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OZET
YENIDEN YAPILANDIRILAN YUKSEK YOGUNLUGA SAHIP BIR LIPOPROTEIN
FORMULASYONU VE BUNUN URETIM YONTEMI

Nispeten daha disik toksisitesi bulunan yeniden yapilandirilan yilksek yogunluga
sahip bir lipoprotein formilasyonu, ApoAl veya bunun parg¢asi gibi bir apolipoprotein,
bir lipid veya bir insana uygulandiginda normalde karaciger toksisitesine neden olan
miktarinin yaklasik %5-50'si olan bir seviyede bir temizleyici i¢erir. Lipid, yaklasik 30-
50g/L seklinde optimal olarak fosfatidilkolindir ve apolipoprotein:lipidin molar orani,
optimal clarak 1:40 ila 1:75 arah@indadir. Formulasyon, kardiyovaskuller hastalik, akut
koroner sendrema (ACS) dahil hiperkolesterolemi ve hipokolesterolemi, ateroskleroz ve
miyokard enfarktlsi gibi hastaliklanin veya durumlarin tedavi ediimesine ydnelik
kullanighdir.
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ISTEMLER

Bir apoliprotein veya bunun bir pargasi; bir fosfolipid; ve yaklagik 0.015-0.030
g/g apolipoprotein olan bir seviyede temizleyici iceren, yeniden yapilandirilan bir
yiksek yogunluga sahip lipoprotein (rHDL) formilasyonu olup, ozelligi

apoliprotein:fosfolipid molar oraninin, 1:20 ila 1:100 arali§inda olmasidir.

Istem 1'in rHDL formilasyonu olup, ézelli§i temizleyicinin bir safta tuzu veya

safra asidi clmasidir.

istem 2'nin rHDL formilasyonu olup, 6zelligi temizleyicinin sodyum kolat

olmasidir.

Onceki istemlerden herhangi birinin  rHDL formilasyonu olup, 6zelligi

apolipeproteinin Apo-A1 veya bunun bir pargasi olmasidir.

Onceki istemlerden herhangi birinin rHDL formilasyonu olup, ézellidi fosfolipidin

fosfatidilkolin olmasidir.

Onceki istemlerden herhangi birinin rHDL formulasyonu olup, 6zellidi

formilasyonun ayrica bir stabilizér icermesidir.

Bir apolipoprotein; bir fosfolipid wve bir temizleyici iceren bir rHDL
formilasyonunun dretilmesine yonelik bir yéntem olup, 6zellidi séz konusu
yontemin yaklagik 0.015-0.030 g/g apclipoprotein olan bir seviyede temizleyici

saglanmasina yénelik adimi icermesidir.

Istem 7’nin ydntemi olup, ézellidi temizleyicinin bir safra tuzu veya safra asidi

olmasidir.

Istem 8'in yéntemi olup, 6zelligi temizleyicinin sodyum kolat olmasidir.

Istemler 7-9'dan herhangi birine gére yoéntem olup, 6zelligi apolipoproteinin Apo-

A1 veya bunun bir parcasi olmasidir.
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istemler 7-10'dan herhangi birine gére ydntem olup, 6&zelligi fosfolipidin

fosfatidilkolin olmasidir.

Istemler 7-11’den herhangi birine gdre yéntem olup, ézelli§i asagidaki adimlan
icermesidir:

(A) bir Apo-A1 soliisyonuna organik solvent olmadan fosfatidilkolin ve bir kolat
temizleyicinin eklenmesi;

(B) adimda (I} dretilen solOsyonun igindeki kolat temizleyicinin seviyesinin
yaklasik 0.03g/g Apo-A1l’e azaltiimasi,

(C) adimda (B) solisyona bir stabilizériin eklenmesi.

Istemler 7-12'den herhangi birinin yéntemine gére elde edilebilen bir rHDL

formilasyonudur.

.Istemler 1-6 veya Istem 13'ten herhangi birine gére, bir insanda bir hastalk,

rahatsizlik veya durumun tedavi edilmesinde kullanima yoénelik bir rHDL

formilasyonudur.

Istem 14'e gére kullanima yénelik bir rHDL formulasyonu olup, ézelligi hastalik,
rahatsizlik veya durumun kardiycvaskiler hastalik, hiperkolesterolemi veya

hipokolesterolemi icermesidir.

istem 15'e gére kullanima yénelik bir rHDL formiilasyonu olup, ézelligi hastalik,
rahatsizlik veya durumun akut koroner sendromu (ACS), ateroskleroz ve

miyokard enfarktlsl icermesidir.
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TARIFNAME
YENIDEN YAPILANDIRILAN YUKSEK YOGUNLUGA SAHIP BIR LIPOPROTEIN
FORMULASYONU VE BUNUN URETIM YONTEMI

TEKNIK SAHA

BU BULUS, yeniden yapilandinlan yiksek yodunluda sahip lipoprotein formilasyonlari
ile ilgilidir. Daha c¢ok ozellikle, bu bulus azaltilan bir toksisiteye sahip yeniden

yapilandirilan yiksek yogunluga sahip lipoprotein formtlasyonlari ile ilgilidir.

ALT YAPI

Yiksek yogunluga sahip protein (HDL), yiksek yogunluk (>1.083 g/mL} ve kiiglik boyut
(Stoke'un capt = 5 ila 17 nm) ile karakterize edilen lipid ve protein igeren heterojen
lipoproteinlerin bir sinifidir. Cesitli HDL altsiniflan sekil, yodunluk, boyut, yik ve
antijenlik bakimindan farklara neden oclarak lipidler, apolipoproteinler, enzimler ve lipid
transfer proteinlerinin nicel ve nitel igerigi bakimindan degisir. Apolipoprotein A-l (Apo-
Al), baskin HDL proteinidir, te yandan Apo-All ve Apo-V gibi diger apolipoproteinler

mevcut olabilir.

Epidemiyolojik ve klinik ¢alismalar, yiOksek yodunluga sahip lipoprotein kolesterol
(HDL-C) seviyeleri ve kardiyovaskiler hastalik (Assmann et al., 2004, Circulation 109
[lI-8'de incelenen) arasinda ters bir badlanti kurmustur. Daha ¢ok &zellikle, yeniden
yapllandinlan HDL formilasyonlarinin klinik uygulamasinin mevcut akut koroner
sendromlardan (ACS) sikayetci olan hiperkolesterolemik hastalara vararh etkiler

sundugdu gdsterilmistir.

Tipik olarak, bu tir yeniden yapilandirilan HDL formulasyonlar Apo-Al gibi bir protein,
fosfatidilkolin gibi bir lipid ve kolat veya decksikolat gibi bir temizleyici icerir. Ek olarak,
kolesterol dahil edilebilir. US patent 5,652,339da tartisildigi Gzere, yeniden
yapilandinlan HDL formulasyonlari Gretilirken, bazi durumlarda lipid bilesenin (érnegin,
fosfatidilkolin) ¢ézllmesine ydnelik kullanillan crganik solventleri kullanmadan yeniden
yapilandirilan HDL formilasyonlarinin drefilmesi avantajli olabilir. Bu tar yeniden
yapilandinlan HDL formilasyonlari, CSL-111 olarak belirlenen, Kklinik olarak

denenmistir, ancak daha yiksek dozaj tedavisi karacider fonksiyon testlerindeki
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anormallikleri takiben erken bir sekilde durdurulmustur. CSL111 ile tedavi edilen
hastalar plak yUkinGn belirtilerinde yararli yénelimler géstermistir. Ancak, istatistiksel
6énem aterom hacminde yuzde degisimi veya plasebo ile kiyaslandiyinda plak
hacminde nominal degisimde elde edilmemistir (Tardif et al., 2007, JAMA-Exp. 297
E1).

KISA AGIKLAMA

Onceki teknik yeniden yapilandirilan HDL formulasyonlarinin bir veya daha fazla
eksikligini hafifleten veya durduran yeniden yapilandirilan bir HDL formulasyonunun

saglanmas! bulugun bir amacidir.

Azaltilan veya minimal toksisiteyle yeniden yapilandinlan bir HDL formilasyonunun

saglanmas! bulusun tercih edilen bir amacidr.

Koroner ateroskleroz dahil olmak, ancak bununla sinirli olmamak, Gzere hastaliklarin
veya durumlarin profilaktik ve/veya terapétik tedavisinde etkili olan yeniden
yapilandirilan bir HDL formulasycnunun saglanmasi bulusun dider bir tercih edilen

amacidir.

Bulus genel clarak bir apolipoprotein, bir fosfolipid ve toksik olmayan veya en azindan
nispeten daha az toksisite gdsteren bir seviyede bir temizleyici iceren bir lipoprotein
formulasyonuna ydnlendirilir. Belirli dizenlemelerde, temizleyici ve lipid seviyesi
karaciger toksisitesine neden olan, bununla sonuglanan veya baglantili olandan daha

az bir seviyededir.

Bir agida, bulus bir apolipoprotein veya bunun bir pargasi; bir fosfolipid ve yaklasik
0,015-0,030 g/g apolipoprotein olan bir seviyede bir temizleyici iceren yeniden
yapilandirilan yiksek yodunluga sahip bir lipoprotein {rHDL) formullasyonu saglar.
Temmizleyici seviyesi, bir insana uygulandiyinda karaciger toksisitesi gésteren bir

rHDL formOlasyonunda var olanin yaklagik %5-50'si olan bir seviyededir.

Diger bir a¢ida, bulus bir apolipoprotein; bir fosfolipid ve bir temizleyici iceren bir rHDL

formilasyonunun dretilmesine yénelik bir yontem sadlar, séz konusu yéntem, 0,015-
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0,030 g/g apolipoprotein olan bir seviyede séz konusu temizleyicinin saglanmasi

adimini igerir.

Yine diger bir acida, kisilerde boylelikle s6z konusu hastalidi, rahatsizli§i veya durumu
tedavi etmek Gzere birinci agiya gére veya ikinci acinin yontemine goére dretilen bir
rHDL’nin bir insana uygulanmasi adimi dahil olmak (Ozere bir insanda bir hastaligin,

rahatsizhidin veya durumun tedavi edilmesine yénelik bir yéntem saglar.

Yine diger bir acida, bir insanda bir hastaligin, rahatsizligin veya durumun tedavi
edilmesinde kullanima yénelik bulus birinci agiya gére veya ikinci acinin yéntemine

gdre Gretilen bir rHDL formilasyonu saglar.

Tercihen, temizleyicinin seviyesi karaciger toksisitesi goésterenin yaklasik olarak %5-
10'u kadardir. Belirli dizenlemelerde, bu yaklasik 0.03 g/g apolipoproteine esittir.
Tercihen temizleyici bir safra tuzu veya safra asididir. Daha gok tercihen, temizleyici bir

sodyum kolattir.

Apolipoprotein, yiksek yodunluga sahip lipoproteinin (HDL) normal be/veya fonksiyonel
bilegeni olan herhangi bir apolipoprotein olabilir. Apolipoprotein tercihen yaklagik 20-50
g/L olan bir konsantrasyondadir. Tercihen, apolipoprotein Apo-A1 veya bunun bir

parcasidir.

Uygun bir sekilde, lipid seviyesi karacijer toksisitesine neden olan veya bununla
iliskilendirilenin yaklasik %20-70'i kadardir. Tercihen, lipid yaklagik 30-6C g/L olan bir
konsantrasyondadir. Lipidin ézellikle avantajli konsantrasyonu yaklasik 30-50g/L veya

belirli diizenlemelerde yaklagik 34 veya 47g/L’dir.

