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OZET
ALFA-MELANOSIT UYARICI HORMONLARIN PEPTID ANALOGLARI

Burada saglanan, melanokortin 1 reseptériine (MC1R) ydnelik olarak segicilige sahip
olan natif alfa-melanosit uyarici hormonun {a-MSH) stabil peptid analoglandir. Ayni
zamanda burada sadlanan, bu analoglarin MC1R igeren tibbi ve veterinerik
durumlarinin tedavisinde kullaniimasinin yontemlerinin yani sira, a-MSH peptid

analoglarinin farmasotik preparasyonlaridir.
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iISTEMLER

Melanokortin 1 reseptoruna (MC1R) segici bir sekilde baglayan bir bilegik veya
bunun farmasédtik olarak kabul edilebilir bir tuzu olup, ézelligi s6z konusu

bilesigin agsagidaki diziye sahip clan bir polipeptidi icermesidir;

Xaa, Xaa; Xaaz Xaas Xaas Xaag Xaar Xaas Xaag Xaaqo Xaa1 Xaaz Xaas,
burada

Xaa, D-Valdir;

Xaas, D-Pro’dur;

Xaas, D-Lys, D-Orn veya D-Nle'dir;

Xaa,, Gly'dir;

Xaas, D-Trp, D-3-benzotienil-Ala, D-5-hidroksi-Trp, D-5-metoksi-Trp veya D-
Phe'dir;

Xaas, D-Arg’dir;

Xaaz, D-Cha, D-Phe, D-4-floro-Phg, D-3-piridil-Ala, D-Thi, D-Trp veya D-4-nitro-
Phe'dir;

Xaas, D-His'dir;

Xaas, D-Glu, D-Asp, D-sitrdlin veya D-Ser'dir;

Xaaqo, D-Met, D-bltiyonin veya D-lle’dir;

Xaai1, D-Ser veya D-lle’dir;

Xaaiz, D-Tyr veya D-Ser'dir; ve

Xaaqs, D-Serdir.

istem 1’e gbre bilesik veya bunun farmasétik olarak kabul edilebilir bir tuzu olup,
Ozelligi s6z konusu bhilesigin asadidaki diziye sahip olan bir polipeptidi

icermesidir;

Xaa. Xaaq: Xaaz Xaa; Xaas Xaas Xaar Xaas Xaag Xaa, Xaaq Xaaz Xaais,
burada

Xaa+, D-Val'dir;

Xaaz, D-Pro’dur;

Xaas, D-Lys, D-Orn veya D-Nle'dir;

Xaa., Gly'dir;

Xaas, D-Trp'dir;
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Xaag, D-Arg'dir;

Xaaz, D-Cha, D-Phe veya D-Thi'dir;
Xaas, D-His'dir;

Xaay, D-Glu veya D-Ser'dir;

Xaasg, D-Met, D-bltiyonin veya D-lle’dir;
Xaaq1, D-Ser veya D-lle’dir;

Xaaiz, D-Tyr veya D-Ser'dir; ve

Xaass, D-Ser'dir.

istem 1 veya 2'ye gére bilesik veya bunun bir farmasétik olarak kabul edilebilir
tuzu olup, dzelligi s6z konusu bilegigin asagidaki diziye sahip olan bir ¢cekirdek

tetrapeptidini icermesidir;

D-Trp D-Arg Xaa D-His (SEQ ID NO: 2),
burada
Xaa, D-Cha veya D-Phe'dir.

istemler 1-3'ten herhangi birine gére bilesik veya bunun bir farmasétik olarak
kabul edilebilir tuzu olup, ézelli§i s6z konusu bilesidin asagidaki diziye sahip

olan bir C-terminal polipeptidini igermesidir;

D-Ser D-lle D-lle D-Ser D-Ser (SEQ ID NO: 3).

Melanokortin 1 reseptdrini (MC1R) secici bir sekilde baglayan bir bilesik veya
bunun bir farmasétik olarak kabul edilebilir tuzu olup, 6ézelligi s6z konusu

bilesigin asagidaki diziye sahip olan bir polipeptidi icermesidir:

D-Vatl D=Pra D1 ys Gly D=Tep D= Arg 1-Clan D=His D-Glu D=Met D=Ser D-ive D-
Ser:

D=V D-Pro 13145 Gly D-Trp 13- A0p [-Phe D-Are D-Gla D-Me D=Ser =T D-
ser

D-Val D-Pro DRLvs Gy =T D-Are D-Phe D-Hhis D-Glu D- batiyorun D-Ser 1D-
Tar D-Ner

D-NVal D-Poo D-T v D-Gly - Trp D-Arg D-Phe D-Hix T3-Ser D-1e D-[1e D-Ser D-
Sery
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D-Val D-Pro D-Lys Giy D-Trp D-Arg D-Cha D-His D-Glu D- butiyonin 1)-Ser D-
Ive D-Ser

DA Py Yoy bip Iy oy PhPhe Y EEe D ik Y N e 1S 10 - ]
N ey

D=Vl D-Pro D-Fas Gly D-Trp D-Arg D-Pac His D-GLa 13N et D-Ser D-byr D-

Ser

istemler 1-5'ten herhangi birine gbre bilesik olup, &zelli§i séz konusu

polipeptidin PEGile edilmesidir.

. Istemler 1-6’dan herhangi birine gére bilesik olup, 6zellidi séz konusu bilesigin

asagidaki dzelliklerden en azindan birini sergilemesidir:

MC1R'yi secici bir sekilde aktive etme kabiliyeti;
in vitro plazmada stabilite; veya

proteaz bozulmasina direng.

istemler 1-7'nin herhangi birine gére bilesik olup, dzelligi $6z konusu bilesigin
MC1R'yi secici bir sekilde baglamasi, ancak MC3R, MC4R veya MC5R'yi

baglamamasidir.

istemler 1-8'in herhangi birine gore bilesik olup, ézelligi bir ilag olarak kullanima

yonelik olmasidir.

istemler 1-9'un herhangi birine gére bilesik olup, dzelligi s6z konusu bilesigin bir

biyolojik olarak aktif parcaya konjluge edilmesidir.

Bir farmasotik bilesim olup, ozelligi istemler 1-10'un herhangi birine gdre olan

bilesidi ve bir farmasétik olarak kabul edilebilir eksipiyani igermesidir.

istem 11'de talep edildigi gibi farmasétik bilesim veya istemler 1-10'un herhangi
birine gore bilesik olup, ozelligi enflamasyon, otoimmun hastalik, melanom,
nakil reddi azaltma ve nakil reddi inhibisyonundan clugsan gruptan secilen bir

durumun tedavisinde kullanima ynelik olmasidir.
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istem 12'ye gére kullanima yénelik olarak farmasétik bilesim veya bilesik olup,
ozelligi s6z konusu otoimmun hastalik veya durumun asagidakilerden olusan
veya bunlardan biri ile iligkili gruptan segilmesidir: multipl skleroz, diyabet tip |,
aplastik anemi, Grave hastaligi, ¢dlyak hastaliyl, Crohn hastahd, lupus, artrit,
osteoartrit, otoimmun Gveit, myastenia gravis, enflamatuar bagdirsak hastaligi,
romatoid artrit, alerji, ateroskleroz, sedef hastali§i, gastrit ve iskemik kalp

hastaligi.

Bir farmasétik olarak kabul edilebilir eksipiyan ve bir konjugatin bir terapdtik
olarak etkili miktarini igceren bir farmasdtik bilesim olup, 6zelligi melanomun
tedavisinde kullanima yonelik olarak bir anti-timdr yikiane konjuge edilmis

istemler 1-10’dan herhangi birine gére olan bilesigi icermesidir.

istem 14%e gére kullanima yénelik farmasétik bilesim olup, dzelligi s6z konusu
anti-timor  yokindn, bir radyoniklid, bir radyo duyarhlastinic), bir 11k

duyarhlastirici, bir kemoterapotik ajan veya bir toksin olmasidir.
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TARIFNAME
ALFA-MELANOSIT UYARICI HORMONLARIN PEPTID ANALOGLARI

Teknik Saha

Bulus, istemlerde tanimlandigi gibi peptid analoglan ile ilgilidir. Ozellikle, bulug, bu
analoglarin tibbi ve veterinerlik durumlannin tedavisinde kullanimi ile oldugu kadar,
melanokortin 1 reseptdriine (MC1R) yonelik segicilije sahip olan natif alfa-melanosit

uyarict hormonun {a-MSH) peptid analoglari, bunun farmasétik preparatlari ile ilgilidir.

Alt Yapi Teknigi

Néropeptidler, vicut boyunca genis capta yayllmis ve ndrotransmiterden blylme
faktdriine varan fonksiyonlara sahip olan biyolojik clarak aktif kiiciik peptidlerdir. Birgok
kanit néropeptidlerin anti-enflamatuar kapasitelere sahip oldugunu godstermistir. Cogu
noropeptid arasinda olanlar melanokortin (MC) reseptorlerine baglanir ve bunlan
uyaran melanokortik peptidlerdir (melanokortinler). Bir melanokortinin bir 6rnedi, asil
olarak periferal pigmentasyonu dilzenleme kabiliyeti ile bilinen, fakat ayni zamanda
anti-enflamatuar ve immuinodilzenleyici kapasitelere de sahip oldugu bilinen a-
melanosit uyarici hormonu {a-MSH) icerir. a-MSH ndropeptid birkag organda tespit
edilmigtir ve noéronlar, hipofiz bezi, badirsak, cilt ve bagisiklik hiicreleri tarafindan

Uretilir.

a-MSH'nin  immunadizenleyici kapasiteleri, hapten-spesifik toleransin a-MSH ile
enjeksiyonla indiklendigi ve bakteriyel endotoksin aracili enflamasyonu baskiladigi
temas asin duyarhhk modellerinde gdsteriimigtir.  Aymi zamanda, o-MSH'nin,
enflamatuar bagirsak hastaligi, artrit ve deneysel kalp nakli gibi godu hayvan hastalig
modelinde terapdtik aktiviteye sahip oldugu da gdésterilmistir. Beyin iltihabi, bdbrek
hasan ve karaciger iltihabinin diger hayvan modelleri, bu ndropeptid ile anti-
enflamatuar etkiler gostermistir. a-MSH TNF-a, IL-6 ve IL-1 gibi pro-enflamatuar
sitokinlerin Uretimini baskilar ve makrofaj ve enflamatuar bdlgelere nétrofilin gogiini
azaltan kemokinleri inhibe eder. Nitrik oksit (NO), ¢esitli iltihap formlarina yénelik bir
ortak aracidir. Endotoksinle uyariimis makrofajlar ve nétrofiller tarafindan NO
sentezinin ayni zamanda a-MSH tarafindan inhibe edildigi de gdsterilmigtir. Sitokin

Uretimi Gzerindeki etkilerine ilave olarak, a-MSH, monositler ve antijen sunumunu ve
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ortak stimillasyonu etkileyen dendritik hiicreler Gzerindeki MHC sinif |, CD86 ve CD40
ekspresyonunu azaltarak didzenler. a-MSH'nin ayni zamanda, immuan baskilayici
etkilerde bir énemli bilesen olduguna inanillan monositlerde interldkin 10 (IL-10)

olusumunu arttird1gi da bilinir.

a-MSH'nin imminod(izenleyici etkilerinin molekiiler mekanizmalarinin tam olarak
anlasiimamasina ragmen, a-MSH'nin bir potansiyel hareket mekanizmasi, hiicrelerdeki
niikleer faktor-kB aktivasyonunu inhibe etme kabiliyetidir. NF-kB'nin inhibisyonu,
makrofajlar tarafindan pro-enflamatuar sitokin Gretiminin ve nitrik oksit sentezinin bir
baskilanmasi ile sonuglanir. a-MSH, bir G-proteinine-bagl reseptér grubuna ait olan
spesifik reseptdrleri yedi transmembran domeni ile baglayarak fonksiyon gosterir. Bu
reseptdrler a-MSH'nin baglanmasinin NF-kB'yi inhibe ettigi makrofajlar uzerindeki
melanokortin 1 ve melanokortin 3 reseptorlerini (MCR-1 ve MCR-3) igerir. a-MSH'nin
immuinodizenleyici etkilerinin ¢ogu ayni zamanda cAMP’nin birikmesi yoluyla da
aracilik edilir. a-MSH'nin melanokortin reseptdrlerine baglanmasi, IkB'nin bozulmasini
baskilayabilen ve bu nedenle NF-kB translokasyonunu ve nitrik oksit Gretimini inhibe

edebilen cAMP seviyelerini arttirir.

a-MSH'nin baglandigi ve uyardi§gi MC1 reseptorleri, ¢esitli anti-enflamatuar ve
imminodlizenleyici yanitlarda kapsanmistir, Bes tip melanokortin  reseptor(
tanimlanmistir, MC1-MC5. MC1-reseptdrlerinin, melanositlerde, melanom hicrelerinde,
makrofajlarda, nétrofillerde, glioma hiicrelerinde, astrositlerde, monositlerde, endotel
hicrelerinde, beyin, testis ve yumurtahgin belirli alanlarinda mevcut oldugu
bulunmustur. MC1 reseptdrlerini uyarmak Uzere ve etkili anti-enflamatuar ve
imminodizenleyici yanitlari tretmek Gzere bilesikler ve yontemlerde devam eden ilgi

kalir.

W02005120588 A2, amino asitlerin hepsinin D-formunda oldugu VPKGWRFHE, S-K
(DOTA) S peptidi agiklar. Bununla birlikte, s6z konusu peptid, mevcut bagvuruda talep

edilen peptidlerden C-terminal aming asit kalintilari bakimindan farkhhk gésterir.

Bulusun Kisa Aciklamasi

Mevcut bulug, istemler tarafindan tanimlanir. Istemlerin kapsami digina disen herhangi

bir dava konusu yalnizca bilgiye yénelik olarak saglanir.
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Aciklamadaki tedavi ydntemlere herhangi bir referans, terapiyle insan veya hayvan
vicudunun tedavisine yonelik bir yontemde kullanima yénelik olarak mevcut bulugun

bilesiklerini, farmasotik bilesimlerini ve ilaclarini refere eder.

Burada saglanan, melanokortin 1 reseptorinid (MC1R) segici bir sekilde baglayan bir
biiyiik dlgiide saf bilegiktir, s6z konusu bilegik His Xaa: Arg Trp (SEQ ID NO:1) veya D-
Trp D-Arg Xaa: D-His (SEQ ID NO:2) dizisine sahip olan bir gekirdek tetrapeptid igerir;
burada Xaa:, D-Cha, D-Phe veya Cha'dir ve Xaay, D-Cha, D-Phe veya Phe; veya
bunun bir farmasdtik olarak kabul edilebilir tuzudur. Bazi dizenlemelerde, C-terminal
dizisi D-Ser D-lle D-lle D-Ser D-Ser'dir (SEQ ID NO:3).

Ayrica hurada sadlanan, melanokortin 1 reseptdriind (MC1R} segici bir sekilde
baglayan bir blyuk élglide saf bilesik veya bunun bir farmasdtik olarak kabul edilebilir

tuzu olup, séz konusu hilesik asagidaki diziye sahip clan bir polipeptid icerir:

Xaa Xaaz Xaaz Xaas Xaas Xaae Xaay Xaas Xaas Xaa, Xaa, Xaaz Xaass,

burada Xaa D-Val, D-Ala veya D-Lys’dir;

Xaaz D-Pro, D-Ala veya D-Lys'dir;

Xaa; D-Lys, D-Crmn, D-Nle, D-Ala veya D-Lysdir;

Xaas Gly veya D-Ala’drr;

Xaas D-Trp, Trp, D-3-benzotienil-Ala, D-5-hidroksi-Trp, D-5-metoksi-Trp, D-Phe veya
D-Ala’dir;

Xaags D-Arg, D-His veya D-Ala’'drr;

Xaa; D-Cha, D-Phe, Phe, D-4-floro-Phg, D-3-piridil-Ala, D-Thi, D-Trp, D-4-nitro-Phe
veya D-Ala’dr;

Xaag D-His, His, D-Arg, Phe veya D-Ala’dir;

Xaag D-Glu, D-Asp, D-sitrllin, D-Ser veya D-Ala'dir;

Xaaip D-Met, D-bitiyonin, D-lle veya D-Ala’dir;

Xaaq D-Ser, D-lle veya D-Ala’dir;

Xaaiz D-Tyr, D-Ser veya D-Ala’dir;

Xaaiz D-Ser veya D-Ala’dr;

burada, Xaa:.s'Un timunin D-Ala oldudu durum haricinde birden fazla Xaai.13 D-Ala

degildir ve birden fazla Xaai-13 bir L-amino asit degildir.
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Yine bagka bakis acisinda, burada saglanan asagidaki diziye sahip olan bir polipeptidi
iceren bir buyuk él¢ide saf bilesik veya bunun bir farmasoétik olarak kabul edilebilir

tuzudur;

D-Val D-Pro 13-1 vs Gy D=Trp D= Phe D-His D-Ser DD D-Te D-Ser D-
~r(SEQID NO 4.

D-Val D-Pro D-Lys Gly D-Trp D-Arg D-Cha D-His D-Ser D-He D-Jle D-Ser
D-Ser (SEQID NO: 5)
Ser Tyr Ser Met Glu His Cha Arg Trp Gly Lys Pro Val (SEQ ID NO:6); veya
D-Val D-Pro D-Lys Gly D-Trp D-Arg D-Phe D-His D-Glu D-Met D-Ser D-Tyr D-Ser
(SEQ ID NO:7).

Bazi diizenlemelerde, burada sadlanan polipeptidler PEGile edilmistir.

Bazi diizenlemelerde, burada sadlanan bilesikler bir biyolojik olarak aktif parcaya

konjuge edilebilir.

Bazi dizenlemelerde, burada sadlanan bilesikler MC1R'yi segici bir sekilde badlar.
Bazi dlzenlemelerde, bilegikler asadidaki ozelliklerden en azindan birini sergiler:
MC1R'yi secici bir sekilde aktive etme kabiliyeti, in vifro plazmada stabilite ve proteaz

bozulmasina direng.

Bir bakig acgisinda, burada saglanan, burada saglanan buyuk 6lgide saf bilesiklerden
herhangi birini ve bir farmasétik olarak kabul edilebilir eksipiyani iceren bir farmasétik

bilesimdir.

Baska bakis agisinda, burada saglanan, buna ihtiyaci olan bir denekteki bir otoimmdin
hastaligin veya durumun tedavi edilmesinin, s6z konusu denege bir farmasotik olarak
kabul edilebilir eksipiyan ve burada sadlanan bir bilegigin bir terapdétik olarak etkili
miktarini iceren bir farmasétik bilesimin uygulanmasini iceren bir ydntemidir. Bazi
duzenlemelerde, otoimmun hastalik veya durum multipl skleroz, diyabet tip |, aplastik
anemi, Grave hastalidi, ¢dlyak hastaligi, Crohn hastalidi, lupus, artrit, osteoartrit,

otoimmuin Gveit ve miyastenia gravisinden olusan gruptan segilir.
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Yine bagka bakis agisinda, burada sadlanan, buna ihtiyaci olan bir denekteki iltihabin
tedavi edilmesinin, s6z konusu denege bir farmasdtik olarak kabul edilebilir eksipiyan
ve burada saglanan bir bilesigin bir terapdtik olarak etkili miktarini iceren bir farmasétik
bilesimin uygulanmasini iceren bir yontemidir. Bazi dlzenlemelerde, iltihap, iltihaph
bagirsak hastaligi, romatoid artrit, alerji, ateroskleroz, sedef hastaligi, gastrit ve iskemik

kalp hastaliindan olugsan gruptan segilen bir hastalik ile iligkilidir.

Bir bakis agisinda, burada saglanan, buna ihtiyaci olan bir denekteki transplant reddini
azaltmak veya inhibe etmek Uzere soz konusu denede bir farmasotik olarak kabul
edilebilir eksipiyan ve burada saglanan bir bilegidin bir terapdtik olarak etkili miktarin

iceren bir farmasotik bilesimin uygulanmasini iceren bir yontemdir.

Baska bakis agisinda, burada sadlanan, buna ihtivaci olan bir denekileki melanomu
tedavi etmek (zere s6z konusu denede bir farmasotik olarak kabul edilebilir eksipiyan
ve burada saglanan bir bilesigin bir terapotik olarak etkili miktarini igeren bir

farmasétigin uygulanmasini igeren bir yontemdir.

Yine bagka bakis acisinda, burada saglanan, buna ihtiyaci olan bir denekte melanomu
tedavi etmek Uzere, soz konusu denege bir farmasatik olarak kabul edilebilir eksipiyan
ve bir anti-timdr yikine konjuge edilmis burada saglanan bir bilesigi iceren hir
konjugatin bir terapdétik olarak etkili miktarini igeren bir farmasotigin uygulanmasini
igeren bir yontemdir. Anti-timor yika bir radyonudklid, bir radyo duyarlilastinc, bir 1sik

duyarhlasgtirici, bir kemoterapotik ajan veya bir toksin olabilir.

Bir bagka bakis acisinda, burada saglanan, burada saglanan bir bilesigin farmasotik

bilesimini ve istege bagh olarak kullanima yonelik talimatlar iceren bir kittir.

Sekillerin Kisa Aciklamasi

Sekil 1, Gveitin natif a-MSH tarafindan azalmasini gosterir. Sekil 1A, klinik puanlar 2-3
oldugunda, glnlik natif a-MSH (100 pg/fare) IV ile tedavi edilen B10.RIIl farelerden
gelen verileri gosterir. Uveit, tedavi edilmemis kontral ile karsilastinldiginda énemli
Olgiide azaltilmistir (p <0.01). $ekil 1B, klinik puanlar 1-2 (n=5) oldugunda guinliik natif
a-MSH (100 ugffare) IP veya deksametazon IP (0.2 mg/kg veya 2.0 mg/kg) ile tedavi
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edilmis B10.RIll farelerden gelen verileri gdsterir. Tedavi baslangicindan sonra retinal

iltihap azaltlmistir (p <0.05). Yildiz isareti, kontrolden gelen énemli farkliliklar gosterir.

Sekil 2, ge¢ asama hastalidinda Oveitin Rl a-MSH ve natif a-MSH ile dizelmesini
goOstermektedir. EAU, B10.RIll farelerinde indiklenmistir ve 100 pg/fare natif a-MSH, R
a-MSH veya PBS, fareler ge¢ asamal hastaliga ulastiginda (3 puan) gunlik, i.v., 12
ginde uygulanmistir. Sekil 2A, natif a-MSH veya retro-Rl a-MSH ile tedavi edilen
farelerden gelen verilerin PBS kontrol fareleri ile kargilastinldiginda, iveit hastalhdi goz
puanlarinda azalma gdsterdigini gosterir. Sekil 2B, EAU indiksiyonundan sonraki 18.
gunde her bir gruptaki farelerin bireysel maksimum g6z puanlarini gbsterir (n=8). Yildiz

isareti gruplar arasindaki énemli farklan gésterir {(p <0.05).

Sekil 3, a-MSH veya Rl a-MSH ile tedavi edilen hayvanlardan retina géruntulerini ve
bireysel gdz puanlanni goésterir. EAU, B10.RIIl farelerde induklenmistir ve gunlik i.v.
100 pgffare natif a-MSH, Rl a-MSH veya PBS ile tedavi, fareler ge¢ asamadaki
hastaliga ulastiginda 13. glinde baslamistir. 13 glinlik tedaviden sonra her bir gruptan
medyan gdz puanlarini temsil eden retinalarin fundoskopik goértntileri gosterilir (n=11).
Bir 3'luk g&z puanina sahip olan PBS ile tedavi edilen fare, gdziin birkac kadraninda
iltihaph lezyonlan ve optik sinire yakin vaskulitleri gdsterir (Sekil 3A). 1'lik géz
puanlarina sahip a-MSH ve Rl a-MSH ile tedavi edilmis fareler sadece optik sinir
gevresinde iltihaba sahip Gveit ¢dzundrluguny gosterir (sirasiyla, Sekiller 3B ve 3C).
Retinalar her bir gruptan medyan gdz puanini temsil eder. Tedavi sonrasi 13. ginde
her bir gruptaki farelerin bireysel goz puanlar grafikte gosterilir. Yildiz isareti gruplar

arasindaki dnemli farklan gésterir (p<0.01).

Sekil 4, EAU'da RI a-MSH ve natif a-MSH ile tedavi edilmis farelerin histapatolojisini
gOsterir. Disi B10.RIIl fareleri EAU'yu indUklemek Gzere IRBP + CFA enjekte edilmistir.
Fareler, fareler 3 gbz puanina ulastiginda ginlik i.v., 100 pg/fare retro-inverso a-MSH,
natif a-MSH veya PBS ile tedavi edilmistir. Rl a-MSH veya a-MSH ile tedavi edilen
farelerin grubu okuler enflamatuar yanitini (p<0.05) duzeltmistir. Fotograflar, tedavinin
baglangicindan 10 giin sonra, PBS (Sekil 4A), a-MSH (Sekil 4B) ve Rl a-MSH (Sekil
4C) ile tedavi edilen fare gruplarindan medyan goz puanlarini temsil eden gozlerin bir

hematoksilin ve eozin boyamasini gosterir. Bayime, 100X'tir.
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Sekil 5, bir kanistinlmis peptid kontrolll ile karsilastirildiginda retro-inverso a-MSH'nin
intraperitoneal gunluk dozunun uGveit Uzerindeki etkisini gdsterir. B10.RIl fareleri,
gunlak 100 pg Rl a-MSH veya hastalik indUksiyonundan 11 gun sonra bir karigtinlmig
D amino asit peptid kontroll ile intraperitoneal enjeksiyonlarla tedavi edilmistir. Veriler
Rl a-MSH (n=4) ve kanstinlmis kontrol peptidi (n=5) ile tedavi edilen fare gruplarinin
klinik ortalama g6z puanlanm gdsterir. Fareler bir toplam 13 gun tedavi edilmigtir.
Veriler iki deneyin temsilcisidir. Yildiz isareti, gruplar arasindaki énemli farklari gosterir
(p<0.04).

