmesini iceren bir yontem saglamaktadir. Bulusun tercih edilen bir yonteminde adi

gegen denek insandir.

Bulusun bhilesikleri, menstruasyonla iligkili bozukluk ve rahatsizliklar tedavi etmek i¢gin

de kullanmlabilir.
Ayrica asagidakileri iceren bir paket ya da parca seti saglanmistir:
(1) burada tarif edilen bir bilesik ya da kompozisyon; birlikte

(2) bilesigi bir yontemde kullanmak ya da burada tarif edildigi gibi kullanmak igin

talimatlar.

Burada tanimlanan paket, tekrar dozajlamayi saglamak i¢cin birden fazla dozaj unitesi
icerebilir. Birden fazla dozaj Unitesi mevcutsa, bu birimler ayni olabilir ya da bilesik

kompozisyonun dozu ve/ veya fiziksel form agisindan farkli olabilir.

Korumanin kapsami, gercekten de boyle bir bilesik igerip igermediklerine
bakilmaksizin ve bu tur bir bilesigin terapotik olarak etkili bir miktarda bulunup
bulunmadigina bakilmaksizin, bulugun bir bilesigini icermesi ya da igermesini
gerektiren sahte ya da hileli Urinleri icermektedir.

Koruma kapsaminda, paketin, bulusun bir turunt ya da farmasdtik formulasyonunu ve
bu tur bir formulasyon ya da turleri iceren ya da icerdigi ya da icerdidini iddia eden bir
urun ve farmasotik bir formulasyon icerdigini gosteren bir agciklama ya da talimat iceren
ambalaijlar bulunur. Bu tur paketler sahte ya da hileli olabilir ama zorunlu degildir.

Bu sartnamenin agiklamasi ve talepleri boyunca "igerir" ve "kapsamak" kelimeleri ve
ornek olarak "iceren" ve "kapsayan®, "dahil ancak bunlarla sinirh olmamak uzere"
anlamina gelen kelimelerin varyasyonlan ve diger kisimlar, katki maddelerini,

bilegenleri, tam sayilar ya da adimlar diglama amac) tagimamaktadir.

Bu tarifnamenin agiklamasi ve istemleri boyunca, tekil, baglam aksini gerektirmedikce
gogullan  kapsamaktadir. Ozellikle, sinirsiz maddenin kullanildidi durumlarda,
sartname, aksi belirtiimedikge, gogullugu oldugu kadar, tekilligi de kapsayacak sekilde

anlasiimalidir.
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Bulusun ozel bir yonu, uygulamasi ya da omegi ile birlikte aciklanan ozellikler, tam
sayllar, karakteristikler, bilesikler, kimyasal kisimlar ya da gruplar, bunlarla uyumiu
olmadikga, burada aciklanan herhangi bir baska yon, uygulama ya da ornekte

uygulanabilir oldugu anlasiimalidir.
Bulus simdi sadece asagidaki Sekillere referansla drnek yoluyla agiklanacaktir:

Sekil 1, onilag-1'in, tumor icinde ve tumor digi dokularda ex vivo, zamana karsi
metabolizmasini gosteren bir grafiktir;

Sekil 2, tumbdr tagiyan farelerde periton ici uygulamay takiben on ilag-1 birikimini ve
seviyelerini gosteren bir grafiktir;

Sekil 3, 6n ilag-1'in tumor tasiyan farelere intraperitonal uygulamasini takiben biriken

VDA seviyelerini gosteren bir grafiktir;

Sekil 4, dusuk MT1-MMP seviyelerini (MCF-7) ifade eden tumoér homojenatlarina karsi
yuksek MT1-MMP seviyelerini (HT1080) ifade eden tumor homojenatlarinda on ilag-

2'nin farkh metabolizmasini gosteren bir grafiktir;

Sekil 5, HT1080 tumor tasiyan farelerde periton ici uygulamayi takiben on ilag-2
birikimini ve seviyelerini gosteren bir grafiktir;

Sekil 6, HT1080 tumor tasiyan farelerde on ilag-2 periton ici uygulamasini takiben
biriken VDA seviyelerini gosteren bir grafiktir.

Sekil 7: Doz arttirma galigmasi sirasinda badil fare vicut agirhklar

Sekil 8: ICT-2522 (baslik) ile tedavi sirasinda tumdr buyumesi

Sekil 9: ICT-2588 (0n ilag) ile tedavi sirasinda tumor buyumesi

Sekil 10: Molar esdeger dozda uygulanan bashga (ICT-2552) kiyasla on ila¢c (ICT-
2588) ile tedavi edilen fareler icin tUmor buyume egrileri a) ICT-2588, 37.5mg/kg &
ICT-2552, 7.5mg/kg; b} ICT-2588, 50.0mg/kg & ICT-2552, 10.0mg/kg; c) ICT-2588,

62.5mg/kg & ICT-2552, 12.5mg/kg; ve d) ICT-2588, 75.0mg/kg & ICT-2552,
15.0mg/kg;

Sekil 11: Fosforile edilmis amino asit kalintilari, u¢ basliklar, bashg) ve P2

alternatiflerini iceren modifikasyonlar gésteren on ilag, ICT-2588;
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Sekil 12; Hem tumor (HT1080) hem de karaciger (murin) homojenatlarinda ICT
3053'un (P2' = Ala) stabilitesini gosteren bir grafik. Bu, bu molekul dizisi icin elde edilen

verilere bir ornektir ve verinin bir ozeti tablo 1'de verilmigtir; ve

Sekil 13: Serin (ICT3047) tirosine (ICT 3048) ve hem serin hem de tirosine (ICT3028)
bagh fosfatll molekuller icin stabilite verileri. Veriler, belirtilen sure boyunca tumor
(HT1080, kapah semboller) ve fare karacigeri (aglk semboller) homojenatinda
inkubasyonlar sonrasinda kalan ana molekul yuzdesini gostermektedir. Bu, ¢oklu
deneylerden elde edilen temsili verilerdir. Her molekuliin fosforilasyonunu izlemek icin

kromatografik ayirmalar yapild.

