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OZET

HiYALURONIDAZ VE BiR TUMOR-GUDUMLU TAKSAN iLE
KOMBINASYON TERAPISI

Burada, bir anti-hiyaliironan madde, érnegin bir polimere konjiige edilmis hiyaliironan-
parcalayan enzim ve bir tiimdr-gidimli taksan ve istege bagl olarak bir baska
kemoterapi maddesi, 6rnegin bir niikleosid analogu igceren kombinasyon terapisi
saglanmaktadir. Kombinasyon terapisi kanserlerin ve ozellikle kat1 tiimér kanserlerinin

tedavisine yonelik usullerde kullanilabilir.
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ISTEMLER

Pankreas kanseri tedavisinde kullammm igin bir bilesim kombinasyonu olup,

kombinasyon asagidakileri igerir:
bir polimere konjlige edilmis bir hiyaliironidaz igeren bir birinci bilesim; ve

bir tlimdr-glidiimli taksan igeren bir ikinci bilesim, burada tiimor-giidiimlii taksan

nab-paklitaksel veya nab-dosetaksel igerir.

Pankreas kanseri tedavisinde kullanim i¢in bir polimere konjiige edilmis bir

hiyaliironidaz igeren bir bilesim olup, burada:

hiyaliironidaz bir tiimor-glidiimlii taksan ile kullanilir ve bir sujeye tiimor-gidiimlii
taksan ile ayni anda, hemen hemen ayni1 anda, ayri ayn bir sekilde veya sirayla

uygulanir; ve
timor-gidiimlil taksan nab-paklitaksel veya nab-dosetaksel igerir.

Istem 1 veya 2'ye gére kullanim i¢in kombinasyon veya bilesim olup, burada timér-

gidiimlii taksan nab-paklitakseldir.

[stem 1-3'ten herhangi birine gére kullanim icin kombinasyon veya bilesim olup,

burada:
bilesim/bilesimler dogrudan uygulama i¢in formiile edilir;

hiyaliironidaz konsantrasyonu tiimorle iligkili hiyaliironan:t par¢alamak igin
yeterlidir; ve

timdr-gidiimlil taksanin konsantrasyonu taksanin timor igine iletimini saglamak
i¢in yeterlidir.

Istem 1-4'ten herhangi birine gore kullanim igin kombinasyon veya bilesim olup,

bir kemoterapi maddesi olan bir niikleosid analogu iceren bir bilesimi ayrica igerir.

Istem S'e gére kullanim igin kombinasyon veya bilesim olup, burada niikleosid
analogu kemoterapi maddesi olan bir purin veya pirimidin niikleosid analogu veya

bunlarin én-ilaci arasinda segilir.
Istem 5'e gore kullamim igin kombinasyon veya bilesim olup, burada:

bilesim/bilesimler dogrudan uygulama i¢in formiile edilir; ve
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niikleosid analogunun konsantrasyonu tiimdr icine iletimi saglamak igin yeterlidir.

Istem 5-7'den herhangi birine gore kullanim icin kombinasyon veya bilesim olup,

burada:

niikleosid analogu veya bunun 6nilaci hiyaliironidaz ve tiimor-glidiimlii taksandan

ayr1 bir sekilde saglanir; veya
niikleosid analogu veya bunun 6n-ilact hiyaliironidazla birlikte formiile edilir; veya

niikleosid analogu veya bunun on-ilaci timor-giidimlii taksanla birlikte formiile

edilir; veya

niikleosid analogu veya bunun 6n-ilaci hiyaliironidaz ve timor-giidiimli taksanla

birlikte formiile edilir.

Istem 1-8'den herhangi birine gore kullanim icin kombinasyon veya bilesim olup,
burada bilesim/bilesimler tek veya birden fazla dozaj uygulamasi i¢in formiile

edilir.

Istem 1-9'dan herhangi birine gére kullanim i¢in kombinasyon veya bilesim olup,
burada hiyaliironidaz bilesimi 50 Birim (U)/ml ve 15,000 U/mL, 10 U/mL ve
500 U/mL, 1000 U/mL ve 15,000 U/mL, 100 U/mL ve 5,000 U/mL, 500 U/mL ve
5,000 U/mL veya 100 U/mL ve 400 U/ml arasinda hiyaliironidaz aktivitesi igerir.

Istem 1-10'dan herhangi birine gére kullanim igin kombinasyon veya bilesim olup,
burada hiyaliironidaz bir PH20 veya bunun bir C-ucu glikosilfosfatidilinositol
(GPI) baglanma bdlgesi veya GPI baglanma bdlgesinin bir bdlimiinii igermeyen

kesilmis formudur.

Istem 1-11'den herhangi birine gore kullanim i¢in kombinasyon veya bilesim olup,

burada:
hiyaliironidaz bir kesilmis PH20'dir;
hiyaliironidaz notr aktif ve ¢oziinebilirdir; ve

kesilmis PH20, DIZI ID NO:1'deki amino asit 36-464'{i iceren bir amino asit dizisi
icerir veya DIZI ID NO:1'deki en az amino asit 36-464'il igeren bir amino asit
dizisine en az %85, %86, %87, %88, %89, %90, %91, %92, %93, %94, %95, %96,
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%97, %98 veya %99 dizi 6zdegligine sahip olan ve hiyaliironidaz aktivitesini

koruyan bir amino asit dizisi igerir.

Istem 1-12'den herhangi birine gore kullanim igin kombinasyon veya bilesim olup,
burada hiyaliironidaz DIZI ID NO: 4-9, 47, 48, 150-170 ve 183-189'dan herhangi
birinde verilen amino asit dizisini igeren veya DIZ1 ID NO: 4-9, 47, 48, 150-170 ve
183-189'dan herhangi birinde verilen bir amino asit dizisine en az %83, %86, %87,
%88, %89, %90, %91, %92, %93, %94, %95, %96, %97, %98 veya %99 dizi
Ozdesligi sergileven ve hiyaliironidaz aktivitesini koruyan bir amino asit dizisi

igeren bir PH20'dir.