Sekil 6, Rl a-MSH'nin retina iltihabinin tedavisindeki etkinligini gdsterir. B10RII fareleri,
klinik puanlar 4 oldugunda gunlik IP enjeksiyonlan ile Rl a-MSH (3, 10 veya 100
Hg/fare) ile tedavi edilmistir. Karistinlmig peptid kontrolil ginltk 100 pg/fare ile enjekte
edilmigtir. Grafik zaman igindeki klinik puanlar gosterir. Azaltilmis retina iltihabi, 100
veya 10 ug/fare ile tedavinin baslamasindan sonra gézlenmistir. Daha disik bir Rl a-
MSH dozu (3 pg/fare) veya PBS veya kontrol kanstirnlmis peptid (n=4) ile tedavi edilen
farelerde sinirh faydah klinik tepkiler gozlenmistir. Yildiz isareti gruplar arasindaki

dnemli farklan gosterir (p<0.05).

Sekil 7, Rl a-MSH'nin murin melanom hucrelerinde cAMP Gretimi Uzerindeki etkisini
gosterir. cAMP, B16-F1 melanom hiicrelerinde, natif a-MSH, retro-inverso a-MSH veya
karistinimis kontrol peptidi ile 0.01 ng/ml - 1000 ng/ml konsantrasyonlarda tedaviden
sonra Olgllmuastir. Sekil 7A, natif o-MSH ve Rl a-MSH'nin her ikisinin de cAMP
seviyelerini 6nemli dlgude arttirdigini gosterir. cAMP'yi Glgmek Gzere kullanilan
kontroller bir 100 pM konsantrasyonda forkolin icermistir. Sekil 7B, alanin tarama
verilerini gosterir. 1 pg/ml'de Rl a-MSH'nin alanin sibstitie edilmis peptidleri murin
B16-F1 melanom hiicre hattinda cAMP seviyelerindeki artiglara yonelik olarak test
edilmistir. Veriler iki deneyin temsilcisidir. Dizi listesi Tablo 1'de bulunabilir. Yildiz isareti

gruplar arasindaki dnemli farklar gésterir (p<0.01).

Sekil 8, MOG indikli EAE'min hastalik seyrini gosterir. EAE, C57BL/6 farelerinde, bir
MOG35-55 peptidi (200 pg/fare) ve CFA emdlsiyonunun enjeksiyonu ile indlklenmistir.
Pertusis toksini 0. glin ve 2. ginde enjekte edilmigtir. Gunldk i.p. 100 yg/fare a-MSH,
Rl a-MSH veya PBS ile tedavi 10. giinde baslamistir. $ekil 8A, ginlik kaydedilen
klinik hastalik puanlarini gosterir. $ekil 8B, hastalk indiksiyonundan sonra 20. ginde

her bir gruptaki bireysel hastalik puanlarini gosterir.
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Sekil 9, Rl a-MSH tarafindan ortalama EAE hastahdi puanlarinin azaldigini gosterir.
EAE, C57BL/6 farelerinde, MOG35-55 peptidi (200 pg/fare) ve CFA emilsiyonu ile
enjeksiyonlarla indiklenmistir. Pertusis toksini 0. glinde ve 2. giinde enjekte edilmistir.
Gulnlik i.p. 100 pg veya 30 upgffare o-MSH veya Rl a-MSH, 2 mg/kg deksametazon
veya PBS ile tedavi 10. Ginde baslamistir. Klinik hastalik puanlan ginlik
kaydedilmigtir.

Sekil 10, Rl a-MSH ile tedavi edilen farelerin omurilik histolojisini gdsterir. EAE,
C57BL/G farelerinde, bir MOG35-55 peptidi (200 ug/fare) ve CFA emilsiyonunun
enjeksiyonu ile indiklenmistir. Pertusis toksini 0. ginde ve 2. ginde enjekte edilmigtir.
Gunlik i.p. 100 pgffare RI a-MSH ile tedavi 10. giinde baslamistir. Spinal kord, hastalk
indUksiyonundan sonra 24. Ginde toplanmistir. Her bir gruptan iki temsili fare gosterilir;
PBS ile tedavi edilmis (Sekiller 10a ve 10¢) ve Rl a-MSH ile tedavi edilmis (Sekiller
10b ve 10d). Cklar, iltihapl hicre infiltrasyon bolgelerini gosterir.

Sekil 11, EAE'nin hastalik fazi sirasinda MOG peptid ile hazirlanmig farelerin
dalagindaki TNFa ve IL-10 mRNA miktarini gbsterir. Fareler 0. ginde 200 pg MOG
peptidi ile hazirlanmistir ve 10-15 glnlerde gunluk PBS, a-MSH (100 pg) veya Rl a-
MSH (100 pg) ile tedavi edilmigtir. Dalaklar, tedavinin baglangicindan sonra 1. (Sekiller
11a ve 11b), 4. (Sekiller 11c ve 11d) ve 7. (Sekiller 11e ve 11f) Ginlerde toplanmigtir
ve TNFa ve IL-10 mRNA ekspresyonuna yonelik olarak kantitatif PCR ile analiz
edilmigtir. Veriler, her bir tedavi grubunda 4 farenin ortalamasini gdsterir. RNA

seviyeleri B-aktin'e normalize edilir.

Sekil 12, MOG 35-55 peptidine yeniden cadirma yanitini gbésterir. Fareler, 0. glinde
200 pg MOG35-55 peptidi ile hazirlanmigtir. 2-8. Glnlerde fareler, i.p. PBS, 100 pg a-
MSH veya 100 yg Rl a-MSH (n=5) ile enjekte edilmigtir. 9. glinde dalak (Sekil 12a) ve
lenf dGgimua (Sekil 12b) hicreleri toplanmigtir ve in vitro 25 pg/ml MOG35-55 peptidi
veya OVA peptidi ile uyanimistir. Hicreler [3H] timidin ile 3. glnde kiltirde
nabizlanmistir. Veriler ortalama + SD'yi gdsterir. SUpematant, 24 saat sonra MOG
peptidi ile uyarilmis dalak hicre kdlturlerinden toplanmistir ve sitokin TNF-a ve IFNy
(Sekil 12¢} ve MCP-1 (Sekil 12d) seviyeleri akis sitometrisi ile analiz edilmistir. Veriler

ortalama = SD’yi gosterir. Natif fareler MOG peptidi hazirlanmamigtir.



10

15

20

25

30

35

Sekil 13, MOG prime edilmis farelerde Rl a-MSH isleminden sonra serum ve dalaktaki
sitokin profillerini  gosterir. Fareler, 0. ginde 200 pg MQOG35-55 peptidi ile
hazirlanmigtir. 2-8. Gunlerde fareler i.p. PBS, 100 yg a-MSH veya 100 pg Rl a-MSH
(n=5) enjekte edilmistir. 9. glinde dalak ve serum toplanmigtir. $Sekiller 13a ve 13b,
sirasiyla gercek zamanl PCR ile &lgllen dalaktaki TNF-a ve IL-10 mRNA seviyelerini
gosterir. Veriler, her bir tedavi grubunda 4 farenin ortalamasini gosterir. RNA seviyeleri
B-aktin’e normalize edilir. Serum ayni zamanda sitokin seviyelerine yonelik olarak akim
sitometrisi ile de analiz edilmistir. Sekil 13¢, TNF-a, MCP-1, IL-6 serum seviyelerini
gosterir ve $Sekil 13d, IL-10 ve IL-12 serum seviyelerini gosterir. Natif fareler MOG

peptidi ile hazirlanmamistir. Veriler ortalama £ SD'yi gdsterir.

Sekil 14, a-MSH ve RI o-MSH'nin makrofaj markérleri Gzerindeki etkisini gdsterir.
Fareler, in vivo MOG peptidi ile hazirlanmigtir ve gunlik 1-7. ginlerde a-MSH veya Rl
a-MSH (100 pgffare) ile tedavi edilmistir. Splenik makrofajlar, CD14, CD40 ve CD86'nin
ekspresyon seviyelerine yonelik olarak akis sitometrisi ile analiz edilmistir. Hlcreler,
CD11b* (Sekil 14a) veya F4/80° (Sekil 14b) makrofaj hicre popillasyonu (zerine
araliklandinlmistir. Veriler, araliklandinlmis makrofaj populasyonunun ortalama pozitif

yizdesinin her ikisini de gésterir (n=5).

Sekil 15, peritoneal makrofajlar {Sekil 15a) ve dalagin (Sekil 15b) her ikisinde de
MmMC1R mRNA seviyelerinin bir LPS indUkli artigini gosterir. C57BL/6 fareleri {n=4)
i.p. LPS ile (1 pg/fare) enjekte edilmistir. Peritoneal makrofajlar ve dalak, 0.5 saat, 1
saatve 24 saat toplanmistir. mMMC1R mRNA seviyeleri gergek zamanh PCR ile

olculmustir. RNA seviyeleri 18 s'ye normalize edilmistir.

Sekil 16, MSH'nin etkisinin bir in vivo LPS iltihap modeli oldugunu gosterir. C57BL/6
fareleri 1 pg LPS ile, i.p. enjekte edilmistir. 30 dakika sonra, fareler Deksametazon (2
mg/kg) ve a-MSH ($ekiller 16a-16¢) veya Rl a-MSH analog 891 (Sekiller 16d-16f), ile
i.p. tedavi edilmistir. Serum LPS meydan okumasindan 2 saat sonra toplanmistir. TNF-
a (Sekiller 16a ve 16d}, MCP-1 (Sekiller 16b ve 16e) ve IL-10 (Sekiller 16c ve 16f)
seviyeleri, akis sitometrisi ile sitometrik boncuk analizi ile analiz edilmistir. Veriler

bireysel sitokin dlctimlerini ve her bir grubun ortalamasini gdsterir (n=6).

Sekil 17, Rl-a-MSH ve a-MSH'nin plazma ve serumdaki stabilitesini gosterir. $ekil
17A, 37 °C'de plazma ve PBS'de Rl-a-MSH ve a-MSH peptid stabilitesini gdsterir.
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Sekil 17B, bir tek intravendz enjeksiyondan sonra Rl-a-MSH ve a-MSH peptidinin

serum yari omrind gosterir.

Sekil 18, MSH (Sekil 18A) ve RI-MSH'nin ($ekil 18B) melanokortin reseptérleri 1, 3, 4

ve 5'e badlanma ¢alismalarinin sonuglarini gésterir.

Sekil 19, cekirdek tetrapeptid HFRW ve retroinverso MSH'nin ters gevrilmesini gosterir.

Sekil 20, dogal olmayan amino asit kalintilarinin gesitliik gdsteren RI-MSH

pozisyonlarindaki stibstitlisyonunu gosterir.

Sekil 21, RI-MSH ve bunun MC1R'deki varyasyonlarinin bir temsili rekabetci badlanma

analizini gbsterir.

Sekil 22, Rl a-MSH analoglarninin B16 F1 murin melanom hdcrelerinde cAMP seviyeleri
uzerindeki etkisini gosterir. Sekil 22A: Analoglar 890, 891 ve 892; Sekil 22B: Analoglar
893, 894 ve 895; Sekil 22C: Analoglar 880, 886 ve 878; ve Sekil 22D: Analoglar 872,
878 ve 869.

Bulusun Detaylh Aciklamasi

Tanimlar

Mevcut ydntemlerin a-MSH ve MC1R proteinleri ve niikleik asitleri, bir belirli kaynak
veya tur ile sinirh degildir. Boylece, proteinler ve nukleik asitler izole edilebilir veya

rekombinant olabilir.

a-Melanosit uyarici hormon (a-MSH), Ser Tyr Ser Met Glu His Phe Arg Trp Gly Lys Pro
Val (SEQ ID NO: 8) (SYSMEHFRWGKPYV) dizisini iceren bir polipeptidtir. a-MSH anti-
enflamatuar ve imminodizenleyici kapasitelere yodnelik olarak yakin zamanda
incelenmistir. a-MSH, proopiomelanokortin hormonunun (POMC) hiicre igi proteolitik
bélinmesinden kaynaklanir. a-MSH ndropeptid birkag organda tespit edilmistir ve
noronlar, hipofiz bezi, bagirsak, cilt ve badisiklik hicreleri tarafindan dretilir. a-MSH'nin
efektdr T hicre fonksiyonunu baskiladigi, duzenleyici T hicrelerini indukledigi ve

otoimmiin ve transplant modellerinde faydal etkilere sahip oldugu bildirilmigtir.
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"Konjugat" veya "konjugat”, birbirleri ile tutturulmus, birlestiriimis, baglanmus,
karistiriimis veya baska sekilde iligkili iki veya daha fazla tye icerir. Uyeler birbirlerine
kovalent baglar, iyonik baglar, elektrostatik, hidrojen gévdesi, van der Waals

etkilegimleri veya fiziksel araclar ile bagdlanabilir.

"Biyolojik olarak aktif" pargalar, bir fizyolojik yaniti ortaya ¢ikaran veya diizenleyen bir
molek{lli veya bilesidi igerir. Bir bakis agisinda, bir biyolojik olarak aktif bilesik,

melanokortin reseptdrlerini, tercih edildigi Gzere MC1-reseptorlerini uyarir.

"Dizenlemek” ve "dizenleme" ile, bir veya daha fazla proteinin veya protein alt
(nitesinin aktivitesinin ekspresyon, seviye veya aktivitenin diizenleyicisinin yoklugunda
g6zlemlenenden daha biylk veya daha az olacadi sekilde arttirarak dizenlendigi veya
azaltarak diizenlendigi kastedilir. Omegin, "diizenlemek" terimi "inhibe etmek" veya

"uyarmak™ anlamina gelebilir.

"C-terminal dizisi", tipik olarak, ancak zorunlu olmayarak bir karboksil grubu tarafindan
sonlandirilan amino asit zincirinin sonuna referansi icerir. Peptid dizilerinin yazilmasina
yonelik anlasma, C-terminal ucunun saga konulmasi ve dizisin N-'den C- terminusuna
yazimasidir. C-terminal dizisi 1 ila 100 amino asit, tercih edildidi (izere 2 ila 15 amino
asit ve daha bile fazla tercih edildigi Gzere 3 ila 10 amino asit igerebilir. C-terminal dizisi
bir karboksil grubu ile sona erebilir veya terminus bir fonksiyonel Uye (drnegdin,
hedefleme grubu, tutma sinyali, lipit ve ankraj) icermek (zere teknikte iyi bilinen

ydntemler tarafindan modifiye edilebilir.

Mevcut bulus bir "bliyuk dl¢ide saf bilesik" sadlar. "Blyuk dlglide saf bilesik" terimi
burada, diger proteinler, lipitler, karbonhidratlar, nikleik asitler ve dogal olarak iligkili
oldugu diger biyolojik materyallerden buylk dlgide arinmig olan bir polipeptid (drnedin,
MC1R'yi baglayan bir polipeptid veya bunun bir fragmani) gibi bir molekili agiklamak
tizere kullanilir. Ornegin, bir polipeptid gibi bir biiylik élglide saf molekul kuru agirlikca
ilgi konusu molekillin en azindan %60"1 olabilir. Polipeptidlerin safli§i, 6rnegin
poliakrilamid jel elektroforezi (drnegin, SDS-PAGE), kolon kromatografisi (érnegin,
yuksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)) ve amino-terminal amino asit dizisi

analizi dahil olmak uzere standart ydntemler kullanilarak belirlenebilir.
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Bir diuzenlemede, "segici bir sekilde badlar" ifadesi, mevcut bulusta yapilan veya
kullanilan bir bilesik veya polipeptidin, iki veya daha fazla reseptoriin (dmegin
melanokortin reseptorleri, MC1, MC2, MC3, MC4, MC5 reseptdrleri) hir karngiminin
varifinda oldugunda tercihli clarak bir bagka reseptdr tipi Uzerinde bir reseptér tipine

baglandidi anlamina gelir.

"Amino asit" veya "amino asit dizisi®, bir oligopeptid, peptid, polipeptid veya protein
dizisini veya bunlardan herhangi birinin bir fragmanini, kesitini veya alt (initesini ve
dogal olarak meydana gelen veya sentetik molekulleri icerir. "Polipeptid” ve "protein”
terimleri, birbiderine peptid baglari veya maodifiye edilmis peptid baglan, diger bir
ifadeyle peptid izosterleri ile birlestirilmis amino asitleri igerir ve 20 gen kodlu amino asit
digindaki modifiye edilmis amina asitleri igerebilir. "Polipeptid” terimi ayni zamanda
peptidleri ve polipeptid fragmanlarnini, motifleri ve benzerlerini de igerir. Amino asitlerin
blylk harfli, tek harfli kisaltmalan dodal L-izomerine refere eder. Amino asitlerin kiiglk

harfli, tek harfli kisaltmalar D-izomerini belirtir.

"Polipeptid”, "peptid" ve "protein™ terimleri, herhangi bir uzunluktaki amino asitlerin
polimerlerine refere etmek zere birbirlerinin yerine geg¢ecek sekilde kullanilir. Peptidler
ve polipeptidler tamamen sentetik, dogal olmayan amino asit analoglarindan clusabilir
veya kismen dogal peptid amino asitlerin ve kKismen dogal olmayan amino asit
analoglarinin bir kimerik molekilidiir. Bir bakis agisinda, bulusun bir bilesiminde, hiicre
sisteminde veya isleminde bir polipeptid kullanilir (érnegin, bulusun en azindan bir
enzimini eksprese eden bir plazmide sahip olan bir konakgi hiicre). ilave olarak,
polipeptid, baska bir fonksiyonel gruba (6rnegin cdzindlriicli grup, bir hedefleme
grubu, PEG, amino asit olmayan grup veya diger bir terapttik ajan) kovalent olarak

tutturulmus amino asit polimerlerinden olusan bilesiklere refere edebilir.

Amino asitler parantezlerdeki asagidaki gésterim kullanilarak kisaltilabilir; Prolin (Pro),
Valin {Val), Lisin {Lys), Ornitin (Om), Norldsin (Nle), Glisin (Gly), Triptofan (Trp), Alanin
(Ala), Fenilalanin (Phe), Arginin (Arg), Histidin (His), Glutamik asit (Glu), Aspartik asit
(Asp), Serin (Ser), Metiyonin (Met), Izol8sin (lle), Tirosin (Tyr), Sikloheksilalanin (Cha),
4-floro-D-fenilglisin (4-floro-D-Phg), 2-tienil-D-alanin (D-Thi).

Burada kullanildiginda "tedavi etme", "tedavi eden®, "tedavi" veya "terapi", bir

memeliye, bireyde bir profilaktik, kidratif veya bagka yararli etkiyi ortaya ¢ikarabilen
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ajanlarin uygulanmasina refere eder. Tedavi etme ilave olarak, bir denekteki bir
hastahgin veya bir hastaligin semptomlarinin hafifletiimesi veya duzeltmesi ile de

sonuglanabilir.

Burada kullanildiginda, "bir", "bir" ve "bu" tekil formlar, aksi belirtimedigi surece ¢oklu

referanslar igerir. Ornegin, "bir" hedef hiicre bir veya daha fazla hedef hiicre igerir.

Bulusun polipeptid bilesimleri dogal olmayan yapisal bilesenlerin herhangi bir
kombinasyonunu igerebilir. Bireysel peptid kalintilar, peptid badlar, diger kimyasal
baglar veya O6megdin glutaraldehit, N-hidroksisiiksinimit esterler, bifonksiyonel
maleimitler, N,N'-disikloheksilkarbodiimid (DCC) veya N,N'-diizopropilkarbodiimid (DIC)
gibi baglama araclarn ile birlegtirilebilir. Geleneksel amid badi ("peptid bag!") baglarina
alternatif olabilen baglanti gruplan érnedin, ketometilen (6rmedin, -C(=0)-NH-‘e yonelik
-C(=0)-CHz-), aminometilen (CHz-NH), etilen, olefin (CH=CH), eter (CH:-O), tiyoeter
(CH.-8), tetrazol, tiyazol, retroamid, tiyoamid veya esteri (bakiniz, érnegin, buraya

referans ile dahil edilen Spatola {1983) in Chemistry and Biochemistry of Amino Acids,

Peptides and Proteins, Vol. 7, pp. 267-357, "Peptide Backbone Modifications,” Marcel
Dekker, NY) icerir.

Bulusun yéntemini uygulamak iizere kullanilan polipeptidler, post-translasyonel isleme
(6rnegin, fosforilasyon, asilasyon, vb.) gibi dogal islemlerle veya kimyasal modifikasyon
teknikleri ile ve ortaya gikan modifiye polipeptidlerle degistirilebilir. Modifikasyonlar,
peptid omurgasi, amino asit yan zincirleri ve amino veya karboksil terminusu dabhil
olmak UOzere polipeptidte herhangi bir yerde meydana gelebilir. Ayni tip
modifikasyonun, bir belirli polipeptidte cesitli bolgelerde ayni veya c¢esitlilik gosteren
derecelerde mevcut olabilecedi kabul edilecektir. Ayni zamanda bir belirli polipeptid,
bircok modifikasyon tipine de sahip olabilir. Modifikasyonlar asetilasyon, asilasyon,
ADP-ribosilasyon, amidasyon, kovalent flavin tutturma, bir heme parganin kovalent
tutturulmasi, bir nikleotid veya niikleotid tiirevinin kovalent tutturulmasi, bir lipit veya
lipit tlrevinin kovalent tutturulmasi, bir fosfatidilinositolun kovalent tutturulmasi, ¢apraz
baglama siklizasyonu, disilfit bag olusumu, demetilasyon, kovalent gapraz baglarin
olusumu, sistein olusumu, pirolutamat olusumu, formilasyon, gama-karboksilasyon,
glikosilasyon, GPl ankor olusumu, hidroksilasyon, iyodinasyon, metilasyon,
miristolasyon, oksidasyon, PEGilasyon, proteolitik isleme, fosforilasyon, prenilasyon,

selenolasyon, silfatlama ve transfer-RNA aracili amino asitlerin argininasyon gibi
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proteine eklenmesini igerir. Bakiniz, drnegin, buraya referans ile dahil edilen Creighton,
T.E., Proteins - Structure and Molecular Properties 2nd Ed., W.H. Freeman and
Company, New York {1993); Paosttranslational Covalent Modification of Proteins, B.C.
Johnson, Ed., Academic Press, New Yark, pp. 1-12 (1983).

Bilesiklerin ilave diizenlemeleri

Bazi dizenlemelerde, burada saglanan bulug, melanokortin 1 reseptortini (MC1R)
segici bir sekilde baglayan bir buyik dlglide saf bilesiktir veya bunun bir farmasotik
olarak kabul edilebilir tuzudur, sdz konusu bilesik agadidaki diziye sahip olan bir

polipeptidi icerir;

Xaa, Xaa, Xaaz Xaas Xaas Xaas Xaay Xaas Xaag Xaao Xaa Xaa: Xaas,

burada Xaa D-Val, D-Ala veya D-Lys’dir;

Xaaz D-Pro, D-Ala veya D-Lys’dir;

Xaa; D-Lys, D-Cm, D-Nle, D-Ala veya D-Lys'dir;

Xaa, Gly veya D-Ala’'drr;

Xaas D-Trp, Trp, D-3-benzotienil-Ala, D-5-hidroksi-Trp, D-5-metoksi-Trp, D-Phe veya
D-Ala'dir;

Xaag D-Arg, D-His veya D-Ala'dr;

Xaars D-Cha, D-Phe, Phe, D-4-floro-Phg, D-3-piridil-Ala, D-Thi, D-Trp, D-4-nitro-Phe
veya D-Ala’dr;

Xaag D-His, His, D-Arg, Phe veya D-Ala’dir;

Xaag D-Glu, D-Asp, D-sitrilin, D-Ser veya D-Ala’dir;

Xaaie D-Met, D-butiyonin, D-lle veya D-Ala’dir;

Xaa D-Ser, D-lle veya D-Ala’dir;

Xaaqz D-Tyr, D-Ser veya D-Ala’dir;

Xaaqz D-Ser veya D-Ala.

Bazi dizenlemelerde, burada sadlanan peptid analoglan veya bunun bir farmasdtik
olarak kabul edilebilir tuzu MC1R'yi segcici bir sekilde baglar ve asagidaki diziye sahip
olan bir polipeptidi icerir: Xaa: Xaaz Xaas; Xaas Xaas Xaag Xaay Xaas Xaag Xaa Xaaq
Xaaiz Xaa1s, burada Xaa1 D-Val'dir; Xaa; D-Pro'dur; Xaas D-Lys, D-Om veya D-Nle'dir;
Xaa, Gly'dir; Xaas D-Trp, Trp, D-3-benzotienil-Ala, D-5-hidroksi-Trp, D-5-metoksi-Trp
veya D-Phe’dir; Xaag D-Arg veya D-His'dir; Xaay D-Cha, D-Phe, Phe, D-4-floro-Phg, D-
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3-piridil-Ala, D-Thi, D-Trp veya D-4-nitro-Phe’dir; Xaae D-His, His, D-Arg, Phe veya D-
Ala’dir; Xaag D-Glu, D-Asp, D-sitrulin veya D-Ser'dir; Xaan D-Met, D-bhitiyonin veya D-
lle’'dir; Xaaq11 D-Ser veya D-lle’'dir; Xaas, D-Tyr veya D-Serdir; Xaaq; D-Ser'dir; burada

birden fazla Xaas.13 bir L-amino asidi degildir.

Dider diizenlemelerde, burada saglanan peptid analoglar veya bunun bir farmasdétik
olarak kabul edilebilir tuzu, asadidaki diziye sahip olan bir polipeptidi icerir: Xaa: Xaaz
Xaaj; Xaa, Xaas Xaas Xaay Xaas Xaag Xaaqn Xaas Xaaqz Xaas, burada Xaas D-Valdir;
Xaay D-Pro'dur; Xaas D-Lys, D-Orn veya D-Nle'dir; Xaas Gly'dir; Xaas D-Trp veya
Trp'dir; Xaag D-Arg'dir, Xaar D-Cha, D-Phe, Phe veya D-Thi'dir; Xaag D-His veya
His'dir; Xaas D-Glu veya D-Ser'dir; Xaa:,, D-Met, D-bitiyonin veya D-lle'dir; Xaa, D-
Ser veya D-lle’dir; Xaaqz D-Tyr veya D-Serdir; Xaasz D-Ser'dir; burada birden fazla

Xaai.1z bir L-amino asidi degildir.

Burada sadlanan bilesikler a-Melanokortin Uyarici Hormonun {a -MSH) peptid

analoglarini igerir.