Materyal ve Metotlar

ORNEK 1

immobilize edilmig kolgisin turevi, azademetilkolsisinin sentezi

H,CO \T/' \ H)CO.\//\/“ ! \ H,CO. ,;-\v/"“\
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1'in sentezi:

Amonyak ¢ozeltisi (% 35, 15 mL), kolsisine (750 mg, 1.88 mmol, 1.00 esdeger) ilave
edilmis ve reaksiyon karigimi, gece boyunca oda sicakliginda karnstinimistir. Ham
urun, KHSO4 (1M, sulu) ile yikanmig, MgSOaz ile kurutulmus, filtre edilmis ve azaltilimis
basing altinda konsantre edilmistir. Daha sonra, sar bir kati halinde (427 mg, 1.11
mmol, % 59) 1'i elde edecek sekilde silika jel Uzerinde (gradiyent elusyonu: CH2Cl2/

metanol 95: 5 ila 10: 1) flas kromatografisi ile saflastinimistir.
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B+ (600 MHz, CDCl3), 7.99 (1 H, broad s, NH), 7.56 (1 H, d, J 2.1, C8-H), 7.32 (1H, d,
J 10.7, C11-H), 6.88 (1 H, d, J 11.0, C10-H), 6.52 (1 H, s, C4-H), 6.03 (2 H, broad s,
NHz), 4.68 (1 H, ddd, J 12.6, 6.5 ve 6.5, C7-H), 3.93 (3 H, s, OCH3), 3.88 (3 H, s,
OCHa), 3.60 (3 H, s, OCH3), 2.47 (1 H, dd, J 13.4 ve 6.2, C5-CHz), 2.35 (1 H, ddd, J
13.4, 12.7 ve 6.9, C5-CH2), 2.29-2.23 (1 H, m, C6-CHz), 1.98 (3 H, s, CH3), 1.90-1.88
(1 H, m, C6-CHz); ES m/z (%) 385 [M*+H] (100).

2’nin sentezi:

HCTU (642 mg, 1.55 mmol, 1.50 esdeder) ve diizopropiletilamin (DIPEA, 516 L, 404
mg, 3.11 mmol, 3.00 esdeger), DMF (10 mL) icindeki bir Fmoc-tyr(tBu)-OH (714 mg,
1.55 mmol, 1.50 esdeger) cozeltisine ilave edilmistir. Oda sicakliginda 5 dakika
boyunca karistinldiktan sonra, 1 (398 mg, 1.04 mmol, 1.00 esd.) cozeltive ilave
edilmistir. Reaksiyon kangimi, 22 saat boyunca 50 T'de kari stinimistir. DMF, vakum
altinda vzaklastirnimis ve elde edilen yag CHzClz (20 mL) icinde gozulmustur. Organik
faz, KHSOx (sulu, 2 x 20 mL) ile yikanmig, MgSOsa ile kurutulmus ve azaltilmis basing
altinda konsantre edilmistir. Ham Grun, sar bir kati halinde (530 mg, 642 pmol, % 67)
2'yi elde edecek sekilde flag kromatografisi ile (gradiyent elusyonu: CH2Cl2/ metanol
100: O ila 99: 1 ila 98: 2) saflagtirilmisgtir.

81 (600 MHz, CDCl3), 10.42 (1 H, broad s, NH), 9.02 (1 H, d J 10.7, C11-H), 7.75 (2
H, d, J 7.2, C23-H, C24-H), 7.54 (2 H, d, J 7.2, C20-H, C27-H), 7.45 (1 H, d, J 11.0,
C10-H), 7.39 (2 H, dd, J 7.2 ve 7.2, C22-H, C25-H), 7.29 (2 H, dd, J 6.6 ve 6.6, C21-
H, C26-H), 7.19 (1 H, broad s, C8-H), 7.03 (2 H, d, J 7.9, C14-H, C17-H), 6.81 (2 H, d,
J 7.9, C15-H, C16-H), 6.50 {1 H, s, C4-H), 5.88 (1 H, broad s, NH), 5.25 (1 H, broad s,
C12-H), 4.73-4.67 (1 H, m, C7-H), 4.43 (1 H, dd, J 10.0 ve 7.6, C18-CH2), 4.28 (1 H,
dd, J 10.0 ve 7.2, C18-CHz), 4.16 (1 H, dd, J 7.2 ve 6.19, C19-H), 3.93 (3 H, s, OCHa),
3.88 (3 H, s, OCHs), 3.62 (3 H, s, OCHa), 3.21 (1 H, dd, J 13.1 ve 4.8, C13-CHz), 3.11
(1 H, dd, J 13.1 ve 5.5, C13-CH2), 2.53 (1 H, dd, J 13.4 ve 6.2, C5-CH2), 2.40 (1 H,
ddd, J 13.4, 12.7 ve 6.9, C5-CHz), 2.22-2.15 (1 H, m, C6-CH2), 1.88 (3 H, s, CH3), 1.80
(1 H, ddd, J 11.5, 11.3 ve 6.9, C6-CHz), 1.22 (9 H, s, C(CHs)s); ES m/z (%) 826 [M*]
(100).