Tercihen fosfolipid, fosfatidilkolindir (PC) veya bunu igerir.

Apolipoprotein:lipidin molar orani 1:20 ila 1:100 araligindadir. Daha ¢ok tercihen,
apolipeprotein:lipidin molar orani 1:40 ila 1:75 araligindadir. Apolipoprotein:lipidin

ézellikle avantajli bir orani yaklasik 1:40 veya 1:55'tir.

Uygun bir sekilde, rHDL formuilasyonu ayrica bir stabilizér icerir. Tercihen, stabilizér
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stkroz gibi bir sekerdir. Tercih edilen bir konsantrasyon yaklasik 65-85 g/L rHDL

formiilasyonudur.

Bu tarifname boyunca, icerik bakimindan aksi gerekli olmadikc¢a, “icermek”, “icerir” ve
“iceren” kelimelerinin belirli bir tam sayl veya tam sayilar grubunun dahil edilmesini
belirttigi, ancak herhangi bir diger tam say! veya tam sayilar grubunun ¢ikariimasini

belitmedigi anlasilacaktir.

SEKILLERIN KISA ACIKLAMASI

Bundan sonra detayl olarak agiklanan bulugun sinirlandirict olmayan dizenlemelerinin

anlagiimasina yardimci olan asadidaki Sekillere referans yapilir, burada:

Sekil 1 hem kolat hem de fosfatidilkolinin eszamanh azaliminin karaciger
toksisitesini azalttigini beliten akut sican galismalarinin sonuglarini gésterir;
Sekil 2 kolatin segici azaliminin karaciger toksisitesini azalttigini belirten akut
sigcan calismalarinin sonuglarini gosterir;

Sekil 3, kolatin farkh konsantrasyonlarinin varhdinda CSL1171'in turbidite
analizinin sonuclarini gdsterir;

Sekil 4, liyofiizasyon ve yeniden olusturmadan sonra kolatin farkli
konsantrasyonlarinin varhginda CSL111'in tdrbidite sonuglarini gésterir;

Sekil 5, oda sicakhginda {RT) yeniden yapilandirilan HDL 1:50 PC’nin tirbidite
analizinin sonuclarini gdsterir;

Sekil 6, 37°C’de yeniden yapilandinlan HDL 1:50 PC'nin turbidite analizinin
sonuglarini gésterir;

Sekil 7, RT'de yeniden yapilandirilan HDL 1:75 PC'nin tirbidite analizinin
sonuglarnni gosterir;

Sekil 8, 37°C’de yeniden yapilandinlan HDL 1:75 PC'nin tirbidite analizinin
sonuclarini gésterir; ve

Sekil 9, bir rHDL formilasyonu dretim prosesinin bir diizenlemesinin genel bir

degerlendirmesini saglar.

DETAYLI ACIKLAMA
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Bulus en azindan kismen, énceki teknikte agiklanan CSL111 yeniden yapilandirilan
HDL (rHDL) formilasyonu tarafindan gésterilen karacier toksisitesinin asiri
temizleyiciden, 6zellikle formilasyondaki temizleyicinin Apo-A1’e orani bakimindan
dusundldagunde, kaynaklandigina yénelik beklenmeyen kesiften kaynaklanir. Bu
bakimdan, sodyum kolat seviyesi yaklasik 0.3g/g Apo-A1 olmustur. Ancak, bulusgular
ayni zamanda temizleyicinin tamamen ortadan kaldirilamayacagini ve rHDL
formilasyonunun yeterli stabilite ve terapétik aktivite gdsterdigi bir seviyede tutulmasi

gerektigini kesfetmistir.

llaveten, CSL111'de mevcut olanla karsilastirildiginda lipidin konsantrasyonundaki bir
azalmanin, beklenmedik bir sekilde rHDL formilasyonunun terapdtik aktivitesinden

blylk élgiide 6din veriimeden karaciger toksisitesini azalttigi bulunmustur.

Yine diger bir kesifte, apolipoprotein:lipidin molar bir orani rHDL formilasyonuna uygun

olarak tanimlanmustir.

Buna gére, bir agida mevcut bulug bir apolipoprotein veya bunun bir parcasi; bir
fosfolipid ve bir insana uygulandidinda karacier toksisitesi gésterebilen bir rHDL
formulasyonunda mevcut olanin yaklasik %5-50'si clan bir seviyede bir temizleyici
iceren bir rHDL fermilasyonu saglar. Temizleyici seviyesi, 0,015-0,030 g9/g

apolipeproteindir.

Burada kullanildigi Gzere, “yeniden yapilandirilan bir HDL (rHDL)” formilasyonu, kan
plazmasinda tipik olarak bulunan iglevsel olarak yuksek yodunluga sahip lipoproteine
(HDL) benzer, analog, bununla iligkili, bunun bir taklidi olan herhangi bir yapay olarak
Oretilen lipoprotein formillasyonu veya bilegsimi olabilir. rtHDL formilasyonlari "HDL

taklitlerini” ve "sentetik HDL partikillerini kapsamlan dahilinde igerir.

Bu baglamda, “rHDL formulasyonunun bir insana uygulanmasinin tzerine karaciger
toksisitesi gésterir” ifadesi, bir insana uygulandiginda sonrasinda ters bir duruma
neden olan, bununla scnuglanan veya en azindan bununla baglantili colan bir rHDL
formulasyonunun icinde bir temizleyici seviyesi anlamina gelir. Tipik olarak, ters durum
anormal veya bozulmug karaciger fonksiyonu tarafindan belirtildigi Gzere karaciger
toksisitesidir. Anormal veya bozulmus olabilen karaciger fonksiyonlarinin sinirlandirici

olmayan &rnekleri, yiksek alanin aminotransferaz aktivitesi (ALT), ylksek aspartat
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aminotransferaz (AST) aktivitesi ve/veya yiksek bilirubin seviyelerini igerir. Buluga
gbre, uygun bir temizleyici seviyesi burada énceden agiklandi§i (zere clumsuz bir
duruma neden olmayan, bununla sonug¢lanmayan veya baglantil olmayan seviyedir.

Tipik olarak bu, inflzyonun sonunda élcilebilir

Tercihen, temizleyici seviyesi karacider toksisitesi gésterenin yaklagik %5-35'i kadardir.
Bu aralik, érnegdin %5, %10, %15, %20, %25, %30 ve %35l icerir. Daha c¢ok tercihen,
temizleyicinin seviyesi karaciger toksisitesi gdsterenin yaklagsik %5-20'si kadardir.
Avantajli olarak, seviye karaciger toksisitesi gdsterenin yaklasik %5-10'u kadardir.
Tercihen, bu seviyeler karacider toksisitesi gésteren temizleyicinin minimum veya esik

seviyesi bakimindan aciklanir.

Mevcut bulusun akcider toksisitesine neden olmasina, bununla sonuglanmasina veya
en azindan iligkilendirilmesine yol acan c¢alismada gosterilen bir temizleyici seviyesi,
0.3g/g Apo-Al veya 6g/L rHDL formilasyonudur (20g/L Apo-Al'de). Buna gére, bu
temizleyici seviyesinin %5-10'u, 0.015-0.03 g/g Apo-Al veya 0.5-0.9 g/L rHDL
formilasyonudur (30g/L Apo-Al'de).

Temizleyicinin  “seviyesi® temizleyicinin  mutlak bir miktar, temizleyicinin bir
konsantrasyonu (érnegin, rHDL formuilasyonunun birim hacmi basgina kitle) ve/veya
rHDL formilasyonunun bir bileseninin diger bir konsantrasyonuna veya miktarina gére
temizleyicinin konsantrasyonunun veya miktarinin bir crani olabilir. Sadece &rnek
yoluyla, temizleyicinin seviyesi rHDL formullasyonunda mevcut olan apolipoproteinin

(6rnegin, Apo-Al) toplam kitlesi bakimindan ifade edilebilir.

Karaciger toksisitesinden kacinma ve glvenlik bulugsun bir amaci iken, bulus ayni
zamanda rHDL formilasyon stabilitesini muhafaza etmek lzere yeterli bir temizleyici
seviyesi gerektirir. Orneklerde detayli olarak agiklanaca@ Gzere, 30 g/L apolipoprotein
ile rHDL formilasyonunun yaklasik 0.45 g/L'sinden daha az olmayan bir temizleyici
konsantrasyonu, hem stabilite hem de toksisite clmama durumu bakimindan uygundur.
rHDL formilasyonunun tirbiditesi tercih edilen bir élcim olmasina ragmen, stabilite

avantajli clarak teknikte bilinen herhangi bir arag tarafindan 8ligtlebilir.

Temizleyici, herhangi bir iyonik {6rnedin katyonik, anyonik, Zwitteriyonik) temizleyici

veya rHDL formilasyonlarinda kullanima uygun safra asitleri ve tuzlari dahil olmak
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Uzere iyonik olmayan bir temizleyici olabilir. iyonik temizleyiciler, safra asitleri ve
tuzlarini, polisorbatlan (&rnedin PS80), CHAPS, CHAPSQO, setil trimetil-amonyum
bromid, lauroilsarkozin, tert-oktil fenil propansilfcnik asit ve 4'-amino-7-benzamido-

taurocholic asidi icerebilir.

Safra asitleri tipik olarak kolik asit, deoksikolik asit, kenodezoksikolik asit veya
ursodecksikolik asit dahil olmak (zere 24 karbon ile dihidroksile veya trihidroksile
edilmis steroidlerdir. Tercihen, temizleyici bir kolat, deoksikolat, kenodeoksikolat veya
ursodeoksikolat tuzu gibi bir safra tuzudur. Belirli bir tercih edilen temizleyici sodyum

kolattir.

Apolipoprotein, dogal olarak meydana gelen HDL'nin veya yeniden yapilandirilan
yUksek yogunluga sahip bir lipoproteinin (rHDL) fonksiyonel, biyolojik olarak aktif bir
hileseni olan herhangi bir apolipoprotein olabilir. Tipik olarak, apolipoprotein Apoc-Al,
Apo-All veya Apo-AV, pro-apo-A1 veya Apo-Al Milano olarak bir varyant gibi plazma-
derivesi veya rekombinant bir apolipoproteindir. Tercihen, apolipoprotein Apo-Al'dir.
Ayni zamanda dikkate alinan apolipoproteinin biyeclojik olarak aktif parcalandir.
Parcalar dodal olarak meydana gelebilir, kimyasal olarak sentetik veya rekombinant
olabilir. Sadece &rnek yoluyla, Apo-Al'nin biyolojik clarak aktif bir pargasi tercihen en az
%50, %60, %70, %80, %90 veya %95-100 veya %100'den bile daha blyiuk Apo-Al

lesitin-kolesterol asiltransferaz {(LCAT) uyarici aktivitesine sahip olabilir.

Uygun bir sekilde, apolipoprotein yaklagik 20-50 g/L olan bir konsantrasyondadir. Bu,
20, 25, 30, 35, 40, 45 ve 50 g/L ve bu miktarlarin arasindaki herhangi bir aralig icerir.
Apolipoprotein tercihen yaklasik 30g/L bir konsantrasyondadr.

rHDL formilasyonu, karaciger toksisitesine neden olmayan bir seviyede bir lipid
(fosfolipid) icerir. Uygun bir sekilde, lipid seviyesi karaciger toksisitesine neden olan
veya bununla iligkili olanin yaklasik olarak %20-70’i kadardir. Belirli dizenlemelerde,
lipid seviyesi tercihen karacider toksisitesine neden olan veya bununla iligkili olanin
yaklasik olarak %25, %30, %35, %40, %45, %50, %55, %60 veya %65'i kadardir veya
bu miktarlar arasinda herhangi bir aralktadir. Tercihen, bu seviyeler karaciger

toksisitesi gbésteren lipidin minimum veya esik seviyesi bakimindan ifade edilir.