Bir alternatif dizenlemede, peptid analoglan D-amino asitlerden olusur. Diger
duzenlemelerde, peptidler D amino asitlerini, L amino asitlerini veya D ve L amino
asitlerinin bir kansimini icerir. Diger diizenlemelerde, peptidler en azindan %40, %50,
%60, %70, %80, %90 veya %100 D amino asitlerinden olusur. Bulusun bilegikleri ayni
zamanda asagidaki standart olmayan amino asitlerin sinirlayici olmayan drneklerini de
dahil edebilir: D-omitin, D-norldsin, 3-benzotienil-D-alanin, 5-hidroksi-D-Trp, 5-metoksi-
D-Trp, 4-floro-D-fenilglisin (4-floro-D-Phg}, 3-piridil-D-alanin, 2-tienil-D-alanin (D-Thi),
D-sikloheksilalanin (D-Cha), 4-nitro-D-Phe, D-sitrulin, a-metil-D-Met ve D-bdtiyonin.

Bazl dizenlemelerde, c¢ekirdek tetrapeptid, tercih edildi§i Uzere D-amino asit
konfiglirasyonunda, amino asit dizisi His Phe Arg Trp veya Trp Arg Phe His'den olusur.
Bagka bir dizenlemede, gekirdek tetrapeptid, tercih edildigi (zere D-amino asit
konfiglirasyonunda, amino asit dizisi His D-Cha Arg Trp veya Trp Arg D-Cha His'den
olusur. Bazi dizenlemelerde, g¢ekirdek tetrapeptid, 4 D-amino asitten olusur. Diger
duzenlemelerde, cekirdek tetrapeptid en azindan bir standart olmayan amino aside

sahiptir.



10

15

20

25

30

35

16

Burada saglanan bilesikler sentetik veya rekombinant olabilir. Bulugsun bilesikleri,
teknikte bilinen geleneksel kimyasal tekniklerle imal edilebilir. Kati faz sentezi
ybntemleri, Solid Phase Peptide Synthesis: A Practical Approach (E. Atherton, et al

1989) gibi yayinlanmig literatlirde agiklanir. Bulugun bilesikleri ayni zamanda teknikte
bilinen geleneksel molekiler biyolojik teknikler ile de imal edilebilir. Bu basgvuru
icerisinde, aksi belirtiimedigi slrece, bu bagvurunun tekniklerinin terimlerinin ve
gosterimlerinin agiklamalari asadidakiler gibi birkag iyi bilinen referanslarin herhangi

birinde bulunabilir: Sambrook, J., et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold

Spring Harbor Laboratory Press (1989);, Goeddel, D., ed., Gene Expression

Technology, Methods in Enzymology, 185, Academic Press, San Diego, CA (1991);

"Guide to Protein Purification" in Deutshcer, M.P., ed., Methods in Enzymoloqy,
Academic Press, San Diego, CA {1989); Innis, et al., PCR Protocols: A Guide to
Methods and Applications, Academic Press, San Diego, CA (1990); Freshney, R.l.,

Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technigue, 2nd Ed., Alan Liss, Inc. New

York, NY (1987); Murray, E.J., ed., Gene Transfer and Expression Protocols, pp. 109-

128, The Humana Press Inc., Clifton, NJ and Lewin, B., Genes VI, Oxford University
Press, New York (1997). Alinti yapilan referanslarin timu, referans ile buraya tamamen
dahil edilir.

Baz) diizenlemelerde, burada saglanan peptid analoglari, melanokortin 1 reseptdriini
(MC1R) segici bir sekilde baglar veya aktive eder. MC1R'nin baglanmasini veya
aktivasyonunu dlgmek (izere herhangi bir uygun analiz kullanilabilir. Ornegin, MC1R
aktivasyonunu degerlendirmek (zere in vitro cAMP indiksiyonu kullanilabilir. in vitro
degerlendirme, in vivo aktivasyonu gdsterebilir. Bu bulusun ilave diizenlemeleri, MC1
reseptdrlerine yonelik olarak secici herhangi bir polipeptid icerir. Bir segici MC1
reseptdr bilesiginin tanimlanmasi, bir elverigli tarama analizi ile belirlenebilir. Bir MC1
reseptdrl baglama analizinin bir sinirlayict olmayan 6rnedi, Ornek 4'te aciklanir. Bazi
duzenlemelerde, tercih edilen MC1 reseptorleri, homo sapienslerden bir melanokortin
1 reseptdrl igerir (GenBank Erisim No: NP_002377).

Bulusun diger diizenlemeleri, cAMP, nitrik oksit (NO), TNF-a, TNF-a mRNA, IL-10
mMRNA, IL-10, IFNy, IL-6, IL-12 vel/veya MCP-1 seviyelerini dizenleyen bilesiklere
yoneliktir. Bazi duzenlemelerde, bilesikler ¢AMP  seviyelerini  arttinir. Baska
duzenlemelerde bilegikler, nitrik oksit (NO), TNF-a, TNF-a mRNA, IL-10 mRNA, IL-10,

IFNy, IL-6, IL-12 ve/veya MCP-1 seviyelerinin azaltimas! veya inhibisyonuna yéneliktir.
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Yukarida bahsedilen seviyeleri dizenleyen bilesiklerin kimlidi, tarama analizleri yoluyla
belirlenebilir. Teknikte bilinen kabul edilebilir analizler, yukarida bahsedilen seviyeleri
olgmek tUzere kullanilabilir. Bu seviyelerin istenilen dizenlemesini sergileyen bilesiklerin

tanimlanmasina yénelik olarak sinirlayici olmayan analiz &rnekleri érneklerde agiklanir.

Bazi diizenlemelerde, bu bulugun bilesikleri, bir alternatif hareket mekanizmasi ile
immin yaniti ve iltihabini dizenleyebilir ve burada agiklanan mekanizmalarla sinirli

degildir.

Bazi dizenlemelerde, burada sadlanan peptidler iyilestiriimis plazma stabilitesine ve
proteaz bozulmasina karsi dirence sahiptir. Plazma stabilitesi ve proteaz bozulmasina
karsi direng herhangi bir uygun yontemle analiz edilebilir. Sinirlayict olmayan bir drnek
Ornek 19'da agiklanmugtir. in vitro degerlendirme, performans, iyilestirilmis direng ve in

vivo hir daha uzun yan émir gosterebilir.

Burada saglanan ydntemler in vivo, ex vivo veya in vitro uygulanabilir.

PEGile edilmis peptidler

Bazi diizenlemelerde, peptidler peptidin yarn dmrinil arttirmak lzere modifiye edilir.
Bazi diizenlemelerde, peptid PEGile edilir. Bazi dizenlemelerde, PEGile edilmis
peptidler bir veya daha fazla polietilen glikol (PEG) polimer zincirine kovalent olarak
tutturulmus veya konjuge edilmis peptidlere yoneliktir. PEG polimer zincirleri modifiye
edilmis, fonksiyonellestirilmis veya bagka tdrd tdrevlendirilmis PEG zincirlerini
icerebilir. Bagka bir duzenlemede, PEG polimer zinciri en azindan bir veya daha fazla
dallanma noktasina sahip olabilir. Bazi tercih edilen dizenlemelerde, PEG polimer
zincirleri ve karsilik gelen PEGile edilmis peptid, suda ¢dzunebilirdir, ¢cozelti iginde
oldukga hareketlidir, toksisite ve immunojeniklikten yoksundur, vicuttan hazir atlima
sahiptir ve viicut icinde degistirilmis bir dagihima sahip olabilir. Bazi tercih edilen
dizenlemelerde, PEGile edilmis peptidin farmakokinetik dogasi PEG zincirinin tipine
gore dizenlenir. PEGile edilmis peptidlerin hazirlanmasina yonelik stratejiler ve
ybntemler, teknikte bilinen yéntemlerle yuritdltr (buraya referans ile dahil edilen G.
Pasuta and F.M.Veronese (2007) "Polymer-drug conjugation, recent achievements and
general sitrategies" Progress in Polymer Science 32(8-9). 933-961). Protein islemlerinin

birinci ve ikinci nesil PEGilasyonu teknikte bulunabilir.
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Sinirlayici clmayan bir PEGilasyon érnegi, PEG polimerinin bir veya her iki terminalde
(dogrusal PEG'lere yonelik olarak) uygun fonksiyonlastinlmasi birinci adimini igerir. Her
bir terminusda ayni reaktif parca ile aktive edilen PEG'ler "homobifonksiyonel” clarak
bilinir, burada mevcut fonksiyonel gruplann farkli olmasi halinde, bu durumda PEG
tirevi "heterobifonksiyonel” wveya “heterofonksiyonel” olarak refere edilir. PEG
polimerinin kimyasal olarak aktif veya aktive edilmis tirevleri, PEG'yi istenen molekile
tutturmak Gzere hazidanir. PEG tlrevine yonelik olarak uygun fonksiyonel grubun
secimi, PEG'ye baglanacak olan molekll Uzerindeki ulagilabilir reaktif grubu tipine
baglidir. Reaktif amino asitlerin sinirlayict olmayan &rnekleri lizin, sistein, histidin,
arginin, aspartik asit, glutamik asit, serin, treonin ve tirozini icerir. Ayni zamanda N-

terminal amino grubu ve C-terminal karboksilik asit de kullanilabilir.

Konjugasyona vyénelik dider hetercbifonksiyonel PEG'ler asadidakilerdir. Bu
heterobifonksiyonel PEG'ler, bir hidrofilik, esnek ve biyo-uyumlu aralayiciya ihtiyag
duyuldugu iki varhdin baglanmasinda g¢ok faydalidir. Heterobifonksiyonel PEG'lere
yonelik olarak tercih edilen ug¢ gruplari, maleimid, vinil stlfonlar, piridil disulfar, amin,

karboksilik asitler ve N-hidroksisiksinimid (NHS) esterlerdir.

Bulusun bazi dizenlemelerinde, PEGile edilmis peptid 0.2 kDa-100 kDa arasinda bir
molek(l adirlik araliina sahip olabilir. Bulugun tercih edilen bazi dizenlemelerinde,
PEGile edilmis peptid 0.2 kDa-40 kDa arasinda bir molekll agirdik araligina sahip
olabilir. Bulusun tercih edilen bazi dizenlemelerinde, PEGile edilmis peptid 0.2 kDa-15
kDa arasinda bir molekdl adirhk arahdina sahip olabilir. Diger diizenlemelerde, ticari
olarak temin edilebilen PEG'lere yonelik olarak tercih edilen ortalama molekuiler agirlik
(Da cinsinden; boyut dislama kromatografisi ile belirlendidi gibi) <1k, 2k, 3.5k, 5k, 10k,
20k, 30k, 40k ve Gzerinden segilebilir, ancak istenilen farmakokinetiklere bagh olarak
herhangi bir MW olabilir. Ornegin, baglayici olarak kullanilabilen diisiik molekiiler
agirlikli  heterobifonksiyonel PEG'ler ve disik molekller agirhkli PEG'ler peptid
gozunebilirligini arttirmak Uzere kullanilabilir. PEG ayni zamanda gok kollu, ¢atalli veya

dallanmis olabilir.

Bazi duzenlemelerde, peptid hedefleme molekullerine veya bir hedefleme molekila
olarak fonksiyona konjuge edilir, burada hedefleme molekula tercihli olarak bir istenen

reseptodr ile iliskilidir. Bulusun bazi tercih edilen diizenlemelerinde, peptid bir sitotoksik
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ajana konjuge edilir. "Sitotoksik ajan" terimi, hlcrelerin ekspresyon aktivitesini,
hucrelerin fonksiyonunu inhibe eden veya énleyen velveya hucrelerin tahribine neden
olan bir maddeye refere eder. Terimin, radyoaktif izotop kemoterapétik ajanlan ve
kicuk molekdlld toksinler gibi toksinleri veya bunlann fragmanlar ve/veya varyantlan
dahil olmak Uzere bakteriyel, fungal, bitki veya hayvan kaynakl enzimatik olarak aktif
toksinler dahil etmesi tasarlanir. Sitotoksik ajanin sinirlayict olmayan &rnekleri
maytansin, dolastatin ve tasidotin ve auristatin dahil olmak l(zere bunun analoglarini
igerir. Bulusun diger diizenlemelerde, sitotoksik ajanlarin sinirlayici olmayan ornekleri,
bunlarla sinirh olmamak Uzere, At?", I'¥, '35, Y® Re'® Re'® Sm'3, Bi?'?, P*? ve
Lu'nun radyoaktif izotoplar gibi radyoizotoplarin yani sira maytansinoidler, itriyum,
bizmut, risin, risin A-zinciri, saporin, doksorubisin, daunorubisin, taksol, etidyum
bromid, mitomisin, etoposid, tenoposid, vinkristin, vinblastin, kolsisin, dihidroksi
antrasin dion, aktinomisin, difteri toksin alt Unitesi A, kesilmis Psddomonas ekzotoksin
(PE) A, PE40, abrin, abrin A zinciri, modesin A zincir, alfa-sarkin, gelonin, mitojellin,
restriktosin, fenomisin, enomisin, kurisin, krotin, kaligeamisin, sapaonaria officinalis
inhibitord  ve glukokortikoid ve dider kemoterapdtik ajanlan igerir. Antikorlar ayni
zamanda, pro-ilaci bunun aktif formuna doénustirebilen bir kanser karsiti pro ilag aktive

edici enzime de konjuge edilebilir.

Peptid, teknikte halen bilinen herhangi bir yontemle direkt olarak veya dolayl olarak
sitotoksik veya hedefleme ajanina baglanabilir. Bulusun bazi tercih edilen
dizenlemelerinde, peptid, baglayicinin dahil edilmesi peptidin veya konjuge edilmis
ajanin fonksiyonuna, baglanmasina, toksisitesine veya dahil edilmesine buylk dlglde
engel olmadidi sirece, bir konjugat olusturmak (zere bir veya daha fazla badlayici

tarafindan sitotoksik ajana veya hedefleme ajanina baglanir.

Sinirlayici olmayan baglayici érnekleri, iyonik ve kovalent baglar ve herhangi bir diger
yeterli olarak kararli birlesmeyi icerir, burada hedeflenen ajan, konjuge edilenin
hedeflendigi bir hiicre tarafindan i¢sellestirilecektir. Baglayici parga istenen 6zelliklere
bagl olarak secilir. Badlayici se¢iminde dikkate alinacak hususlar, konjuge edilmis
elemanlarin  yakinliginin neden oldugu sterik engelin rahatlatimasini  veya
azaltimasini, konjugatin 6zgullik, toksisite, ¢cdzinebilirlik, serum stabilitesi ve/veya
konjugatin hucre ici ulasilabilirligi gibi diger ozelliklerinin degistirilmesini ve/veya

baglarnn esnekliginin arttinimasini igerebilir. Baglayici herhangi bir tipte bag olabilir ve
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ornekler, her ikisi de buraya tamamen referansla dahil edilen U.S. Patent Nolar.
7,166,702 ve 5,194, 425'te aciklanir.

Kimyasal olarak baglanmis konjlgatlara ydnelik olarak uygun olan badlayicilar ve
baglar, bunlarla sinirh olmamak Uzere, disulfit baglar, tiyoeter baglari, engellenmis
disiiffit badlan ve amin ve tiyol gruplan gibi serbest reaktif gruplar arasindaki kovalent
baglan icerir. Bu baglar, polipeptidlerin biri veya her ikisi Uzerinde reaktif tiyol gruplari
uretmek Ulzere heterobifonksiyonel reaktifler kullanilarak ve daha sonra bir polipeptid
tzerindeki tiyol gruplarinin, reaktif tiyol gruplari veya digeri Gzerinde reaktif maleimido
gruplarinin  veya tiyol gruplarinin tutturulabilecedi amin gruplan ile reaksiyona
sokulmasiyla uretilir. Diger baglayicilar, daha asidik hicre i¢i kompartimanlarda
bélunecek olan bismaleimidoetoksi propan, asit kararsiz transferrin konjugatlar ve
adipik asit dihidrazit gibi asitle bdlinebilen baglayicilarn; UV'ye veya insan IgG1'in sabit
holgesinden CH1, CH2 ve CH3 gibi ¢esitli domenler gibi gorlinir 1sik ve badlayicilara
maruz kalma Uzerine bolinen gapraz baglayicilan igerir {bakiniz, buraya referansla
dahil edilen Batra et al. (1993) Mol. Immunol. 30:379-386).

Kimyasal badlayicilar ve peptid baglayicilari, baglayicinin peptide ve hedefleme veya
sitotoksik ajana kovalent olarak baglanmasiyla yerlestirilebilir. Asafida acgiklanan

heterobifonksiyonel ajanlar, bu tir kovalent badlamay etkilemek lizere kullanilabilir.

Heterobifonksiyonel Capraz Baglama Reaktifleri

Amino gruplar ve tiyol gruplan arasinda kovalent baglar olusturmak {zere ve tiyol
gruplarim proteinlere sokmak uzere kullanilan sayisiz heterobifonksiyonel capraz
badlama reaktifi bu teknikte uzman olanlarca bilinir (bakiniz, érnedin, bu tir reaktiflerin
hazirlanmasini ve kullanimini agiklayan ve bu reaktiflere yonelik olarak bir ticari kaynak
saglayan the PIERCE CATALOCG, Immuno Technology Catalog & Handbook, 1992-
1993; bakimiz aym zamanda Cumber et al. (1992) Bioconjugate Chem. 3397401,
Thorpe et al. (1987) Cancer Res. 47:5924-5931; Gordon et al. (1987) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 84:308-312; Walden et al. (1986) J. Mol. Cell Immunol. 2:191-197; Carlsson
et al. (1978) Biochem. J. 173: 723-737; Mahan et al. {1987) Anal. Biochem. 162:163-
170; Wawryznaczak et al. (1992) Br. J. Cancer 66:361-366; Fattom ef al. (1992)
Infection & Immun. 60:584-589). Alinti yapilan referanslarin timi buraya tamamen

referansla dahil edilir. Bu reaktifler hedefleme ajani, kemokin ve hedeflenmis ajan
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arasinda kovalent baglar olusturmak Uzere kullanilabilir. Bu reaktifler, bunlarla sinirh
olmamakla Uzere, asagidakileri icerir: N-suksinimidil-3-(2-pirididitiyo)propiyonat (SPDF;
disulfur baglayici); sulfosuksinimidil 6-[3-(2-piridiltiyo)propionamidalheksanoat (sllfo-
LC-SPDP); stiksinimidiiloksikarbonil-a-metil benzil tiyosllifat (SMBT, engellenmis
disulfat baglayici); suksinimidil 6-[3-(2-pirididitiyo)propionamidolheksanoat {LC-SPDP);
sUlfosiiksinimidil 4-(N-maleimidometil)sikloheksan-1-karhoksilat (siilfo-SMCC);
suksinimidil  3-(2-piridilditiyo)bitirat (SPDB; engellenmis dislilfit bad baglayici);
siilfosiiksinimidil 2-(7-azido-4-metilkumarin-3-asetamid) etil-1,3-ditiyopropiyonat
(SAED); silfostksinimidil 7-azido-4-metilkumarin-3-asetat {SAMCA); sulfosuksinimidil
6-[alfa-metil-alfa-(2-pirididitiyo)toluamidolheksanoat  (silfo-LC-SMPT); 1,4-di-[3'-(2"-
pirididitiyo)propionamidolbdtan  (DPDPB);  4-suksinimidiiloksikarbonil-a-metil-a-(2-
piridiltiyo) toluen {SMPT, engellenmis distllfat badlayici); stlfosiksinimidil6[a-metil-a-
(2-piridiltiyo)toluamido]heksanoat (sulfo-LC-SMPT); m-maleimidobenzoil-N-
hidroksistksinimid ester (MBS); m-maleimidobenzoil-N-hidroksisiilfosiiksinimit ester
(stlfo-MBS); N-siiksinimidil(4-iyodoasetillaminobenzoat (SIAB; tiyoeter baglayic);
sulfosliksinimidil (4-iyodoasetil) amino benzoat (sllfo-SIAB); stksinimidil-4-(p-
maleimidofenil)bitirat  (SMPB); sulfosiksinimidil-4-(p-maleimidofenil)bdtirat  (sdlfo-
SMPB); azidobenzoil hidrazit (ABH).

Diger heterobifonksiyonel bélinebilir capraz badlayicilar, N-siksinimidil (4-iyodoasetil)-
aminobenzoat; slilfostksinimidil (4-iyodoasetil}-aminobenzoat,  4-sliksinimidil-
oksikarbonil-a-{2-piridilditiyo)-toliien; sulfosikinimidil-6-[a-metil-a-(piridilditiyol)-
toluamido]heksanoat; N-slksinimidil-3-(-2-piridiltiyo)-proprionat; suksinimidil 6[3(-(-2-
piridiltiyo)-proprionamido]heksanoat; stilfosiksinimidil 6[3(-(-{2-piridiltiyo)-
propiyonamidolheksanoat;  3-(2-piridiltiyo)-propiyonil  hidrazit, Ellman  reaktifi,
diklorotriazinik asit, S-(2-tiyopiridil}-L-sistein icerir. Diger o&rnekleyici bifonksiyonel
baglanti bilesikleri, timu buraya referansla tamamen dabhil edilmis olan U.S. Patent
Nolari. 5,349,066, 5,618,528, 4,569,789, 4,952,394 ve 5,137,877'de acklanir.

Asitle Bollunebilir, Fotoboluinehilir ve Isiya Duyarh Baglayicilar

Ayni zamanda asitle bélUnebilir badlayicilar, fotobdélinebilir ve 1s1iya duyarh baglayicilar
da, dzellikle hedeflenen ajanin bunun reaksiyona daha kolay bir sekilde erisilebilir
olmasina izin vermek uzere bdlinmesinin gerekli oldugu durumda kullanilabilir. Asitle

bolunebilir baglayicilar, bunlarla sinirh olmamak uzere, bizmaleimidoetoksi propan; ve
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adipik asit dihidrazit baglayicilan (bakiniz, émedin, buraya referansla dahil edilen
Fattom ef al. (1992) Infection & Immun. 60:584-589) ve hiicre i¢i transferrin ddnglileme
yolagina girise izin vermek lzere yeterli miktarda bir transferrin kesiti iceren asit
kararsiz transferrin konjugatlarini (bakiniz, érnegin, buraya referansla dahil edilen
Welhéner ef al. (1991) J. Biol. Chem. 266:4309-4314} icerir.

Fotobolinebilir badlayicilar, 1siga maruz kalma (izerine béllinen, bdylece 1s1da kalma
Uzerine hedeflenen ajani serbest birakan baglayicilardir (bakiniz, érnedin, buraya
referansla dahil edilen baglayicilar Goldmacher et al. (1992) Bioconj. Chem. 3:104-
107). Isida maruz kalma Czerine bélinen, bdylece 1s1da kalma Gzerine hedeflenen
ajani serbest birakan fotobdllinebilir baglayicilar bilinir (bakiniz, érnedin, bir nitrobenzil
grubunun sisteine yonelik olarak bir fotobdlinebilir koruyucu grup olarak kullanimini
aciklayan Hazum ef al. (1981) in Pept., Proc. Eur. Pept. Symp., 16th, Brunfeldt, K (Ed),
pp. 105-110; hidroksipropilmetakrilamid kopolimeri, glisin  kopolimeri, floresan
kopolimeri ve metilrodamin kopolimeri dahil olmak (zere suda c¢ozinebilir
fotobdlinebilir kopolimerleri aciklayan Yen et al. (1989) Makromol. Chem. 190:69-82;
yakin UV 1s1gina (350 nm) maruz kalma Gzerine fotolitik bozulmaya ugrayan bir gapraz
badlayici ve reakiifi aciklayan Goldmacher et al. (1992) Bioconj. Chem. 3:104-107; ve
fotobolunebilir baglar Greten nitrobenziloksikarbonil klorur gapraz baglama reaktiflerini
aciklayan Senter et al. (1985) Photochem. Photobiol. 42:231-237). Alinti yapilan
referanslarin timd buraya referansla tamamen dahil edilir. Bu tiir baglayicilar, fiber
optik kullanilarak 1s1§a maruz kalabilen demmatolojik veya oftalmik durumlarin tedavi
edilmesinde belirli kullanima sahip olacaktir. Konjugatin uygulanmasindan sonra, géz
veya cilt veya difer vicut kisimlari, hedeflenen parcanin konjugattan serbest
birakilmasi ile sonuglanarak, 1519a maruz kalabilir. Bu tur fotobdlinebilir baglayicilar,
hayvanin viicudundan hizli atihma izin vermek Gzere hedefleme ajaninin ¢ikanlmasinin

istendigi teshis protokolleri ile baglantili olarak yararlidr.

Kimyasal Konjugasyona Yonelik Diger Baglayicilar

Dider baglayicilar, tritil baglayicilan, dzellikle, gesitli asitlik veya alkalilik derecelerinde
terap6tik ajanlarin serbest birakilimasini saglayan bir konjugat cinsi Gretmek (zere
taretilmis tritil gruplarini icerir. Boylece terapdtik ajanin serbest birakilacag pH araligini
onceden segme yetenegi tarahindan karsilanan esneklik, bir terapttik ajanin

verilmesine ihtiya¢c duyan dokular arasindaki bilinen fizyolojik farkliliklara bagl olarak
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bir baglayicinin segilmesine izin verir (bakiniz, érmegin buraya referansla dahil edilen
U.S. Patent No. 5,612,474). Ornegin, tamor  dokulannin  asitliginin - normal

dokularinkinden daha duguk oldugu gérilur.

Peptid Baglayicilan

Baglayici pargalar peptidler olabilir. Peptid baglayicilan konjugatta kullanilabilir. Peptid
baglayici tipik olarak yaklasik 2 ila yaklasik 60 amino asit kalintisina, drnegin yaklasik 5
ila yaklagik 40 veya yaklasik 10 ila yaklagik 30 amino asit kalintisina sahiptir. Segilen

uzunluk, baglayicinin dahil edildidi kullanim gibi faktdrlere bagh olacaktir.