3’un sentezi:

TFA (2 mL), 2'nin ¢ozeltisine (486 mg, 589 umol, 1.00 esdegder) ilave edilmis ve
reaksiyon karisimi 20 dakika boyunca kanstirlmistir. TLC, Urune kantitatif donusum
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oldugunu belirtti. Urun, kantitatif verimde 3 elde etmek Uzere, toluen ile birlikte
buharlastinlarak azaltilmig basing altinda konsantre edilmistir.

81 (600 MHz, CDCls), 10.08 (1 H, broad s, NH), 8.99 (1 H, d J 10.7, C11-H), 7.71 (2
H, d, J 6.2, C23-H, C24-H), 7.55 (1 H, s, C8-H), 7.49 (2 H, dd, J 6.5 ve 6.5, C20-H,
C27-H), 7.41 (1 H, d, J 10.2, C10-H), 7.33 (2 H, dd, J 6.2 ve 6.2, C22-H, C25-H), 7.26-
7.21 (2 H, m, C21-H, C26-H), 6.91 (2 H, d, J 8.3, C14-H, C17-H), 6.56 (2 H, d, J 7.2,
C15-H, C16-H), 6.45 (1 H, s, C4-H), 5.93 (1 H, broad s, NH), 5.28 (1 H, s, NH), 4.95-
4.90 (1 H, m, C12-H), 4.60 (1 H, ddd, J 11.7, 5.8 ve 6.9, C7-H), 4.39 (1 H, dd, J 8.9 ve
8.6, C18-CHy2), 4.29-4.24 (1 H, m, C18-CHz), 4.12 (1 H, dd, J 6.9 ve 6.9, C19-H), 3.90
(3H, s, OCHa), 3.84 (3 H, s, OCHa), 3.54 (3H, s, OCH3), 3.08 (2 H, d, J 5.2, C13-CHa),
2.44 (1 H, dd, J 13.4 ve 6.2, C5-CH2), 2.33-2.26 (1 H, m, C5-CH2), 2.15-2.09 (1 H, m,
C6-CHz), 1.82 (3 H, s, CHa), 1.75-1.69 (1 H, m, C6-CH2); ES m/z (%) 770 [M*] (100).

4'un hazirlanmasi:

2-Klorotritil klorur reginesi (Novabiochem, 100-200 gozl, substitusyon1.4 mmolg™,
589 mg, 0.765 mmol, 1.00 esdeger), THF (10 mL) icerisindeki 3'un bir gozeltisi (589
mg, 0.765 mmol, 1.00 esdeger), dimetilaminopiridin (10 mg, 76.5 pmol, 0.01 esdeger),
DIPEA (247 mg, 1.913 mmol, 333 pL, 2.50 esdegder) ve piridin (241 mg, 3.061 mmol,
248 L, 4.00 esd.) iginde suspansiyon haline getiriimis ve 50 T'de 6 saat boyunca
kanstirlmigtir. Recine daha sonra filtre edilmis ve THF ile iyice yikanmistir. Regine
daha sonra regineyi dikkatli bir sekilde metanol (CH2Cl2: MeOH: DIiPEA 17: 2: 1, 100
mL) ile yikayarak kapatilmistir. Recine 4, P20s Uzerinde gece boyunca kurutulmustur.
Kuru regine agirhgr: 593 mg (% 56 yukleme).

Endopeptidaz ile aktive edilmis on ilaglarin sentezi icin genel prosedur

) = 0. OH S
e -t Nk ALHR
0 I “ﬁvl l \-
- o e A W - Ve |
: S S R A T O T T

5 flup-bala-glu-pro-cii-gly-hof-tyr-leu-tyr-colch

Bir ornek olarak, peptid konjugati 5, bir Fmoc bazli strateji kullanilarak, immaobilize
edilmis Kkolsisin turevinden 4 geleneksel kati faz peptid sentezi kullanilarak

sentezlenmistir.
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Na-Fmoc strateji sentezi, 2-hlorotritil turevli regine kullanilarak manuel olarak elde
edilmistir. Recine DMF icinde iyice sisiriimis, bunu NFmoc koruma grubunun, DMF (3
x 3 dakika} icinde % 20 h/ h piperidin ile muamele edilerek uzaklasgtiriimasi takip
etmistir. Tum baglayicilar, 2.5 kat molar Na-Fmoc korumali amino asitin {uygun yan
zincir koruma gruplan ile) fazlalidi kullanilarak DMF icinde gergeklestiriimis ve HCTU/
HOBt/ DIPEA kullanilarak aktive edilmistir. Na-Fmoc korumasinin kaldiriimasi, DMF
icinde (3 x 3 dakika) % 20 piperidin kullanilarak gerceklestiriimistir. Baglayicilarin ve
koruma kaldirma islemlerinin basarisi, ninhidrin bazli Kaiser testi kullanilarak
izlenmistir. Basarisiz baglayicilar tekrarlanmistir. Nihai Na-Fmoc korumasinin
kaldinlmasindan sonra, peptid zinciri, floresan izotiyosiyanat (2.50 esdeger, DIPEA
varhiginda, 1.50 esd.) ile kapatiimistir. Bu reaksiyonun basarisi, Kaiser testi ile de

izlenmistir.