Istem 1-13'ten herhangi birine gére kullanim i¢in kombinasyon veya bilesim olup,
burada tiimoér-glidiimli taksan bilesimi 0.01 mg taksan/mL ve 100 mg/mL, érnegin
| mg/mL ve 50 mg/ml, 2.5 mg/mL ve 25 mg/mL, 5 mg/mL ve 15 mg/mL veya
10 mg/mL ve 100 mg/mL arasinda bir tiimdr-giidiimlii taksan konsantrasyonu
1gerir.

[stem 5-14'ten herhangi birine gére kullanim i¢in kombinasyon veya bilesim olup,
burada niikleosid analogu floropirimidin 5-florourasil, 5-floro-2'-deoksisitidin,
sitarabin, gemsitabin, troksasitabin, desitabin, Azasitidin, psddoizositidin,
Zebularin, Ansitabin, Fazarabin, 6-azasitidin, kapesitabin, N*-oktadesil-sitarabin,
elaidik asit sitarabin, fludarabin, kladribin, klofarabin, nelarabin, forodesin ve

pentostatin veya bunlarin tiirevleri arasindan segilir.

[stem 5-14'ten herhangi birine gére kullanim i¢in kombinasyon veya bilesim olup,

burada niikleosid analogu gemsitabindir.

Istem 5-15'ten herhangi birine gére kullanim icin kombinasyon veya bilesim olup,
burada niikleosid analogu bir niikleosid deaminaz igin bir substrattir ve niikleosid

deaminaz, adenosin deaminaz veya sitidin deaminazdir.

Istem 5-17'den herhangi birine gére kullanim i¢in kombinasyon veya bilesim olup,
burada niikleosid analogu bilesimi 1 mg niikleosid analogu/ml ve 500 mg/ml,
5 mg/mL ve 100 mg/ml, 10 mg/mL ve 50 mg/mL, 25 mg/mL ve 200 mg/mL veya

20 mg/mL ve 100 mg/mL arasinda bir niikleosid analogu konsantrasyonu igerir.
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Istem 1-18'den herhangi birine gore kullanim i¢in kombinasyon veya bilesim olup,

ayrica bir glilkokortikoid igeren bir bilesim igerir.

Istem 1-19'dan herhangi birine gore kullanim igin kombinasyon veya bilesim olup,

burada polimer bir polialkilen glikol, dekstran, pululan veya seliilozdur.

Istem 20'ye gore kullamm igin kombinasyon veya bilesim olup, burada polialkilen
glikol polietilen glikoller (PEG'ler) ve metoksipolietilen glikoller (mPEG'ler)

arasindan secilir.

Istem 1-21'den herhangi birine gore kullanim i¢in kombinasyon veya bilesim olup,

bir kit olarak paketlenir ve istege baglh olarak kullanim talimatlar igerir.

Istem 1'e gore kullanim i¢in kombinasyon olup, burada hiyaliironidaz veya timor-

giidimlii taksan tek bir bilesim halinde uygulama icin birlikte formiile edilir.
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TARIFNAME

HiYALURONIDAZ VE BiR TUMOR-GUDUMLU TAKSAN iLE
KOMBINASYON TERAPISI

BULUSUN ALANI

Burada, bir anti-hiyaliironan madde, érnegin bir polimere konjiige edilmis hiyaliironan-
parcalayan enzim ve bir tiimdr-gidimli taksan ve istege bagli olarak bir bagka
kemoterapi maddesi, Ornegin bir niikleosid analogu igeren kombinasyon terapisi
saglanmaktadir. Kombinasyon terapisi kanserlerin ve 6zellikle kati tiimor kanserlerinin

tedavisine yonelik usullerde kullanilabilir.

BULUS ILE ILGILI BILINEN HUSUSLAR

Anti-hiyalironan maddeleri, 6rnedi hiyaliironan-parcalayan enzimler, or., PH20,
kanserler ve ozellikle hayaltronanla iliskili kanserler ve tiimorler dahil, hiyaliironanla
iliskili hastaliklar veya rahatsizliklarin tedavilerinde kullamilmaktadir. Hiyaluronan
{(hiyaliironik asit; HA) memelilerde baskin olarak bag dokular, deri, kikirdak ve sinovyal
stvida mevcut olan bir glikozaminoglikandir. Bag dokusunda, hiyaluronan ile iliskili
hidrasyon suyu dokular arasinda hidrath matrisler olusturur, HA bir ¢cok hiicrede, dzellikle
yumusak bag dokularinda hiicre-dis1 matris i¢inde bulunmaktadir. Belirli hastaliklar, kati
tiimdrler dahil, hiyaliironan ekspresyonu ve/veya Uretimiyle iliskilidir. Anti-hiyaliironan
maddeleri, HA sentezi veya pargalanmasini modiile eden, boylece bir doku veya
hiicredeki HA seviyelerini degistiren maddelerdir. Ozellikle, hiyaliironidazlar
hiyaliironan1  parcalayan enzimlerdir. HA  par¢alanmasim  katalize ederek,
hiyaliironidazlar kanserler ve timorler dahil HA veya baska glikozaminoglikanlarin
birikmesiyle iliskili hastaliklar1 veya rahatsizliklar1 tedavi etmek icin kullanilabilir.
Kanserlerin ve 6zellikle kat1 tiimor kanserlerinin tedavisi igin, geligtirilmis veya alternatif

terapotik tedavilere ihtiyag vardar.

OZET

Meveut bulug pankreas kanseri tedavisinde kullanilmak iizere bir bilesim kombinasyonu

saglamaktadir, burada kombinasyon sunlar igerir: bir polimere konjiige edilmis bir
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hiyaliironidaz igeren bir birinci bilesim ve bir tlimor-giidiimli taksan iceren bir ikinci

bilesim, burada tiimér-giidiimlii taksan nab-paklitaksel veya nab-dosetaksel icerir.