Baglayici parga, tek zincirli antikor arastirmasinda bilinenler gibi bir esnek aralayici
amino asit dizisi olabilir. Bu tir bilinen baglayici pargalarinin érnekleri, bunlarda sinirh
olmamak (zere, GGGGS, (GGGGS)n, GKSSGSGSESKS, GSTSGSGKSSEGKG,
GSTSGSGKSSEGSGSTKG, GSTSGSGKSSEGKG, GSTSGSGKPGSGEGSTKG,
EGKSSGSGSESKEF, SRSSG, SGSSClyi igerir.
AMGRSGGGCAGNRVGSSLSCGGLNLQAM dizisine sahip olan bir difteri toksini tripsin
duyarli baglayici da faydalidir.

llave baglanti parcalar), drnedin, timinde yayinlarin buraya referansla dahil edildigi
Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:5879-5883, 1988; Whitlow, M., et al.,
Protein Engin. 6:989-995, 1993; Newton et al., Biochemistry 35:545-553, 1996; A. J.
Cumber et al., Bioconj. Chem. 3:397-401, 1992; Ladurner et al., J. Mol. Biol. 273:330-
337, 1997; ve U.S. Pat. No. 4,894,443'te agiklanir.

Diger baglayicilar, bunlarla sinirh olmamak Gzere asadidakileri igcerir: katepsin B
substrati, katepsin D substrati, tripsin substrati, trombin substrati, subtilisin substrati,
Faktdr Xa substrati ve enterokinaz substratt gibi enzim substratlan; ¢ézinOrllk,
esneklik ve/veya hucre ici pargalanabilirligi artiran baglayicilar (glimser)n ve (serimgil)n
gibi badlayicilan igerir (bakiniz, 6rnedin, buraya referansla dahil edilen, konjugatlarda
kullanima ydnelik drnekleyici baglayicilar saglayan PCT Basvuru No. WO 96/06641).
Bazi diizenlemelerde, her bir badlayicinin istenen &zelliklerinden yararlanmak (zere

birka¢ baglayici dahil edilebilir.

Konjugatlarin Hazirlanmasi
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Baglanmig hedefli ajanlar ile konjugatlar kimyasal konjugasyon, rekombinant DNA
teknolojisi veya rekombinant ekspresyon ve kimyasal konjugasyon kombinasyonlar ile
hazirlanabilir. Bulugun peptidi ve sitotoksik veya hedefleme ajani herhangi bir
oryantasyonda baglanabilir ve birden fazla hedefleme ajani ve/veya hedeflenmis ajan

bir konjugatta mevcut olabilir.

Bulusun bazi tercih edilen diizenlemelerinde, sitotoksik ajan, bir kisa alkil zinciri,
polisialik veya hiyallronik asit, bir polipeptid veya bir PEG dahil olmak (zere bir
hidrofilik ve biyouyumlu aralayici polimer araciliiyla peptide baglanir. Bulusun bazi
tercih edilen dizenlemelerinde, sitotoksik ajan, bir boélunebilir baglayici, drnegdin
katepsinler gibi lizozomal proteazlar tarafindan pargalanabilen bir dizi igeren bir dislfit
badl veya peptid aracilifiyla konjuge edilir. Bulusun bazi tercih edilen

dizenlemelerinde, aralayici peptidin N- veya C- terminusuna tutturulur,

Formiilasyonlar

Bu formilasyonlarin veya bilegimlerin hazirlanma yéntemleri, mevcut bulusun bir
bilesiginin tasiyici ve istege bagli olarak, bir veya daha fazla yardimci icerik maddesi ile
birlestiriimesi adimini igerir. Genel olarak, bilesimler, mevcut bulusun bir bilesidinin sivi
taslyicilar veya ince bir sekilde boliinmis kati tasiyicilar veya her ikisi ile birlikte esit
olarak ve yakin bir sekilde birlestiriimesiyle ve daha sonra, gerekli olmasi halinde,

arindn sekillendiriimesiyle haziranir.

Farmasotik formuilasyonlar, farmasétiklerin imalatina yonelik olarak teknikte bilinen
herhangi bir yonteme gdre hazirlanabilir. Bu tur formulasyonlar tatlandinci ajanlar,
aromalandinic) ajanlar, renklendirici ajanlar ve koruyucu ajanlari igerebilir. Bir
formilasyon imalata yonelik olarak uygun olan toksik olmayan farmasotik olarak kabul
edilebilir eksipiyanlar ile karigtirilabilir. Bu tlr bir "eksipiyan™ genel olarak toksik
olmayan ve bilesimin diger bilesenleri ile zararh bir sekilde etkilesime girmeyen bir
biylk oélglide etkisiz materyale refere eder. Farmasotik olarak kabul edilebilir
eksipiyanlar, bunlarla sinirh olmamak (zere, su, tamponlu salin, polietilen glikol,
hyaluronik, gliserol ve etanol gibi sivilari icerir. Farmasotik olarak kabul edilebilir tuzlar,

ormegin trifloroasetat, hidrokloritler, hidrobromitler, fosfatlar, silfatlar ve benzerleri gibi
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mineral asit tuzlar; ve asetatlar, propiyonatlar, malonatlar, benzoatlar ve benzerleri gibi

organik asitlerin tuzlan buraya dahil edilebilir.

Terapdtik ajan, veriimeye yoénelik olarak uygun bir ila¢ veya farmasétik bilesimde
uygulanabilir. Formdlasyonlar bir veya daha fazla seyreltici, emuilsifiye edici, koruyucu,
tampan, eksipiyan, vb. igerebilir ve liyofilize tozlar, spreyler, kremler, losyonlar, jeller
olarak bu tur formlar halinde, yamalar Uzerinde, implantlarda, vb. saglanabilir. Oral
uygulamaya yonelik farmasotik formilasyonlar, teknikte iyi bilinen farmasétik olarak
kabul edilebilir tagiyicilar kullanilarak elverisli ve uygun dozajlarda formile edilebilir. Bu
tar tasiyicilar, farmasétiklerin, hasta tarafindan alinima uygun tabletler, haplar, tozlar,
drajeler, kapsiller, sivilar, pastiller, jeller, suruplar, bulamaclar, stspansiyonlar, vb.
olarak birim dozaj formlari halinde formiile edilmesine olanak sadlar. Oral kullanima
yonelik farmasoétik preparatlar, tabletler veya draje cekirdeklerini elde etmek Uzere
istege bagh olarak bir ortaya ¢ikan kansimin égutilmesiyle ve istenmesi halinde, uygun
ilave bilesiklerin ilave edilmesinden sonra granillerin kansimimnin islenmesiyle bir kati
eksipiyan olarak formile edilebilir. Uygun kati eksipiyanlar, drnedin laktoz, sukroz,
mannitol veya sorbitol dahil olmak lzere sekerleri; misir, bugday, piring, patates veya
baska bitkilerden nisasta; metil sellloz, hidroksipropilmetil-seliloz veya sodyum
karboksimetilseliloz gibi sellloz; ve arabik ve kitre dahil olmak lUzere zamklar; ve
proteinler, 6megin jelatin ve kolajen i¢ceren karbonhidrat veya protein dolgu
maddeleridir. Capraz baglh polivinil pirolidon, agar, aljinik asit veya bunlarnn sodyum

aljinat gibi bir tuzu gibi pargalayici veya ¢dzindUriicl ajanlar ilave edilebilir.

Sulu slispansiyonlar, sulu siispansiyonlarin imalatina yénelik olarak uygun eksipiyanlar
ile kangim halinde bir aktif ajan (6rnegin, bir kimerik polipeptid veya bulusun
peptidomimetidi) icerebilir. Bu tir eksipivanlar, sodyum karboksimetilseliloz,
metilsellloz, hidroksipropilmetilseliloz, sodyum aljinat, polivinilpirolidon, kitre ve
akasya sakiz) gibi bir siispanse edici ajani ve bir dodal olarak meydana gelen fosfatit
(Ornegin, lesitin), bir alkilen oksitin bir yad asidi {6rnegin, polioksietilen stearat) ile
yogunlastinlmasinin bir aring, etilen oksitin bir uzun zincirli alifatik alkol (6megin,
heptadekaetilen oksietanol) ile yodunlastinimasinin bir Grind, etilen oksidin bir yagh
asit ve bir heksitolden tiretilmis bir kismi ester (Grnegin, polioksietilen sorbitol mono-
oleat) ile yodunlastinimasinin bir Urinid veya etilen oksidin yagh asit ve bir heksitol
anhidridden tdretilmis bir kismi ester ile {(6rmegin, polioksietilen sorbitan mono-oleat)

yodunlastinimasinin bir Oriind gibi dagitici veya 1slatici ajanlari igerir. Sulu stispansiyon
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ayni zamanda etil veya n-propil p-hidroksibenzoat gibi bir veya daha fazla karuyucu, bir
veya daha fazla renklendirici ajan, bir veya daha fazla aromalandirici ajan ve sukroz,
asparlam veya sakarin gibi bir veya daha fazla tatlandirci ajan da icerebilir.

Formdilasyonlar osmolariteye yonelik olarak ayarlanabilir.

Yag bazh farmasétikler, bulusun hidrofobik aktif ajanlarin uygulanmasina yonelik olarak
faydahdir. Yag bazli sUspansiyonlar bir aktif ajanin (6rnegdin, bulusun bir kimerik
bilesimi), fistik yadi, zeytin yagi, susam yagi veya hindistancevizi yagi gibi bir bitkisel
yag icinde veya sivi parafin gibi bir mineral yag; veya bunlarin bir kansimi iginde
suspanse edilmesiyle formiile edilebilir. Bakiniz, 6rnegin, buraya referansla dahil
edilmig, biyolojik olarak ulagilabilirligin arttinimasina ve oral olarak uygulanan hidrofobik
farmasdtik hilesiklerin bireyler arasi ve bireyler i¢i degiskenliginin azaltiimasina yonelik
olarak esansiyel yagdlarin veya esansiyel yag bilesenlerinin kullaniimasini agiklayan
U.S. Patent No. 5,716,928 (bakiniz ayni zamanda U.S. Patent No, 5,858,401). Yag
sUspansiyonlan balmumu, sert parafin veya setil alkol gibi bir kalnlastirici ajan
igerebilir. Tatlandirici ajanlar gliserol, sorbitol veya sukroz gibi bir yenilebilir oral
preparasyon saglamak Uzere ilave edilebilir. Bu formulasyonlar askorbik asit gibi bir
antioksidanin ilavesiyle korunabilir. Enjekte edilebilir bir yag aracinin bir drnedi olarak,
bakiniz buraya referansla dahil edilen Minto (1997) J. Pharmacol. Exp. Ther. 281:93-
102. Bulusun farmasoétik formiilasyonlan ayn) zamanda su icinde yad emiilsiyonlar
formunda da olabilir. Yaglh faz, yukanida aciklanan bir bitkisel yad veya bir mineral yag§
veya bunlarin bir kanisimi olabilir. Uygun emillsifiye edici ajanlar akasya sakizi ve kitre
gibi dodal olarak meydana gelen sakizlar, soya fasulyesi lesitini gibi dogal olarak
meydana gelen fosfatitleri, yad§ asitleri ve sorbitan mono-oleat gibi heksitol
anhidritlerinden tiretilmis esterleri veya kismi esterleri ve bu kismi esterlerin
policksietilen sorbitan mono-oleat gibi etilen oksit ile yogunlagtinimasmin Urinlerini
igerir. Emilsiyon ayni zamanda, suruplar ve iksirler formilasyonunda oldugu gibi
tatlandirici ajanlar ve aromalandinct ajanlar da igerebilir. Bu tir formilasyonlar ayni

zamanda bir ¢okeltici, koruyucu veya renklendirici ajan da igerebilir.

Terapotik ajani igeren bir bilesimin veya ilacin, dzellikle peptid, protein, polintkleotit
veya diger benzeri ajanlara ydnelik bir stabilizér olarak hizmet veren bir farmasétik
olarak kabul edilebilir tasiyiciyi icerebilecedi de tasarlanir. Peptidlere yonelik olarak
stabilizérler olarak da hareket eden uygun tagiyicilarin érmekleri, sinirlama olmaksizin,

dekstroz, sukroz, laktoz, trehaloz, manitol, sorbitol, inasitol, dekstran ve benzerlerinin
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farmasdtik derecelerini igerir. Dider uygun tasiyicilar, yine sinirlama olmaksizin,
nisasta, seluloz, sodyum veya kalsiyum fosfatlar, sitrik asit, tartarik asit, glisin, yuksek
molekuler agirikli polietilen glikolleri (PEG'ler) ve bunlarin kombinasyonunu igerir. Ayni
zamanda bir yUkli lipit ve/veya deterjanin kullaniimasi da faydal olabilir. Uygun yukI
lipidler, sinirlama olmaksizin, fosfatidilkolinleri (lesitin) ve benzerlerini icerir. Deterjanlar
tipik olarak bir noniyonik, anyonik, katyonik veya amfoterik sirfaktan olacaktir. Uygun
surfaktanlarin ornekleri ornegin Tergitol® ve Triton® slrfaktanlarini (Union Carbide
Chemicals and Plastics, Danbury, CT), polioksietilenesarbitleri, 6megin, TWEEN®
surfaktanlan (Atlas Chemical Industries, Wilmington, DE), polioksietilen eterlerini,
ornedin Brij, farmasétik olarak kabul edilebilir yad asidi esterlerini, drnedin, lauril stlfat
ve bunun tuzlar (SDS) ve benzer materyalleri icerir. Farmasdtik olarak kabul edilebilir
eksipiyanlar, tastyicilar, stabilizérler ve dider yardimci maddelerin bir kapsaml
tartismasi, buraya referansla dahil edilen Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack
Pub. Co., N. J.1991Yda ulasilabilirdir.

Parenteral uygulamaya ydnelik olarak uygun mevcut bulusun farmasotik bilesimleni,
formilasyonu tasarlanan alicinin kani ile izotonik hale getiren sekerler, alkoller,
antioksidanlar, tamponlar, bakteriostatlar, solltler veya slispanse edici veya
kalinlagtirici ajanlar igerebilen bir veya daha fazla farmasétik olarak kabul edilebilir
steril izotonik sulu veya susuz c¢ozelliler, dispersivonlar, sispansiyonlar veya
emilsiyonlar veya kullanimdan hemen once steril enjekte edilebilen ¢ozeltiler veya
dispersiyonlar halinde yeniden olusturulabilen steril tozlar ile kombinasyon halinde

bulugun bir veya daha fazla bilegigini igerir.

Bulusun farmasoétik bilesimlerinde kullanilabilen uygun sulu ve susuz tagiyicilarin
ormekleri su, etanol, polioller (gliserol, propilen glikol, polietilen glikol ve benzerleri gibi)
ve bunlarin uygun karigimlarini, zeytinyadi gibi bitkisel yaglan ve etil oleat gibi enjekte
edilebilir organik esterleri icerir. Uygun akiskanbhk, &rnegdin lesitin gibi kaplama
materyallerinin kullanimiyla, dispersiyonlar durumunda gerekli pargacik boyutunun

surdlrlimesiyle ve surfaktanlarin kullanimiyla surdirilebilir.

Bu bilesimler ayni zamanda koruyucular, 1slatici ajanlar, emilsifiye edici ajanlar ve
dagitici ajanlar gibi adjuvanlan da icerebilir. Mevcut bulusun bilesikleri Gzerinde
mikroorganizmalarnn hareketinin dnlenmesi, ¢esitli antibakteriyel ve antifungal ajanlarin,

ornegdin paraben, klorobitanol, fenol, sorbik asit ve benzerleri, dahil edilmesiyle garanti



10

15

20

25

30

28

altina alinabilir. Ayni zamanda, sekerler, sodyum klortr, fosfat tamponlu salin ve
benzerleri gibi izotonik ajanlann bilesimlere dahil edilmesi de istenebilir. llave olarak,
enjekte edilebilir farmasotik formun uzatilmig emilimi, aliminyum monostearat ve jelatin

gibi emilimi geciktiren ajanlarin dahil edilmesiyle saglanabilir.

Bazi durumlarda, bir ilacin etkisini uzatmak Uzere ilacin deri altt veya kas igi
enjeksiyondan emiliminin yavaslatiimasi istenirdir. Bu, zayif su ¢dzinuriagine sahip
olan kristalin veya amorf materyalin bir sivi  sispansiyonunun kullanimiyla
gerceklestirilebilir. Bu durumda ilacin emiliminin hizi, kargiliinda kristal boyutuna ve
kristalin formuna bagl olabilen ¢dzinme hizina baghdir. Alternatif olarak, parenteral
olarak wuygulanan bir ilag formunun gecikmeli emilimi ilacin bir yag aracinda

¢ozlndirdimesiyle veya slspanse edilmesiyle gerceklestirilir.

Bulusun ydéntemlerinde, farmasotik bilegikler ayni zamanda vicutta yavas serbest
birakima yonelik olarak mikrokiireler olarak da verilebilir. C")rnegin, mikrokireler, deri
altindan yavas bir sekilde serbest birakilan intradermal ilag enjeksiyonu vasitasiyla;
bakiniz Rao (1995) J. Biomater Sci. Polym. Ed. 7:623-645; biyobozunur ve enjekte
edilebilir jel formulasyonlar olarak, bakiniz, érnegin, Gao (1995) Pharm. Res. 12:857-
863 (1995); veya oral uygulamaya yonelik mikrokireler olarak, bakirnz, 6rnegin, Eyles
(1997) J. Pharm. Pharmacol 49:669-674 uygulanabilir. Alinti yapilan referanslarin

tiimi buraya referansla tamamen dahil edilir.

Enjekie edilebilir depo formlari, mevcut bulugsun bilesiklerinin mikrokapstl matrislerinin
polilaktit-poliglikolit gibi biyolojik olarak parcalanabilen polimerlerde olusturulmasiyla
yapilir. llacin polimere oranina ve kullanilan belirli polimerin dogasina bagh olarak, ilag
serbest birakim hizi kontrol edilebilir. Diger biyolojik olarak pargalanabilen polimerlerin
ornekleri  poli(ortoesterler) ve poli(anhidritler) icerir. Depo enjekte edilebilir
formilasyonlar ayni zamanda ilacin, vicut dokusu ile uyumlu olan lipozomlar veya

mikroemulsiyonlarda yakalanmasiyla da hazirlanir.

Polipeptid kendi basina veya dider terapoétik bilesik ile kombinasyon halinde
uygulanabilir. Ozellikle, polipeptid, memelide melanom, iltihap veya bir otoimmiin
hastahdr tedavi etmek Uzere kullanilan bir terapdtik bilesik ile baglantih olarak

uygulanabilir. Polipeptid ve ilave terapodtik bilesik aynmi veya farkli bilesimler halinde
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formdle edilebilir. Polipeptid, ilave terapdtik bilesikler ile es zamanh olarak, sirayla veya

bundan ayri olarak uygulanabilir.

Dozaj

Mevcut bulusun farmasdétik bilesimlerindeki aktif icerik maddelerinin gergek dozaj
seviyeleri, hastaya toksik olmadan, bir belirli hasta, bilesim ve uygulama moduna
yonelik olarak istenen terapdtik yaniti gerceklestirmek Uzere etkili olan bir aktif igerik
maddesi miktarini elde edecek sekilde cesitlilik gosterebilir. Mevcut bulusun bilesikleri
farmasdtikler olarak insanlara ve hayvanlara uygulandi§inda, kendi baslarina veya bir
farmasdtik olarak kabul edilebilir tagiyici ile kombinasyon halinde érnegin %0.1 ila 99,
daha fazla tercih edildigi dzere %10 ila 30 aktif icerik maddesi iceren bir farmasétik

bilesim olarak verilebilirler.

Segilen dozaj seviyesi, kullanilan mevcut bulusun belirli bilesigin aktivitesi, uygulama
yolu, uygulama stresi, kullanilan belirli bilegigin atilim veya metabolizma hizi, emilimin
hizi ve dlgeqi, tedavi suresi, kullanilan belirli bilegik ile kombinasyon halinde kullanilan
diger ilaglar, bilesikler vefveya materyaller, tedavi edilen hastanin yasi, cinsiyeti,
agirhd), durumu, genel sadld ve onceki tibbi dykist ve tibbi tekniklerde iyi bilinen

benzer faktorler dahil olmak lizere gok cesitli faktdrlere bagl olacaktir.

Teknikte siradan ustalia sahip olan bir hekim veya veteriner, gerekli farmasétik
bilesimin etkili miktarini kolayca belirleyebilir ve regete edebilir. Ornegin, hekim veya
veteriner, farmasétik bilesimde kullanilan bulusun bilesiklerin dozlarini istenen terapétik
etkiyi elde etmek Uzere gerekenden daha dusik seviyelerde baglatabilir ve istenen etki

elde edilinceye kadar dozu kademeli olarak arttirabilir.

Genel olarak, bulugun bir bilesidinin bir uygun ginlik dozu, bir terapétik etki Gretmek
tzere etkili en diisiik doz olan bilesik miktari olacaktir. Bu tir bir etkili doz genel olarak
yukanda aciklanan faktdrlere bagh olacaktir. Genel clarak, gosterilen etkilere yonelik
olarak kullanildiginda, bir hastaya yonelik olarak mevcut bulusun bilesiklerinin oral,
intravendz, intraserebroventrikller ve deri alti dozlar, saat basina vicut agirhdi
kilogrami bagina yaklasik 1 mecg ila yaklasik 5 mg’lik bir sinirlayici olmayan arahga
sahip olacaktir. Diger dizenlemelerde, doz, saat bagina vicut agirhgr kilogrami bagina

yaklasik yaklagik 5 meg ila yaklasik 2.5 mg'lik bir sinirlayici olmayan araliga sahip



10

15

20

25

30

35

30

olacaktir. Baska dizenlemelerde, doz, saat basina vicut adirhd kilogrami basina
yaklagik yaklasik 5 mcg ila yaklagik 1 mg'lik bir sinirlayici olmayan araliga sahip
olacaktir.

istenmesi halinde, aktif bilesigin etkili giinlik dozu, istege bagdl olarak, birim dozaj
formlarinda, gln boyunca uygun araliklarda ayri olarak uygulanan iki, Ug, dort, bes, alti
veya daha fazla alt doz olarak uygulanabilir. Bir diizenlemede, bilegik, giin basina bir
doz olarak uygulanir. Baska dizenlemelerde, bilesik intravendz veya baska yollar
Uzerinden oldugu gibi siirekli olarak uygulanir. Baska diizenlemelerde bilesik, haftalik

veya daha az gibi, glinlikten daha az bir siklikta uygulanir.

Mevcut bulusun bir bilegiginin tek basina uygulanmasi mumkidn olmakla birlikte,

bilesigin bir farmasdétik formilasyon (bilegim) olarak uygulanmasi tercih edilir.

Bu tedaviyi alan denek, primatlar, 6zellikle insanlar ve tavsanlar, atlar, sigir, domuz,
domuz, kecgi ve koyun gibi blylikbas hayvanlar gibi diger memeliler; ve genel olarak
kiimes hayvanlan ve evcil hayvanlar dahil olmak U(zere ihtiyag duyan herhangi bir

hayvandir.

Bulusun bilesidi, bunun gibi veya farmasotik olarak kabul edilebilir tasiyicilar ile
kansimlar halinde uygulanabilr ve ayni zamanda penisilinler, sefalosporinler,
aminoglikozitler ve glikopeptidler gibi antimikrobiyal ajanlar ile badlantih olarak da
uygulanabilir. Boylece konjonktif terapi, ilk uygulananin terapétik etkilerinin sonraki
uygulandiginda tamamen ortadan kalkmayacadi sekilde aktif bilegigin sirali, eszamanli

ve ayri uygulanmasini icerir.

Aciklanan Bilesiklere Ydnelik Olas) Uyqulama Yollari

Bu bilesikler, herhangi bir uygun uygulama yolu ile terapiye yénelik olarak insanlara ve
dider hayvanlara uygulanabilir. Burada kullanildiginda, uygulama "yolu™ teriminin,
asagidakilerle sinirh olmamak Uzere, deri alti enjeksiyon, intraventz enjeksiyon,
intraokiiler  enjeksiyon, intradermal enjeksiyon, intramuUskiler enjeksiyon,
intraperitoneal enjeksiyon, intratrakeal uygulama, intraadiposal uygulama, intraartikiler
uygulama, intratekal uygulama, epidural uygulama, inhalasyon, intranazal uygulama,
oral uygulama, dilalti uygulama, bukkal uygulama, rektal uygulama, vajinal uygulama,

intrasisternal uygulama, transdermal uygulama ve topikal uygulama veya lokal verim
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vasitasiyla uygulamayi (6rnedin kateter veya stent ile) icermesi tasarlanir. Bilesikler
ayni zamanda yavas serbest birakim dozaj formlarinda da uygulanabilir veya birlikte
uygulanabilir.

Bulusun yontemlerinde, farmasétik bilesikler aym zamanda fitiller, instflasyon, tozlar ve
aerosol formulasyonlan dahil olmak Uzere intranazal, intraokuler, periyokller ve
intravajinal yollarla da uygulanabilir (steroid inhalan érneklering ydnelik olarak, bakiniz
buraya referansla dahil edilen Rohatagi (1995) J. Clin. Pharmacol. 35:1187-1193; Tjwa
(1995) Ann. Allergy Asthma Immunol. 75:107-111). Fitiller formdlasyonlan, ilacin,
normal sicakhklarda kati ancak vicut sicakliklarinda sivi olan ve bu nedenle ilaci
serbest birakmak Uzere viicutta eriyecek olan bir uygun tahris edici olmayan eksipiyan

ile karigtinlmasiyla hazirlanabilir. Bu tar materyaller kakao yagi ve polietilen glikollerdir.

Bulusun yontemlerinde, farmasotik bilesikler, uygulama cgubuklan, c¢ozeltiler,
sUspansiyonlar, emilsiyonlar, jeller, kremler, merhemler, macunlar, jeller, tozlar ve

aerosoller olarak formiile edilmis bir topikal yolla transdermal olarak verilebilir.

Bulugsun ydntemlerinde, farmasdtik bilesikler, intravendz (IV) uygulama veya bir vicut
bosluguna (6rnedin, sinoviyal bosluk) veya bir organin limenine uygulama gibi
parenteral olarak uygulanabilir. Bu formulasyonlar, bir farmasotik olarak kabul edilebilir
tasiyicida ¢bzinmids bhir aktif ajanin bir ¢ozeltisini igerebilir. Kullanilabilen kabul
edilebilir araglar ve ¢Ozlculler su ve bir izotonik sodyum klortir olan Ringer ¢ozeltisidir.
llave olarak, steril sabit yaglar da bir ¢dziicii veya siispanse edici ortam olarak
kullanilabilir. Bu amagla, sentetik mono- veya digliseritler dahil clmak tzere herhangi

bir tatsiz sabit yag kullanilabilir.