Ek bir B-alanin kahntisi, tiyoure baglantisinin ve boélunmenin asidik kosullarinin
uyumsuzlugunun ustesinden gelmek icin sekansa dahil edilmistir (tiyoure yeniden
duzenlenebilir ve dnceki amid baginin karbonil karbonu, bu sekilde olusturulan suffitiril
benzeri bir fonksiyon ile nukleofilik bir saldirrya maruz kalabilir. Bu, siklik bir
tiyazolinonun es zamanli olugsumu ile birlikte, amid baginin bdélunmesine vyol
agmaktadir. Tiyazolinon, bir tiyohidantoin olusturmak tzere sulu asit varliginda

yeniden duzenlenebilir).

Sekansin tamamlanmasi uzerine, regine yikanmig (DMF, CH2C12, CH2C12 / MeOH)
ve sabit adirhga kadar KOH Uzerinde vakum altinda kurutulmustur. Pepititler,
eszamanl yan zincir korumasinin kaldinlmasi ile oda sicakliginda 2 saat boyunca
TFA-H20-triizopropilsilan 95: 2.5: 2.5 kullanilarak hafif asidoliz ile recineden ayrilmistir.
Aynimanin ardindan, TFA, azaltilmis basing altinda ¢ikarilmistir. Ham urun, % 95 sulu
asetik asit icine ekstrakte edilmis ve liyofilize edilmistir. Ham peptit, daha sonra ters faz
HPLC kullanilarak analiz edilmis ve hazirayici HPLC (saflik >% 97) kullanilarak
saflastinimistir. Saf fraksiyonlar birlestiriimis ve liyofilize edilmistir. Peptit konjugat
saflastirmasi icin bir C18 hazirlayici kolon (Zorbax Eclipse, 21.2 x 150mm XDB-C18,
Agilent) kullanilmistir. Mobil fazlar asagidaki gibiydi; Mobil Faz A: HPLC kalitesinde su
ve % 0.045 TFA. Mobil Faz B, % 10 HPLC kalitesinde su, % 90 asetonitril ve % 0,045
TFA'dan olusuyordu. Mobil faz, 0.45 pm'lik bir gdozenekli seluloz nitrat filtresi (Sartolon,
Sartorius, UK) iginden vakum filtrasyonu ile gazi giderilmistir. Kromatografi oda
sicakhdinda gergeklestiriimis ve akis hizi 21.2 ml/ dak'da tutulmustur. Mobil faz
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gradiyentleri, yapisal olarak benzer bilesikler icin daha once sirket iginde tasarlanan
bir gradiyentten optimize edilmis ve odlgeklenmistir. UV absorbans tespiti 255 nm'de
optimaldi. ES m / z (%) 951.8 [M + H] 2+ (100). RP-HPLC (Gradiyent: 0 dakika % 30
B; 5 dakika % 35 B; 25 dakika % 80 B; 26 dakika % 100 B; 27 dakika % 100 B; 30
dakika % 30 B) Rt = 11.98 dakika.

Kolsisinin, B halkasi yoluyla bir peptid sekansina, peptid N-terminaline

baglanmasi

Bir kolsisin parcasinin, N-terminal peptidi boyunca baglanmasini saglamak igin,
asagidaki strateji kullanilacaktir. B halkasi amini, yayinlanmig yontemler kullanilarak
demaske edilebilir. Aspartik asit ile asilasyon, molekule (amino asit yan zincirinden) bir
karboksilik asit verecektir, boylece peptid N-terminalinde serbest amine konjugasyon

saglanacaktir (asagiya bakiniz).

Amid baginin asetilasyonu, ana kolsisinin MMP aktivasyonu ve ardindan eksopeptidaz
bozulmasindan sonra serbest birakiip birakilmadidini degerlendirmek icin de

incelenecektir.
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Kolgisin analogunun bir C-halkasi araciligiyla bir peptid sekansina, peptit N-

terminaline baglanmasi

Kolgisin analogunun N-terminali ile baglanmasini saglamak icin asagidaki strateji

kullanilacaktir.

gerceklestirilebilir. Boc-koruma grubunun demaske edilmesi uzerine, suksinik anhidrid
(ya da bir mono-korumal suiksinat ya da malonat (ya da benzeri) turevi) ile asilasyonu

takip etmektedir. Korumanin kaldinimasi daha sonra peptit N-terminaline baglanma

Azademetilkolsisinin  asilasyonu,
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Doksorubisinin bir peptid sekansina baglanmasi igin stratejiler:
1) N-terminal doksorubisin baglantisi

Doksorubisin peptid N-terminaline {daha once tarif edilen immobilize edilmis kolsisin
turevli recinesi kullanilarak peptit sentezinin ardindan) baglanmasini saglamak icin, ilk
5 ©once bir karboksilik asit vermek icin modifiye edilmesi gerekir. Ornekler siksinik
anhidrit ile reaksiyonu igermektedir (agadidaki strateji 1). Bununla birlikte, aspartik
asidin yan zincirini kullanarak (her ikisi de dogdal amino asit), asagida gosterildigi gibi
(strateji 2}, metabolizmada dogdal bir amino asit (yabanci bir kimyasal maddenin

aksine) serbest birakilmaktadir:

10  Strateji 1: (suksinil aralayici)

O OH o o o o
OH P _OH
b "OH
D

I : s(kkinik anhidrit I X B

CHO O OH 6 —_—— CHO O OH O

77 207

HO%chp HONH .