Bulus ayrica pankreas kanseri tedavisinde kullanilmak tizere bir polimere konjlige edilmis
bir hiyaliironidaz igeren bir bilesim saglamaktadir, burada hiyaliironidaz bir tiimor-
giidiimlii taksan ile kullantlir ve tiimor-giidiimlii taksan ile bir hastaya eszamanli olarak,
hemen hemen eszamanli olarak, ayr1 ayr1 veya sirayla uygulanir ve tiimor-giidiimlii taksan

nab-paklitaksel veya nab-dosetaksel igerir.

Burada bir anti-hiyaliironan maddesi igeren bir bilesim ve bir tiimoér-giidiimlil taksan
iceren bir bilesim igeren kombinasyonlar saglanmaktadir. Burada ayrica bir anti-
hiyaliironan maddesi i¢eren bir bilesim, bir timor-glidiimlii taksan iceren bir bilesim ve
bir niikleosid analogu ic¢eren bir bilesim igeren kombinasyonlar saglanmaktadir. Burada
saglanan kombinasyonlarin herhangi biri ayrica bir kortikosteroid iceren bir bilesim
igerebilir. Burada pankreas kanseri tedavisinde kullanilmak {izere kombinasyonlar veya
bilesimler saglanmaktadir, burada bir anti-hiyaliironan maddesi i¢eren bir bilesim ve bir
timér-gidiimlii taksan formiilasyonu igeren bir bilesim uygulanir. Bazi &meklerde,
usuller ayrica bir niikleosid analogu igeren bir bilesimin uygulanmasim icerir. Bazi
omeklerde, usuller ayrica bir kortikosteroidin uygulanmasini igerir, Yine baz1 érneklerde,
usuller ayrica bir kanser tedavisinin uygulanmasini igerir. Bu tip kombinasyonlar ve

usullerde, maddeler burada agiklandig: gibi terapétik olarak etkili miktarlarda saglanir.

Burada ayrica kombinasyon terapisinin tibbi kullanimlart agiklanmaktadir. Ornegin,
burada pankreas kanseri tedavisi icin bir anti-hiyallironan maddesi ve tiimor-giidiimli
taksanin kullamimlar1 ag¢iklanmaktadir, burada anti-hiyaliironan maddesi ve tiimor-
giidiimlii taksan ayr1 ayr1 bir sekilde veya birlikte formiile edilir. Burada ayrica pankreas
kanseri tedavisi igin bir anti-hiyaliironan maddesinin kullanimlan saglanmaktadir, burada
bahsedilen tedavi bir hastaya aynmi anda, ayn bir sekilde veya sirayla bir timor-giidimli
taksan uygulanmasini icerir. Burada ayrica pankreas kanseri tedavisinde kullanim igin bir
anti-hiyaliironan maddesi igeren bilesimler saglanmaktadir, burada bahsedilen tedavi bir
hastaya ayni anda, ayn bir sekilde veya sirayla bir tiimdér-giidiimlii taksan uygulanmasin
igerir. Buradaki tibbi kullamim émeklerinde, tedavi ayrica bir hastaya anti-hiyaliironan
maddesi veva timor-giidimli taksan ile ayni anda, ayri bir sekilde veya sirayla bir

niikleosid analogunun uygulanmasim ig¢ercbilir. Diger veya ¢k Orneklerde, tedavi anti-
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hiyaliironan maddesi ile aym anda, ayrn bir gekilde veya sirayla bir kortikosteroid

uygulanmasini igerebilir.

Burada saglanan kombinasyonlar, bilesimler ve kullamimlarda, anti-hiyaliironan maddesi
bir hiyaliironan pargalayan enzimdir veya hiyaliironan sentezini inhibe eden bir maddedir.
Bazi drneklerde, anti-hiyaliironan maddesi bir hiyaliironidaz olan bir hiyaliironan
parcalayan enzimdir. Baz1 drneklerde, anti-hiyallironan maddesi bir polimere konjlige
edilmis bir hiyaliironan parcalayan enzimdir. Baz: drneklerde, anti-hiyaliironan maddesi
bir HA sentaza karsi bir sense veya antisense niikleik asit molekiiliinden secilen veya bir
kiiclik molekiillii ilag olan, hiyaliironan sentezini inhibe eden bir maddedir. Baz
Orneklerde, anti-hiyaliironan maddesi 4-metilumbelliferon (MU) veya bunun bir tiirevi
veya leflunomid veya bunun bir tiirevinden secilen bir kiiglik molekiillii ilagtir. Bazi
Orneklerde, anti-hiyalironan maddesi 6,7-dihidroksi-4-metil kumarin  veya 5,7-
dihidroksi-4-metil kumarinden secilen bir 4-metilumbelliferon (MU) tiirevi olan bir

kiiciik molekiilli ilagtir.

Burada bir polimere konjiige edilmis bir hiyaliironan pargalayan enzim igeren bir bilesim
ve bir tiimdr-giidiimlii taksan igeren bir bilesim igeren kombinasyonlar saglanmaktadir,
Burada ayrica bir polimere konjlige edilmis bir hiyaliironan parcalayan enzim igeren bir
bilesim, bir timodr-giidiimIii taksan i¢eren bir bilesim ve bir niikleosid analogu igeren bir
bilesim igeren kombinasyonlar saglanmaktadir. Burada saglanan kombinasyonlarin
herhangi biri ayrica bir kortikosteroid igeren bir bilesim igerebilir. Burada pankreas
kanseri tedavisinde kullanilmak tizere kombinasyonlar veya bilesimler saglanmaktadir,
burada bir polimere konjiige edilmis bir hiyaliironan pargalayan enzim igeren bir bilesim
ve bir tiimor-giidiimIii taksan formiilasyonu igeren bir bilesim uygulanir. Bazi 6rneklerde,
usuller ayrica bir niikleosid analogu igeren bir bilesimin uygulanmasini igerir. Bazi
orneklerde, usuller ayrica bir kortikosteroidin uygulanmasini igerir. Yine bazi érneklerde,

usuller ayrica bir kanser tedavisinin uygulanmasini igerir.