Burada agiklandidi gibi, mevcut bulusun ydntemleri, burada agiklanan bir otoimmdn
hastaligin veya diger durumlarin tedavisine ydnelik olarak tek basina veya diger

vaklasimlar ile kombkinasyon halinde kullanilabilir,

Bir kombinasyon rejiminde kullanmak uzere terapilerin belirli kombinasyonlari
(terapotikler veya prosedirler), istenen terapétiklerin ve/veya prosedirlerin ve elde
edilecek istenen terapdtik etkinin uyumlulugunu dikkate alacaktir. Kullanilan terapilerin
ayni rahatsizlia yonelik olarak bir istenen etkiyi elde edebilecegdi (6rnegin, bir bulusa
ait bilegik ayni rahatsizhg tedavi etmek Gzere kullamilan dider ajan ile ayni anda

uygulanabilir) veya farkli etkiler elde edebilecedi (6rnedin, herhangi yan etkilerin
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kontroli) de kabul edilecektir. Burada kullanildifinda, bir beliri hastaliii veya durumu
tedavi etmek veya onlemek Uzere normal olarak uygulanan ilave terapotik ajanlar

"tedavi edilen hastalija veya duruma yonelik olarak uygun" olarak bilinir.
Mevcut bulusun burada tanimlandidr gibi bir kombinasyon tedavisi, s6z konusu
tedavinin ayn bilesenlerinin egzamanli, siralh veya ayrn uygulanmasi yoluyla elde

edilebilir.

Terapotik Uygulamalar

Burada tartisildigi gibi polindkleotidin veya bir duzenleyici bilegigin (buradan sonra
"terapdtik ajan”) uygulanmasi, dnleyici veya terapétik amaca yénelik olabilir. Onleyici
olarak sadlandiginda, terapdtik ajan herhangi semptomlann &éncesinde saglanir.
Terapdtik ajanin dnleyici uygulamas), herhangi semptomlarn dnlemek veya hafifletmek
Uzere hizmet verir. Terapdtik olarak saglandiginda, terapotik ajan hastallk veya
rahatsizhigin bir semptomunun baslangicinda (veya kisa bir slire sonra) sadlanir.
Terapdtik ajanin  terapdtik uygulamasi  semptomlarin  herhangi bir gergek

siddetlenmesini hafifletmek tizere hizmet verir.

Tedavi edilen birey herhangi bir memeli clabilir. Bir bakis agisinda, memeli bir insandir.
Baska bir bakis acgisinda, insan bir otoimmiin hastalik veya duruma sahiptir. Diger
bakis agilarinda, otoimmun hastalik veya durum multipl skleroz, diyabet tip |, aplastik
anemi, Grave hastalidi, ¢olyak hastahgi, Crohn hastaligi, lupus, artrit, osteoartrit,
otoimmin dveit, otoimmin ensefalomiyelit ve myastenia gravis ile iliskilidir veya

bunlardan olugan gruptan secilir.

Baska bakis acgllarinda, insan bir iltihap hastaligina veya durumuna sahiptir. Bagka
bakis agisinda, iltihap hastali§i veya durumu iltihapl bagirsak hastaligi, romatoid artrit,
alerji, ateroskleroz, sedef hastalidi, gastrit ve iskemik kalp hastahgindan olusan grup ile
iligkilidir veya bunlardan olusan gruptan segilir. Bagska bakis agisinda, iltihap beyin
oluma ile iligkilidir, tercih edildidi Uzere burada beyin dokusunda dolasan endojen a-
MSH veya a-MSH seviyeleri azaltilir. Yine bagka bakis acisinda, terapbtik ajan, bir a-
MSH veya MC1 reseptord aracih rahatsizhik veya hastaliga sahip bir denegi tedavi

etmek uzere kullanilir.
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Baska bakis acisinda, mevcut bulus melanoma sahip bir denegin tedavisine ydneliktir.
Bir bakis agisinda, meveut bulus deneklerdeki melanomu hafifletir veya dizeltir. Yine
baska bakis acisinda, mevcut bulusun bilesikleri, melanom tespitine veya

goérintilemeye ydnelik tahlillerde kullanihir.

Aciklanan Bilesikleri iceren Kitler

Bulug ayni zamanda, bulusun terapétik rejimlerinin yirttilmesine yonelik kitleri de
saglar. Bu tur kitler, farmasétik olarak kabul edilebilir formda, tek baglarina veya
farmasdtik olarak kabul edilebilir formda diger ajanlar ile kombinasyon halinde, MC1R
duzenleyicileri olarak spesifik aktiviteye sahip olan bir peptidin terapétik olarak etkili
miktarlarint icerir. Tercih edilen farmasdtik formlar, steril salin, dekstroz ¢ozeltisi,
tamponlanmis ¢ozelti veya diger farmasdatik olarak kabul edilebilir steril sivi ile
kombinasyon halinde peptidleri igerir. Alternatif olarak, bilesim liyofilize edilebilir veya
kurutulabilir. Bu 6rnekte, kit ayrica, enjeksiyon amaclarina yonelik bir gdzelti olusturmak
tzere tercih edildidi Gzere steril bir farmasétik olarak kabul edilebilir gdzelti de igerebilir.
Bagka dizenlemede, kit ayrica bilegimin enjekte edilmesine yonelik olarak, tercih
edildigi Gzere steril formda paketlenmis bir igne veya sinnga da icerebilir. Diger
diazenlemelerde, kit ayrica bilegsimin bir denege uygulanmaina ydnelik clarak bir talimat
araci da icerir. Talimat araclarn bir yazili ek, bir ses kayd, hir gdrsel-igitsel kayit veya
bilesimin bir denege uygulanmasinin talimat edilmesine yonelik herhangi bir bagka arag
olabilir. Bir diizenlemede, kit, (i} MC1R've 6zgl dlzenleyici aktiviteye sahip olan bir

peptidi igeren bir birinci konteyner; ve (ii) kullanima yonelik talimat araci icerir.

Tedavi Yénteminin ilave Diizenlemeleri

Bazi dizenlemelerde, bulus, buna ihtiyaci olan bir denekte transplant reddini azaltmak
veya inhibe etmek Uzere, bir farmasdétik olarak kabul edilebilir eksipiyvan ve burada
sadlanan en azindan bir peptid bilesidinin bir etkili miktarini iceren bir farmasdétik
bilesimin s0z konusu denede uygulanmasini igeren bir ybntem sadlar. Bazi
diizenlemelerde, bulus, nakledilen doku, hiicreler veya organ tarafindan ortaya
¢lkarilan denedin bir immin yanitini azaltmak veya inhibe etmek lzere bir yontem
saglar. Bir nakledilen doku o6mekleri, deneysel kalp nakli ve pankreas adacik

hucrelerinde bir allogrefttir.



10

15

20

25

30

35

34

Deneysel Otoimmiin Ensefalomyelit (EAE) modelinde immiinobaskilayici Aktivite

a-MSH'nin yeni D-amino asit peptid analoglarn Gretilmigtir ve lipopolisakarit (LPS) vekil
iltihaph hastalik modelinin yanisira, deneysel otoimmiin dveit (EAU) ve deneysel
otoimmun ensefalomiyelit (EAE) modellerinde immun dizenleyici etkilere yonelik olarak
degerlendirilmigtir. Rl a-MSH analogu ile tedavi, EAU modelinde ve bir MOG indiikl(i
EAE fare modelinde klinik hastalik puanlarini ve hastalik insidansini azaltmistir. llave
olarak, MOG prime edilmis farelerin dalak ve lenf diigiminde TNF-a ve IL-10 mRNA
ekspresyon seviyeleri tedavi edilen farelerde azalmistir. Bir LPS indikli sistemik
enflamasyon modelinde, a-MSH ve analog tedavi serum sitokin seviyelerini azaltmistir.
Bu veriler, bu yeni a-MSH analoglarinin enflamasyon ve otoimmin hastaliklarda

terapotik kullanima ydnelik potansiyele sahip oldugunu gosterir.

Aciklama, bununla birlikte Avrupa Patent Ofisi Hukuk Temyiz Kurulunun kararn J15/88
ile uyumlu olarak talepleri temsil etmeyen mevcut agiklamanin bir kismini olusturan

asagidaki hukiimlerde tanimlanan asagidaki bakis agilarini igerir:

(1) Melanokortin 1 reseptdrind {(MC1R) secici bir sekilde badlayan bir bliyik
dlglde saf bilesik olup, 6zelligi s6z konusu bilesidin asadidaki diziye

sahip olan bir ¢cekirdek tetrapeptidi icermesidir;

His Xaa1 Arg Trp (SEQ ID NO:1) veya D-Trp D-Arg
Xaaz D-His (SEQ ID NO:2),

burada Xaas D-Cha, D-Phe veya Cha'dir ve

Xaay D-Cha, D-Phe veya Phe;

veya bunun farmasdétik olarak kabul edilebilir bir tuzudur.

(2) Hikim 1'e gdre bilesik olup, 6zelligi séz konusu bilesidin, asadidaki
diziye sahip olan bir C-terminal polipeptidini igermesidir: D-Ser D-lle D-
lle D-Ser D-Ser (SEQ ID NO:3).

(3) Melanokortin 1 reseptorind (MC1R) secici bir sekilde badlayan bir blytk
Olcude saf bilesik veya farmasdtik olarak kabul edilebilir tuzu olup,
ozelligi s6z konusu bilesigin, asagidaki diziye sahip olan bir polipeptid

icermesidir:
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Xaai Xaa; Xaaz Xaas Xaas Xaas Xaar Xaags Xaas Xaaip Xaa Xaa
Xaas,

burada Xaa, D-Val, D-Ala veya D-Lys'dir;

Xaaz D-Pro, D-Ala veya D-Lys'dir;

Xaa; D-Lys, D-Orn, D-Nle, D-Ala veya D-Lys'dir;

Xaas Gly veya D-Ala’drr;

Xaas D-Trp, Trp, D-3-benzotienil-Ala, D-5-hidroksi-Trp, D-5-metoksi-Trp,
D-Phe veya D-Ala'drr;

Xaag D-Arg, D-His veya D-Ala’dir;

Xaay D-Cha, D-Phe, Phe, D-4-floro-Phg, D-3-piridil-Ala, D-Thi, D-Trp, D-
4-nitro-Phe veya D-Ala’dir;

Xaag D-His, His, D-Arg, Phe veya D-Ala'dir;

Xaag D-Glu, D-Asp, D-sitriilin, D-Ser veya D-Ala’dir;

Xaaq D-Met, D-butiyonin, D-lle veya D-Ala’dir;

Xaaq D-Ser, D-lle veya D-Ala'drr;

Xaaiz D-Tyr, D-Ser veya D-Ala'dir; ve

Xaai; D-Ser veya D-Ala’dir;

burada, Xaai.s'ln timunin D-Ala oldugu durum haricinde birden fazla

Xaai.13 D-Ala degildir ve birden fazla Xaai.13 bir L-amino asit degildir.

Huikiim 3'e gore bilesik veya bunun farmasdtik olarak kabul edilebilir bir
tuzu olup, dzellidi s6z konusu bilesigin, asagidaki diziye

sahip olan bir polipeptidi icermesidir:

Xaai Xaa; Xaa; Xaa, Xaas Xaas Xaar Xaag Xaay Xaa; Xaa Xaai:
Xaaqs,

burada Xaa. D-Val'dir;

Xaa, D-Pro’dur;

Xaas D-Lys, D-Orn veya D-Nle'dir;

Xaas Gly'dir;

Xaas D-Trp, Trp, D-3-benzotienil-Ala, D-5-hidroksi-Trp, D-5-metoksi-Trp
veya D-Phe’dir;

Xaas D-Arg veya D-His'dir;
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Xaay D-Cha, D-Phe, Phe, D-4-floro-Phg, D-3-piridil-Ala, D-Thi, D-Trp
veya D-4-nitro-Phe'dir;

Xaas D-His, His, D-Arg, Phe veya D-Ala‘'drr;

Xaag D-Glu, D-Asp, D-sitriilin veya D-Ser'dir;

Xaaqn D-Met, D-bdtiyonin veya D-lle’dir;

Xaaq D-Ser veya D-lle'dir;

Xaaq2 D-Tyr veya D-Serdir; ve

Xaaiz D-Serdir;

burada birden fazla Xaas.13 bir L-amino asit degildir.

Hiikiim 3'e gore bilesik veya bunun bir farmasétik olarak kabul
edilebilir tuzu olup, 6zelligi s6z konusu bilesigin, asagidaki

diziye sahip olan bir polipeptidi icermesidir;

Xaas Xaaz Xaas Xaas Xaas Xaas Xaa; Xaag Xaas Xaa o Xaas Xaaz
Xaas,

burada Xaas D-Val'dir;

Xaaz D-Pro'dur;

Xaaz D-Lys, D-Orn veya D-Nle’dir;

Xaas Gly'dir;

Xaas D-Trp veya Trp'dir;

Xaag D-Arg'dir;

Xaay D-Cha, D-Phe, Phe veya D-Thi'dir;
Xaag D-His veya His'dir;

Xaag D-Glu veya D-Ser'dir;

Xaaiy D-Met, D-bdtiyonin veya D-lle’dir;
Xaai D-Ser veya D-lle'dir;

Xaaqz D-Tyr veya D-Ser'dir; ve

Xaaq D-Ser'dir;

burada birden fazla Xaas.13bir L-amino asit degildir.
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Bir bayiik élgude saf bilesik veya bunun farmasétik olarakkabul
edilebilir bir tuzu olup, 6zelligi agsagidaki diziye sahip olan bir

polipeptidi icermesidir;

D-Val D-Pro D-Lys Gly D-Trp D-Arg Phe D-His D-Ser D-lle D-lle D-Ser
D-Ser (SEQ ID NO:4);

D-Val D-Pro D-Lys Gly D-Trp D-Arg D-Cha D-His D-Ser D-lle D-lle D-
Ser D-Ser (SEQ ID NO:5);

Ser Tyr Ser Met Glu His Cha Arg Trp Gly Lys Pro Val (SEQ ID NO:6);
veya

D-Val D-Pro D-Lys Gly D-Trp D-Arg D-Phe D-His D-Glu D-Met D-Ser D-
Tyr D-Ser (SEQ ID NO:7).

Hikomler 1, 3, 4, 5 veya 6'ya gore bilesik olup, 6zelligi sdz konusu

polipeptidin PEGile edilmesidir.

HUkim G'ya gore bilesik olup, 6zelligi s6z konusu bilesidin MC1R'yi

secici bir sekilde baglamasidir.

Hikom 1, 3, 4, 5 veya 6'va gdre bilesik olup, 6zelli§i s6z konusu bilesigin

asa@idaki 6zelliklerden en azindan birini sergilemesidir:

MC1R'yi segici bir sekilde aktive etme yetenegi;
In vitro plazmada stabilite; veya

proteaz bozulmasina karsi direnc.

Bir farmasotik bilesim olup, 6zelligi hikimler 1, 3, 4, 5 veya 6'nin

bilesigini ve bir farmasétik olarak kabul edilebilir eksipiyani icermesidir.

Hikiim 1, 3, 4, 5 veya 6'ya gdre bilesik olup, dzelli§i sdz konusu bilesidin

bir biyolojik olarak aktif pargaya konjuge edilmesidir.

Buna ihtiyaci olan hir denekte bir otoimmun hastalik veya durumun
tedavisine yonelik bir yontem olup, 6zelligi hikim 1, 3, 4, 5 veya 6'va

gdre bir farmasdtik olarak kabul edilebilir eksipiyan ve bir terapdtik olarak
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etkili miktarda bilegik iceren bir farmasétik bilesimin s6z konusu denege

uygulanmasini icermesidir.

Hikiim 12've gére yontem olup, 6zelligi s6z konusu otoimmiin hastalk
veya durumun multipl skleroz, diyabet tip |, aplastik anemi, Grave
hastaligi, ¢élyak hastahgi, Crohn hastali§, lupus, artrit, osteoartrit,
otoimmdin lveit ve myastenia gravisden olusan gruptan

secilmesidir.

Buna ihtiyaci olan bir denekte bir otoimmun iltihabin tedavi edilmesine
yonelik bir ydntem olup, &zelligi hikum 1, 3, 4, 5 veya 6'ya gdre bir
farmasdtik olarak kabul edilebilir eksipiyan ve bir terapdtik olarak etkili
miktarda bilesik igeren bir farmasoétik bilesimin s6z konusu denege

uygulanmasini icermesidir.

Hikum 14'e gore yontem olup, 6zelligi s6z konusu iltihabin iltihapli
hagirsak hastaligi, romatoid artrit, alerji, ateroskleroz, sedef hastaligi,
gastrit ve iskemik kalp hastaligindan olugan gruptan secilen bir hastalik

ile iligkili olmasidir,

Buna ihtiyaci olan bir denekte transplant reddinin azaltilmasinin veya
inhibe edilmesinin bir yontemi olup, dzellidi hikim 1, 3, 4, 5 veya 6'ya
gdre bir farmasotik olarak kabul edilebilir eksipiyan ve bir terap6tik olarak
etkili miktarda bir bilegik iceren bir farmasétik bilesimin stz konusu

denege uygulanmasini icermesidir.

Buna ihtiyaci olan hir denekte melanomun tedavi edilmesinin bir ydntemi
olup, 6zelligi hilkim 1, 3, 4, 5 veya 6'ya gdre bir farmasétik olarak kabul
edilehilir eksipiyan ve bir terapdtik olarak etkili miktarda bir bilesik igeren

bir farmasétik bilesimin s6z konusu denede uygulanmasini igermesidir.

Buna ihtiyaci olan bir denekte melanomun tedavi edilmesinin bir ydntemi
olup, dzelligi bir farmasotik olarak kabul edilebilir eksipiyan ve hikam 1,

3, 4, 5 veya 6'ya gére hir anti-timdr yukine konjuge edilmis bir bilesik
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iceren bir konjugatin bir terapétik olarak etkili miktarini iceren bir

farmasotigin s6z konusu denege uygulanmasini icermesidir.
(19) Hkiim 18'e gdre ydntem olup, 6zelligi s6z konusu anti-timaér yikinin
bir radyon(iklid, bir radyo duyarlilastirici, bir 11k duyarlilagtirici, bir

kemoterapodtik ajan veya bir toksin clmasidir.

(20) Bir kit olup, 6zellidi hiikkiim 10'un farmasotik bilesimini ve istege bagli

olarak kullanima yonelik talimatlar icermesidir.

Materyaller ve Yontemler

Peptidler. o-MSH (SYSMEHFRWGKPV) Bachem'den {King of Prussia, PA) satin
alinmigtir. Bir D-amino asit Rl a-MSH analogu (vpkgwrfhemsys), Rl a-MSH'nin alanin
sUbstitieli peptidi, (Stearil) HfRW (820), {(Ph(CH:):CQO) HfRW (819) ve Rl a-MSH
analog 891 [vpkGwr(D-Cha)hsiiss] Genzyme Corporation tarafindan bir standart kati
faz metodolojisi tarafindan sentezlenmistir ve ters faz HPLC tarafindan saflagtiriimistir.
Bir kanstirlmig D amino asit kontrol peptidi {ksrsmgvfpeyh), Genzyme Corporation
tarafindan sentezlenmistir. Bir alakasiz D amino asit kontrol peptidi (plykkiikklles)

Genzyme Corporation tarafindan sentezlenmistir.

Hayvanlar. Bes ila alti haftalik disi B10.RIII-H2r fareleri Jackson Laboratuvarlar’ndan

(Bar Harbor, ME) satin alinmigtir.

Alti ila sekiz haftalik disi veya erkek C57BL/6 fareleri Jackson Laboratuvarlar’ndan
(Bar Harbor, ME) satin alinmigtir. Hayvan c¢aligsmalanna yonelik tum protokoller
Genzyme Corporation'daki Kurumsal Hayvan Bakim ve Kullanim Komitesinin {|ACUC)

onay!i ile kargilanmistir.

EAU indiiksiyonu. Disi B10.RIlll, ki bdlgede (omuz kemikleri arasinda ve pelvik
bélgede) deri altindan, bir toplam 200 pg interfotoreseptdr badlayici protein peptidi
(IRBP) 161-180 {(New England Peptide; Fitchburg, MA) ile, sirasiyla mikabakteri
taberkulozu H37Ra (Difco, Detroit, Ml) ile 2 mg/ml tamamlanmis Freund adjuvaninda
(CFA; Sigma, St. Louis, MO) enjekte edilmigtir.
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Go6z Puanlama. Farelerin gdzleri bir veya iki damla Mydriacyl %1 (Alcon; Humacao,
Porto Riko) kullanilarak sisirilir ve yaklagik olarak 5 dakika boyunca bir karanlik odada
dinlendirilir. Fareler manuel olarak sinirlandirihr ve her iki gdzin retinasi bir 78 diyoptri
lensi ile bir dolayll oftalmoskop kullanilarak gorsellestirilir. Gozler iltihaplanmaya ydnelik
olarak Q-5 arasinda bir ilerici puanlama sistemi kullanilarak puanlanir. Puan 0: Normal
retina. Puan 1: Optik sinire proksimal vaskiiler enflamasyon. Puan 2: <5 géziin bir
kadranina sinirlandirilimis iltihaph lezyon. Puan 3: >5 gdzun birden fazla kadraninda
iltihapli lezyonlar. Puan 4: iltihapli lezyonlar bitigiktir. Puan 5: Retina dekolmani.
Farelerden bitin gdzler toplanmistir ve PBS'ye yerlestirilmigtir. Gozler donmusg
fiksasyona yonelik olarak OCT ortaminda gomulmistir. Papiller-optik sinir dizlemi

boyunca 5 pm'lik kesitler kesilmistir ve hematoksilin ve eozin ile boyanmsgtir.

Melanokortin Reseptérlerine Baglama Calismalarn. o-MSH, Rl a-MSH ve
kanstinlmis peptide yénelik baglama profilleri melanokortin reseptérlerine &lgllmastir:
1, 3, 4 ve 5. Baglama, (Nle4,D-Phe7) a-MSH (Bachem) ile bir rekabetci hadlanma
analizi kullanilarak vyapiimistir. Baglama analizi, kodlanmis numuneler ile Cerep

laboratuvarlarn {Paris, Fransa) tarafindan yapilmistir.

Peptidlerin baglanmasi ayni zamanda HEK293 hicre hatlarindan membran
preparasyonlar kullanilarak melanokortin reseptdrleri 1, 3, 4 ve 5'in baglanmasina
yonelik olarak '*°I-NDP-MSH ile bir rekabet tarafindan da takip edilmistir. Peptidler,
baglama tamponu (25 mM HEPES pH7, 1.5 mM CaClz, 1 mM MgSQ4, 100 mM NaCl,
%0.2 BSA) iginde V-tabanli 96 g&zIi plakalarda '**I-(Nle4,D-Phe7)-a-MSH
(PerkinElmer, Boston MA) ile kanstinimigtir ve 1-10 fmol reseptdri iceren HEK293 ile
transfekte edilmis hucre hatlanndan {Perkin Elmer, Boston MA) membran
preparasyonlar ile 1 saat boyunca 25 °C'de kanstinlmigtir. 3 pM'de (Nle4,D-Phe7)-
NDP-MSH (Bachem) bir pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Karnisimlar 96 goézli GFC
filtrelerden (Millipore, Billerica, MA) siuzlim(stir, 3 kez BSA'siz baglayic) tampon ile

yikanmigtir, kurutulmustur ve sayilmisgtir.

cAMP Olgiimii. Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu'ndan (Manassas, VA) B16-F1
(melanom hiicre hatt) hiicreleri, 5x10%gozde diiz tabanli 96 g6zli plakalara ekilmistir
ve 2 mM glutamin, antibiyotikler (100 U/ml penisilin ve 100 U/ml streptomisin) ve %10
1s1 ile inaktive edilmig fetal sigir serumu (Invitrogen, Grand Island, NY) ile takviye

edilmis DMEM (Cambrex, Walkersville, MD) icinde gece boyunca klltirdenmigtir.
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Hiicreler daha sonra natif a-MSH (0.01-1000 ng/ml), retro-inverso a-MSH (0.01-1000
ng/ml) veya bir karistinlmig D amino asit kontrol peptidi {0.01-1000 ng/ml) ile 30 dakika
boyunca tedavi edilmistir. Hicreler ¢cézundurdlmistir ve hicre ici CAMP seviyeleri bir
enzim imminoanaliz kiti {Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) tarafindan
dlculmastur. Forskolin (Sigma, St. Louis, MO) 100 uM'de pozitif kontroller olarak hizmet

vermistir.

EAE indiiksiyonu ve puanlama. Disi C57BL/6 fareleri, 0.6 mg Mycobacterium
tuberculosis (Difco; Detroit, MI) iceren tamamlanmig Freund adjuvaninda (CFA; Sigma,
St. Louis, MO) bir MCG35-55 peptidi emulsiyonu (200 pgffare; New England Peptide;
Fitchburg, MA) ile immunize edilmigtir. Emulsiyon, iki bdlgeye deri alti enjeksiyonuyla
fare bagina 0.2 mllik bir hacimde verilmistir. PBS'deki Bordetella pertusis toksini (PTX;
Sigma), bir i.p. uygulama yolu vasitasiyla bir 400 ng/hayvan dozunda kullanilmistir ve
0. glin ve 3. giinde uygulanir. Fareler EAE'nin paralitik semptomlarina yénelik olarak
ginlik olarak izlenmistir. Fareler 0-5 arasinda bir ilerici puanlama sistemi kullanilarak
klinik semptomlara ydnelik olarak puanlanmigtir. Puan 0: hastalik yok; Puan 1: gevsek
kuyruk; Puan 2; arka bacak zayifligi; Puan 3: arka bacak felci; Puan 4: On bacak
zayifigi/kismi felg; Puan 5; 8lim. Spinal kord ve beyin hasat edilmistir ve hematoksilin

ve eozin boyamaya yonelik alarak parafin icine gomulmustar.

Gogalma Analizi. C57BL/6 fare splenositleri ve lenf dugumu hicreleri 5x105 hiicre/goz
96 gozli plakalarda kiltirlenmigtir. MOG35-55 veya OVA 257-264 peptidi bir 25 pg/ml
konsantrasyonunda  gdzlere ilave edilmistir.  SUpernatant, MOG  peptid
stimilasyonundan 48 saat sonra toplanmigtir. Kiltirde 3 ginden sonra, hiicreler 8 saat
boyunca 1 pCilgézde [3H] timidin ile nabizlanmigtir. Timidin dahil edilmesi cpm ile

Olculmuistar.