(-'J peplit N-ucuna padlant

Strateji 2: (amino asit aralayici)

0
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~_N oM
po e N2 | A0 o NHAC | (m//\ﬁ’
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H’OAF 0 | HCTU i
o

DIPEA cHyo O OH ¢
OMF

peptit M-ucuna gaglant

Strateji 3
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Stratejiler 1 ve 2'de tarif edilene benzer bir sekilde, doksorubisin sekeri amin, amino
asit ile asillenebilir; bu, korumanin kaldiriimasi durumunda, peptid N-terminaline
baglanabilecek bir turev uretmek igin bir suksinat (ya da baska bir sekilde) aralayici ile

turevlenebilir.

O OH 0
OH
LI o
&

CH, O O OH
.7\-0

R
HONH O
N—f-GOOH
n
5 H

5 n=1, n=2
2) C-terminal doksorubisin baglantisi

Doksorubisin amin grubunun Dde (peptid kimyasinda ve grubumugz tarafindan yaygin
olarak kullanilan koruyucu bir grup) ile korunmasi, maddenin tritil bazh (veya baska
sekilde) bir regine Uzerinde immobilizasyonuna izin vermektedir. Dde grubunun daha
10 sonra c¢ikarndmasi, bir peptid sekansinin bu noktadan (yani C-terminalinden)
olusturulmasina izin vererek amini demaske edecektir. Standart Fmoc bazl kat faz

sentezi bir peptid sekansi uretecektir.

Uygun bir sekilde turetilmis bir VDA, daha sonra N-terminal araciligiyla konjuge

edilebilir. Recine aynimasi ve saflastirmasi, daha once tarif edildigi gibi olacaktir.

0 OH O OH
OH : OH
CI I o LI Yo
: Dde-OH :
CHO O OH O CHO O OH D
O o
noNHz poNHDde

G  CH

O OH
P 0@
gre I I Yo I o
resin
. |
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H;NNH, , g
CH,O T CH® O OH O
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NHDde roH: i ateiiahisies

HO
15

Glikosile edilmis amino asitlerin dahil edilmesi
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Uygun yan zincir islevselligine sahip amino asitler (ornek olarak, serin, tirosin, treonin),
arttirilmig sulu ¢gozunurluge sahip peptidler uretmek icin glikosile edilebilir (mono-, di-
ya da trisakaritler ile). Bu tur bir karbonhidrat turevli parca, serin yerine kullanilabilir,

ornek olarak (asagidaki semaya bakiniz).

HOS’\.:A,OH — ACO s=A-QAC — AcO s~ -OH

Fmoc-Ser-0O8n

0
AcO\::\\/O COOBnN
cel, Y

NHFmoc

peptit sekansina

_Y/vo "' “\I
HO V-\\.,O—YPOij‘. " dahilcima

NHFmoc
Sonuglar

1) MMP ile aktive edilmig ©n ilag - pan MMP hedefli

Yapu:

Frassein [ala ¥ Gila 2 Pro [[Cit 1 Gly <o Tyr J{Lew § Tyr 1 VDA2
(Hof = homofenilalanin; Cit = sitrulin; VDA-2 = azademetilkolsisin)

a) On ilag-1 normal fare plazmasi, normal fare karacier homojenati ve deneysel insan
tumor modeli homojenatt (HTP80 ksenograft; MMP’lerin ¢ogunu eksprese ettigdi
bilinmektedir) ex vivo kullanilarak taranmistir. On ilag bolunmesi ve metabolizmasi, LC/
MS/ MS kullanilarak tespit edilmigtir.

a. Onilag-1, bu terapotiklerin sistemik stabilitesini destekleyen, plazma ve karacigerde
stabildi (Sekil 1).

b. On ilag-1, MMP'leri eksprese eden tumorlerde bu terapétiklerin aktivasyonunu

destekleyen tumodr homojenatinda metabolize edilmistir (Sekil 1).
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b) On ilag-1, en azindan rekombinant MMP-2, MMP-9, MMP-10 ve MMP-14 ile Glisin-
Homofenilalanin'de (Gly-Hof) hizli bir sekilde ayrilmaktadir. LC/ MS/ MS ve kutle

spektrometresi ile gosterilmistir (veriler gosterilmemistir).

¢) On ilag-1, deri alti HT1080 tumor modelini tasiyan farelere intraperitoneal yol ile in
vivo olarak uygulanmistir (MMP'lerin godunun ekspresyonu). Plazma, doku ve
tumbdrler, doz sonrasi duzenli araliklar ile toplanmigtir. On ilag ve VDAZ2 seviyeleri, LC/
MS/ MS ile degderlendirilmistir.

a. On ilag-1 birikmis ve analiz edilen tum dokularda tespit edilmistir (Sekil 2).
b. Tumorde en yuksek on ilac-1 seviyeleri gozlenmistir (Sekil 2).
¢. On ilag-1, doz sonrasi 24 saat sonra tespit edilemez. (Sekil 2)

d. VDAZ, onilag-1 uygulamasinin ardindan normal dokularda dusuk seviyelerde tespit
edilmistir (Sekil 3)

e. VDA2 seviyeleri, on ilag-1 uygulamasinin ardindan tumor dokusunda yuksek

seviyelerde tespit edilmistir (Sekil 3)

f. VDAZ, tumorde hala yuksek seviyelerde tespit edilmis ve on ilag-1 ile doz sonrasi 24

saat sonra normal dokularda tespit edilememistir (Sekil 3)
2) MMP ile aktive edilmig on ilag (ICT-2588)