Burada bir hiyalironan pargalayan enzim iceren bir bilesim, burada hiyaliironan
parcalayan enzim bir polimere konjiige edilir; ve bir tiimor-giidiimlii taksan igeren bir
bilesim igeren kombinasyonlar ve kullanimlar saglanmaktadir. Bazi kombinasyon
Orneklerinde, bilesimler dogrudan uygulama icin formiile edilir, hiyaliironan parcalayan

enzimin konsantrasyonu tiimorle iligkili hiyaliironanin par¢alanmasi yeterlidir ve timor-
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giidiimlii taksanin konsantrasyonu tiimér-i¢i iletim elde etmek igin yeterlidir. Bazi
omeklerde, timor-gidimlii taksan formiilasyonunun konsantrasyonu tiimor-ici niikleosid
deaminaz proteini seviyelerini veya protein aktivitesini tiimor-igi taksan formiilasyonu
olmadigindaki niikleosid deaminaz seviyeleri veya aktivitesine kiyasla diigiirmek igin
yeterlidir. Kombinasyonlarin bazi 6rneklerinde, hiyaliironan pargalayan enzim ve timor-
giidiimli taksan birlikte formiile edilir. Kombinasyonlarin bazi drneklerinde, hiyaliironan

par¢alayan enzim ve tiimor-giidiimlii taksan ayr ayr saglanir.

Orneklerin herhangi birinde, saglanan kombinasyonlar ayrica bir niikleosid analogu
igeren bir bilesim igerir. Belirli 6rneklerde, bilesim dogrudan uygulama igin formiile edilir
ve niikleosid analogunun konsantrasyonu tiimor-igi iletim elde etmek icin yeterlidir. Bazi
kombinasyon &rneklerinde, niikleosid analogu hiyaliironan par¢alayan enzim ve timor-
gidiimli taksandan ayri bir sekilde saglanir. Bazi1 kombinasyon 6rneklerinde, niikleosid
analogu hiyaliironan pargalayan enzimle birlikte formiile edilir veya timér-giidimli
taksan ile birlikte formiile edilir. Yine bazi kombinasyon 6rneklerinde, niikleosid analogu

hiyaliironan parcalayan enzim ve tiimér-giidiimlii taksan ile birlikte formiile edilir.

Burada agiklanan herhangi bir kombinasyon, usul ve kullamim drneginde, bir hiyaliironan
parcalayan enzim igeren bilesimler, bir timor-glidiimli taksan igeren bilesimler ve/veya
bir niikleosid analogu iceren bilegimler birden fazla dozaj uygulamasi igin formiile edilir.
Burada saglanan bazi kombinasyon &rneklerinde, bir hiyaliironan pargalayan enzim
iceren bilesimler, bir timdr-glidiimlii taksan igeren bilesimler ve/veya bir niikleosid

analogu igeren bilesimler tek bir dozaj uygulamasi igin formiile edilir.

Burada agiklanan herhangi bir kombinasyon, usul ve kullamim omeginde, hiyaliironan
parcalayan enzim bilesimi 0.5 pg ila 50 mg, 100 pg ila I mg, 1 mg ila 20 mg, 100 pg ila
5mg, 0.5 pgila 1450 pg, 1 pgila 1000 pg, 5 pgila 1250 pg, 10 pugila 750 pg, 50 pgila
500 ng, 0.5 pg ila 500 pg, 500 pg ila 1450 pg arasinda veya yaklasik olarak arasinda bir
polimere konjlige edilmis hiyaliironan pargalayan enzim igerir. Burada saglanan bazi
kombinasyon orneklerinde, bir polimere konjiige edilmis hiyaliironan par¢alayan enzimin
Ozgll aktivitesi en az veya yaklasik 20,000 U/mg, 25,000 U/mg, 30,000 U/mg, 31,000
U/mg, 32,000 U/mg, 33,000 U/mg, 34,000 U/mg, 35,000 U/mg, 36,000 U/mg, 37,000
U/mg, 38, 000 U/mg, 39,000 U/mg, 40,000 U/mg, 45,000 U/mg, 50,000 U/mg, 55,000

U/mg, 60,000 U/mg veya daha fazladir. Burada saglanan bazi kombinasyon drneklerinde,
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hiyaliironan pargalayan enzim bilesimi 150 Birim (U) ila 60,000 U, 300 U ila 30,000 U,
500 U ila 25,000 U, 500 U ila 10,000 U, 150 U ila 15,000 U, 150 U ila 5000 U, 500 U ila
1000 U, 5000 U ila 45,000 U 10,000 U ila 50,000 U veya 20,000 U ila 60,000 U arasinda
veya vaklasik olarak arasinda bir polimere konjiige edilmis hiyaliironan pargalayan enzim
icerir. Hiyaliironan parcalayan enzim igeren bilesimin hacmi 0.5 mL ila 100 mL, 0.5 mL
ila50 mL, 0.5 mLila 10 mL, 1 mLila40 mL, 1 mLila20 mL, 1 mL ila 10 mL veya 3 mL
ila 10 mL arasinda olabilir veya yaklasik olarak arasinda olabilir. Burada saglanan baz
kombinasyon orneklerinde, bir hiyaliironan pargalayan i¢eren bilesim histidin ve/veya
NaCl igerir. Bazi érmeklerde, bir hiyaliironan pargalayan enzim igeren bilesim 6.0 ila 7.4

arasinda veya yaklasik olarak arasinda bir pH've sahiptir.