Sitokin RNA analizleri-RT-QPCR. Toplam RNA, TRIlzol {Invitrogen, Carlsbad, CA) ile
dokulardan 6zltlenmistir. 1 pg toplam RNA ters transkripte edilmigtir ve bir ABI 7900
tzerindeki Applied Biosystems'den (Foster City, CA) reaktifler ile SYBR yesil dahil
etme kullanilarak nicel PCR'de kullanilmistir. Sitokin hedeflerine yonelik olarak her bir
PCR'de bir ¢cDNA standardi calistinimistir ve mesaj konsantrasyonlarl fare p-aktine
yonlendirilmigtir. Bu verileri elde etmek uUzere kullamlan primerler asagidaki gibi
olmustur: fare TNFa ileri-ggcaggtctacttiggagtcatige ve ters-acattcgaggcetccagtgaaticgg
(1). Fare IL-10 ileri: tgctatgetgectygctetta ve ters: teatttccgataaggettgg (2) kullandik. Fare
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B-aktine  ybnelik diziler asadidadir: ileri gtgggccgetctaggecaccaa  ve  ters

ctetttgatgtecacgeacgattte (3).

CBA analizi. Fare serumu veya hiicre siupernatantin enflamatuar sitokin profillerinin
akig sitometrik analizi BD Biosciences (San Jose, CA) tarafindan yapilan Sitometrik
Boncuk Dizi Kiti (CBA) kullanilarak Slgulmistir. Numuneler imalatginin protokoliine

gore islenmistir.

mMC1R RNA analizleri-RT-QPCR. Toplam RNA, TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA) ile
dokulardan dzutlenmistir. 1 pg toplam RNA ters transkripte edilmistir ve bir ABI 7900
uzerinde Applied Biosystems'den (Foster City, CA) reaktifler ile bir Tagman Kkiti
kullanilarak kantitatif PCR'de kullanilmistir. Her bir PCR'de mMC1R’ye yodnelik olarak
bir cDNA standardi calistinlmistir ve mesaj konsantrasyonlari, Okarystik 18S endojen
kontroline  (VIC/IMGB  probu, Applied Biosystems kisim # 4319413E)
normallestiriimigtir.  MMC1R’'ye  ydnelik  primerler asagidaki  gibidir:  ileri
CTCTGCCTCGTCACTTTCTTTCTA ve ters AACATGTGGGGCATACAGAATCG ve
prob CCATGCTGGCACTCA. Bunlar Primer Express 3.0 (Applied Biosystems, Foster
City, CA) kullanilarak dizayn edilmigtir.

LPS modeli. Erkek C57BL/6 farelere LPS (1ug/fare), i.p. ile meydan okunmustur. 30
dakika sonra fareler deksametazon (2 mg/kg; Sigma), RI-a-MSH analog 891 veya Rl-a-
MSH ile meydan okunmustur. LPS meydan okumasindan 2 saat sonra, fareler seruma
yonelik olarak kanatilmigtir. Sitokin analizi, bir sitometrik boncuk dizisi kiti (BD

Biosciences) ile akig sitometrisi ile dlcilmiistir.
istatistiksel analiz. Sonuclar ortalama + SD olarak eksprese edilmistir. Her bir deney
en azindan iki kez tekrarlanmistir. Sonuglari analiz etmek Gzere bir tek yonli ANOVA
ve Tukey coklu karsilastirma testi kullanmimisgtir,

Bulusu gdstermek (izere asagidaki drnekler teklif edilir.

Referans 6rnedi 1

Deneysel Otoimmiin Uveit (EAU) modelinde Immiinobaskilayici Aktivite
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Otoimmiin Gveit agn ve gbris kaybina yol acabilen enflamatuar bir g6z rahatsizh@idir.
Steroidler ve immunabaskilayici ilaclar halihazirda tveite yoneliik tek terapétiktir ve
¢ogunlukla ciddi okdler ve sistemik toksisitelere sahiptir. Bu nedenle, daha givenli

alternatif terapétikler istenir.

EAU, Birlesik Devletler'deki 2.3 milyon bireyi etkileyen insan uveitin bir hayvan
modelidir. Fotoreseptdr igi retinoid badlayici protein (IRBP) veya bunun peptid
fragmanlari veya adjuvan ile retinal S-antijeni (S-Ag) ile imminizasyon kemirgenlerin
duyarh gerilimlerinde hastalidi indUkleyebilir. Hastalk, gézin retinasindaki enflamatuar
hicrelerin infiltrasyonunu ve kendilifinden niksetme olmadan dogal iyilesme ile
fotoreseptdr hasan icerir. Sinjenik kemirgen alicilarinda uveitojenik T huacrelerinin
adoptif transferi, Uveitin, multipl skleroz, tip 1 diyabet ve romatoid artrit gibi bir¢ok diger
benzer otoimmiin hastalik gibi bir organa 6zgl T hicresi aracili otoimmin hastalik

oldugunu énerir,

Okller mikro-ortam, lokal enflamasyonu Onlemek (zere immiinobaskilamayi
surdirmek Gzere mekanizmalarinin yordrlikte oldugu bir immin ayricahkl bdlgedir.
Okiler dokudaki néronlar tarafindan eksprese edilen birkag ndropeptid, gézdeki immadn
ayricaligin strddrilmesine yardimci olur. Bu néropeptidlerden biri bir 30 pg/ml fizyolojik

konsantrasyonda ckiiler mikro-ortam iginde yapisal olarak eksprese edilen a-MSH'dir.

Siganlarda endotoksin indUkll Gveitin indlksiyonu sirasinda natif a-MSH'nin sistemik
uygulanmasi géz sivisi icindeki infiltre edici hicrelerin sayisini ve IL-6, TNF-a, MCP-1,
MIP-2 ve nitrik oksit seviyelerini bir doza badimh sekilde inhibe etmistir. Bir fare EAU
modelinde, retinal enflamasyonun tepe zamaninda o-MSH uygulamasi hastahgin
siddetini baskilamigtir. a-MSH, T hiicrelerindeki melanokortin 5 reseptéri (MCR-5)

boyunca T dizenleyici hicreleri indikleyebilir ve EAU'yu baskilayabilir.

Murin posterior Uveit modelindeki natif a-MSH tedavisinin etkinligi degerlendirilmistir.
Uveit, B10.RIll farelerinde bir IRBP 161-180 ve CFA enjeksiyonu ile indiiklenmistir.
Hastaligin baglangici hazirlamadan 10 glin sonra meydana gelmistir. 13. glinde 2-3'luk
g6z puanina ulasildiginda, farelere 7 ardigik gin boyunca 200 pgffare'de, i.v. natif a-
MSH uygulanmigtir veya tedavi edilmeden birakilmistir. Profilaktik tedavi, hastahgin
efektdr fazdan ziyade hazirlama fazindaki aktiviteleri hedef alabildiginden, aktif retinal

enflamasyon gézlendiginde tedavi baslatiimistir. llave olarak, bu tedavi stratejisi klinik



10

15

20

25

30

44

uygulamayi daha iyi tekrarlar. a-MSH ile tedavi edilen fareler, tedavi edilmeyen fareler
ile kiyaslandiginda 7 gunlik tedavi siiresi boyunca ortalama klinik géz puanlarinda bir
azalma gostermigtir {Sekil 1a). a-MSH ile tedavi edilen fareler, 15.gunde 3.67 = 0.52lik
bir maksimum ortalama g6z puanina ulasan tedavi edilmemis fareler grubuna kiyasla

13. gunde 2.83 £ 0.39’luk bir maksimum ortalama géz puani gdstermistir.

Referans 8rnedi 2

B10.RIll deneysel otoimmin Uveit modelinde natif a-MSH'nin  deksametazona

karsilastiriimasi

Uveite yoénelik glincel terapi formlari kortikosteroidler ve immiinobaskilayici ajanlari
igerir. Natif a-MSH'nin etkinligi bir bilinen kortikosteroid terapisi olan deksametazon ile
karsilastinimistir. Uveit, IRBP161-180 ve CFA enjeksiyonlan ile B10.RIll farelerinde
indUklenmistir. Hastaligin baslangig zamaninda, fareler 1'lik bir klinik gbze ulastiginda,
farelere natif a-MSH (100 pgffare), 0.2 mg/kg deksametazon veya 2.0 mg/kg
deksametazonun gunlik intraperitoneal enjeksiyonlan uygulanmigtir. Fareler 21 gin
boyunca glnlik olarak tedavi edilmistir. Natif a-MSH ile tedavi edilen fareler, PBS
kontrol fareleri ile karsilastinldiginda tedavi slresi boyunca ortalama klinik goz
puanlarinin énemli bir azalmasini gdstermistir (Sekil 1B). Veriler, gunliik i.p. natif a-
MSH uygulamasinin (veiti 0.2 mg/kg veya 2.0 mg/kg dozda deksametazon

tedavisinden daha yliksek bir dereceye kadar baskiladigini gostermistir.

Ornek 3

Bir yveni retro-inverso a-MSH analogu MCR-1'e spesifik bir sekilde baglanir

Natif a-MSH'nin bir yeni, stabil D-amino asit peptid analogu sentezlenmistir (Rl a-MSH)
ve in vitro ve deneysel otoimmiin Oveit (EAU) modelinde immin dlzenleyici
kapasitelerine yonelik olarak degerlendiriimistir. Baglama g¢alismalari, natif a-MSH'nin
aksine, Rl a-MSH'nin spesifik bir sekilde anti-enflamatuar a-MSH reseptérine (MCR-1)
badlandigini, fakat dijer a-MSH reseptdrlerinden higbirine (MCR-3, 4 veya 5)

baglanmadigini gostermistir.
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Rl a-MSH analogunun melanokortin reseptérlerine (MCR) badlanmasi analiz edilmigtir.
MCR 1, 3, 4 ve 5 dahil olmak Gzere bir MCR paneli kullanilarak bir rekabetci baglanma
analizi gerceklestirilmistir. Peptidlerin baglanmasi daha énce aciklandii gibi 2°I-NDP-
MSH ile bir rekabet tarafindan takip edilmistir. Natif a-MSH, MCR 1, 3, 4 ve 5'e
baglanmistir. Bununla birlikte, natif a-MSH'nin aksine, Rl a-MSH'nin sadece
enflamatuar yanitlan dizenleyen MCR-1'e baglandigi bulunmustur (Tablo 1). Bir
karistinimis D amino asit kontrol peptidi melanokortin reseptérlerinin herhangi birine
baglanmamistir. MCR-1'e spesifik baglanma ile bir a-MSH analogunun geligtiriimesi ve
MCR-3 ve MCR-4 baglanmasinin hari¢ tutulmasi, natif a-MSH'nin bu reseptdrleri

badlayarak Urettigi potansiyel yan etkileri azaltabilir.

Tablo 1
Ki (nM, belirtildigi diginda)

MC1 MC3 MC4 MCS

No.  N-terminus Dizi C-terminus
R R R
0.41
t ~150
MSH Ac SYSMEHFRWGKPV Amid 014 23 41 0
RI-
MSH
(720e vpkGwrfhemsys 46+ =30 =30 ~25
) Ac (SEQ ID NO:7) Amid 1.3 uM MM UM
804 Ac vpkGwrfhemsya Amid nd
805 Ac vpkGwrfhemsas Amid
306 Ac vpkGwrfhemays Amid
1400
807 Ac vpkGwrfheasys Amid + 190
808 Ac vpkGwrfhamsys Amid 25
1200
809 Ac vpkGwrfaemsys Amid + 270

810 Ac vpkGwrahemsys Amid >30



No.

811
812
813
814
815
816
817

818

819

820

847

847in

857

858

859

860

N-terminus

Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac

(Ph(CHz)sC

0)

Stearil

H:zN

H:2N

Ac

Ac

Ac

Ac

Dizi

vpkGwafhemsys
vpkGarfhemsys

vpkawrfhemsys

vpaGwrfhemsys
vakGwrfhemsys
apkGwrfhemsys
aaaGwrfhemsys

kkkGwrfhemsys

HfRW
HfRW

vpkGwrfh

vpkGwrth

vp(D-
Ornitin)Gwrfhemsys
vp(D-
Norlosin)Gwrfhems
ys

vpkG(3-
benzotiyenil-D-

Alanin)rfhemsys

vpkG(5-hidroksi-D-

46

Ki (nM, belirtildigi diginda)

C-terminus

Amid
Amid
Amid
Amid
Amid
Amid
Amid

Amid

Amid

Amid

(CHz); Fenil)

OH

Amid

Amid

Amid

Amid

MC1

pM

13+
7 UM

0.07
1.3
104 +
72

150

3.0

18

206

96

MC3 MC4
R R

277 27

1371 390

MC5

~300

860



No.

861

862-b

863

864

865

866

867

868

869

870

871
872

873

874

875

N-terminus

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac
Ac

Ac

Ac

Ac

Dizi

Trp)rfhemsys

vpkG{5-metoksi-D-
Trp)rfhemsys

vpkGfrfhemsys

vpkGwgfhemsys

vpkGwnfhemsys
vpkGwhfhemsys

vpkGwr(4-floro-D-

fenilglisin)hemsys

vpkGwr(3-piridil-D-

Alanin)hemsys

vpkGwr(2-tiyenil-D-

Alanin)hemsys

vpkGwr(D-
Cha)hemsys

vpkGwrwhemsys

vpkGwr(4-Nitro-D-
Phe)hemsys

vpkGwrfremsys

vpkGwrfwemsys

vpkGwrffemsys

vpkGwrfhdmsys
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Ki (nM, belirtildigi diginda)

C-terminus

Amid

Amid

Amid

Amid

Amid

Amid

Amid

Amid

Amid

Amid

Amid
Amid

Amid

Amid

Amid

MC1 MC3 MC4
R R R

75
128

>100
KM

>30
MM

2300

>30
M

480

5.4

22+
0.44

>30
MM

>10
MM

~2.5
UM

324
13.5
1900

=100
UM

400

MC5

~25
MM



No.

876

877

878

879

880

881

882

883

884

886

890

891
892

N-terminus

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Dizi
vpkGwrfh(D-
Sitrulin)msys

vpkGwrfhe(a-metil-
D- Met)sys

vpkGwrfhe(D-

butiyonin)sys
vpkGwrtheksys

vpkGwrFhsiiss
(SEQ ID NO:4)

wrFh

wrFh

wrFh

vpkGwrFhemsys

vpkgwrfhsiiss
vpkGwr(D-
Cha)he(d-
Biitiyonin)sys
vpkGwr(D-
Cha)hsiiss (SEQ ID
NQO:5)

SYSMEH(L-
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Ki (nM, belirtildigi diginda)

C-terminus

Amid

Amid

Amid

Amid

Amid

C3-Fenil

(1,6-diamino-

hekzan)stear
il

Amid

Amid

Amid

Amid

Amid

Amid

MC1

nd

282

23+
0.8

832

1.8+
0.5

>10
MM

120

>100
NM

72

1.0+
0.43

1.9+
0.01

0.43

0.01
0.51

MC3

R

~40
MM

~18
MM

>30
MM

~19
HM

~15
MM

UM

MC4

>30
MM

~10
pM

~30
MM

~10
HM

~14
MM

~3.2
UM

MC5

~30
MM

>30
MM

>30
MM

~20
UM

~4.5
MM

~2.5
UM
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Ki (nM, belirtildigi diginda)

MC1 MC3 MC4 MCSH

No.  N-terminus Dizi C-terminus
R R R
Cha)RWGKPV
(SEQ ID NO:6)
~28 =30 ~27
893 Ac vpkGWrfhemsys Amid 6.5 KM MM MM
>30 >30 =30
894 Ac vpkGwRfhemsys Amid 380 uM MM MM
~37 ~11  ~37
895 Ac vpkGwrfHemsys Amid 19 MM MM MM

Kiigiik harfler D-izomer amino asitlerini temsil eder; kalin karakterer Rl a-MSH'den

degisiklikleri temsil eder.

Peptidlerin  baglanmasi HEK293 hdcre hatlanndan membran preparasyonlar
kullanilarak melanokortin reseptérleri 1, 3, 4 ve 5'in baglanmasina yénelik olarak '2°I-
NDP-MSH ile bir rekabet tarafindan takip edilmistir. Sekil 18'de gosterildidi gibi, a-MSH,
dort reseptoriin timine, MC3R'ye gore MC1R’e ydnelik olarak 100 kattan daha az
secicilik ile dnemli bir badlanma gdsterirken, Rl a-MSH MC 3, 4 ve 5R’nin her ikisinde
30 uM'u asan Ki degerleri ile, MC1R’e yonelik olarak bir ¢cok glcli secicilik gbstermistir.

Ornek 4

EAU'da retro-inverso a-MSH analogu ile tedavi hastaliklari diizeltir

Yeni retro-inverso a-MSH peptid analogunun imminodizenleyici etkileri deneysel
otoimmun Uveit fare (EAU) modelinde gdzlenmigtir ve sonuglar natif a-MSH peptidi ile
karsilastiriimigtir. Rl a-MSH'nin hastaliin baslangicinda veya ge¢ asamadaki hastalik
sirasinda sistemik verimi Uveiti dramatik olarak ve tekrarlanabilir bir sekilde
diizeltmistir. ilave olarak, yeni Rl a-MSH peptidi analogu ile tedavi Gveiti natif a-MSH
peptidine benzer bir buyuklik ile baskilamistir. Bu veriler, yeni Rl a-MSH analogunun
anti-enflamatuar aktiviteler gosterdigini ve Uveit ve dider otoimmiin hastaliklar ve

enflamasyonda terapdtik kullanima sahip oldugunu gosterir.
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EAU, disi B10.RIIl farelerinde IRBP 161-180 ile induklenmistir. Rl a-MSH ve natif a-
MSH'nin bir profilaktik tedaviden ziyade bir terapdtik olarak etkinligi incelenmigtir.
Fareler, fareler bir orta agamal Gveit hastalidina (2 géz puani) ulastijinda baglatilarak,
gunlik olarak 100ug/fare Rl a-MSH, 100 pg/fare natif a-MSH veya PBS ile intravendz
enjeksiyon ile tedavi edilmigtir. Sekil 2A'da goérildiiglu gibi, kontrol PBS ile tedavi
edilmis fareler, 16. giinde 2.75 + 0.68’lik bir ortalama gbdz puani ile maksimum gbz
puanlarina ulasmistir. Bununla birlikte, glinlik olarak Rl a-MSH analogu veya natif a-
MSH ile tedavi edilen fareler, PBS kontral fareleri ile karsilastirildiginda tedavi stresi
boyunca ortalama klinik géz puanlarinin bir dnemli azalmasini gbéstermistir. Tedavinin
baslamasindan dért gin sonra, 16. ginde, 8 natif a-MSH ile tedavi edilen farenin
sadece 1'i ve 8 Rl a-MSH ile tedavi edilen farenin 0’1, 3 veya daha buyik bir maksimum
g6z puanina sahip olmusken, PBS ile tedavi edilen gruptaki 8 farenin 5'i, 3 veya daha

blylk bir maksimum gz puanina sahip olmustur (Sekil 2B).

Ornek 5

Rl a-MSH ile tedavi edilen deneklerin retina gdruntileri ve histolojik incelemeleri EAU

modellerinde hastaligin baskilandigini gosterir

Gunlik olarak Rl a-MSH veya ge¢ asamadaki (veitte baslayan natif a-MSH ile tedavi
edilen farelerin retinal goruntlleri, PBS kontrol fareleri ile karsilastinldiginda hastaligin
baskilandigini gosterir. Fundoskopik gdrintiler tedavinin baglamasindan 13 giin sonra
elde edilmistir (Sekil 3). PBS ile tedavi edilen gruptaki hastalik stabilize edilmistir veya
ilerlemigtir ve goz boyunca sgiddetli vaskulit ve enflamatuar lezyonlar ile bir 3’lUk
medyan gdz puanina sahip olmustur (Sekil 3A). Bununla birlikte, hastalik Rl a-MSH ve
natif a-MSH peptidin her ikisi ile tedavi edilen farelerde hizla ¢ozilmistir. Retina
goruntileri sadece optik sinirde enflamasyon ile 1'lik gdz puani géstermistir (Sekiller 3B
ve 3C). Her bir gruptaki bireysel farelere yonelik maksimum gdz puanlan S$ekil 3D'de
gosterilir. PBS ile tedavi edilen grupta, 11 farenin 7'si, 3 veya daha fazla goéz puanina
sahip olmustur. Bununla birlikte, natif a-MSH ve Rl a-MSH’deki 11 farenin sadece 2'si,

3 veya daha buyik g6z puanina sahip olmustur.

Gunlik tedavinin baglamasindan 10 giin senra gozlerin histolojik incelemesi, Rl a-MSH

ve natif a-MSH'nin her ikisinin de gdzdeki patolojiyi azalttigini gostermigtir (Sekil 4).
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natif a-MSH ve Rl a-MSH ile tedavi edilen fareler optik sinir bdlgesinde hafif iltihap ile
normal retina mimarisi gosterir (Sekiller 4B ve 4C). Buna karsilik, PBS ile tedavi edilen
fareler okuler iltihaplanma ve doku hasar gdsterir. Fotoreseptér hasan ile retina ve

optik sinir bdlgelerinde enflamasyon gérlir (Sekil 4A).

Ornek 6

Retro-inverso o-MSH'nin intraperitoneal uygulamalarinin  EAU'da bir kanstirlmis

kontrol peptidine karsilastirilmasi

Uveit, IRBP161-180 ve CFA enjeksiyonlar ile B10.RIIl farelerinde indiklenmistir.
Gunlik intraperitoneal enjeksiyonlarla Rl a-MSH ile ge¢ agsamadaki hastalik (2-3 g6z
puani) sirasinda baslangig tedavisini dederlendirdik ve etkinligi bir kontrol kanstinimig
D amino asit peptidi ile karsilastirdik. Fareler ginlik olarak, i.p., 13 gin boyunca Rl a-
MSH veya kanstinlmis peptid ile 100 pgffarede tedavi edilmistir. Rl a-MSH ile tedavi
edilen fareler, kanstirilmis peptid kontrol fareleri ile karsilastinldiginda hastalik seyrinin
15, 21 ve 23. ginlerinde ortalama klinik g6z puanlarinda bir dnemli azalma (p <0.04)
gbstermistir (Sekil 5). Hastaligin indiklenmesinden sonraki 23. glnde ayri maksimum
g6z puanlari, Rl a-MSH'de < 1 puanlara sahip kontrol karistinlmis peptid grubundaki
farelerin hicbiri ile karsilastinldidinda <1 puanlarina sahip farelerin %75'ini gdstermistir.
Farelerin bireysel agirliklar, hastallk siiresi boyunca 4 zaman noktasinda
kaydedilmistir. Rl a-MSH ile tedavi edilmis ve kanstiriimis peptid ile tedavi edilmis
gruplarnin her ikisindeki farelerin timi agirliklarini sGrdirmastir veya normal agirlik
artigi gdstermistir (veriler gosterilmemistir). Peptidler ile gunlik intraperitoneal dozlama
kilo kaybi ile sonuclanmamistrr. ilave olarak, natif a-MSH veya Rl a-MSH'nin 100
pg/farede intraperitoneal uygulama yolu, fareler 1’lik bir klinik g6z puanina ulastiginda,
hastaligin baslangicinda tedavi uygulandidinda, Uveitte etkinlik gostermistir (veriler
gOsteriimemistir). Bu nedenle, Rl o-MSH'nin intraperitoneal uygulama yolu bir
kanstinlmis kontrol peptidi ile karsilastinldijinda hastalik puanlannda énemli azalma

gostermigtir.

Ornek 7

Rl a-MSH'nin EAU modeline cesitli dozajlarda uygulanmasi
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Ayni zamanda ge¢ agamadaki siddetli tveit sirasinda retro-inverso a-MSH tedavisinin
etkinligini ve optimal dozlamasini da inceledik. B10.RIII fareleri Gveiti induklemek lizere
IRBP161-180 ve CFA ile enjekte edilmistir. Fareler gulnlik, ip., PBS, kontrol
karistirlmig peptid (100 pg/fare) veya 100 pg, 10 pg veya 3 pgffarede Rl a-MSH ile
tedavi edilmistir. Tedavi, fareler, gdzun posterior segmenti boyunca enflamatuar
lezyonlar ve olasi kanamalar iceren 4’lik gbz puanina ulagtiginda, hastahdin zirve
zamaninda baslatimistir. PBS ve kanstinimis peptid kontrol gruplarindaki hastalik
siddetli kalmistir (Sekil 6). Buna karsilik, Rl a-MSH ile 100 pg veya 10 pg/fare'deki
tedavi lveiti hizla dizelmistir (p < 0.05). llave olarak, 10 ve 100 pg/fare dozlan esit
derecede etkili olmugtur. 3 pgffare Rl a-MSH dozu hastaligi azaltmamistir veya inhibe

etmemistir.