- membran tip MMP'lere (MT-MMP'ler) hedeflenmig

Yapu:
o Hh . HH C._. NH
- " -
R e NH i AN,
D | [
- - [ 1 M. o= |
== - 2y oo C 0 U s
a 1 A A - i [N
" - M SR M e P o
HH S S T e Lo R
v} 4 H RN g Hoog i \ H i3 o
1 -2

—_—

d) Bilesik 1, bilesigin MMP hedeflemesini pan-MMP'den MT-MMP seciciye (Prodrug-
2) degistirmek icin modifiye edilmistir

a. Arginin, Glutamik asidin yerine P4 pozisyonuna dahil edildi

b. Prolin gikanldi ve P3 konumundaki Serine ile degdistirildi
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e) On ilag-2, normal fare plazmasi, normal fare karaciger homojenati ve yuksek MT1-
MMP (MMP-14) ekspresyonu ve aktivitesi (HT1080) ve dusuk MT1-MMP ekspresyonu
ve aktivitesi (MCF-7) ex vivo sergileyen deneysel insan tumor modeli homojenatlari
kullanilarak taranmistir. On ilag-2 bolunme ve metabolizma LC/MS/MS kullanilarak

tespit edildi.

a. On ilag-2, bu terapotigin sistemik stabilitesini destekleyen plazmada bozulmadan
kaldi.

b. Onilag-2, murin karaciger homojenatlarinda kararli kaldi

c. Onilag-2, dusuk MT-MMP seviyelerini ifade eden (MCF7) tumor homojenatina gore
yuksek MT-MMP seviyelerini ifade eden (HT1080) tumor homojenatinda hizli bir
sekilde metabolize oldu (Sekil 4).

d. Bu veriler bu on ilacin sistemik stabilitesini ve MT-MMPFP'ler tarafindan aktivasyonun

seciciligini destekler.

f) On ilag-2, LC/IMS/MS ve kutle spektrometrisi ile gosterildigi gibi MMP’ler ile

diferansiyel olarak bolunur (veriler gosterilmemistir):
a. Glisin-Homofenilalaninde (Gly-Hof) rekombinant MMP-14 ile hizla bolunmustur.

b. Rekombinant MMP-2 ile Homofenylalanin-Tirosinde (Hof-Tyr) yavasca bolunmustur.

On ilag-1 ile gbézlemlenenlere farkli bolunme gosterilmesi.
¢. Onilag-2, on ilag-1'in aksine, rekombinant MMP-9 ile bolunmez
d. Bu veriler MMP'nin on ilag-2 secici bolunmesini desteklemektedir

g) On ilag-2, deri altt HT1080 tumor modelini (MT1-MMP pozitif) tasiyan farelere
intraperitoneal yoldan in vivo olarak uygulandi. Dozlama sonrasi duzenli araliklarla
plazma, doku ve tumorler toplandi. On ilag-2 ve VDAZ2 seviyeleri LC/MS/MS ile

degerlendirildi.

a. On ilag-2 birikmistir ve analiz edilen tum dokularda tespit edilmistir (Sekil 5).
b. Tumoérde en yuksek on ilag-2 seviyeleri gozlendi (Sekil 5).

¢. Karaciger analiz edilen tum normal dokulari temsil ediyordu (Sekil 5).

d. On ilag-2 uygulamasinin ardindan VDAZ2 plazmada tespit edilememistir (Sekil 6).
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e. On ilag-2 uygulamasinin ardindan tumorde yuksek VDAZ konsantrasyonlar tespit
edildi (Sekil 6).

f. Tumordeki VDAZ2 seviyeleri, on ilag-2'nin uygulanmasini takiben normal dokularda
tespit edilenden 10 kat daha yuksekti ($Sekil 6).

5 ¢g. Uygulamadan 48 saat sonra tumorde yuksek on-ilag-2 ve VDAZ seviyeleri tespit
edildi.

3. Sentezlenmis konjugatlar (MT-MMP ©on ilacina dayah olarak) basansiz olmuslardir.
Asagidaki kapaklari iceren on ilaglar, plazma ve/ veya karacigerde yetersiz bir sekilde
stabildi.

10 (1) 3 x D-Serin

(2) kinik asit + 2 x D-Serin

........................... : 2 | N
OH : ,r o, =~ |_
o I, g Q 0w © 0 Oy TN/
H ‘ ? - H H T \
A 2K L-N/Y”VJLN,L L SN WP R S N o ) N
\[ NA‘I’ ]:EH T 5 X NT B Lo: W o o
OH Okt e TR 0 ,fm \CT T O-
---------------------- W \OH - -"\O“
NHy-D Ser-D-Ser-D-5er-A:q-Ser-C3.Gly-HoPhe . Tyr-Les-Tyr-Warhesd
HN . NH Do MMz s
\‘1 \1 - .
__________________________ NH e %lJ ‘ M"N\_,\
/
_OH 0 J o (r 6 A~ e
, ; }—-"-:‘?
HO _‘/‘\ AN . }I’:J' Lk /I }‘1 A A | /[/\EJ{\,/\L LA L
DA A i ' Ga g et G
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0l o © o SRS
HO 1 T

Quire-D-Ser-0-Ser-Arg-Ser-CIL-Gly-HePhe-Tyr-Leu-Tyi- WMishensd
15 ORNEK 2
Doz Yanmiti Antitumor Calismasi