Burada agiklanan kombinasyon, usul ve kullamim &rneklerinin herhangi birinde,
hiyaliironan pargalayan enzim bir hiyaliironidazdir. Ornegin, hiyaliironidaz bir PH20
veya bunun bir C-ucu glikofosfatidilinositol (GPI) baglanma bélgesi veya GPI baglanma
bolgesini  bir bolimiinii 1germeyen kesilmis formu olabilir. Bazi &rneklerde,
hiyaliironidaz bir insan veya insan olmayan PH20 olan bir PH20'dir. Bir 6zel 6rnekte,
hiyaliironan pargalayan enzim bir kesilmis PH20'dir ve kesilmis PH20 DIZI ID NO:1'deki
amino asit 36-464'i igeren bir amino asit dizisi icerir veya DIZI ID NO:1'deki en az amino
asit 36-464' igeren ve hiyallironidaz aktivitesini koruyan bir amino asit dizisine en az
%85 dizi 6zdesligine sahip olan bir amino asit dizisi igerir. Baz1 érneklerde, hiyaliironidaz
DiZI ID NO:1'deki en az amino asit 36-464'i iceren bir amino asit dizisine en az %86,
%87, %88, %89, %90, %91, %92, %93, %94, %95, %96, %97, %98 veya %99 dizi
Ozdesligine sahip olan ve hiyallironidaz aktivitesini koruyan bir amino asit dizisi iceren

PH20'dir.

Burada agiklanan kombinasyon, usul ve kullanim &rneklerinin herhangi birinde, PH20
DiZi ID NO:1'de verilen amino asit dizisinde amino asit konumu 465, 466, 467, 468, 469,
470,471, 472,473,474, 475, 476,477,478, 479, 480, 481, 482, 483, 484, 485, 486, 487,
488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498, 499 veya 500'den sonra bir C-ucu
kesigi iceren bir amino asit dizisi icerir veya bunun DIZ1 ID NO:1'de verilen amino asit
dizisinde amino asit konumu 465, 466, 467, 468, 469, 470,471, 472, 473, 474, 475, 476,
477,478,479, 480, 481, 482, 483, 484, 485, 486, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494,
495, 496, 497, 498, 499 veya 500'den sonra bir C-ucu kesigi i¢eren ve hiyallironidaz
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aktivitesini koruyan bir amino asit dizisine en az %85 dizi 0zdesligi sergileyen bir
varyantidir. Ornegin, PH20 DIZI ID NQO:1'de verilen amino asit dizisinde amino asit
konumu 465, 466, 467, 468, 469, 470, 471, 472, 473, 474, 475, 476, 477, 478, 479, 480,
481,482, 483, 484, 485, 486, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498,
499 veya 500'den sonra bir C-ucu kesigi iceren ve hiyaliironidaz aktivitesini koruyan bir
amino asit dizisine en az %86, %87, %88, %89, %90, %91, %492, %93, %94, %95, %96,

%97, %98 veya %99 dizi 6zdesligine sahip olan bir amino asit dizisi igerir.

Burada agiklanan kombinasyon, usul ve kullanim &rneklerinin herhangi birinde, timor-
giidiimlii taksan paklitaksel veya dosetakseldir. Tlimor-giidiimlii taksan bir tiimér hedef
alan pargaya dogrudan veya dolayl olarak baglanabilir. Bazi 6rneklerde, timor-gidiimli
taksan bir misel, nano-tanecik, mikro-kiire, lipozomlar veva hidrojel arasindan segilen bir
iletim arac1 olarak formiile edilir. fletim araci bir tiimdr hedef alan parcaya dogrudan veya
dolayli olarak baglanabilir. Bazi 6rneklerde, tiimdr hedef alan parca bir makro-molekiil,
Bazi 6rneklerde, tiimor hedef alan parca setuksimab veya trastuzumab arasindan segilen
bir monoklonal antikordur, Yine baz1 émeklerde, timdr hedef alan parga albiimindir,
Mevcut istemlere gére, tiimor-giidiimlii taksan alblimine-bagh paklitaksel veya alblimine-

bagh dosetakseldir.

Burada agiklanan herhangi bir kombinasyon, usul ve kullanim &rneginde, timér-giidiimlii
taksan bilesimi 10 mg ila 1000 mg, 6rnegin 20 mg ila 500 mg, 10 mg ila 250 mg, 75 mg
ila 400 mg, 100 mg ila 200 mg, 150 mg ila 400 mg, 200 mg ila 800 mg, 50 mg ila 200 mg
veya 50 mg ila 150 mg arasinda veya yaklagik olarak arasinda timor-gidimlii taksan
icerir. Bazi 6rneklerde, bir tiimoér-giidiimlii taksan iceren bilesimin hacmi 0.5 mL ila
100 mL, 1 mL ila 500 mL, 0.5 mL ila 50 mL, ¢.5 mL ila 10 mL, | mL ila 40 mL, 1 mL
ila 20 mL, 1 mL ila 10 mL veya 3 mL ila 10 mL arasinda olabilir veya yaklagik olarak

arasinda olabilir.

Burada agiklanan kombinasyon, usul ve kullamim O&rneklerinin herhangi birinde,
niikleosid analogu bir purin veya pirimidi analogu veya bunlarin tiirevleridir. Bazi
orneklerde, niikleosid analogu floropirimidin 5-florourasil, 5-floro-2'-deoksisitidin,
sitarabin, gemsitabin, troksasitabin, desitabin, Azasitidin, psodoizositidin, Zebularin,

Ancitabin, Fazarabin, 6-azasitidin, kapesitabin, N*oktadesil-sitarabin, claidik asit
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sitarabin, fludarabin, kladribin, klofarabin, nelarabin, forodesin ve pentostatin veya
bunlarin tiirevleri arasindan segilir. Bir 6rnekte, niikleosid analogu bir adenosin deaminaz
veya sitidin deaminaz olan bir niikleosid deaminaz igin bir substrattir, Baz1 6rneklerde,
niikleosid analogu fludarabin, sitarabin, gemsitabin, desitabin ve azasitidin veya bunlarin

tiirevleri arasindan segcilir.