Ornek vyoluyla, mevcut bulusun karacijer toksisitesine neden olmasi, bununla
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sonuglanmasi veya en azindan bununla iligkili olmasina yol agan bir calismada
gosterilen bir lipid seviyesi 84 g/L'dir. Buna gore, lipid tercihen yaklasik 30-6C g/L olan
bir konsantrasyondadir. Bu, 30, 35, 40, 45, 50, 55 ve 60 g/L ve bu miktarlar arasinda
herhangi bir aralidi icerir. Lipidin &zellikle avantajli bir konsantrasyonu yaklasik 30-

50g/L veya belirli dizenlemelerde yaklasik 34 veya 47g/L’dir.

Lipid “seviyesi® mutlak bir lipid miktar, bir lipid konsantrasyonu {drnegin, rHDL
formdlasyonunun birim hacmi basina kitle) ve/veya rHDL formilasyonunun bir
bileseninin dider bir miktarina veya konsantrasyonuna goére lipid miktarinin veya
konsantrasycnunun bir orani olabilir. Sadece 6rnek yoluyla, lipid seviyesi rHDL
formudlasyonunda bulunan apolipoproteinin (6rnegin, Apo-Al) bir molar orani agisindan

ifade edilebilir.

Apolipoprotein:lipidin molar orani 1:20 ila 1:100 aralidindadir. Bu aralik, 1:30, 1:40,
1:50, 1:60, 1:70, 1:80 ve 1.90 gibi molar oranlar igerir. Daha ¢ok tercihen,
apolipeprotein:lipidin molar orani 1:40 ila 1:75 araligindadir. Apolipoprotein:lipidin

6zellikle avantajh bir orani yaklasik 1:40 veya 1:55'ir.

Lipid bir fosfolipiddir. Fosfelipidlerin sinirlandirici olmayan ézellikleri fosfatidilkolin {PC)
(lesitin), fosfatidik asit, fosfatidiletanolamin (PE) (sefalin), fosfatidilgliserol {PG),
fosfatidilserin (PS}, fosfatidilinositol (PI) ve sfingomyelin (SM) veya bunlarin dogal veya
sentetik derivelerini icerir. Dodal deriveler yamurta PC, yumurta PG, soya fasllyesi PC,
hidrojenize edilmis soya fasilyesi PC, soya fasllyesi PG, beyin PS, sfingolipidler, beyin
SM, galaktoserebrosid, gangliosidler, serebrosidler, sefalin, kardiyolipin ve disetilfosfati
icerir. Sentetik deriveler dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC), didekanoilfosfatidilkolin
(DDPC), dierukoilfosfatidilkolin {DEPC), dimiristoilfosfatidilkolin (DMPC),
distearoilfosfatidilkolin (DSPC), dilaurilfosfatidilkelin (DLPC), palmitoiloleoilfesfatidilkolin
(POPC), palmitoilmiristoilfosfatidilkolin (PMPC), palmitoilstearoilfosfatidilkolin (PSPC),

dioleoilfosfatidilkolin (DOPC), dioleoilfesfatidiletanolamin (DOPE),
dilauroilfosfatidilgliserol (DLPG), distearoilfosfatidilgliserol (DSPG),
dimiristoilfesfatidilgliserol (DMPG), dipalmitoilfosfatidilgliserol (DPPG),
distearoilfosfatidilgliserol (DSPG), dioleoilfosfatidilgliserol (DOPG),

palmitoilolecilfosfatidilgliserol (POPG), dimiristoilfosfatidik asit (DMPA),
dipalmitcilfosfatidik asit ({DPPA), distearoilfosfatidik asit (DSPA),
dimiristoilfesfatidiletanclamin (DMPE), dipalmitoilfosfatidiletanolamin {DPPE),
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dimiristoilfosfatidilserin (DMPS), dipalmitoilfosfatidilserin (DPPS),
distearoilfosfatidiletanolamin (DSPE), diolecilfosfatidiletanolamin (DOPE)
dioleoilfosfatidilserin (DOPS), dipalmitoilsfingomyelin (DPSM) ve distearoilsfingomyelin
(DSSM) icerir. Fosfolipid ayni zamanda yukardaki fosfolipidlerden herhangi birinin bir

derivesi veya analogu olabilir.

Tercihen fosfolipid, tek basina veya bir veya daha fazla fosfolipid ile kombinasyon

halinde fosfatidilkolindir veya bunu igerir. Diger bir fosfolipid érnedi, sfingomyelindir.

Uygun bir sekilde, rHDL formilasyonu ayrica bir stabilizor icerir. Ozellikle, stabilizér
liyofilizasyon sirasinda rHDL formuilasyonunun stabilitesini muhafaza eder. Uygun bir
sekilde, stabilizdr bir seker veya seker alkolll gibi bir karbohidrattir. Seker alkollerinin
uygun ornekleri, manitol ve sorbitoldir. Tercihen, stabilizér siikroz gibi bir disakkarit
sekeridir. SUkrozun tercih edilen bir konsantrasyonu yaklasik 65-85 g/L (yaklasik %86.5-
8.5 w/v'ye esdeger) rHDL formilasyonudur. Tercihen, sikroz konsantrasyonu yaklagik
75 g/L'dir {yaklasik %7.5 wi/w'ya esdeder). Bu, hem mutlak bakimdan hem de CSL111
ile karsilagtinldiginda lipoprotein konsantrasyonuna goére azaltilmig bir sikroz
konsantrasyonudur. Bu nispeten azaltilmis sikrozun, bulusun rHDL formulasyonuna
yénelik daha hizh bir infizyon oranina izin verebilecedi 6nerilir. Diger stabilizérler,
burada sinirlama yapilmadan, aminc asitler (drnegin, glisin, prolin), antioksidanlar,
emdilsiyonlastincilar, strfaktanlar, selatlayici ajanlar, jelatin, sentetik yagdlar, poliyaglar,
aljinat veya farmasotik olarak kabul edilebilir herhangi bir tasiyic) ve/veya eksipiyan
olabilir veya bunlari icerebilir. Bu badlamda, "Pharmaceutical Formulation Development
of Peptides and Proteins", Frokjaer et al.,, Taylor &; Francis (2000), "Handbook of
Pharmaceutical Excipients”, 3rd edition, Kibbe et al., Pharmaceutical Press {(2000) ve

Uluslararasi Yayin W02009/025754’e 6rnek yoluyla referans yapilir.

Ozellikle tercih edilen bir dizenlemede; rHDL formilasyonu asagidaki unsurlari igerir:
(i) yaklasik 30g/L Apo-Al;
(i) Apo-Al grami basina yaklasik 0.03g sodyum kolat;
(iiy yaklasik 34 veya 47g/L fosfatidilkolin; ve
(iv) yaklagik 75g/L stkroz;
burada Apo-Al: fosfatidilkolin molar orani yaklagik 1:40 veya 1:55'ir.

Diger bir ag¢ida, bulus bir apolipoprotein, bir fosfolipid lipid ve bir temizleyici iceren bir
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rHDL formQlasyonunun Uretiimesine yonelik bir yéntem saglar, sz konusu yéntem
0,015-0,030 g/g apclipoprotein olan bir seviyede sbz konusu temizleyicinin

saglanmasinin adimini icerir.

Tercihen, s6z konusu yéntem bir insana uygulandiginda karaciger toksisitesi
gosterenin  yaklagik %5-10u  kadar bir seviyede s6z konusu temizleyicinin

saglanmasinin adimini igerir.

Yontemin tercih edilen bir dizenlemesinde, temizleyicinin ilk veya baslangi¢ seviyesi,
rHDL formuld bir insana uygulandidinda karaciger toksisitesi gdstermeyen bir seviyeye

azaltihr veya cikanlr.

Temizleyicinin azaltilmas! veya gikariimasi, drnedin filtrasyon, hidrofobik adsorpsiyon
veya hidrofobik etkilesim kromatografisi, diyaliz, iyon-degisim adsorpsiyonu ve iyon-
dedisim kromatografisi dahil clmak (zere teknikte bilinen herhangi bir yol tarafindan

gerceklestirilebilir.

Bazi dizenlemelerde, polar-olmayan polistiren recineler temizleyici seviyelerinin
azaltiimasina ydnelik uygun olabilir. Bu tir regineler tercihen capraz-baglantii bir
kopolimer formundadir (drmedin, c¢apraz-badlantili bir stiren veya divinilbenzen

kopolimer). Sinirlandirici olmayan érnekler, Amberlit XAD-2 ve Bio Beads SM'yi igerir.

Filtrasyon, bunlarla sinirli olmamak Uzere, teknikte iyi anlasildidi Uzere jel filtrasyonu,
jel gegirimi, diafiltrasyonu ve ultrafiltrasyonu igerir. Jel gegiriminin sinirlandirici clmayan

bir &rnedi, gdézenek, Sefadeks regineleri gibi capraz-badlantili dekstran kullanabilir.

BiyOk dlgekli Giretime ydnelik dzellikle uygun ve dzellikle tercih edilen bir diizenlemede,
temizleyici seviyesi diafiltrasyon yoluyla azaltilir.

Uygun bir sekilde, yéntem organik solvent varliginda lipid ve apolipoproteinin kombine

edilmesinin adimini icerir.

Buna gdre, tercih edilen bir dizenlemede, bulug asadidaki adimlar dahil olmak Ozere

bir rHDL formilasyonunun Gretilmesine yénelik bir yéntem saglar:
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(I) bir Apo-A1 sollsyonuna crganik solvent olmadan fosfatidilkolin ve bir kolat
temizleyicinin eklenmesi;

(1) yaklagik 0.03 g/g Apo-A1 olarak adimda (I) Gretilen solisyondaki kolat
temizleyicinin seviyesinin azaltiimasi;

(1) adimda (1) solusyona bir stabilizérin, tercihen sikroz, eklenmesi.

Tercihen, adimda (1), fosfatidilkolin eklenir, béylece Apo-Al: fosfatidilkolin orani yaklasik
1:40 veya 1:55 olur.

Tercihen, adimda (lll) stkrozun nihai kensantrasyonu yaklasik 75 g/L'dir.

Uygun bir sekilde, yéntem ayrica adimda (lll) dOretilen rHDL formuilasyonunu iyofilize

etmenin adimini {IV) igerir.

Belirli bir diizenlemede, bir rHDL formillasyonu uUretiminin insanlara uygulanmasina
yonelik bir gliiven ve kalitede bir rHDL formiilasyonunun blyiik dlcekli, ticari Gretimine
ybnelik uygun oldugu anlasilacaktir. Bayuk élgekli, ticari Uretim prosesinin sinirlandirici

olmayan bir érnedi SEKIL 9'da ézetlenir.

Yine dider bir agida, bulus bir insanda séz konusu hastali§i, rahatsizhd) veya durumu
bdylece tedavi etmek (zere burada daha dnceden agiklandidi ve burada daha énceden
aciklanan ydnteme gore Uretildigi Uzere bir rHDL' nin bir insana uygulanmasi dahil
olmak Uzere bir insanda bir hastaligin, rahatsizigin veya durumun tedavi edilmesine

yonelik bir ydntem sadlar.