Ornek 8

Retro-inverso a-MSH'nin cAMP seviyeleri Gzerindeki etkisi

Natif a-MSH, Rl a-MSH veya bir kanstinlmis kontrol peptidi ile tedaviden sonra B16-F1
melanom hucrelerindeki cAMP seviyeleri incelenmistir. B16-F10 melanom hiicre hatti,
sadece 100-200 reseptdr/hlcreyi eksprese eden makrofaj hicre hatlan ile
karsilastinldiginda bir yiksek sayida MCR1 reseptdri (3000-4000 reseptorii/hlicre)
eksprese eder. Bu nedenle, Rl a-M3H tedavisinin melanom hicre hatti (zerindeki
etkisini incelemeyi secgtik. Murin melanom B16-F1 hiicreleri, natif a-MSH, Rl a-MSH
veya kontrol kangtinlmis peptid ile 1 pg/ml-1 pg/ml konsantrasyonlarinda tedavi
edilmistir. 30 dakika sonra hicreler ¢dzindlrdlmastir ve hicre ici cAMP bir enzim
imminoanalizi ile dl¢culmistar. Yaygmin olarak cAMP seviyelerini, hicrelerin kontrolina
(100 pM) vyukseltmek dzere kullanilan Forskolin, cAMP'de bir artis gdstermistir
(345539 t 4066 S8D). cAMP seviyeleri, tedavi edimemis hucreler ile
karsilagtinldiginda natif a-MSH ile tedavi edilen hlicrelerde bir doza bagh sekilde
dnemli bir sekilde yikseltilmistir (Sekil 7A). Rl a-MSH analogu ayni zamanda, tedavi
edilmemis veya karistinlmis peptid kontrol( ile karsilastinldi§inda cAMP seviyelerini bir
doza bagh sekilde &nemli bir sekilde arttirmigtir. Bununla birlikte, bir 10 pg/ml
konsantrasyonunda cAMP'I arttirmis olan natif a-MSH ile karsilastinldi§inda cAMP"
artirmak Uzere daha yiksek bir Rl a-MSH konsantrasyonu {100 ng/ml) gerekli
olmustur. cAMP seviyelerini arttirmak Uzere gerekli olan peptid konsantrasyonundaki

bu fark, MCR1 reseptdrine baglanma afinitesinin sonucu olabilir.
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Ornek 9

Dizi dedisimi ve cAMP seviveleri uzerindeki etkileri ve MC1R badlama

MC1R immun aracili hastaliklara yonelik olarak istenen hedeflerden biri olup, MSH
MC1R, MC3R, MC4R ve MC5R'yve baglanir. Retro-inverso MSH (RI-MSH) arttinlmig
plazma stabilitesine (Sekil 17) ve MC1R segiciliine sahip olmak Uzere tasarlanmistir,
ancak bunun MC1R’ye yonelik afinitesi, natif MSH peptidinden 11 kat daha disuktir
(Tablo 1). MC1R afinitesini restore etmek lzerei MSH'nin MC1R afinitesini iyilestirdigi
bilinen RI-MSH modifikasyonlarina asiladik. MSH'nin MC1R afinitesini artiran N-
terminal SYSME dizisinin 0¢ degisiminin - yagd asil, fenil butirik asit ve SSIIS dizisi -
sadece sonuncusu RI-MSH’ye ydnelik olarak dnemli iyilegsmelere yol a¢migtir. RI-
MSH'nin D-alanin tarama analoglamasi MSH'nin alanin tarama analoglamasi ile bir
benzer yapi aktivite iliskisi sergilemistir, ancak c¢ekirdek 4-kalntt MC1R badlama
bolgesinin stereckimya inversiyon taramasi MSH ve RI-MSH arasinda anlamli farklar
Onerir. Bundan baska, ana fenilalanin tortusundaki sikloheksilalanin siibstitlisyonu
MC1R'ye MSH degil RI-MSH badlamasini iyilegtirmigtir. Sikloheksilalanin ve SSIIS
substitisyonlarinin birlestiriimesi, iyilestiriimis stabilite ve RI-MSH'nin yiksek MC1R
seciciliine yonelik olarak kritik retro inversiyon konfiglirasyonunu korurken, MC1R'e

yonelik MSH afinitesinin tam restorasyonuna yol agar.

Retro-inverso MSH'nin (RI-MSH) bir alanin tarama analoglama seti (804-816 peptidi)
hazirlanmistir ve B16/F1 murin ve M624 insan melanom hicrelerinde cAMP
induksiyonuna yénelik olarak test edilmistir. cAMP sonuclarina bagdl olarak bir alt set
daha sonra MC1R baglanmasina yoénelik olarak test edilmigtir. MC1R baglanmasina

yonelik gbzlenen Ki degerleri Tablo 1'de gdsterilir.

Murin melanom B16-F1 hicreleri, natif a-MSH, RI a-MSH, kanstiriimis peptid kontrold,
KPV veya 1 pg/ml'de RI a-MSH'nin alanin substitlie edilmis peptidleri ile tedavi
edilmigtir {Sekil 7B). Hucrelerin forskolin kontroli (100 yM) tedavisi cAMP'de artig
goOstermistir (3294.82 + 54.53). cAMP seviyeleri, tedavi edilmemis, kanstinimis peptid
veya KPV ile tedavi edilmig hicreler ile karsilastinldiinda natif a-MSH ve Rl a-MSH ile
tedavi edilen hdcrelerde dnemli dl¢cude yukselmistir. 810, 811 ve 812 olarak tayin
edilmis alanin substitie peptidler cAMP aktivitesinde higbir artis gostermemigtir ve

tedavi edilmemis, kanstinimis peptid veya KPV ile tedavi edilmis hicrelere esdeder
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cAMP seviyeleri sergilemisgtir. 810, 811 ve 812 olarak tayin edilmig peptidler,
melanokortin reseptoriune natif a-MSH baglanmasinda ve bunun biyolojik aktivitesinde
yer almas teklif edilen merkezi ¢ekirdek tetrapeptid dizisinde (D-Trp D-Arg D-Phe D-
His bolgesi; AA 5-8) alanin substitlisyonlarina sahiptir. Rl a-MSH peptidinin N terminal
veya C terminal bolgelerindeki alanin substitisyonlari, melanom hucrelerindeki cAMP
birikimini etkilememistir. Metiyonin ve histidin amino asitlerindeki (807 ve 809) alanin
substitisyonlan ayni zamanda, cgekirdek tetrapeptid dizisinde (810, 811 veya 812)
gorilen kadar biyilk olmasa da cAMP birikiminde bir azalma gdstermistir. Cekirdek
tetrapeptidindeki {wrfh) ve daha az bir &lgiye kalintilar, RI-MSH'nin metiyonin 4'G
MC1R'ye baglanmaya yonelik olarak kritiktir.

MC1R'ye yénelik olarak MSH'nin afinitesini arttirdig1 gdsterilen diger araglarin MSH
varyant dizilerinin faj gostergesine bagh secimler kullanilarak gosterilmistir. Daha
sonrasinda, faj gdsterimli-secilen peptid ve MC1R'e yénelik bir subnanomolar afinite
kazandirmis olan ana MSH dizisinin bir kesitinin rekombinasyonu ile bir oldukca MC1R
segici dizi (MS05) bulunmustur. Beklenmedik bir sekilde, bu dizisin retro-inverso
versiyonu, MS05'in MC1R'ye yonelik olarak MSH'den biraz daha dlgUk bir afiniteye
sahip oldugu bildirilmis olsa da, MC1R’ye yonelik olarak RI-MSH (4 nM)dan daha
yuksek (1 nM, Tablo 1 peptid 886) bir afinite gdostermistir (MSH'ye yonelik olarak Ki
0.865nM'ye kars) 0.557 nM).

RI-MSH pozisyonlarinin her birinde yiuk ve yapi bakimindan kigik farkhhklar
barindiran birkag dogal olmayan amino asit kalintisinin sdbstitisyonu, MC1R'nin
sadece oldukg¢a koruyucu degisiklikleri tolere ettigini géstermigtir. 3’0 hari¢ timi daha
az veya esdeger baglama gdstermistir. ki degisiklik MC1R'ye yonelik olarak afinitede
bir dnemli artig saglamigtir: D-fenilalaninin D-sikloheksilalanin {D-Cha, peptid 869; 2.2
nM Ki) tarafindan substitlisyonu ve D-metiyoninin D-batiyonin (peptid 878, 2.3 nM Ki)
tarafindan sibstitisyonu. L-sikloheksilalanin ile slbstitisyon gerceklestirimistir ve
MC1R'ye badlanmay hafifge inhibe ettigi bulunmustur (peptid 892, MSH've yodnelik
olarak 0.51 nMye karsi 0.41 nM Ki). Beklenmedik bir sekilde, bitiyonin ve
sikloheksilalanin slbstitisyonlarinin kombinasyonu MC1R'ye (peptid 890, 1.9 nM Ki)
yBnelik olarak afinitede bir bagka dnemli artis Uretememistir. Bununla birlikte, C-
terminal dizisine {(emsys) yodnelik olarak MS05 (siiss)in N -terminal dizisinin ve RI-
MSH'de D-Phe'ye yonelik clarak D-sikloheksilalanin retro-inverso sibstitisyonunu

iceren degisikligin kombinasyonu, etkilerin sinerjistik oldudunu gdésterek, dedisikliklerin
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her birinin sadece oldugundan daha biytik bir baglanma gelistirmesi Uretmistir. Ortaya
¢lkan peptid (891), MC1Rye yonelik olarak MSH'den ayirt edilemeyen bir Ki
gostermistir. Bu ve diger degisikliklerin ayni zamanda diger MCR'lerin afinitesinde de
artiglar dretmesine ragmen, Ki dedereri, RI-MSH'nin segicilijinin blyldk dlgide
korundugunu gostererek, hala mikromolar aralikta olmustur. Dedisiklikler sekil 20'de
gosterilir. Bir temsili rekabetgi baglanma analizi sekil 21'de gosterilir. Gozlenen Ki

degderlerine ydnelik olarak Tablo 1'e bakiniz.

Ornek 10

Rl a-MSH ile tedavi EAE'deki klinik hastalik puanlarini azaltir

Bir kronik ilerlemeci EAE fare modelinde natif a-MSH ve Rl o-MSH analogunun
uygulanmasinin etkisi degerlendiriimistir. Disi C57BL/6 fareleri, CFA ile emdlsifiye
edilmis 200 yg MOG 35-55 peptidi ile immiinize edilmistir. Pertusis toksini 0. ve 2.
glnlerde uygulanmustir. Fareler klinik semptomlarin ve kilo kaybinin belirtilerine yonelik
olarak gunluk olarak izlenmigtir. Fareler, 8. ginde baglanarak felg semptomlarina
ybnelik olarak degerlendirilmistir ve 0-5'den bir derecelendirme sisteminde
puanlanmistir. Paralizin klinik semptomlarinin gérinimi g¢ogu farede 9-11 gun
civarinda ortaya cikmistir (Sekil 8A). 100 ug/fare veya PBS kontroliinde a-MSH veya
RI a-MSH peptidi ile glnlik intraperitoneal {i.p.) tedavi 10. giinde baslamistir. 100 g
Rl a-MSH ile tedavi edilen fareler, PBS kontroli ile karsilastinldiginda ortalama klinik
hastallk puaninda bir 6nemli azalma gdstermistir {(Sekil 8A). PBS arag¢ kontrolu ile
karsilastirildiinda Rl a-MSH'de 14-22. glnlerde p<0.05 dnemliligine ulagiimistir.
Bununla birlikte, natif a-MSH peptidi tedavisi hastalik indlksiyonu veya ilerlemesi
uzerinde bir etkiye sahip olmamistir. Rl a-MSH ile tedavi edilen fare grubundaki {%20)
maksimum hastalik insidansi yuzdesi de PBS (%80) veya natif a-MSH ile tedavi edilen

(%75) fare gruplarn ile karsilastinldiginda azaltilmisgtir.

Ornek 11

EAE'de Rl a-MSH'nin dozaj degisimi

RI a-MSH'nin terapétik etkisi 100 pg/fare dozunda belirgin olmustur. 100 pgffare ve 30
pHg/fare'de a-MSH veya Rl a-MSH peptidi ile tedavi MOG EAE fare modelinde test
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edilmistir. Ganlik i.p. tedavisi MOG imminizasyonundan sonra 10. glinde baslamistir.
Bir kontrol terapétik olarak gunluk deksametazon {2 mg/kg) tedavisi ilave edilmistir. 100
Hg Rl a-MSH ile tedavi edilen fareler PBS kontroli ile karsilagtinldiginda ortalama klinik
hastallk puaninda aralksiz clarak bir azalma gdstermistir (Sekil 9). Bununla birlikte, 30
pa/ffare Rl a-MSH dozu ortalama klinik puanlarinin azaltimasinda bir énemli etkiye
sahip olmamigtir. Deksametazon tedavisi aynt zamanda hastalik seyri boyunca
hastallk puanlarinda da bir azalma gdstermistir. Natif a-MSH ile tedavi edilen farelerin
PBS'den daha dislk bir ortalama klinik puana sahip olmasina ragmen, a-MSH ile
tedavi edilen fareler, Rl a-MSH veya deksametazon ile tedavi edilen fareler ile benzer
etkinlik gdstermemistir. Rl a-MSH ile tedavi edilen gruptaki hastalik insidansi ylzdesi
bir %75lik maksimum hastalik insidansi yuzdesi sergileyen PBS ile tedavi edilen
fareler ile karsilastirildiginda bir maksimum %35 ve %40 deksametazona ulasmistir
(Sekil 9). Bu veriler EAE'de Rl a-MSH peptid analogu ile tedavinin ortalama klinik

hastalik puanlanni ve hastalik insidansini dnemli bir sekilde azalttigini gosterir.

Ornek 12

CNS histolojisi

Spinal kordlar, PBS ve Rl a-MSH ile tedavi edilen farelerde hastalik indiiksiyonundan
sonra 24. ginde toplanmistir. Spinal kord kesitlerinin hematoksilin ve eozin ile
boyanmasi iltihaplanmanin derecesini ve lezyonlarin sayisini degerlendirmek (zere
kullanilmigtir.  EAE'nin  patolojisi  iltihapli  hicrelerin  infiltrasyonunun  ve
demiyelinizasyonun  fokal alanlarini  gosterir.  Spinal  kordun histopatolojik
degerlendirmesi MOG EAE modelinde Rl a-MSH tedavisinin etkinligini gostermistir. Her
bir tedavi grubuna yodnelik olarak ortalama klinik puanin temsilcisi farelerinden alinan
dilimler, Sekiller 10a-10d'de gdsterilir. Veriler, iltihaplanmanin fokal alani eksiklidi
yasayan Rl a-MSH ile muamele edilmis fareler ile karsilastinldiginda PBS ile tedavi

edilmig fareler grubunda yogun iltihapl sizintilar gosterir.

Ornek 13

Hastaligin ilerlemesi sirasinda dalaktaki TNF-a ve [L-10'un dlcilmesi
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EAE'de Rl a-MSH tedavisinin etkilerinin hareket mekanizmasi incelenmistir. natif o-
MSH'nin  TNF-a  seviyelerinin  azallmasiyla ve  IL-10'un  arttinimasiyla
monositler/makrofajlar Gzerinde bir etkiye sahip oldugu bildiriimigtir. RI a-MSH veya
natif a-MSH ile tedavi edilen MOG prime edilmis farelerin dalagindaki TNF-a ve IL-10
mRNA seviyeleri kantitatf PCR ile degerlendiriimigtir. Fareler MOG p35-55 ile
immiinize edilmigtir ve Rl o-MSH veya natif a-MSH ile glinlitkk tedavi 10. giinde
baslamistir. Dalak numuneleri farelerden ginliik tedavinin baslamasindan sonra 1., 4.
ve 7. Glnlerde toplanmistir. Veriler, Rl a-MSH ve a-MSH ile tedavinin, giinliik tedavinin
7 gunidnden sonra PBS kontrol ile karsilagtinldiginda TNF-a'yi énemli Slgide (p
<0.001) azalttigini gosterir (Sekil 11e). Bununla birlikte, énceki zaman noktalarinda
(Gun 1 ve Gin 4; Sekiller 11a ve 11¢) TNF-a seviyesinde hicbir dnemli degigiklik
olmamistir. IL-10 mRNA seviyeleri ayni zamanda, Rl a-MSH ve aMSH tedavi
gruplarinin her ikisinde de PBS kontroll ile karsilastinldiginda 7. Gdn zaman
noktasinda da azaltiimistir (Sekil 11f). Bununla birlikte, dnceki zaman noktalarinda IL-
10 mRNA seviyelerinde hichir fark tespit edilmemistir (Sekiller 11b ve 11d). Natif a-
MSH tedavisinin ortalama klinik hastalik puanlarini veya hastalik insidansi ylzdesini
azaltmamig olmasina ragmen, bu calismada a-MSH tedavisi, hastaligin ilerlemesinin
17. Glninde PBS kontrolt ile karsilagtinldiginda dalaktaki TNF-a ve IL-10 mRNA
seviyelerinin her ikisini de azaltlmigtir. Rl a-MSH analodu gunlik tedaviden sonra

dalaktaki TNF-a mRNA seviyelerini azaltabilir.

Ornek 14

Rl a-MSH'nin MOG peptidine veniden cadirma vaniti Uzerindeki etkisi

Farelerin o-MSH veya Rl a-MSH ile tedavi edilmesinin in vivo MOG 35-55 peptidine
yeniden c¢agirma yanitlan Uzerindeki etkileri dederlendirilmigtir. Fareler MOG35-55
peptidi ile hazirlanmistir ve 2-8. Glinlerde fareler, PBS, 100 ug a-MSH veya 100 ug Rl
a-MSH ile tedavi edilmistir. 9. glinde, dalak ve kuruyan lenf digimleri toplanmistir ve
[3H] timidin dahil edilmesiyle in vitro MOG35-55 peptidine yeniden ¢agirma yanitlarina
yonelik olarak analiz edilmistir. Veriler, dalak hiicresinin, PBS ile tedavi edilmis grup ile
karsilastirildiinda, a-MSH grubu farelerinde MOG35-55 peptidine proliferatif
yanitlarinda bir dnemli disus gosterir (Sekil 12a). Rl a-MSH ile tedavi edilen grup,
MOG35-55 peptidine yeniden cadirma tepkilerinde bir hafif azalma go&stermigtir.

Bununla birlikte, lenf digimi hicresi popillasyonundaki MOG peptidine yeniden



10

15

20

25

30

35

58

¢adirma yanitlari, PBS, a-MSH ve Rl a-MSH ile tedavi edilen gruplar arasindaki
duyarlihkta bir 6nemli fark gostermemistir {Sekil 12b).

in vivo'daki tedavi gruplarinin (natif, PBS, a-MSH, Rl a-MSH) her birinden in vitro’daki
MOG35-55 peptidi ile uyanlmis olan dalak hicrelerinden hicre slUpernatanti
toplanmigtir. Sitokin seviyeleri bir sitometrik boncuk dizisi lizerinden akis sitometrisi ile
degerlendirilmigtir. Veriler, PBS ile tedavi edilen grup ile karsilastirnidiginda a-MSH ve
Rl a-MSH ile tedavi edilen gruplarin her ikisinde de TNF-a, IFNy, IL-6 ve MCP-1
seviyelerinde bir azalma gosterir (Sekiller 12c ve 12d). a-MSH ve Rl a-MSH ile tedavi
edilen gruplarin her ikisinde de dalak hiicreleri stpernatantin sitokin seviyeleri

hazirlanmamis farelerin dalak hicrelerinden sitokin seviyelerine benzer olmusgtur.

Bu nedenle, Rl a-MSH peptidi tedavisi MOG peptidine sitokin yeniden ¢cagirma yanitlan

Uzerinde bir etkiye sahip olmustur, ancak T hicresi ¢godalma yanitlarini etkilememistir,

Ornek 15

EAE'nin hazirlama fazi sirasinda farelerin a-MSH veya Rl a-MSH ile tedavi edilmesinin

etkileri

Fareler, MOG 35-55 peptidi ile imminize edilmistir ve 2-8. giinlerde glinlik olarak PBS
ara¢ kontroll, a-MSH veya Rl a-MSH ile tedavi edilmistir. Ayn farelerden dalaklar, 9.
Glnde toplanmigtir ve mRNA sitokin ekspresyonu gergek zamanh PCR kullanilarak
olculmustir. Sekil 13, hastaligin hazirlama fazindaki PBS, a-MSH veya Rl a-MSH ile
tedavi edilmis farelerin dalagindaki TNF-a ve IL-10 mRNA ekspresyon seviyelerini
go6sterir. MOG peptidi ile imminize edilmemig natif fareler, TNF-a ve IL-10'un baz hatt
mRNA seviyelerini dlgmek Uzere kullanilmistir. a-MSH veya Rl a-MSH ile tedavi, PBS

arac kontrolil ile karsilagtirldiginda IL-10 ve TNF-a mRNA seviyelerini dlislirmuistir.

Kan serumu numuneleri de galismanin 9. gunlnde toplanmistir ve sitokin seviyelerine
yonelik olarak degerlendiriimistir: TNF-a, MCP-1, IL-12, IL-10 ve IL-6 {Sekiller 13c ve
13d). Veriler, PBS kontrol grubu ile karsilastinldiinda a-MSH ve RI a-MSH ile tedavi
edilen gruplarin her ikisinde de MCP-1 ve IL-6'da bir diagis gosterir. MCP-1, PBS
kontroli ile kargilagtinldiginda Rl o-MSH ile tedavi edilen grupta dnemli dlcude

azalmistir (p <0.01). ilave olarak, Rl a-MSH ile tedavi edilen grup, PBS grubu ile
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karsilastirildiinda TNF-a ve IL-12'de bir azalma gbstermistir. Tedavi edilen G¢ grup

arasinda serum IL-10 dizeylerinde hi¢bir fark olmamustir.

Ornek 16

Rl a-MSH makrofaj markérleri izerinde bir etkiye sahip dedildir

Splenik CD11b* ve F4/80" makrofajlari, MOG 35-55 immunize edilmis farelerde a-MSH
veya Rl a-MSH ile ginlik dozlamadan 7 gin sonra akis sitometrisi ile CD86, CD4GC ve
CD14'an ylzey ekspresyon seviyelerine ydnelik olarak incelenmistir. Veriler, a-MSH
veya Rl a-MSH ile tedavi edilmis farelerde splenik CD11b™ veya F4/80* makrofaj hiicre
popilasyonunda CD86, CD40 veya CD14 ekspraesyon seviyelerinde higbir fark
gostermez {Sekil 14). Sonuglar, kan monositleri CD86, CD40 ve CD14 ekspresyaon
seviyelerine yonelik olarak incelendiginde bir benzer bulgu gdstermistir (veriler

gosterilmemistir).

Ornek 17

LPS iltihapl fare modelindeki etkiler

Natif a-MSH'nin, melanokortin reseptorlerinin (MCR), ozellikle de melanokortin 1
reseptoriiniin - uyanimasi lzerinden TNF-a (retimini azaltarak dlzenleyerek
iltihaplanmayi inhibe ettigi rapor edilmisti. LPS TNF-a, MCP-1, IL-6 ve IFNy gibi
iltihaph mediatdrleri uyanr ve bir akut iltihap modeli olarak kullanimistir. Bir a-MSH
analogunun, bir LPS fare iltihap modelinde iltihapli sitokinleri baskilayabilip
baskilayamadi§i incelenmigtir. LPS uygulamasindan sonra dalakta ve peritoneal
makrofajlarda MC1R ekspresyon seviyeleri belirlenmigtir. C57BL/6 fareleri LPS ile, i.p.
enjekte edilmistir ve c¢esitli zaman noktalarinda LPS sonrasi enjeksiyon dalak ve
peritoneal makrofajlar analize vyonelik olarak toplanmistir. Veriler, peritoneal
makrofajlardaki herhangi bir zaman noktalari arasinda MC1R mRNA ekspresyon
seviyelerinde higbir belirgin fark godstermez (Sekil 15a). Bununla birlikte, LPS
uygulamasi, MC1R'nin mRNA seviyelerini bir LPS meydan okumasi almayan natif
farelerin tstane arttirmistir. Dalakta, MC1R mRNA seviyeleri LPS enjeksiyonundan 30

dakika sonra yukseltiimistir ve daha sonra enjeksiyondan bir saat sonra azaltilmigtir
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(Sekil 15b). LPS, benzer bir sekilde, dalaktaki MC1R’nin mRNA seviyelerini natif

farelerde baz hatti seviyelerinin ustune cikarmistir.

Dalak ve peritoneal makrofajlarda MC1R mRNA ekspresyonunu gdsteren veriler, LPS
meydan okumasindan 30 dakika sonra o-MSH veya Rl o-MSH analog tedavisine
yonelik olarak optimal zaman noktasi olabilecedini gostermigtir. C57BL/6 fareleri LPS
ile, i.p. enjekte edilmistir ve 30 dakika sonra natif a-MSH veya Rl a-MSH analog 891, 5
mg/kg ila 0.156 mg/kg arasinda gesitlilik gdsteren dozlarda i.p. uygulanmistir. Rl a-
MSH analogu 891 d-Cha ve hsiiss D-amino asitlerin g¢ekirdek peptid dizisine ilave
edildidi bir Rl a-MSH analogudur. Rl a-MSH analogunun 891 fare MC1R'ye badlanma
afinitesini arttirdigim ve cAMP'I uyarma potansiyelini arttirdigini gdstermigtir (veriler
gosterilmemistir). Sonuglar, PBS arag kontroli ile kargilastinldiginda natif a-MSH ile
tedavi edilmis gruplarda TNF-a ve IL-10 seviyelerinde dnemli azalma godstermistir
(Sekiller 16a ve 16c¢). MCP-1 natif a-MSH tedavisinden etkilenmemistir (Sekil 16b).
LPS ile meydan okunan farelerin Rl a-MSH analogu 891 ile tedavisi, arag kontroli ile
karsilagtirildiginda MCP-1 seviyeler Gizerinde higbir etki olmaksizin, TNF-a ve IL-10’da
bir dnemli dusiis ile benzer sonuglar gostermigtir {Sekiller 16d-16f). Natif a-MSH ve Rl
a-MSH analogunun 891 her ikisinin de digik dozlar, iltihaph sitokinlerin en blyik
baskilanmasini gdstermistir. Deksametazon poazitif kontrol surekli olarak TNF-a ve

MCP-1 seviyelerinin baskilandidini gdstermistir.

Ornek 18

Peptidlerin plazmadaki kararhlidi

Natif a-MSH'nin serum yari dmrinun yaklagik olarak 10 dakika oldugu tahmin
edilmistir. Bu sinirli yari dmre ragmen, peptid hala etkili anti-enflamatuar aktiviteler
ortaya ¢ikarabilir. Bununla birlikte, anti-enflamatuar aktivitelerin potansiyelini arttirmak
ve bir terapdtik olarak daha fazla gelistiriimek (izere daha kararh a-MSH analoglan
gereklidir. Natif a-MSH'nin (retro-inverso a-MSH veya Rl a-MSH olarak refere edilir) bir
D-amino asit analogu sentezlenmigstir ve natif a-MSH'den daha stabildir. Peptidlerin D-
aminao asit formu proteoclize kargi daha direncglidir ve peptidlerin L-amino asit formundan

daha yavas bir oranda metabolize edilir.
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Rl-a-MSH'nin stabilitesi, plazmada veya 24 saat boyunca 37 °C'de in vitro PBS
icerisinde inkiibasyonla belirlenmistir.  Alikotlar alinmigtir ve proteinler 2 hacim
asetonitril ile ¢okeltilmistir. a-MSH bir kontrol olarak ve bradikinin bir i¢ standart olarak
olarak kullaniimistir. Santrifijlemeden sonra, numuneler bir C18 kolon ayristirmasi ve
pozitif elektrosprey iyonizasyon madu kullanilarak LC/MS/MS (MRM) analizine kadar -
80 °C'de dondurulmustur. Sekil 17a'da gosterildigi gibi, MSH plazmada yaklagsik 3
saatlik bir yarn émur gostermistir ancak PBS'de stabil olmustur. Bununla birlikte, RI-a-
MSH, PBS'de ve plazmanin her ikisinde de, 24 saat boyunca higbir tespit edilebilir

bozulma gostermeyerek, stabil olmustur.

a-MSH ve Rl-a-MSH’ye yonelik olarak farmakokinetik {PK) profilleri, RI-a-MSH'nin natif
a-MSH'den daha uzun hir serum yari dmriine sahip oldugunu dnerir (Sekil 17b). Tek bir
100 pg RI-a-MSH veya a-MSH dozu ile tedavi edilen fareler, 24 saat sonra dlgilebilir
serum RI-a-MSH seviyelerine sahip olmustur ancak tedaviden 120 dakika sonra hichir

tespit edilebilir a-MSH seviyeleri olmamigtir (n=5).