Burada agiklanan kombinasyon, usul ve kullanim &rneklerinin herhangi birinde,
niikkleosid analogu bilesimi 100 mg ila 5000 mg, 500 mg ila 5000 mg, 500 mg ila
2500 mg, 1000 mg ila 2500 mg, 1500 mg ila 2500 mg veya 2000 mg ila 5000 mg bir
niikleosid analogu igerir veya igerecek sekilde formiile edilir. Bazi &rneklerde, bir
niikleosid analogu iceren bilesimin hacmi 0.5 mL ila 1000 mL, 6rnegin 0.5 mL ila
100 mL, 0.5 mL ila 10 mL, | mL ila 500 mL, 1 mL ila 10 mL arasinda olabilir veya

yaklagik olarak arasinda olabilir.

Burada agiklanan kombinasyon, usul ve kullanim orneklerinin herhangi biri ayrica bir
kortikosteroid igeren bir bilesim igerebilir. Baz1 érmeklerde, kortikosteroid kortizonlar,
deksametazonlar, hidrokortizonlar, metilprednizolonlar, prednizolonlar ve prednizonlar
arasindan se¢ilen bir glitkokortikoiddir, Baz1 émeklerde, kortikosteroid bilesimi yaklagik
0.1 ila 20 mg, 0.1 ila 15 mg, 0.1 ila 10 mg, 0.1 ila 5 mg, 0.2 ila 20 mg, 0.2 ila 15 mg, 0.2
ila 10 mg, 0.2 ila 5 mg, 0.4 ila 20 mg, 0.4 ila 15 mg, 0.4 ila 10 mg, 0.4 ila 5 mg, 0.4 ila
4mg, 1 ila 20 mg, 1 ila 15 mg veya 1 ila 10 mg arasinda kortikosteroid igerir veya

icerecek sekilde formiile edilir.

Burada aciklanan kombinasyon, usul ve kullanim Orneklerinin herhangi birinde,
bilesim/bilesimler agiz yoluyla, intravendz (IV), subkutan, intramiskiiler, intra-tiimoral,
intradermal, topikal, transdermal, rektal, intratekal veya deri altina uygulama i¢in formiile
edilir. Ornegin, bilesim/bilesimler intravendz uygulama veya subkutan uygulama igin

formiile edilir.

Burada ag¢iklanan kombinasyon, usul ve kullanim drneklerinin herhangi birinde, polimer

bir polialkilen glikol, dekstran, pullulan veya seliilozdur. Bir drnekte, polimer polietilen

glikoller (PEG) veya metoksipolietilen glikoller (mPEG) arasindan segilen bir polialkilen

glikoldiir. Bir 6zel émekte, polimer bir PEG'dir ve PEG bir dallannis veya dogrusal

PEG'dir. Baz1 érneklerde, polimer asagidakilerle tepkimeyle tiretilir: metoksi-poli(etilen

glikol)-siikksinimidil biitanoat (mPEG-SBA) (5 kDa); metoksi-poli(etilen glikol)-
7



20

25

30

EP-17891

stiksinimidil biitanoat (mPEG-SBA) (20 kDa); metoksi-poli(etilen glikol)-siksinimidil
biitanoat (mPEG-SBA) (30 kDa); metoksi-poli(etilen glikol)-siiksinimidil  a-
metilbiitanoat (mMPEG-SMB) (20 kDa); metoksi-poli(etilen glikol)-siiksinimidil o-
metilbiitanoat (MPEG-SMB) (30 kDa); metoksi-poli(etilen glikol)-biitiraldehit (mPEG-
biitiraldehit) (30 kDa), metoksi-poli{etilen glikol)-siiksinimidil propionat (mPEG-SPA)
{20 kDa); metoksi-poli(etilen glikol)-siiksinimidil propionat (mPEG-SPA) (30 kDa);
{metoksi-poli(etilen glikol)):-N-hidroksisiiksinimid ester (mPEG;-NHS) (10 kDa
dallanmig); (metoksi-poli(etilen glikol))>-N-hidroksisiiksinimid ester (mPEG:-NHS)
(20 kDa dallanmis); (metoksi-poli{etilen glikol}) 2-N-hidroksisiiksinimid ester (mPEG:-
NHS) (40 kDa dallanmis); (metoksi-poli(etilen glikol)),-N-hidroksisiiksinimid ester
{mPEG2-NHS) (60 kDa dallanmus); biotin-poli(etilen glikol)-N-hidroksisiiksinimid ester
{biotin-PEG-NHS) (5 kDa biyotinlenmis); poli{etilen glikol)-p-nitrofenil karbonat (PEG-
p-nitrofenil-karbonat) (30 kDa); wveya poli(etilen glikol)-priopionaldehit (PEG-
propionaldehit) (30 kDa). Ozel &reklerde, polimer 30 veya yaklagik 30 kilodalton
molekiil agirligina sahip olan bir PEG'dir.

Burada saglanan kombinasyonlarin herhangi biri bir kit olarak paketlenebilir ve istege

bagl olarak kullamim talimatlan igerebilir.

Burada ayrica pankreas kanseri tedavisinde kullamm igin kombinasyonlar veya bilesimler
saglanmaktadir, burada bir polimere konjiige edilmis bir hiyaliironan pargalayan enzim
igeren bir bilesim uygulanir ve bir timor-giidiimlii taksan formiilasyonu igeren bir bilesim
uygulanir. Usul 6rneklerinin herhangi birinde, bir niikleosid analogu iceren bir bilesim de

uygulanir.