Bulus aynl zamanda bir insanda bir hastaliin, rahatsizliin veya durumun tedavi
edilmesinde kullanima yénelik burada daha énceden aciklandigi Uzere ve burada daha
onceden aciklandigi Gzere yénteme gére Uretildigi Uzere bir rHDL formilasyonu saglar.

Uygun bir sekilde, hastalik, rahatsizlik veya durum séz konusu rHDL formalasyonunun
profilaktik veya terapétik olarak uygulanmasina duyarhdir. Bu tur hastaliklar,
rahatsizliklar veya durumlarin sinirlandirici-olmayan érnekleri, kardiyovaskiler hastalik
(drnegin, akut koroner sendromu (ACS, ateroskleroz ve miyokard enfarktusi) veya
Tangier hastalidinin semptomatidi gibi ACS, hiperkolesterolemi (6rnegin, yiksek serum

kolesterol veya yuksek LDL kolesterol) ve yiksek yodunluda sahip lipoproteinin (HDL)
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azalan seviyelerinden kaynaklanan hipokolesterolemiye yatkinhdi olan diyabet, felg

veya miyokard enfarktiis gibi hastaliklar, rahatsizliklar veya durumlari icerir.

rHDL formilasyonlari teknikte bilinen herhangi bir uygulama yoluyla uygulanabilir. Tipik
olarak, rHDL foermilasyonlari intravenéz infizyon veya enjeksiyon gibi parenteral olarak

uygulanir.

rHDL formilasyonunun uygulanan dozaji 1-120 mg/kg vicut agirhd arahidinda olabilir.
Tercihen, dozaj 10 mg/kg, 20 mg/kg, 30 mg/kg, 40 mg/kg, 50 mg/kg, 60 mg/kg ve 70
mg/kg dozajlan da kapsayabilen 5-80 mg/kg araligindadir

Bdylece bulusun tercih edilen dizenlemeleri tamamen anlagilabilir ve pratik olarak etkili

olabilir, referans asagidaki sinirlandirici olmayan Orneklere yapilabilir.

ORNEKLER

Bundan sonra sadlanan Ornekler, hangi rHDL formilasyonu faktérlerinin (CSL111 gibi)
karaciger toksisitesi (Ornekler 1 & 2) ve gelismesi ve bulusun bir rHDL formllasyonuna
ait dizenlemelerin toksisite testine (Ornekler 3 ila 8) katkida bulundugunu belirlemek

Uzere baslangictaki calismalan aciklar.

ORNEK 1

Farkli Apo-A1:PC oranlarini ve kolat seviyelerinin kontrol edilmesinin etkilerini

karsilagtiran karaciger toksisite galismasi

ALT aktivitesi tarafindan élclldigu Uzere karaciger toksisite seviyesi, farkh Apo Al:PC
oranlar {1:150, 1:100 & 1:50) iceren HDL preparatlarina yénelik sican modelinde
belirlenmistir (Ornek 2'de asagida modelin detaylarina bakiniz). Her bir HDL preparati,
1:50 preparata yénelik 1.1 g/L ila 1:150’e yénelik 6 g/L aralifinda seviyelerle farkl kolat

konsantrasycnlari bulundurmustur.

Sonuglar, 300 mg/kg’dan dozlar bakimindan 1:150 HDL preparatina yonelik artan ALT
seviyelerinin gdzlendigini géstermistir. 1:100 HDL preparati, 600 mg/kg’'da kayda deger

bir sekilde artan seviyelerle, 400 mg/kg’dan dozajlarda artan ALT seviyelerine neden
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olmustur. Ote yandan, ALT aktivitesinde bir artis, 600 mg/kg bir doza kadar 1:50 HDL
preparatina yonelik gézlenmemistir (SEKIL 1). Bu sonuclar karaciger toksisitesinin HDL
preparatinda PC seviyesi velveya kolat seviyesi tarafindan azaltildidim belirtir. Kolat
seviyesinin ALT aktivitesinin Ozerinde direkt bir etkiye sahip olup olmadidini incelemek
Uzere, CSL111'de kolatin tamamen tOkendigi ek bir calisma yaratalmastar. Sonuglar bir
CSL111 preparatinin icindeki kolat azaliminin, 300 mg/kg’da bir sicana asilandiginda,
ALT seviyelerinde bir azalma ile sonuglandigini gésterir (SEKIL 2). llaveten, kolatin
akabinde tiketilen HDL preparatina tekrar eklenmesi halinde, tekrar takviye yapilan
HDL preparati, 300 mg/kg'da bir sigana asilandiginda, artan ALT seviyelerine neden
olmustur (SEKIL 2). Bu calismalar kolatin yaklaglk 1 g/L azaltiimasinin rHDL
toksisitesini buyOk oélgude azalttigini gdsterir, ancak ayni zamanda ilave bir katki

faktdri, yaklagik olarak 50 apoA1 :PC oraninda PC’de bir azalmadir.

ORNEK 2

Derecelendirilmis kolat seviyelerini ve Apo-A1:PC oranlarim karsilastiran

karaciger toksisitesi calismasi

GIRiS

Bu galismanin amaci, rHDL PC 1:150 (3g/L Kolat), rHDL PC 1:100 (1g/L Kolat), rHDL
PC 1:50 (3g/L Kolat), rHDL PC 1:50 (0.2 g/L Kolat} gibi derecelendiriimis kolat
konsantrasyonlari ve Apo A-l ila PC oranlariyla yeniden yapilandinlan HDL
formUlasyonlarinin (rtHDL) hepatcksisitesini belilemek olmustur. Bilingli sigan modeli
karaciger fonksiyonu (zerinde yukarida belirtilen formilasyonlarin etkisini belirlemek
tzere kullaniimigtir. Hepatoksisite, serumda karaciger enzim aktivitesinin (ALT ve AST)

belirlenmesi tarafindan degerlendirilmistir.

Apo-A formilasyonlarin aktif bilegeni olarak distnilir ve Apo-A1’in plazma seviyeleri

maruz kalma durumunun ana géstergesidir.

MATERYALLER VE YONTEMLER

Test rHDL formiilasyonlaninin uygulanmasi
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Test rHDL formiilasyonu 1

Madde/INN:
Uretici:

Lot sayisi:
Doz:

Yol:

Siklik:

Uygulama hacmi:

rHDL PC 1:150 (3g/L Kolat)

CSL Behring AG, Bern, isvigre

Q.3

600 mg/kg vicut agirhdi

Kuyruk daman araciidiyla itravendz inflizyon
infuzyon t=0-60 dakika.

31.25 mL/kg/saat

Test rHDL formiilasyonu 2

Madde/INN:
Uretici:

Lot sayisi:
Doz:

Yol:

Siklik:

Uygulama hacmi:

rHDL PC 1:100 (1g/L Kolat)

CSL Behring AG, Bern, isvigre

0.3-2

600 mg/kg vicut agirhgi

Kuyruk damar aracihigiyla itravenoz inflizyon
inflzyon t=0-60 dakika.

30.30 ml/kg/saat

Test rHDL formiilasyonu 3

Madde/INN:
Uretici:

Lot sayisi:
Doz:

Yol:

Siklik:

Uygulama hacmi:

Son kullanim tarihi:

rHDL PC 1:50 (3g/L Kolat)
CSL Behring AG, Bern, Isvigre
P.3

600 mg/kg vacut agirlig
Kuyruk damari araciliiyla itravenéz infizyon
influzyon t=0-60 dakika.
31.58 ml/kg/saat

yok
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Test rHDL formiilasyonu 4

Madde/INN: rHDL PC 1:50 (0.2 g/L Kolat)

Uretici: CSL Behring AG, Bern, isvigre

Lot sayisi: P2

Doz: 200 mg/kg vicut agirlig

Yol: Kuyruk daman araciidiyla itravendz inflizyon
Sikhk: infuizyon t=0-120 dakika.

Uygulama hacmi: 23.08 ml/kg/saat vicut agirhg

Calisma Tasarimi

Bu calisma, toplamda 14 sican ile ag¢ik bir dért-kollu deney olarak tasarlanmigtir.

Dozlama sistemi Tablo 1'de ézetlenir.

Tedavi Gruplan

Tablo 1; Tedavi gruplar

Doz hacim program (t=x
No. Tedavi Yol
(mg/kg) (mL/kg/saat) dakika)
rHDL PC
1 1:150 (3g/L 600 intravenéz 31.25 0-60 4
Kolat)
rHDL PC
2 1100 (1g/L 600 intravenéz 30.30 0-60 4
Kolat)
rHDL PC 1:50
3 600 intravenéz 31.58 0-60 4
(3g/L Kolat)
rHDL PC 1:50
4 900. intraventz 23.08 0-120 2

(0.2g/L Kolat)

Deney Hayvanlari
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Torler: Siganlar

Aile: CD

Cinsiyet: erkek

Hayvanlarin 14

Sayisi:

Tedarikei: Charles River Laboratuvarlan (Sulzfeld, Almanya)

Vicut agirhgi: 286-328 g

Varig yast: 7-9 hafta

Barinma: makrolon kafesleri

Yatak: talag (Braun, Battenberg, Almanya)

Su: Cesme suyu, istenildigi kadar

Yemek: standart sican diyeti (Ssniff-Versuchsdidten, Soest,
Almanya)

Isik/karanlik: 12 saat/12 saat

Sicaklik: 21-22°C

Bagil nem: %40 - 50

Hayvanlar tutma aygitlarina (sigan tutucu) yerlestiriimistir ve lateral kuyruk damari
intravendz bir kateter ile delinmistir. Test maddeleri 60/120 dakika boyunca inflize

edilmistir.

Kan érnekleri, retro-orbital vendz kompleksinden alinmigtir ve inflizyondan sonra taban
cizgisinde, 1saat/2saat ve 7saat/8saat boyunca serum tiplerinin i¢ine toplanmistir. Kan
ornekleri, -20°C’de muhafaza edilen serumlara iglenmistir.

Karaciger enzimlerinin belirlenmesi

Ormekler, ticari olarak temin edilebilen (Greiner Biochemica) enzimatik fotomerik test

kitleri kullanilarak AST ve ALT aktivitesine yénelik analiz edilmistir.

Apo A-l plazma seviyesinin belirlenmesi
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Insan Apo A-l seviyelerinin belirlenmesi, nefelometrik bir analiz tarafindan
gerceklesgtiriimistir.
SONUCLAR

1:50, 1:100 ve 1:150 Apo A-l ila PC oranlari ile rHDL formiilasyonlar ve ayni zamanda
1 veya 3 g/L tanimlanan bir Kolat konsantrasyonu veya tiketilen Kolat (0.2 g/L)
incelenmistir. Salin bir ara¢ ve CSL 111 olumlu kontrol iglevi gdérmustir. Kan érnekleri,
7 saat veya 8 saatte ve inflzyon ucunda (1saat veya 2saat, sirasiyla, 600 ve 900
mg/kg) taban cizgisinde (zaman noktasi 0) alinmistir. Karaciger enzim aktivitesi (ALT
ve AST) ve insan Apo A-l seviyeleri, daha dnceden belirtilen zaman-noktalannda

tahmin edilmistir.

Taban gizgisinde AST konsantrasyonu, 83 ve 87 U/L aralifinda olmustur. AST
konsantrasyonu, Apo Al:PC 1:50 (Kolat 0.2 g/L) haricinde tim formuilasyonlar

bakimindan inflizyonun sonunda ve 7saa/8saat zaman-noktasinda artmistir.