Materyal ve Metotlar

ICT-2588’nin sentezi — bakiniz Ornek 1

ICT-2552’nin sentezi: Kolsisine (750 mg, 1.88 mmol, 1.00 esdeger) amonyak cozeltisi
20 (% 35, 15 mL) ilave edildi ve reaksiyon karnisimi, oda sicakhginda gece boyunca
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kanstinldi. Ham urun, KHSO4 (1M, sulu) ile yikandi, MgS04 ile kurutuldu, stzuldu ve
indirgenmis basing altinda konsantre edildi Daha sonra sarn bir kati olarak ICT-2552
verecek sekilde silis jel Uzerinde flas kromatografisiyle (gradyan elusyonu: CH2CI2 /
metanol 95: 5ila 10: 1) antildi. (427 mg, 1.11 mmol, 59%). &H (600 MHz, CDCI3), 7.99
(1 H, broad s, NH), 7.56 (1 H, d, J 2.1, C8-H), 7.32 (1H, d, J 10.7, C11-H), 6.88 (1 H,
d,J 11.0,C10-H), 6.52 (1 H, s, C4-H), 6.03 (2 H, broad s, NH2), 4.68 (1 H, ddd, J 12.6,
6.5ve 6.5 C7-H), 3.93 (3 H, 5, OCH3), 3.88 (3 H, s, OCH3), 3.60 (3 H, s, OCH3), 2.47
(1H,dd, J13.4 ve 6.2, C5-CH2), 2.35 (1 H, ddd, J 13.4, 12.7 ve 6.9, C5-CH2), 2.29-
223 (1 H, m, C6-CH2), 1.98 (3 H, s, CH3), 1.90-1.88 (1 H, m, C6-CH2); ES m/z (%)
385 [M+H]+ (100).

ICT-2552 ve ICT-2588 ('on ilag'), deri alti HT1080 ksenograftlarini tasiyan Balb/C
farelerine intraperitoneal yolla tek bir doz halinde uygulandi. Dokuz dozaj grubunun
her biri 8 fareden olusuyordu. Bilesiklerin anti-tumor etkileri, tumor hacminin
belirenmesiyle degerlendirildi ve hedef digi toksisitenin varligi, fare vucut agirhginin

izlenmesi yoluyla belirlendi.

Dozlama gruplan, ICT-2588'in (baslk) molar esdeger doza gore ICT-2588'i (on ilag)

degerlendirdi ve:

o 10% DMSO/ yag (solvent kontrol)

o 37.5 mg/kg; 50.0 mg/kg; 62.5 mg/kg; 75.0 mg/kg ICT-2588

o 7.5 mg/kg; 10.0 mg/kg; 12.5 mg/kg; 15 mg/kg'de ICT-2552

Sonuclar

Cahsma boyunca vucut agirhiginda onemli bir kayip gozlenmedi (Sekil 7).

Tum farelerin agirh@n, tolere edilen % 15'lik vucut agirlik kaybi dahilindeydi, bu nedenle

bilesikler, tum vucut sistemine toksik olarak siniflandirilmamaktadir.
ORNEK 3

Tumdr yanit calismasi

Sonuglar

Calismanin sonuglan, Sekil 8 ila 10'da ve asagidaki Tablolarda gosteriimektedir.

Tumor yanitlari, test edilen tum ICT-2522 ve ICT-2588 doz seviyelerinde gdzlenmigtir.

Tablo 1: Tedavi edilmemis kontrol grubuna gore bilesiklerin antitumor etkinligi
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Bilesik Doz (mg/kg) [RTV2've |Median |Buyume Onem 2|Maksimum %
ortalama|zaman |gecikmesi kilo kaybi (gun}®
sure RTV2 |{gun)

(gun)  ({gun)

Kontrol - 23 22 - - 5 (6)

ICT-2588 |37.5 4.4 4.2 2.0 p<0.01 |3 (3)

ICT-2588 |50.0 55 6.0 3.8 p<0.01 |5 (3)

ICT-2588 |62.5¢ 7.7 7.8 5.6 p<0.01 |4 (3)

ICT-2588 |75.0 6.8 6.6 4.4 p<0.01 |5 (3)

ICT-2552 |7.5 4.0 38 1.6 p<0.01 [3(4)

ICT-2552 |10.0 4.4 4.2 2.0 p<0.01 |6 (6)

ICT-2552 |12.5 4.5 47 2.5 p<0.01 |6 (1)

ICT-2552 |15.0 4.1 4.1 1.9 p<0.01 |5 (1)

a [statistikler, tumdrun 0 gunden itibaren ikiye katlanmasi icin gegen sureye

dayanarak hesaplandi.
b Maksimum kilo kaybi % 15 kabul edilen seviyelerde kabul edildi.

¢ Bir hayvan tam tumor remisyonu gosterdi {(son olcum gunu 21).

Tum tumor buyumesinde onemli bir gecikme, degerlendirilen tum |CT-2552 (bashk) ve
ICT-2588 (0n ilag) dozlarinda gozlendi.

Her iki bilesik ile de bilesik dozu ile tumor buyume gecikmesi derecesi arasinda bir iligki
gozlenmistir. Etkileri ICT-2588 (6n ilag) ile daha iyidir.

Bir hayvan, ICT-2588 ile 62.5 mg/kg'lik bir dozda tam tumor remisyonunu gosterdi.
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Tablo 2: Molar esdeger dozda uygulanan ICT-2588 (on ilag) ve ICT-2552 (bashk) dozu
arasindaki antitumor etkinliginin karsilastinimasi

ICT-2588 ICT- On ilacla|Baslkla ICT-2588 ve ICT-2552

(mg/kg) dozu 2552 buyume buyume ekimolar dozlarn arasindaki
(mg/kg) |gecikmesi [gecikmesi |farkin onemi 2
dozu (Gunl) (GUnN)

37.5 7.5 2.0 1.6 p>0.05

50.0 10.0 3.8 2.0 p<0.05

62.5° 12.5 5.6 25 p<0.05

75.0 15.0 4.4 1.9 p<0.01

a [statistikler, tumorun 0 giinden itibaren ikiye katlanmasi icin gecen sureye dayanarak
hesaplandi.