Burada ac¢iklanan usul veya kullanim &rneklerinin herhangi birinde, kanser bir tiimérdiir.
Bir ornekte, timor bir kat1 timordiir. Buradaki usul veya kullanim &rneklerinin herhangi
birinde, ayni doku tipindeki kanserli olmayan bir dokuya kiyasla veva aym timor
tipindeki bir metastatik olmayan tiimére kiyasla, tiimdr yiiksek hiicresel ve/veya stromal
hiyaliironan ekspresyonuna sahiptir. Burada agiklanan usul veya kullanim 6rneklerinin
herhangi birinde, kanser pankreas kanseri, yumurtalik kanseri, akciger kanseri, kolon
kanseri, prostat kanseri, serviks kanseri, bas ve boyun kanseri ve meme kanseri arasindan

secilir. Mevcut istemlere gore, kanser pankreas kanseridir.
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Burada aciklanan usul veya kullamim o&rmeklerinin herhangi birinde, hiyaliironan
parcalayan enzim bir hiyaliironidazdir. Ornegin, hiyaliironidaz bir PH20 veya bunun bir
C-ucu glikofosfatidilinositol (GPI) baglanma bolgesi veya GPI baglanma bélgesini bir
boliimiini icermeyen kesilmis formudur. Bir 6zel érnekte, hiyaliironidaz bir insan veya
insan olmayan PH20 olan bir PH20'dir. Bir 6zel 6rnekte, hiyallironan pargalayan enzim
bir kesilmis PH20'dir ve kesilmis PH20 DiZI ID NO:1'deki amino asit 36-464"i iceren
bir amino asit dizisi icerir veya DIZI ID NO:1'deki en az amino asit 36-464'ii igeren ve
hiyaliironidaz aktivitesini koruyan bir amino asit dizisine en az %835 dizi 6zdesligine sahip
olan bir amino asit dizisi icerir. Bazi dmeklerde, PH20 DIiZ1 ID NO:1'deki en az amino
asit 36-464'0 igeren bir amino asit dizisine en az %86, %87, %88, %89, %90, %91, %92,
%93, %94, %95, %96, %97, %98 veya %99 dizi Hzdesligine sahip olan ve hiyaliironidaz
aktivitesini koruyan bir amino asit dizisi icerir. Bazi1 érneklerde, PH20 DIZI ID NO:1'de
verilen amino asit dizisinde amino asit konumu 465, 466, 467, 468, 469, 470, 471, 472,
473,474, 475,476, 477,478,479, 480, 481, 482, 483, 484, 485, 486, 487, 488, 489, 490,
491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498, 499 veya 500'den sonra bir C-ucu kesigi igeren
bir amino asit dizisi igerir veya bunun DIZI ID NO:1'de verilen amino asit dizisinde
amino asit konumu 465, 466, 467, 468, 469,470,471, 472,473, 474, 475, 476, 477, 478,
479, 480, 481, 482, 483, 484, 485, 486, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496,
497, 498, 499 veva 500'den sonra bir C-ucu kesigi iceren ve hiyaliironidaz aktivitesini
koruyan bir amino asit dizisine en az %85 dizi 6zdesligi sergileyen bir varyantidir. Yine
bazi orneklerde, PH20 DIZI ID NO:1'de verilen amino asit dizisinde amino asit konumu
465, 466, 467, 468, 469, 470,471, 472,473, 474, 475,476,477, 478, 479, 480, 481, 482,
483, 484, 485, 486, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498, 499 veya
500'den sonra bir C-ucu kesigi i¢eren ve hiyaliironidaz aktivitesini koruyan bir amino asit
dizisine en az %86, %87, %88, %89, %90, %91, %92, %93, %94, %95, %96, %97, %98

veva %99 dizi 6zdesligine sahip olan bir amino asit dizisi icerir.

Burada agiklanan usul veya kullanim Orneklerinin herhangi birinde, polimer bir
polialkilen glikol, dekstran, pullulan veya seliilozdur. Bir &rnekte, polimer polietilen
glikoller (PEG) veya metoksipolietilen glikoller (mPEG) arasindan segilen bir polialkilen
glikoldiir. Bir 6zel érnekte, polimer bir PEG'dir ve PEG bir dallannus veva dogrusal
PEG'dir. Burada saglanan usul veya kullanim Orneklerinin herhangi birinde, polimer

asagidakilerle tepkimeyle iretilir: metoksi-poli(etilen glikol)-siiksinimidil biitanoat
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(mPEG-SBA) (5 kDa); metoksi-poli(etilen glikol)-siiksinimidil biitanoat (mPEG-SBA)
(20 kDa); metoksi-poli(etilen glikol)-siiksinimidil biitancat (mPEG-SBA) (30 kDa);
metoksi-poli(etilen  glikol)-siiksinimidil a-metilbiitanoat (MPEG-SMB) (20 kDa);
metoksi-poli(etilen glikol)-siiksinimidil a-metilbiitanoat (MPEG-SMB) (30 kDa);
metoksi-poli(etilen  glikol)-biitiraldehit (mPEG-biitiraldehit) (30 kDa), metoksi-
poli(etilen glikol)-siiksinimidil propionat (mPEG-SPA) (20 kDa); metoksi-poli(etilen
glikol)-siiksinimidil propionat (mPEG-SPA) (30 kDa); (metoksi-poli(etilen glikol))2-N-
hidroksistiksinimid ester {(mPEG2-NHS) (10kDa dallanmis); (metoksi-poli(etilen
glikol))z-N-hidroksisiiksinimid ester (mPEG2-NHS) (20 kDa dallanmis); (metoksi-
poli(etilen glikol))>-N-hidroksisiiksinimid ester (mPEG2-NHS) (40 kDa dallanms);
{metoksi-poli(etilen  glikol))2-N-hidroksisiiksinimid ester (mPEG:-NHS) (60 kDa
dallanmis); biotin-poli(etilen glikol)-N-hidroksisiiksinimid ester (biotin-PEG-NHS)
(5 kDa biyotinlenmis); poli(etilen glikol)-p-nitrofenil karbonat (PEG-p-nitrofenil-
karbonat) (30 kDa); veya poli(etilen glikol)-priopionaldehit (PEG-propionaldehit)
(30 kDa). Bir &zel ornekte, polimer 30 veya yaklasik 30 kilodalton molekiil agirligina
sahip olan bir PEG'dir.