Taban cizgisinde ALT konsantrasyonu, 39 ve 45 U/L aralidinda olmustur. AST
konsantrasyonu, Apo ALLPC 1:50 (Kolat 0.2 g/L) haricinde tim formulasyonlar

bakimindan infizyonun sonunda ve 7saa/8saat zaman-noktasinda artmisgtir.

Taban cizgisinde insan Apo A-l konsantrasyonu, en disik tespit seviyesinin altinda
olmustur. inflzyonun sonunda, 600 mg/kg’da dozlanan tum formUlasyonlara yonelik
konsantrasycn yaklasik olarak 13 g/L’'ye artmistir. 900 mg/kg'de formulasyon 1:50, 15

g/L bir Apo A-l kensantrasyonu ile sonuglanmistir.

Tum gruplar, dozlar ve zaman-noktalarina yonelik araglar ve standart sapmalar, Tablo
2 ila 4'te verilir.

Tablo 2: AST serum seviyeleri {ortalamatSD)

Tedavi / Serum konsantrasycnu (U/L)

Zaman- rHDL PC 1: 150 rHDL PC 1:100 rHDL PC 1:50 rHDL PC
noktasi (3g/L Kolat) {1g/L Kolat) (3g/L Kolat) 1:50 (0.2g/L
Kolat) (*)



18

600 mg/kg 600 mg/kg 600 mg/kg 900 mg/kg
n=4 n=4 n=4 n=2
Taban 65.811£15.96 63.33£7.16 66.8319.62 87.26125.41
gizgisi
1 275.48166.20 166.19+£118.42 287.77£122.04 55.29+1.71
saat/2saat(*)
7 1755.651562.36 433.42+320.17 286.57465.38 91.441+15.45
saat/8saat(*)

Tablo 3: Sonrasinda ALT serum seviyeleri (ortalamaxSD)

Tedavi / Serum konsantrasyonu (U/L)

Zaman- rHDL PC 1:150 rHDL PC 1:100 rHDL PC 1:50 rHDL PC
noktasi (3g/L Kolat) (1g/L Kolat) (3g/L Kolat) 1:50 (0.2g/L
Kolat) (*)

600 mg/kg 600 mg/kg 600 mg/kg 800 myg/kg
n=4 n=4 n=4 n=2

Taban 38.91+3.28 43.0246.39 45.27+4.07 41.5116.87

cizgisi

1 211.80+61.26 105.19+69.09 147.62+51.32. 33.111£2.98

saat/2saat(*)

7 1552.961£715.45 435.661323.69 263.07t69.86 55.90+16.92

saat/8saat(™)

Tablo 4: Apo A-l serum seviyeleri {ortalamaz SD)

Tedavi / Serum konsantrasyonu (g/L)

Zaman- rHDL PC rHDL PC rHDL PC 1:5C rHDL PC -1:50
noktasi 1:150 (3g/L 1:100 (1g/L (3g/L Kolat) (0.29/L Kolat)
Kolat) Kolat) ™)

600 mg/kg 600 mg/kg 600 mg/kg 900 mg/kg

n=4 n=4 n=4 n=2
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Tedavi/ Serum konsantrasyonu (g/L)

Zaman- rHDL PC rHDL PC rHDL PC 1:5C rHDL PC -1:50
noktasi 1:150 (3g/L 1:100 (1g/L (39/L Kolat) (0.2g/L Kolat)
Kolat) Kolat) ™)

600 mg/kg 600 mg/kg 600 mg/kg 900 mg/kg

n=4 n=4 n=4 n=2

Taban 0.246+£0.000 0.2462£0.000 0.246+0.000 0.246+0.000
cizgisi
1 13.150+0.687 13.900+0.248 13.000+1.217 14.70011.414
saat/2saat(*)
7 10.175+0.185 7.700%£1.352  7.075+0.595  9.250+0.283
saat/8saat(*)

SONUG

Sonug olarak, sadece 900 mg/kg'da rHDL formillasyonu Apo Al:PC orant 1:50 (0.2 g/L
kolat} herhangi bir karaciger fonksiyonu test anormalligi géstermemistir. Ote yandan,
600 mg/kg'da daha yiksek kolat seviyeleriyle (3 g/L) ayni 1:50 rHDL formilasyonu,
yiksek AST ve ALT seviyelerinin her ikisini de gostermistir. Bu, karacider toksisitesinin
rHDL formuilasyonlarinin lipid ve kalinti temizleyici iceridinin kontrol edilmesi yoluyla en

iyi sekilde minimum hale geldidini belirtir.

ORNEK 3

rHDL formiilasyonianndaki kolat seviyelerini karsilastiran stabilite deneyleri

Bulusun rHDL formulasyonunun bir dizenlemesi, 6nceki teknik rHDL formuilasyonu
CSL111 ile karsilagtinldiginda, CSL111'e en azindan egdeger bir biyolojik aktivite
korunurken, bulylk dlcide azalmis karacider toksisitesi gdsterirr. Bu rHDL
formilasyonu, daha disik bir protein ila PC orani, daha dlsik bir kolat seviyesi, daha
yiksek bir protein iceridi ve azalmig bir siikroz konsantrasyonu agisindan CSL111’den
farkhdir.
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Yeniden yapilandirilan HDL nin formiilasyonu

Basglangi¢ materyali Apo-Al

Baslangic materyali olarak, saflastinimis ve pastérize edilmis bir Apo-Al solisyonu

kullanilmistir. Parti boyutu 30 g veya 35 g protein olmustur.
Lipid soliisyonu
Lipid solisyonunu Gretimine yonelik formal asagida verilir. Ik olarak, 10 mM Tris, 10

mM NaCl ve 1 mM EDTA igceren tampon sollsyon yapilmistir. Gerekli miktar esitlik 1'e

gére hesaplanmistir:

_ Tampon solﬁsyonunun[g] ___brotein miktar| [g]-1000-0.025 - oran| agitik 1
miktar 150

Akabinde, sodyum kolat (1.3 mol / mol lipid} bu solUsyona eklenmistir ve ¢ézinmastir.

Akabinde, hesaplanan lipid miktar uygulanmisgtir (esitlik 2), karisim 6-18 saat hafif bir
sekilde karistindmistir (lipid ¢dzinmuastiar) ve akabinde bir 0.2um Millipak 40 Gama
Altin, (Millipore Art. MPGL0O4GHZ2) énceden sterilize edilmis filtre kurulumu kullanilarak

filtrelenmistir.

protein miktar [g]- protein orani - M{lipid){g/mol)- 100
M(apoA -1)[g/mol]- lipid sathg: (%)

lipid miktan [g) = esitlik 2

M(lipid): PC’ye yénelik 775g/mol: SM'ye yénelik 731g/mol
M(Apo-Al): 28'078 g/mol

Lipid inkiibasyon ve UF/DF

Apo-Al soliisyonu (30 g - 35 g protein), 5L bir iki kilifli kabin igine yerlestiriimistir ve 1-
4°C'ye sogutulmustur. Akabinde, lipid soliisyonu eklenmistir ve 1-4°C’de 2-16 saat
karistinimistir. Bazi deneylere yénelik, protein-lipid solisyonu 30°C’de 30 dakika

isitilmigtir, sogutulmustur ve akabinde 1-4°C’de 2-16 saat inklibe edilmistir.
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Kolati uzaklastirmak Gzere, %1 siikroz sollsychunun 7-9 hacmine karsi 10 kDa kaset

ile UF/DF gerceklestirilmistir.

Solusyon akabinde 22-28 g/L (FP icinde 20 g/L protein konsantrasyonu} veya 32-38
g/L'ye (FP icinde 30 g/L protein konsantrasyonu) konsantre edilmisgtir ve sonrasinda
sukroz ve WFI eklenerek %7.5 sikroz ve 20 g/L veya 30 g/L proteine getirilmistir. rHDL
kitlesi steril bir sekilde filtrelenmistir (Sartopore 2, 150 cm? PES, 0.1 pm kesilmistir,
Sartorius Art. 5441358K4--00) ve laminer akisin icinde doldurulmustur.

Amberlit ile kolat azaltimi

Amberlit Hazirlanmasi

TOm filtrasyon adimlari, Nalgen 0.2 um PES filtre (Art. 595-4520) ile gergeklestiriimistir.

Amberlit XAD-2 (400 g), %20 500 mL metanola (v/v) eklenmistir. SUspansiycn, 1-2 saat
karistinlmistir ve akabinde Amberlit filtrelenmistir. Akabinde, 300 ml 1M NaOH, 1000
mL bir beherin i¢ine yerlegtirilmistir, Amberlit eklenmigtir ve 15 dakika kangtirlarak 55-
60°C’ye 1sitilmigtir. Amberlit filtrelenmistir; sonrasinda bu prosedir iki kez daha
tekrarlanmistir. Akabinde, Amberlit pH notr olana kadar su (SWA) (yaklasik olarak 10-
15 L) ile yikannmigtir, filtrelenmigtir, 300 mL metanole eklenmistir, 1 saat kanstirilmstir
ve akabinde karisim en az bir gece 2-8°C’de birakilmistir. Metancll uzaklastirmak
Uzere, Amberlit filtrelenmistir, yaklasik olarak 10 L su (SWA) ile yikanmistir ve tekrar
filtrelenmistir. Akabinde, Amberlit tiketilecek yeniden yapilandirilan HDL'nin sikroz
konsantrasyonuna karsilik gelen, %7.5 veya %10 olarak, yaklagik 4L bir siikroz
solUsyonunun igine dékiulmuistir. Karigim birkag dakika karistirilmigtir ve kullanmadan

hemen dénce filtrelenmistir.

Amberlit ile kolat azaltimi

Yeniden yapilandirilan HDL 2-8°C'ye sogutulmusgtur, Amberlit XAD-2 eklenmigtir ve
karisim 3.5 saat kanstinlmistir. Amberlit filtrelenmistir ve bosaltilmistir. Bu adim iki kez

gerceklestirilmistir.
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Deneye bagli kalarak, 5 g proteine ydnelik, her bir tiketme adimi bakimindan 100-160g
Amberlit kullaniimigtir.

Tuketimden sonra, farkl kolat konsantrasyonlan saglamak Gzere kolat eklenmistir.

Yeniden olugturulan HDL 1:75 PC'nin 0.7g/L bir kolat konsantrasyonuna azaltilmasina
ybnelik, eklenecek Amberlit miktari, Amberlitin yeniden yapilandirlan HDL'ye farkh
oranlarda eklenmesi ile (6én deney) deney yoluyla belirlenmistir. Bu deneyler, 5g protein
basina 50g Amberlit ile yapilan bir tedavinin gerekli oldugunu bulmustur. Bu Amkerlit ila

protein orani, akabinde ana partinin tiketimine yénelik kullaniimistir.

Stabilite degerlendirmeleri

CSL111

Karaciger toksisitesini etkileyebilen varsayilan bir bilesik, kolattir. Bu nedenle, nihai
formilasyonda kolat azaltimi bir ana hedef olmustur. Baglangi¢ deneyleri CSL111 ile
gerceklestiriimistir. Yine de stabil bir Uriin garantileyen minimal kolat konsantrasyonunu
bulmak uGzere, yeniden yapillandinlan CSL111 Amberlit ile muamele edilmistir ve

sonrasinda kolat farkli konsantrasyonlar elde etmek tzere tekrar eklenmistir.