¢ Bir hayvan tam tumor remisyonu gosterdi {(son ©dlcum gunu 21).
ICT-2588 (on ilag), esmolar dozlarda uygulandi§inda, ICT-2522'den (baslik) onemli
olcude daha yuksek bir antitmor yaniti induklemistir.

ORNEK 4
ICT-2588’de yapilan modifikasyonlar

i) Fosforile edilmis amino asit yan zincirlerinin uygulanmasi yoluyla on ilag
gozunurlugunun arttirilmasi

On ilag ¢dozunurlugunu arttirmak icin, fosforile edilmis amino asit tarafi, ICT-2588'in
peptit sekansi zincirlerine (plazma fosfatazlar tarafindan hidrolize edilebilir} sokulur.
Fosfat turevli amino asitler, benzil korumal kisimlar olarak ticari olarak temin
edilebilmekte ve sentetik metodolojimizi kullanarak peptitlere dahil edilmektedir. Peptit
sekansi igindeki iki bbdlgenin fosforilasyon modifikasyonunu sentezliyor ve
degerlendiriyoruz; P2’ (Tyr), P3 (Ser), ve her iki P2' ve P3 (bkz. Sekil 11). Ek olarak,
P2' (Tyr) fosforilasyonunun MT-MMP'ler (P1-P1' de bolunme) ve MMP-2 ( P1'-P2' de
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bolunme) ile on ilag aktivasyonu uzerine etkisinin, MMP seciciliginin daha da

arttirimasi potansiyeline deginmesini ele aliyoruz.
ii) On ilag kapatma grubunun modifikasyonu yoluyla gcozunurlugun arttinnimasi

Floresan grubunun, gelistiriimis cozunurluge sahip alternatif on ilaclar olarak daha
hidrofilik bir grupla dedistirilmesini arastiriyoruz {bkz. $ekil 11). Amacimiz MT-MMP
segiciligi, tumdr segici aktivasyonu ve antitumor aktivitesini muhafaza ederken on ilag
gozunurlugunu arttirmaktir. Bu alternatif uclar ICT2588'e dahil eden on ilaglar, HT 1080
tumodr modelinde ana 6n ilaca, 6n ila¢ stabilitesine ve aktivasyonu, fare plazmasi ve
karaciger homojenati ex vivo, MT-MMP segiciliginin korunmasi ve potansiyel

gelisimine gore bilesik cozunurluk agisindan degerlendiriimektedir.

iii) On ilagta P2’ bolgesinin modifikasyonu

On ilacin P2' bolgesinin (Tyr) modifikasyonunun doku stabilitesi, tumor ayrilmasi ve
MMP aktivasyonu ex vivo, referans alinarak etkileri degerlendiriimektedir. Odak, hem
P1'-P2' hem de P2-P3' boblgelerinde diger MT-MMP olmayanlar tarafindan
bolundugunin gosterdijimiz tuzere, P2' on ilacinin bulundugu bolgedir. Ana amino asit
yan zincir tiplerini (Ala, Asp, Asn, Leu, Ser, Pro) iceren on ilag varyantlan kullaniyoruz.

iv) Doksorubisin igeren cift basli on ilacin gelistiriimesi

ICT2588 ile muameleden sonra, tumor cevresinde ince bir canl hiicre tumor cergevesi
gozlendi. Tumdr vaskularizasyonunun mevcut anlayisi, canh g¢evrenin, hemen
cevreleyen normal dokularin vaskulaturu ile korundugunu gostermektedir. Bunun bir
sonucu, VDA salgilayan bir on ilacin standart kemoterapi ile kombinasyon halinde
uygulanmasinin, gozlenen antitumor etkisini daha da arttirmasi gerektigidir.
Azademetilkolsisin bashgini (ICT2552) ve bir doksorubisin bashidini (uc bashgi yerine)
(yukar bakiniz) iceren cift bash bir on ilag gelistiriyoruz. Bu cift bash on ilaci HT1080
tumdr modelinde, fare plazmasi ve karaciger homojenatinda ex vivo, on ilag stabilitesi

ve aktivasyonu acisindan dederlendiriyoruz.
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5 gerceklesir. Mevcut strateji, suksinik anhidrid ile asilat yapmaktir; bu, bir amid bagi
vasitasiyla peptide baglanabilen serbest bir karboksilik asit iceren bir suksinat turevi
vermektedir. Dederlendirilecek alternatif strateji, aspartik asidin yan zincirini alkil/ aril

bloke edici grup R ile kullanmaktir.
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10 Tablo 3, P2' 'nin pozisyonunda degisiklik gosteren bir dizi molekil igin stabilite
verilerinin bir ozetidir. Yari omur, dort bagimsiz deneyden alinan ortalamadir.

Karaciger, murin karaciger homojenatini ve tumor, HT1080'i temsil etmektedir.
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P2'AA Karaciger Tumor
t1/2 (dak) t1/2 (dak)

ICT2588 Tyr 149 33
ICT3055 Asp 67 7

ICT3053 Ala 76 17
ICT3054 Ser 66 9

ICT3078 Asn 76 11
ICT3097 Pro 110 24
ICT3080 Leu 134 48
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