Ornek 19

Retro-inverso peptidlerin baglanma etkileri.

D-Phe (HfRW) igeren bir gekirdek MSH tetrapeptid, MC1R'ye (20-50 nM Ki) onemli
baglanma uretmek Uzere yeterlidir. Bununla birlikte, retro-inverso peptidinin reseptore
HfRW ile ayni sekilde tam olarak temas edemedigini gostererek, ayni tetrapeptidin
retro-inverso versiyonu ile (wrFh, 883, Ki=30uM, Tablo 1) cok az baglanma
gozlemlenir. Yag asil gruplarinin HFIRW'nin N-terminusuna ilave edilmesi, MSH ile
kargilagtirilabilir bir afinite kazandirarak, bunun MC1R'yve baglanmasini segici bir
sekilde iyilestirir. Bu, MC1R'deki stearil-HfRW peptidine yonelik olarak gozlenir (1.3 nM,
peptid 820). Bir diaminoheksan stearil grubunun retro-inverso wrFh'e (peptid 882) ilave
edilmesi, MC1R've (120 nM, >250-kat) ve HfRW'nin N- terminusuna (80-kat) stearik
asit ilavesi olarak karsilastinlabilir bir dlgekte baglanmay iyilestirir ancak, yine RI-
MSH'deki diger kalintilarin RI-MSH'nin MC1R'ye badlanmasinda MSH'den daha buyik
bir rol oynadigim gbéstererek, RI-MSH (4.1 nM)ye yonelik olarak gérilen afiniteyi

gerceklestirmez.

Ornek 20
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Stereokimya, retro-inverso peptidlerin baglanmasina etki eder.

Cekirdekli retro-inverso tetrapeptiddeki kalintilarin stereokimyasi, MC1R'ye baglanma
uzerinde L-form MSH'den bir dnemli él¢ide farkl etkiye sahiptir. Sekil 19'da gosterildigi
gibi, ¢ekirdek tetrapeptid kalintilannin RI-MSH'de L-formuna (peptidler 884, 893-895)
ters gevriimesinin timi peptidin MC1R’ye yoOnelik afinitesini azaltmistir. Carpici bir
sekilde ve beklenmedik bir sekilde, HFRW'de (L-Phe ila D-Phe) karsihk gelen
degisikligin baglamayi 400 kat kadar iyilestirdigi belirtimisken, Rl-dizisinde D-Phe'nin
L-Phe'ye ters cevrilmesi badlanmada bir 20 kat azalmaya neden olmustur. Diger
kalintilara yonelik olarak, stereokimyasal inversiyonun, yine ¢ekirdek tetrapeptiddeki
her bir kalintinin géreceli dneminin RI-MSH'de HfFRW tetrapeptidinde oldugundan daha
dislk oldugunu gostererek, RI-MSH Uzerinde c¢ekirdek HfRW peptidi Gzerinde

oldugundan daha az bir etkiye sahip oldugu bulunmustur,

Ornek 21

Uc kapaklama retro-inverso MSH'nin etkileri.

MC1R’ye yonelik olarak daha ylksek afinitenin gergeklestirimesinin baska olasi yolu,
HfRW peptidinin fenil bitirik asit ile ugtan kapaklanmasinin MC1R’ye yonelik olarak
HfRW afinitesini segigi bir sekilde ve kuvvetli bir sekilde arttirdigi gdzlemine baghidir
(Ki=6 pM). Bununla birlikte, RI-MSH ile baglamanin, tetrapeptid dizisinin ve MC1R'deki
histidin baglanma elemaninin  yaninda belitilen aromatik etkilesim bélgesinin
eszamanl etkilesimine izin vermeyecek bir sekilde degistirildigini gostererek, histidin
kalintisi (peptid 847int) bunun aminopropil-fenil eklentisinde (peptid 847, Tablo 1)
kesilen peptidin her ikisine de yonelik olarak gdézlemlenen 150 nM'lik bir Ki ile, bir C-
terminal fenilpropilamidi (peptid 847) tasiyan bir kesik RI-MSH'nin afinitesinde higbir

artis gozlemlenmemistir.

Ornek 22

Retroinverso MSH'nin bir toksin konjugatinin sentezi.
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N-terminusuna bir sisteinin eklendigi peptidin (891) bir modifive edilmis versiyonu
(Tablo 1) Fmoc kimyasi tarafindan uretilir. Tiyollere baglanmaya yonelik olarak bir
maleimido-kaproil par¢asina sahip bir proteaz-duyarh valin-sitralin baglayici igceren bir
monometil auristatin E (MMAE) konjugati, buraya referansla dahil edilen Doronina et al.
(2003) Nature Biotechnol 21.778-784’e gdre sentezlenir. Peptid ve MMAE konjugati,
bir 25mM Na fosfat, 2mM EDTA pHY ¢ézeltisinde 14 saat boyunca 25°C’de inkiibe
edilir ve Ur(in C18 ters faz HPLC (RP-HPLC) ile arntilir.

Ornek 23

Rl a-MSH analoglarinin murin melanom hucre hatlarinda cAMP Gzerindeki etkisi

Natif a-MSH ve RI a-MSH'nin her ikisi de murin melanom hicrelerindeki cAMP
seviyelerini arttinr. Rl a-MSH peptidinin ¢ekirdek dizisine dedisikliklerin Rl a-MSH
peptidi ile karsilastinldiginda cAMP seviyelerini ylkseltip ylkseltmeyecegdini belilemek
tzere Rl a-MSH peptid analoglan Gretilmistir. Murin B16-F1 melanom hcreleri
kullanilarak cAMP analizinde Uretilen RI a-MSH analoglarina yonelik olarak bir doz
yahiti deneyi yapilmigtir.

In vitro hiicre kiiltiirleri: B16-F1 murin melanom hiicreleri, L-glutamin ve pen/strep ve
FBS've sahip ortam igerisinde gece boyunca 96 gozlii plakalara 5x10* hicre/gbz
halinde kiltirdenmistir. Ortam gikartilmistir ve hiicrelere 1 saat boyunca IBMX'e sahip
yeni ortam ilave edilmigtir. Hlcreler daha sonra Rl a-MSH veya Rl a-MSH peptid
analoglan (890, 891, 892, 893, 894 veya 895) ile tedavi edilmistir. Hlcreler 30 dakika
sonra bir cAMP analiz kiti kullanilarak ¢oézundurilmustir ve analizde supernatant

kullanilmistir. 10 puM'deki Forskolin pozitif kontroller olarak hizmet etmistir.

cAMP seviyeleri: Hucre i¢ci cAMP, bir cAMP rekabet Analiz Kiti (Amersham
Biosciences) kullanilarak olglilmistlir. TUm hilcre lizat numuneleri analize yonelik

olarak 1: 100 oraninda seyreltilmistir.

Peptidler:

869 vpkGwr(d-Cha)hemsys
872 vpkGwrfremsys
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880 vpkGwrFhsiiss

878  vpkGwrfhe(d-bitiyonin)sys

886 RI-MSO05 vpkgwrfhsiiss

820 vpkGwr(d-Cha)he{d-Bltiyoninjsys
891  vpkGwr(d-Cha)hsiiss

892 SYSMEH(Cha)RWGKPV

893 vpkGWrthemsys

894 vpkGwRfhemsys

895 vpkGwrfHemsys

Sonuglar: Murin melanom B16-F1 hiicreleri, bir 10%-10"" M konsantrasyon
araliindaki Rl a-MSH veya Rl a-MSH analoglan 869, 872, 880, 8§78, 886 ve 890-895
ile tedavi edilmistir. Rl a-MSH veya Rl a-MSH analoglar ile tedavi edilmis hlcrelerden
cAMP seviyeleri. Rl a-MSH analoglarinin ¢ofu, analog 824 harig, Rl a-MSH ile
karsilagtiriidiginda arttinimis ECso degerleri gdstermigtir. Analoglar 891, 892 ve 886,
R1 a-MSH peptidi ile karsilastinldiginda cAMP analizinde ECs dederlerinde en biylk
iyilegsmeyi gostermigtir. Ozet olarak, Rl a-MSH analoglar, Rl a-MSH peptidi ile
karsilastirildiyinda bir iyilestiriimis doz yaniti ve ECsy dederi gdstermistir. Grafiksel

verilere yonelik clarak Sekil 22'yve ve ECso verilerine yonelik olarak Tablo 2'ye bakiniz.

Tablo 2
ECso, M
a-MSH 0.0004
Rl a-MSH 9.7
Analog ID:
890 3.6
891 0.081
892 0.021
893 0.27
894 212

895 0.3



a-MSH

Rl a-MSH

Analog ID:

878
880

886

a-MSH

Rl a-MSH

Analog ID:

869
872

878

Dizi LISTESI

5 <110> GENZYME CORPORATION

65

ECso, UM
0.0004

9.7

0.13
0.023
0.002

ECso, M
0.0004

9.7

0.014
2.0

0.13

<120> ALFA-MELANOSIT UYARICI HORMONUN PEPTID ANALOGLARI

<130> 3461P176EPT
<140> PCT/US2009/037809
< 141> 2009-03-20

10 <150> US 61/056,373
< 151> 2008-05-27
<160> 33

<170> Windows Versiyonu 4.0 icin FastSEQ

<210> 1
15 <211>4
< 212> PRT
< 213> Yapay Dizi
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<220>

< 223> sentetik olarak olusturulan tetrapeptit
<220>

< 221> BOLGE

<222>2

< 223> Xaa = D-Cha, D-Phe veya Cha

<400> 1

His Xaa Arg Trp
1

<210= 2

<211>4

< 212> PRT

< 213> Yapay Dizi

<220>

< 223> sentetik olarak olusturulan tetrapeptit
<220>

< 221> BOLGE

<222>1,2,4

< 223> D-izomer formu

<220>

< 221> BOLGE

<222>3

< 223> Xaa = D-Cha, D-Phe veya Phe
<400> 2

Trp Arg Xaa His
1

<210=3

<211>5

< 212> PRT

< 213> Yapay Dizi
<220>

< 223> sentetik yapi
<220>

< 221> BOLGE

< 222> {1)...(5)

< 223> D-izomer formu
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<400> 3

Ser Ile Ile Ser Ser
1 5

<210=4

<211>13

< 212> PRT

< 213> Yapay Dizi

<220>

< 223> sentetik olarak olusturulan polipeptit
<220>

< 221> BOLGE

< 222> 1-3, 5-6, 8-13

< 223> D-izomer formu

<400> 4

Val Pro Lys Gly Trp Arg Phe His Ser Ile Ile Ser Ser
1 5 10

<210>5

<211>13

< 212> PRT

< 213> Yapay Dizi
<220>

< 223> sentetik olarak olusturulan polipeptit
<220>

< 221> BOLGE

< 222> 1-3, 5-6, 8-13
< 223> D-izomer formu
<220>

< 221> BOLGE
<222>7

< 223> Xaa = D-Cha

<400> 5

Val Pro Lys Gly Trp Arg Xaa His Ser Ile I[le Ser Ser
1 5 10

<210> 6
<211>13

< 212> PRT

< 213> Yapay Dizi
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<220>

< 223> sentetik olarak olusturulan polipeptit
<220>

< 221> BOLGE

<222>7

< 223> Xaa =L-Cha

<400> 6

Ser Tyr Ser Met Glu His Xaa Arg Trp Gly Lys Prc Val
1 5 10

<210=7

<211>13

< 212> PRT

< 213> Yapay Dizi

<220>

< 223> sentetik olarak olusturulan polipeptit
<220>

< 221> BOLGE

< 222> 1-3, 513

< 223> D-izomer formu

<400> 7

Val Pro Lys Gly Trp Arg Phe His Glu Met Ser Tyr Ser
1 5 10

<210> 8

<211>13

< 212> PRT

< 213> Yapay Dizi

<220>

< 223> sentetik olarak olusturulan polipeptit
<220>

< 221> DOMEN

< 222> {1)...(13)

< 223> alfa-Melanosit uyarici hormon

<400> 8

Ser Tyr $er Met Glu His Phe Arg Trp Gly Lys Pro Val
1 5 10

<210>9

<211>13
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< 212> PRT

< 213> Yapay Dizi

<220>

< 223> sentetik olarak olusturulan polipeptit
<220>

< 221> BOLGE

< 222>1

< 223> Xaa = D-Val, D-Ala veya D-Lys
<220>

< 221> BOLGE

<222>2

< 223> Xaa = D-Pro, D-Ala veya D-Lys
<220>

< 221> BOLGE

<222>3

< 223> Xaa = D-Lys, D-Orn, D-Nle, D-Ala veya D-Lys
<220>

< 221> BOLGE

< 222> 4

< 223> Xaa = Gly veya D-Ala

<220>

< 221> BOLGE

<222>5

< 223> Xaa = D-Trp, Trp, D-3-benzotiyenil-Ala, D-5-hidroksi-Trp, D-5-metoksi-Trp, D-
Phe veya D-Ala

<220>

< 221> BOLGE

<222>6

< 223> Xaa = D-Arg, D-His veya D-Ala

<220>

< 221> BOLGE

<222>7

< 223> Xaa = D-Cha, D-Phe, Phe, D-4-floro-Phg, D-3-piridil-Ala, D-Thi (2-tiyenil-D-
alanin), D-Trp, D-4-nitro-Phe veya D-Ala
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<220>

< 221> BOLGE

<222>8

< 223> Xaa = D-His, His, D-Arg, Phe veya D-Ala
<220>

< 221> BOLGE

<222>9

< 223> Xaa = D-Glu, D-Asp, D-sitrullin, D-Ser veya D-Ala
<220>

< 221> BOLGE

<222>10

< 223> Xaa = D-Met, D-bitiyonin, D-lle veya D-Ala
<220>

< 221> BOLGE

< 222> 11

< 223> Xaa = D-Ser, D-lle veya D-Ala

<220>

< 221> BOLGE

<222>12

< 223> Xaa = D-Tyr, D-Ser veya D-Ala

<220>

< 221> BOLGE

< 222>13

< 223> Xaa = D-Ser veya D-Ala

<220>

< 221> BOLGE

< 222> {1)...(13)

< 223> D-Ala, konumlar 1-3'te es zamanl olarak var olmasi haricinde yalnizca 1

konumunda bulunur
<220>

< 221> BOLGE

< 222> (1)...(13)

< 223> bir L-amino asidi, yalnizca 1 konumunda bulunabilir

<400> 9
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10
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<210> 10

<211=13

< 212> PRT

< 213> Yapay Dizi

<220>

< 223> sentetik olarak olugturulan polipeptit
<220>

< 221> BOLGE

< 222> 1

< 223> Xaa = D-Val, D-Ala veya D-Lys
<220>

< 221> BOLGE

< 222> 2

< 223> Xaa = D-Pro, D-Ala veya D-Lys
<220>

< 221> BOLGE

<222>3

< 223> Xaa = D-Lys, D-Orn, D-Nle, D-Ala veya D-Lys

<220>

< 221> BOLGE

<222>4

< 223> Xaa = Gly veya D-Ala
<220>

< 221> BOLGE

<222>5

< 223> Xaa = D-Trp, Trp, D-3-benzotiyenil-Ala, D-5-hidroksi-Trp, D-5-metoksi-Trp, D-

Phe veya D-Ala

<220>

< 221> BOLGE

< 222>6

< 223> Xaa = D-Arg, D-His veya D-Ala
<220>

< 221> BOLGE

<222>7
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< 223> Xaa = D-Cha, D-Phe, Phe, D-4-floro-Phg, D-3-piridil-Ala, D-Thi (2-tiyenil-D-
alanin), D-Trp, D 4-nitro-Phe veya D Ala

<220>

< 221> BOLGE

< 222> 8

< 223> Xaa = D-His, His, D-Arg, Phe veya D-Ala
<220>

< 221> BOLGE

<222>9

< 223> Xaa = D-Glu, D-Asp, D-sitrullin, D-Ser veya D-Ala
<220>

< 221> BOLGE

<222>10

< 223> Xaa = D-Met, D-h(tiyonin, D-lle veya D-Ala
<220>

< 221> BOLGE

< 222> 11

< 223> Xaa = D-Ser, D-lle veya D-Ala

<220>

< 221> BOLGE

<222>12

< 223> Xaa = D-Tyr, D-Ser veya D-Ala

<220>

< 221> BOLGE

<222>13

< 223> Xaa = D-Ser veya D-Ala

<400> 10

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10

<210> 11
<211>13

< 212> PRT

< 213> Yapay Dizi
<220>

< 223> sentetik olarak olusturulan polipeptit



10

15

20

25

30

73

<220>

< 221> BOLGE

< 222>1

< 223> Xaa = D-Val

<220>

< 221> BOLGE

< 222> 2

< 223> Xaa = D-Pro

<220>

< 221> BOLGE

<222>3

< 223> Xaa = D-Lys, D-Orn veya D-Nle
<220>

< 221> BOLGE

< 222> 4

< 223> Xaa = Gly

<220>

< 221> BOLGE

<222>5

< 223> Xaa = D-Trp, Trp, D-3-benzotiyenil-Ala, D-5-hidroksi-Trp, D-5-metoksi-Trp veya
D-Phe

<220>

< 221> BOLGE

<222>6

< 223> Xaa = D-Arg veya D-His

<220>

< 221> BOLGE

<222>7

< 223> Xaa = D-Cha, D-Phe, Phe, D-4-floro-Phg, D-3-piridil-Ala, D-Thi (2-tiyenil-D-
alanin), D-Trp veya D 4-nitro-Phe
<220>

< 221> BOLGE

<222>8

< 223> Xaa = D-His, His, D-Arg, Phe veya D-Ala
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<220>

< 221> BOLGE

<222>9

< 223> Xaa = D-Glu, D-Asp, D-sitrullin veya D-Ser
<220>

< 221> BOLGE

<222>10

< 223> Xaa = D-Met, D-butiyonin veya D-lle
<220>

< 221> BOLGE

< 222> 11

< 223> Xaa = D-Ser veya D-lle

<220>

< 221> BOLGE

<222>12

< 223> Xaa = D-Tyr veya D-Ser

<220>

< 221> BOLGE

<222>13

< 223> Xaa = D-Ser

<220>

< 221> BOLGE

< 222> {1)...(13)

< 223> bir L-amino asidi, yalnizca 1 konumunda bulunabilir

<400> 11

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10

<210> 12

< 211> 13

< 212> PRT

< 213> Yapay Dizi

<220>

< 223> sentetik olarak olusturulan polipeptit
<220>

< 221> BOLGE
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< 222>1

< 223> Xaa = D-Val

<220>

< 221> BOLGE

<222>2

< 223> Xaa = D-Pro

<220>

< 221> BOLGE

<222>3

< 223> Xaa = D-Lys, D-Orn veya D-Nle
<220>

< 221> BOLGE

<222>4

< 223> Xaa = Gly

<220>

< 221> BOLGE

<222>5

< 223> Xaa=D-Trp veya Trp
<220>

< 221> BOLGE

<222>6

< 223> Xaa = D-Arg

<220>

< 221> BOLGE

<222>7

< 223> Xaa = D-Cha, D-Phe, Phe veya D-Thi (2-tiyenil-D-alanin)
<220>

< 221> BOLGE

< 222> 8

< 223> Xaa = D-His veya His
<220>

< 221> BOLGE

<222>9

< 223> Xaa = D-Glu veya D-Ser



10

15

20

25

30

76

<220>

< 221> BOLGE

<222>10

< 223> Xaa = D-Met, D-bltiyonin veya D-lle
<220>

< 221> BOLGE

< 222> 11

< 223> Xaa = D-Ser veya D-lle
<220>

< 221> BOLGE

< 222>12

< 223> Xaa = D-Tyr veya D-Ser
<220>

< 221> BOLGE

<222>13

< 223> Xaa = D-Ser

<220>

< 221> BOLGE

< 222> (1)...(13)

< 223> bir L-amino asidi, yalnizca 1 konumunda bulunabilir

<400> 12

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1 5 10
<210> 13
<211>5
< 212> PRT
< 213> Yapay Dizi
<220>
< 223> sentetik olarak olugturulan peptit bagi

<400> 13

Gly Gly Gly Gly Ser
1 5

<210> 14
<211=12

< 212> PRT

< 213> Yapay Dizi



77

<220>
< 223> sentetik olarak olusturulan peptit bag:

<400> 14

Gly lys Ser Ser Gly Ser Gly Ser Glu Ser Lys Ser
1 8 16

<210> 15

<211>14

< 212> PRT

< 213> Yapay Dizi

<220>

< 223> sentetik olarak olusturulan peptit bag

<400> 15

Gly Ser Thr Ser Gly Ser Gly Lys Ser Ser Glu Gly lys Gly
1 5 10

<210> 16

<211>18

< 212> PRT

< 213> Yapay Dizi

<220>

< 223> sentetik olarak olusturulan peptit bag

<400> 16

Gly Ser Thr Ser Gly Ser Gly Lys Ser Ser Glu Gly Ser Gly Ser Thr
1 5 10 1%

Lys Gly

<210= 17

<211>14

< 212> PRT

< 213> Yapay Dizi

<220>

< 223> sentetik olarak olusturulan peptit bagi

<400> 17

Gly Ser Thr Ser Gly Ser Gly Lys Ser Ser Glu Gly Lys Gly
1 5 10

<210> 18
<211>18

< 212> PRT

< 213> Yapay Dizi
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<220>
< 223> sentetik olarak olusturulan peptit bag:

<400> 18

Gly Ser Thr Ser Gly Ser Gly Lys Pro Gly Saer Gly Glu Gly Ser Thr
1 5 10 15

Lys Gly

<210> 19

<211>14

< 212> PRT

< 213> Yapay Dizi

<220>

< 223> sentetik olarak olusturulan peptit bagd

<400> 19

Glu Gly Lys Ser Ser Gly Ser Gly Ser Glu Ser Lys Glu Phe
1 5 10

<210> 20

<211=5

< 212> PRT

< 213> Yapay Dizi

<220>

< 223> sentetik olarak olusturulan peptit bagi

<400> 20

Ser Arg Ser Ser Gly
1 5

<210= 21

<211=5

< 212> PRT

< 213> Yapay Dizi

<220>

< 223> sentetik olarak olusturulan peptit bagi

<400> 21

Ser Gly Ser Ser Cys
1 5

<210= 22
<211>28

< 212> PRT

< 213> Yapay Dizi
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<220>

< 223> sentetik yapi
<220>

< 221> BOLGE

< 222> (1)...(28)

79

< 223> Difteri toksini tripsin duyarli baglayici

<400> 22

Ala Met Gly Arg Ser Gly Gly Gly Cys Ala Gly Aen Arg Val Gly Ser

1 5

Ser Leu Ser Cys Gly Gly Leu Asn Leu Glo Ala Met

20
<210> 23

<211>13

< 212> PRT

< 213> Yapay Dizi
<220>

< 223> sentetik yapi
<220>

< 221> DOMEN

< 222> (1)...(13)

< 223> alfa-MSH peptidi
<400> 23

Ser Tyr Ser Met Glu His Phe Arg Trp Gly Lys Pro Val

1 5
<210> 24
<211>24
< 212> DNA
< 213> Yapay Dizi
<220>
< 223> ileri primer
<400> 24
ctetgecteg teactttett teta
<210> 25
< 211> 22
< 212> DNA
< 213> Yapay Dizi

24

25

10

10

15
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<220>

< 223> revers primer
<400> 25

aacatgtggg catacagaat cg
<210> 26

<211>15

< 212> DNA

< 213> Yapay Dizi

<220>

< 223> prob

<400> 26

ccatgctgge actea 15
<210> 27

<211>25

< 212> DNA

< 213> Yapay Dizi

<220>

< 223> fare TNF alfa ileri primeri
<400> 27

ggcaggtcta ctttggagtc attgc
<210> 28

<211>25

< 212> DNA

< 213> Yapay Dizi

<220>

22

25

< 223> fare TNF alfa revers primeri

<400> 28

acattcgagg ctccagtgaa ttcgg
<210> 29

< 211> 20

< 212> DNA

< 213> Yapay Dizi

<220>

< 223> fare IL-1Q ileri primeri

25

80
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<400> 29

tgctatgetg cetgetetta 20
<210> 30

<211>20

< 212> DNA

< 213> Yapay Dizi

<220>

< 223> fare IL-10 revers primeri
<400> 30

tcatttecga taaggcettgg 20
<210> 31

<211> 21

< 212> DNA

< 213> Yapay Dizi

<220>

< 223> fare beta-aktin ileri primeri
<400> 31

gtgggeegct ctaggecacca a 21
<210> 32

<211>24

< 212> DNA

< 213> Yapay Dizi

<220>

< 223> fare beta-aktin revers primeri
<400> 32

ctetttgatg tecacgeacga tite 24
<210> 33

<211>4

< 212> PRT

< 213> Yapay Dizi

<220>

< 223> sentetik olarak olusturulan tetrapeptit

<400> 33

His Phe Arg Trp
1

81
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mMC1R mRNA'da kat artis

14

mMC1R mRNA'da kat artig
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Peritoneal Makrofajlar

yerli 05s 1s 24 saat

zaman noktalan

20 Dalak
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Geriye Kalan Peptid (%)

KONSANTRASYON (ng/ml)
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Plazma ve PBS'de MSH Peptidi Stabilitesi (37C)
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HIRW Tetrapeptid (EC50) Retroinverso MSH (Ki)
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