Stabilite dederlendirmeleri bu materyaller Gzerinde gergeklestiriimigtir. Ayni zamanda,
farkli kolat konsantrasyonlar ile CSL111'in stabilitesi Uzerinde liyofilizasyonun etkisi

incelenmistir.

Yeniden yapilandinlan HDL 1:50 PC / 1:75 PC

lki formilasyonun (1.50 PC ve 1:75 PC), Amberlit ile kolati tuketilmistir ve farkh kolat
konsantrasyonlari elde etmek (zere koclat eklenmigtin. Bu sollsyonlar liyofilize
edilmistir, yeniden yapilandiriimistir ve bu foermilasyonlarin stabilitesini garanti altina
almak Uzere ihtiyag duyulan minimal olarak gerekli kolat konsantrasyonunu belirlemek

Uzere stabilite incelenmigtir.

SONUGLAR
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CSL111’e yénelik sonuglar

CSL111, kolati uzaklastirmak Uzere Amberlit ile muamele edilmistir. Kolat akabinde

calismaya yénelik gerekli farkli konsantrasyonlari elde etmek Gzere eklenmistir.

2.8 g/L kolat altindaki aralikta, kolat konsantrasycnunun daha fazla azaltimasindan
dolayi turbidite artmigtir. 2.8 g/L’nin (zerindeki kolat konsantrasyonlanna ydénelik,

turbidite degerlerinde neredeyse hicbir degisiklik tespit ediimemistir (SEKIL 3).

Bu érnekler akabinde liyofilize edilmistir ve yeniden yapilandiriimistir. 7 giin muhafaza
edilmesinden ve Osaat, 24saat sonra, tlrbidite dlclimastir. Liyofilizasyon ve yeniden
yapillandirmadan sonra tdrbidite dederleri, liyofilize edilmeyen d&rneklerden daha
yUksektir (karsilastinniz SEKIL 3 ve SEKIL 4).

Yeniden yapilandirilan CSL111 partiktlleri, stabil kalmak (zere minimum bir kolat
konsantrasyonuna gerek duyar. Kolat konsantrasyonunun asin disik olmasi halinde,
topaklasma ve tUrbidite olugur. Ayni zamanda, molekller boyut dadihmi, disik kolat

konsantrasyonlarinda daha hizli degisir.

Yeniden yapilandinilan HDL 1:50 PC

Turbiditeye yénelik veri SEKILLER 5 & 6'da verilir.

Turbidite verisi RT'deki dedisikliklerin, 2 0.3 g/L olan kolat konsantrasyonlarina yénelik

kGgik oldugunu belirtmistir.

RT'de 24 saat sonra SE-HPLC kromatogramlari (gdsterilmemistir), tUrbidite degerleri
ile ayni yatkinhgi géstermigtir. 2 0.3 g/L olan bir kolat konsantrasyonu ile, degisiklikler
kicoktir. 0.8 - 1.0 g/L arasinda, kromatogramlar neredeyse hicbir fark géstermez. Bu
nedenle, kolat konsantrasycnunun 1.0 g/L’nin Gzerine ¢ikmasi halinde, stabilitede bir
artisin elde edilmesi beklenmez. 20 g/L protein ile 1:50 formilasyonuna yénelik, 0.3 -
1.0 g/L arasinda bir kolat konsantrasyonu, bu nedenle optimal olarak digtndlar. 30 g/L
protein iceren bir Urane yonelik hesaplandiginda, optimal kolat konsantrasyonu 0.5 -

1.5 g/L araliinda olabilir.
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Yeniden yapilandinlan HDL 1:75 PC

1:75 formillasyonunun tirbidite élcimleri (SEKILLER 7 & 8), 0.6 g/L kolatin altindaki
konsantrasyonlara ydnelik net bir artig gésterir. Diger konsantrasyenlara yénelik (0.6 -

2.0 g/L kolat) bir glinlik muhafaza etme isleminden sonra farklliklar dasiktur.

RT'de 24 saat sonra molekdler boyut dadihminin SE-HPLC kromatogramlarn

(gosterilmemistir), tiketilen ve diger drnekler arasinda net bir fark géstermistir.

1.0 - 1.3 g/L kolat arasinda, kromatogramlar neredeyse highir fark gdéstermemistir. Bu
nedenle, 1.3 g/L Uzerinde kolat konsantrasyonlarina ydnelik stabilitede blayUk bir artis
beklenmez. 20 g/L protein ile 1:75 formulasyonuna ydnelik, 0.6 - 1.3 g/L arasinda bir
kolat konsantrasyonu bu nedenle optimal olarak degerlendirilir. 30 g/L protein ile bir

formillasyona yonelik bu, 0.2 - 2.0 g/L bir nihai kolat konsantrasyonuna egittir.

SONUGLAR

0.5 - 1.5 g/L optimal bir kolat konsantrasyonu, bulusun rHDL formilasyonuna yénelik
secilmigtir. Bu arah@in altinda, stabilite dasmagtar. 1.5 g/L'nin Gzerindeki kolat
konsantrasyonlari, stabilitede kigik bir artisga neden olmustur. Ancak, karaciger
toksisitesinde kabul edilebilir bir artis, daha vyiksek kolat konsantrasyonlar ile

beklenebilir.

ORNEK 4

CSL111 ile karsilagtirmali karaciger toksisite deneyi

GIRiS

Bu calismanin amaci, tavsanlara intravenéz inflzyon yapilmasindan sonra, buluga ait
rHDL formOlasyonunun bir dizenlemesinin uygun hepatotoksik profilini dogrulamak
olmustur. Hepatotoksite, serumdaki artan karacier enzimi (ALT) aktivitesi olarak
tanimlanir. Apo-A1, her iki formilasyonun aktif bileseni olarak dugandlir ve Apo-A1

plazma seviyeleri maruz kalma durumunun ana gostergesidir.
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MATERYALLER & YONTEMLER

Test rHDL formiilasyoniarinin uygulanmasi

5  Test rHDL formiilasyonu 1

Madde/INN: rHDL CSL111

Uretici: CSL Behring AG, Bern
Lot sayisi: E502-03750-00005
Doz: 75 mg/kg vicut agirhg
Yol: intravenéz

Siklik: inflzyon t=0-40 dakika.
Uygulama hacmi: 4.95 mL/kg/saat

Test rHDL formiilasyonu 2

Madde/INN: rHDL (PC 1:55)
Uretici: CSL Behring AG, Bern
Lot sayisi: 1003.E009.01

Doz: 75 mg/kg vacut agirhg
Yol: intravenéz

Siklik: inflzyon t=0-40 dakika
Uygulama hacmi: 3.87 mL/kg/saat

Calisma Tasarimi
10
Bu calisma, toplamda 6 disi tavsan ile agik iki-kollu bir deney olarak tasarlanmistir.

Dozlama sistemi Tablo 5'te ézetlenir.

Tedavi Gruplar
15
Tablo 5: Tedavi gruplar



No. Tedavi Doz / hacim / yol N (f)
1 rHDL 75 mg/kg vicut agirhdi /4.95mlL/kg/saat / intravendz 3
CSsL111
2 rHDL 75 mg/kg vOcut agirhdr / 3.87 ml/kg/saat / 3
PC1:55 intravenéz
Deney Hayvanlan
Tarler: Tavsan
Aile: CHB
Hayvanlarin sayisi, Cinsiyet: 6 (disi)
Tedarikei: Fa. Bauer (Neuenstein-Lohe,
Almanya)
Vicut agirhgr: 3.1-3.3kg
Varis yasl: yaklasik 3 - 4 ay
Barinma: Celik telli kafesler; 1 hayvan/kafes
Yatak: yok
Su: Cesme suyu, istenildigi kadar
Yemek: Deukanin Peletleri (Deuka),
istenildigi kadar
Isik/karanlik: 12 saat / 12 saat
Sicaklik: 21-23 °C
Bagil nem: %50
Hayvan Modeli

Hayvanlar, bir tutma aygitinin igine (tavsan tutucu} vyerlestiriimistir. Bir intravendz
kateteri, kulak damarinin igine yerlestirilmigtir. Test maddeleri, 40 dakika slren bir
intravendz infuzyon seklinde verilmistir. Kan &érnekleri, kulak arterinden alinmistir ve
serum ve (%5) streptokinaz-plazma siselerinin igine toplanmistir. Kan érnekleri seruma

islenmigtir, -20°C’de muhafaza edilmistir ve plazmaya islenmistir ve - 80°C'de

muhafaza edilmistir.
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Karaciger enzimlerinin belirlenmesi

Ornekler, ticari olarak temin edilebilen (Greiner Biochemica) enzimatik fotometrik test

kitleri kullanilarak ALT aktivitesine ydnelik analiz edilmistir.

Apo A-l plazma seviyesinin belirlenmesi

Insan Apo A-I'nin belirlenmesi, nefrlometrik bir analiz tarafindan gerceklestirilmistir.

SONUCLAR

in vivo verinin araglar ve standart sapmalari, Tablolar 6 ila 7'de verilir.

Burada test edilen rHDL formilasyonunun diizenlemesi, ALT serum seviyelerini
yUkseltmemigtir. CSL111, 8 saat iginde ALT'yi 25 U/L’den 94 U/L'ye ylkseltmistir.

Insan Apo-Al'nin pik seviyeleri, rHDL formilasyonu {1.5 mg/dL) ve CSL111'e (1.6

mg/dL) yénelik 40 dakika zaman-noktasinda géralmistir.

Tablo 6: ALT serum seviyeleri (ortalama +SD)

Tedavi / Serum konsantrasyonu {U/L)

Zaman-noktasi rHDL CSL 111 rHDL PC 1:55
75 mg/kg 75 mg/kg
n=3 n=3
Taban cizgisi 25.38+9.05 45.07+4.77
40 dakika 35.62+25.04 52.31%16.21
2 saat 56.77+£28.77 49.05+10.84
4 saat 63.65+33.42 43.17+11.53
8 saat 94.22+58.63 33.2644.25

Tedavi / Serum konsantrasyonu (mg/dL)

Tablo 7: Apo-A1 plazma seviyeleri (ortalama +SD)
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Zaman-noktasi rHDL CSL 111 rHDL PC 1:55
75 mg/kg 75 mg/kg
n=3 n=3
Taban gizgisi 0.000+0.000 0.000£0.000
40 dakika 1.571+0.311 1.509+0.481
2saat 1.083+£0.323 1.20310.250
4saat 0.939+0.356 1.07310.164
8saat 0.740+0.260 0.830+0.198
ORNEK 5§

Bulusun sentetik HDL partikullerini Gretme kabiliyeti, daha digik fosfolipid seviyeleri
iceren partikullere yénelik belirlenmistir. Apo A-l ila fosfolipid oranlan, 1:2 ila 1:55

arahgindadir.

Sentetik HDL partiklllerini  Oretmek {izere, scdyum kolat (New Zealand
Pharmaceuticals) tamponun (10 mM NaCl, 1mM EDTA, 10 mM TRIS, pH 8.0) iginde
¢oziinmUstir ve berrak olana kadar kanistinlmistir. Soya fasillyesi fosfatidil-kolin
(Fosfolipid GmbH}, uygun bir kolat hacmine eklenmistir ve oda sicaklifinda 16 saat
kanstinimigtir. ApoA-I salisyonu, 10 mM NaCl ile 9.0 g/L bir protein konsantrasyonuna
(OD280 tarafindan belirlenen) seyreltiimistir ve uygun protein ila lipid oranini elde
etmek (zere lipid solUsyonunun uygun bir hacmi ile kanstinimistir. Karisim 16 saat 2-
8°C’de kanstinlmistir. HDL taklitleri, cahigma tamponu olarak %1 sikroz kullanilarak bir
HiPrep 26/10 tuzdan arindirma kolenu Gzerinde kolat uzaklastirma iglemi tarafindan
hazirlanmistir. Eluat, sirasiyla, 20 g/L bir protein kensantrasyonuna ve %7.5 silkroza

ultrafiltrasyon tarafindan konsantre edilmistir.

Yeniden yapilandirilan HDL preparatlar, 2-8°C’de inkibe edilmistir (korunmustur) ve

asadidaki parametreler 0, 5 ve 14 gln senra dl¢ulmastir:

o Jletim (405nm), partikil boyutu dagilimi {(SE-HPLC), endotoksinler, SDS-PAGE
(azaltici ve azaltici-olmayan), Native PAGE, LCAT aktivasyconu, apoA-I

konsantrasycnu ve in-vitro toksisite.
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0.Ginde asagidaki ilave testler gerceklestiriimigtir: i) lipid igeren orneklere yoénelik
adapte edilen modifiye Bilre tarafindan protein konsantrasyonu (decksikolat Biiire
solisyonuna eklenmigtir); ii) fosfatidil-kolin konsantrasyonu (ProDiagnostica mti-
diagnostics GmbH); ve iii) kolat konsantrasyonu kolorimetrik bir Gallsduren test kiti ve

Gallsduren-Durdurma reaktifleri {Trinity Biotech).tarafindan élculmuastar.

PartikGl boyut dagilimi, calisma tamponu clarak PBS + %0.1 sodyum azid ile Superose
6 10/300 GL bir kolon (GE Healthcare) kullanilarak SE-HPLC tarafindan belirlenmistir.
Akis orani 0.5 mL/dakika olmustur, 5 yL drnegi enjekte edilmistir, tespit etme islemi 280
nm bir dalga boyunda meydana gelmistir. Sentetik HDL partikllleri, %4-12 NuPAGE
Novex Bis-Tris Jeller ve MOPS veya MES elektroforez tamponu (invitrojen) ile XCell
SureLock Mini-Hucre kullanilarak SDS-PAGE (azaltici/azaltici-olmayan) tarafindan
analiz edilmistir. Protein bantlari, Bio-Safe Koomassie Boyasi (Bio-Rad) ile
gorsellestiriimistir. Native PAGE, %4-16 Native Page Novex Bis-Tris Jeller ve
NativePAGE Calisma Tamponu Kiti (invitrojen) ile Xcell SureLock Mini-Hicresi
kullanilarak gerceklestirilmigtir. Protein bantlari, GelCode Mavi Boya Reaktifi (Thermo
Scientific) ile gdrsellestirilmistir. ApoA-l konsantrasyonu, bir 3D CE aleti (Agilent
technologies) ve bir Genigletilmis Isik Yolu CE kapileri (50 pm, 56 cm, her ikisi Agilent
Technologies’den) kullanilarak kapiler elektroforez ile belirlenmistir. Elektroforez
tamponu, 53 mM Na-Borat pH 9.1, %0.21 SDS, %5 metanol olmustur. Elektroforez 25
kV'de calistinimistir.

LCAT aktivitesi, dort koypa ile belirlenmigtir. Kisaca, 10 pL &érnekleri sogutulmus bir
tabln iginde pipetlenmistir. 150 PL insan plazmas), 150 yL PBS ve 20 pL 14C
kolesterol {(Perkin Elmer), 25mg/mL insan albimin solisyonunun iginde ¢dzinmustor,
kanstinlmigtir ve 90 dakika 2-8°C'de inkiibe edilmistir. Kopya érnekler, 37°C'de, dider
iki 6rnek {bos) 30 dakika 2-8°C’de inkiibe edilmigtir. 2 mL etanol reaksiyonu durdurmak
Uzere eklenmigtir ve akabinde hekzan (1x 5 mL, 1x 3 mL) ile iki kez 6zutlenmistir.
Hekzan kurumak Ozere buharlagtinimistir ve kalintilar 0.5 mL hekzan i¢inde tekrar
¢dzinmustir. Kolesterol ester, 2x1 mL hekzan ile ayristirilarak, bir kati faz Amine SPE
kolonun iginden ekstraktin gegirilmesi ile diger maddelerden aynimigtir. Eluat icindeki

radyoaktivite, bir sintilasyon beta sayaci (zerinde belirlenmistir.

HEP-G2 hicrelerinin hazirlanmasina dahil edilen in-vitro toksisite {Gun 1). Bir T75

balonundan HEP-G2 hicrelerinin - glnlik-faz  kdltdrd  alinmistir,  KOHRGOr  ortami
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uzaklastinimisgtir ve hicreler PBS ile yikanmistir. 10 mL kdltir ortami (%S0 DMEM,
%10 etkisiz hale getirilmis FCS, %1 ikinci derecede amino asitler, %1 Pen/Strep) icinde
tripsinizasyon ve yeniden slspansiyondan sonra, konsantrasyon Neubauer/Tripan
mavisi tarafindan belirlenmistir. 100 ul hicreler (10x104 C/mL)/gdz, 96 gézlu F-tabanli
plakalarnn i¢ine déllenmistir. Plaka, 37°C/%5 CO,, %95 H,O'da bir gece inkibe
edilmistir. Inkilbasyon (Gun 1): En yiksek bilesik konsantrasyonunun 700 pL érnedi
kiltar ortaminda hazirlanmigtir. Gézlerin birinci dizisinden ortam uzaklastinimistir ve
200 ul solusyon hiicrelere eklenmistir. Bir seri 1:2 seyreltme serisi yapiimistir ve plaka
37°C/%5 CO, %85 H,O'da 72 saat boyunca inkube edilmisgtir. Yaganabilirlik (Gun 3):
50 pL 3x Nétr Kirmizi Solusyon (100 mL PBS iginde 70 mg Nétr Kirmizi) her bir géze
eklenmistir. Plaka, 37°C/%5 CO,, %95 H,O’da 2 saat inklbe edilmistir ve gézler 200 pL
PBS/gdz ile bir kez yikanmistir, 100 pL etanol her bir géze eklenmistir ve plaka 20
dakika bir karistiricinin Uzerine koyulmustur. Her bir goz iginde adsorpsiyon 540 nm

okunmustur.

Farkh cranlarda fosfolipid ila protein iceren sentetik HDL partiktllerinin dzelliklerinin bir
6zeti, Tablo 8'de saglanir. % iletimi, partikilllerin stabil oldugunu belirtir. Sentetik
partiktllerde mevcut olan fosfolipid seviyeleri azaltildidinda, LCAT dederleri diser. Bu

durum, fosfolipidin LCAT ye yénelik bir sUbstrat olarak islev gérmesi ile tutarhdir.

HPLC-SEC sonugclan, 1:20 ve 1:30 oranlarina sahip partikillerin tek bir simetrik pik
seklinde ayristinldigin belirtir. Daha dusik lipid ila Apo A-l seviyeleri ile sentetik HDL
partiktlleri, 1:5 ve 1:2 oranlarina sahip partiklllerde daha belirgin bir tespit parcasi
icermistir. Ek olarak, ana pikin ayristirma siresi, fosfolipid ila proteinin azaltimasindan
dolayl daha sonradir. Bu, partikGllerin giderek daha kiglk olmaya basladigini belirtir.
Bu boyut degisimi, ayni zamanda Native PAGE sonuclarinda yansitilir, burada distk
bir molekller agirlik bandi, cranin 1:55 ila 1:2 azalmasi nedeni ile, artan bir yogunlukta
gozlenmistir. SDS-PAGE, tim érnekler bakimindan benzer olmustur.

In vitro analiz sonuglari, her bir preparata yonelik hicre yasanabilirlik durumunun 14
gin boyunca stabil kaldidini belirtmistir. Hicreler, en yiksek konsantrasyonda (2
mg/mL) yeniden yapilandirnlan HDL ile inkiibe edildiinde, artan lipid seviyeleri ile

gézlenen hicre yasanabilirliginde kiicuk bir azalma olmustur (Asagiya bakiniz, Tablo 9).
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Tablo 8: Farkli Apo A-l ila fosfolipid oranlari (1:2 ila 1:55) ile sentetik HDL partikillerinin

ozelliklerinin 6zeti.

Ornek Zaman
(giinler)

1:55 =0
t=5
t=14

1:40 t=0
t=5
t=14

1:30  t=0
t=5
t=14

1:20  t=0
t=5
t=14

1:10  t=0
t=5
t=14

15  t=0
t=5
t=14

12 t=0
t=5

t=14

* Bos hicreler, veri elde edilmedigini belirtir,

Apo
{(mg/mL)

21.00

20.74

20.60

21.93

19.79

20.75

18.34

19.32

16.21

16.33

15.15

16.97

14.06

14.59

A-l Protein

{mg/mL)

20.4

Fosfolipid
(g/L)

33.3

Oran Kolat

(g/L}
59 14
o os
0 o4
-
-10 ;).1
. o
;o

LCAT
(%Ref)

78
82
81
51
53
52
37
41
39
28
33
29
27
26
24
23
23
20
20
20

17

lletim
(%)
72.3
70.6
70.6
73.9
72.3
72.2
75.7
741
74.0
76.8
74.8
75.0
76.3
76.5
76.2
77.0
77.2
75.9
77.6
77.8

77.3

Endotoksin
(EU/mg)

3.0
3.2
5.4
2.4
2.7
2.4
2.1
10.1
2.9

0.8

1.9
3.3
2.1
2.5
1.9
1.4
1.4
1.6
1.1

0.8
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Tablo 9: Farkli Apo A-l ila fosfolipid oranlari (1:2 ila 1:55) ile sentetik HDL partikiillerinin
% yasanabilirlik 6zeti.

HDL Konsantrasyonu (mg/mL) 1:2 1.5 1:10 1;20 1:30 1:40 1:55

Ogin 05 97 87 104 95 97 109 97
1.0 105 96 110 101 109 100 105
2.0 101 84 8 93 87 76 77
5gin 0.5 98 89 102 102 100 111 97
1.0 105 100 110 107 108 110 105
2.0 97 87 89 93 94 81 78
14 giin 0.5 97 96 107 103 103 112 103
1.0 106 99 113 107 111 112 108
2.0 95 86 91 97 100 91 78
ORNEK 6

Farkl temizleyiciler kullanillarak yeniden yapilandirilan sentetik HDL partikillerinin

toksisite Uzerine etkisi incelenmistir.

PartikUlleri meydana getirmek izere, Amberlit XAD-2 boncuklar bir gece %20 metanol
icinde inklibasyon tarafindan temizlenmistir ve akabinde 1 M sodyum hidroksit ile dért
kez ve ¢ok ari su ile iki kez yikanarak sterilize edilmigtir. Kullanimdan énce, boncuklar

%7.5 sikroz ile yikanmistir ve bir filtre Uzerinde kurutulmustur.

Sentetik HDL partikilleri, asagidaki yontem yoluyla yapilmistir. Kalinti kolat igeren
dondurularak kurutulmus HDL partikilleri, 30 g/L bir protein konsantrasycnuna YWFI ile
yeniden yapilandinimistir. Amberlit XAD-2 boncuklar (g protein basina 10 g), yeniden
yapilandinlan HDL preparatina eklenmistir ve galkalanarak 3.5 saat 2-8°C’de inkilbe
edilmigtir. Filtrasyon yoluyla boncuklann uzaklagtirlmasindan sonra, bu prosedur
bagka bir Amberlit XAD-2 bencuk miktari (g protein basina 10 g boncuk) ile bir kez
daha tekrar edilmistir. Bu bocuklar akabinde filtrasyon yoluyla uzaklastinimistir ve
temizleyici (kolat, deoksikolat, oktilglukozit, Polisorbat 80) 1 g/L veya 6 g/L olarak nihai

bir temizleyici konsantrasyonu elde etmek Uzere eklenmistir.



10

15

20

25

33

Ornekler akabinde, yukandaki Ornek'te belirlendigi (zere stabiliteye ydnelik test

edilmistir.

Polisorbat 80 preparatlarina yénelik, temizleyici seviyesi fotometrik bir analiz tarafindan
belirlenmigtir. 1000 pL érneklerinin igindeki protein, 5 mL 0.1 M amonyum asetat ile

¢okelmig ve santrifiljleme yoluyla ¢cékeltilmistir.

Slpernatant kurumak lGzere buharlastinimistir ve 1ml sodyum tetraborat tamponu pH
9.1 (ilave 10 mL HCI, ilave 100 mL H,O ile 0.953 g sodyum tetraborat) iginde tekrar
¢ozlinmustur, 4ml TBPE-K solusyonu (1.76 g potasyum Klorid, 0.48 g sodyum
tetraborat, 4800 pL 0.1 M KOH, 5 mL etanol icinde 0.015 g TBPE-K, H20 ile ilave 100
mL) eklenmistir ve 30 dakika bir u¢tan-uca kanstincinin Gzerinde 2.5 ml diklorometan
ile ézitlenmistir. Faz ayrimindan sonra, diklorometan fazinin absorpsiyonu, 611 nm'de

(referans dalga beyu 700 nm) élcOimistir.

Fosfolipid ila proteinin farkli oranlarini igeren sentetik HDL partikillerinin ézelliklerinin
bir 6zeti, Tablo 10°’da saglanir. % iletimi ve LCAT degerleri partiklllerin stabil ve iglevsel

oldugunu belirtir. .

HPLC-SEC sonuglar, tek bir simetrik pik clarak ayristirilan farkli temizleyiciler ile
partiktlleri belirtir. Bu ayni zamanda, Native PAGE'de godzlenen bant modellerinde
yansitiir. SDS-PAGE tim &rnekler bakimindan benzerdir. in vitro analiz sonuglari,
hiicre yasanabilirliinin mevcut olan temizleyici seviyesine bagll olarak dedistigini
belitmistir. Ozellikle, y(ksek temizleyici seviyeleri azalan hicre yasanabilirligi ile
sonuglanmistir. Dederler 6te yandan, 14 glin boyunca stabil kalmistir (bakiniz Tablo
11).

Tablo 10: Farkli temizleyiciler ile sentetik HDL partikiillerinin 6zelliklerinin dzeti

Zama Apo Protei Kol LCA
Fosfoli . Endotoksi
n n A-l n Ora at T LCA lleti
Ornek (@il (mg/m_ (mg/ pid (@ (%Re T nin
inl (mg/m (mg/m n e m

g g om gy gL % (EUimg)

er) L) L) ) f)
Polisorba =0 21.24 2098 37.28 64 - 97 83 654 00

t1gl =5 . _ . - - 97 8 629 00
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Zama Apo  Protei Kol LCA
Fosfoli . Endotoksi
" n A-l n Ora at T LCA lleti
Ornek (giinl (mg/m (mg pid (@l (%Re T hin
un mgim {(ma/m n e m

? o ImIm o) o (EU/mg)

er) L) L) ) f)

=14 22.07 - - - - 103 82 656 00

=0 21.42 2109 3810 65 108 85 638 0.0
Polisorba

=5 - - - - - 114 83 59.2 0.1
t6 g/l

=14 20.71 - - - - 131 94 639 00

=0 21.26 2094 36.42 63 1.3 104 86 685 00
Deoksiko

t=5 - - - - - 103 89 658 090
lat 1 g/L

t=14 23.08 - - - - 113 89 66.2 0.1

=0 19.79 2139 37.82 64 61 113 101 69.0 00
Deoksiko

t=5 - - - - - 118 101 658 00
lat 6 g/l

t=14 2083 - - - - 126 103 641 090

=0 186.33 2139 3538 60 - 91 80 634 00
Oktilgluk

t=5 - - - - - 94 80 578 00
ozit 1 g/L

=14 22.34 - - - - 99 81 627 00
Oktilgluk =0 20.75 2094 3566 62 - 113 93 624 00
ozit6 glL =5 . - - - - 115 94 594 00

t=14 21.9 - - - - 127 102 559 00

=0 2225 2124 38.52 62 14 101 88 682 00
Kelat 1

=5 - - - - - 106 90 656 0.1
a/L

t=14 2254 - - - - 115 86 664 00

t=0 21.54 2113 3466 58 7.2 122 106 67.8 00
Kolat 6 t=5 - - - - - 130 103 66.3 090
a/L

163.
t=14 2243 - - - 140 114 0.0



Giin HDL Kolat Kolat Oktilglukozit Oktilglukozit Deoksikolat Deoksikolat PS80
Konsantrasyonu (1 (6 (1/L) {6g/L) {1g/L) (6 g/L) (1
{mg/mL) g/L) g/L) g/L)

0 0.5 90 90 99 56 98 32 95
1.0 81 72 86 21 76 7 79
2.0 55 32 26 5 39 5 43

5 0.5 88 90 103 56 95 35 97
1.0 80 68 88 18 75 6 83
2.0 58 30 35 5 44 5 41

14 05 N 92 89 56 96 32 95
1.0 84 70 86 17 76 10 85
2.0 56 31 49 5 40 5 44
5

ORNEK 7

10

35

Zama Apo  Protei . Kol LCA .
Fosfoli .. Endotoksi
. n A-l n Ora at T LCA lleti
Ornek (giinl (mg/m (mg pid (@l (%Re T hin
un mg/m {mg/m n e m
° AT ? (EU/mg)
er) L) L) ) f)

* Bos hiicreler veri elde edilmedidin belirtir.

Tablo 11: Farkh temizleyicilerin varhginda sentetik HDL partikiillerinin @ %
yasanabilirliginin dzeti

Sentetik HDL partikblleri, yukarida HDL partikGllerini yeniden yapilandirmak (izere
POPC’nin (NOF Corporation) kullaniimasinin haricinde, ORNEK 5'te agiklandi§ (izere

yapilmistir. Partikiiller akabinde, Ornek 5'te agiklanan yéntemler ile incelenmistir.

Sonuglar, Soya fasllyesi fosfatidilkolin ile yeniden vyapilandirilan sentetik HDL
partikdllerine benzer toksisite dzellikleri gosteren stabil/iglevsel bir Grin belirtir (Tablolar
12 & 13).

PS80
(6
g/L)
74

31

73

25

72

23
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Tablo 12: Sentetik HDL partiktllerinin 6zelliklerinin dzeti

N Zaman Apo A-l Protein Fosfolipid Kolat
Ornek Oran
(gtinler) (mg/mL) {mg/mL) (g/L) (g/L)
t=0 23.27 23.1 32.1 50 1.2
PC, 1:55 t=5 - - - - -
=14 20.90 - - - -
=0 21.55 22.1 30.4 50 1.2
POPC,
=5 - - - - -
1:55
t=14 19.90 - - - -

* Bog hiicreler veri elde edilmedigdin belirtir.

Tablo 13: Farkh fosfolipidlerin = varliginda
5 yasanabilirliginin 6zeti.
HDL Konsantrasyonu (mg/mL)
Ogin 05
1.0
2.0
59in 0.5
1.0
2.0
14 gin 0.5
1.0

20

ORNEK 8

LCAT
(%Ref

85
83
87
151
145

149

sentetik HDL partikillerinin

Soya fasilyesi PC
102

97

63

104

96

62

105

96

60

POPC
101
101
63
113
99

59
112
92

53

iletim
(%)
69.7
69.9
69.9
72.0
73.0

72.2

%

Bulusa ait yeniden yapilandirlan HDL formilasyonlarinin yukselen dozlarinin gtvenligi

10 ve toleransi ve farmakokinetikleri, saghkh géndllilerde tek veya birgok intravendz
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inflzyon tarafindan degderlendirilebilir. Calisma, biri ylikselen dozlarda sentetik HDL
partikillerinin kullanimini ve dideri normal bir salin (%0.9) plasebo karsilastiricinin
kullanimini iceren iki kola sahiptir. infuzyonlar rastgele ve cift kor gergeklestirilecektir.

(Ozne, Arastirmaci ve Sonug dederlendirici).

Saghkl géndlliler, 18 yil ila 55 yil araliginda ve en az 45 kg agdirliginda olacak sekilde
erkek veya kadin olabilir. Diger bir giris kriteri, 18 ve 42.0 kg/m?® arasinda bir vlcut kitle
endeksini (BM) icerir. Hari¢ tutma kriteri asadidaki unsurlan igerebilir: i) klinik olarak
kayda deger tibbi bir durumun, rahatsizidgin veya hastalidin kanit; ii) hepatobiliyer
hastaligin kaniti; iii) klinik olarak ilgili anormal laboratuvar test sonuclarnnin kaniti; ve iv)

alkol veya madde kétiye kullanim gegmisinin kaniti.

Guvenlik ve tolerans, i) inflzyondan sonra 14 gine kadar ilagla ilgili klinik olarak
olumsuz olaylarin sikhd); ve ii) infllzyondan sonra 14 gine kadar karaciger fonksiyon
testlerinin dlgllmesi tarafindan (6rnedin, alanin aminotransferaz (ALT) veya aspartat
aminotransferazin (AST) ylkselmesi) Olcllecektir. Farmakokinetik bilgi, sentetik HDL
partikillerinin infGzyonundan sonra 10 glne kadar olcUlebilir. Belirli &lgimler,

lipoprotein plazma seviyelerinin belirlenmesini icerecektir.

SONUG

Bulusun bir rHDL formilasyonu ve hir CSL111 formilasyonunun ddzenlemeleri,
bulugun rHDL formilasyonunun biyolojik aktiviteyi korurken, toksisite profilini gelistirip
gelistirmedigini test etmek Uzere degerlendirilmistir. Bulusun rHDL formilasyonunu,
1:40 veya 1:55 olarak azalan bir Apo-Al ila PC oranina sahiptir, 6te yandan CSL111
1:150 olan bir orana sahiptir. Ek olarak, ilave saflagtirma girisimleri, formilasyonda
biuyik olgide bir kolat azalmasina yol agmistir. Sonug olarak bulusun rHDL
formilasyonunu, CSL111 ile kiyaslandiginda azalmis bir hepatik toksisite gésterir.
Onemli olarak, aktif bilesene benzer bir maruz kalma durumu belirterek, her iki

formilasyona yonelik Apo-Al serum seviyeleri benzer olmustur (bakiniz Tablo 7).

Spesifikasyon genelinde amag¢, bulusun, ézelliklerin herhangi bir dizenleme veya
spesifik bir koleksiyona sinirlandirmaksizin bulusun tercih edilen dizenlemelerinin
agiklanmasidir. Meveut bulustan sapilmaksizin agiklanan ve gdsterilen dizenlemelere

cesitli dedisiklikler ve modifikasyonlar yapilabilir.
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