Burada ac¢iklanan usul veya kullamim 6meklerinin herhangi birinde, hiyaliironan
pargalayan enzim bilesimi 0.01 pg/kg ila 25 mg/kg (hastanin), 0.5 pg/kg ila 25 mg/kg,
0.5 ug /kg ila 10 mg/kg, 0.02 mg/kg ila 1.5 mg/kg, 0.01 pg/kg ila 15 pg/kg, 0.05 ug/keg
ila 10 ug/kg, 0.75 ug/kg ila 7.5 ug/kg veya 1.0 ng/kg ila 3.0 pg/kg (hastanin) arasinda
veva yaklasik olarak arasinda bir dozaj araliginda uygulanir veya uygulama i¢in formiile
edilir. Burada saglanan usul veya kullanim 6rneklerinin herhangi birinde, hiyaliironan
parcalayan enzim 1 Birim/kg ila 800,000 Birim/kg (hastanin), érnegin 10 ila 800,000
Birim/kg, 10 ila 750,000 Birim/kg, 10 ila 700,000 Birim/kg, 10 ila 650,000 Birim/kg, 10
ila 600,000 Birim/kg, 10 ila 550,000 Birim/kg, 10 ila 500,000 Birim/kg, 10 ila 450,000
Birim/kg, 10 ila 400,000 Birim/kg, 10 ila 350,000 Birim/kg, 10 ila 320,000 Birim/kg, 10
ila 300,000 Birim/kg, 10 ila 280,000 Birim/kg, 10 ila 260,000 Birim/kg, 10 ila 240,000
Birim/kg, 10 ila 220,000 Birim/kg, 10 ila 200,000 Birim/kg, 10 ila 180,000 Birim/kg, 10
ila 160,000 Birim/kg, 10 ila 140,000 Birim/kg, 10 ila 120,000 Birim/kg, 10 ila 100,000
Birim/kg, 10 ila 80,000 Birim/kg, 10 ila 70,000 Birim/kg, 10 ila 60,000 Birim/kg, 10 ila
50,000 Birim/kg, 10 ila 40,000 Birim/kg, 10 ila 30,000 Birim/kg, 10 ila 20,000 Birim/kg,

10 ila 15,000 Binm/kg, 10 ila 12,800 Birim/kg, 10 ila 10,000 Birim/kg, 10 ila 9,000
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Birim/kg, 10 ila 8,000 Birim/kg, 10 ila 7,000 Birim/kg, 10 ila 6,000 Birim/kg, 10 ila 5,000
Birim/kg, 10 ila 4,000 Birim/kg, 10 ila 3,000 Birim/kg, 10 ila 2,000 Birim/kg, 10 ila 1,000
Birim/kg, 10 ila 900 Birim/kg, 10 ila 800 Birim/kg, 10 ila 700 Birim/kg, 10 ila 500
Birim/kg, 10 ila 400 Birim/kg, 10 ila 300 Birim/kg, 10 ila 200 Birim/kg, 10 ila 100
Birim/kg, 16 ila 600,000 Birim/kg, 16 ila 500,000 Birim/kg, 16 ila 400,000 Birim/kg, 16
ila 350,000 Birim/kg, 16 ila 320,000 Birim’kg, 16 ila 160,000 Birim/kg, 16 ila 80,000
Birim/kg, 16 ila 40,000 Birim/kg, 16 ila 20,000 Birim/kg, 16 ila 16,000 Birim/kg, 16 ila
12,800 Birim/kg, 16 ila 10,000 Birim/kg, 16 ila 5,000 Birim/kg, 16 ila 4,000 Birim/kg,
16 ila 3,000 Birim/kg, 16 ila 2,000 Birim/kg, 16 ila 1,000 Birim/kg, 16 ila 900 Birim/kg,
16 1la 800 Birim/kg, 16 ila 700 Birim/kg, 16 ila 500 Birim/kg, 16 ila 400 Birim/kg, 16 ila
300 Birim/kg, 16 ila 200 Birim/kg, 16 ila 100 Birim/kg, 160 ila 12,800 Birim/kg, 160 ila
8,000 Birimv/kg, 160 ila 6,000 Birim/kg, 160 ila 4,000 Birim/kg, 160 ila 2,000 Birim/kg,
160 ila 1,000 Birim/kg, 160 ila 500 Birimvkg, 500 ila 5000 Birim/kg, 1000 ila 100,000
Birim/kg veya 1000 ila 10,000 Birim/kg (hastanin) arasinda veya yaklasik olarak arasinda

bir dozaj rejiminde uygulanir veya uygulama i¢in formiile edilir.

Burada agiklanan usul veya kullamim ¢rneklerinin herhangi birinde, tiimdr-giidiimlii
taksan paklitaksel veya dosetakseldir. Timdr-giidiimli taksan bir timor hedef alan
parcaya dogrudan veya dolayh olarak baglanabilir. Bazi érneklerde, tiimdr-giidiimlii
taksan bir misel, nano-tanecik, mikro-kiire, lipozomlar veya hidrojel arasindan segilen bir
iletim aract olarak formiile edilir. [letim araci bir tiimér hedef alan parcaya dogrudan veya
dolayli olarak baglanabilir. Bazi 6rneklerde, timér hedef alan parca bir makro-molekiil,
Bazi érneklerde, timér hedef alan parca setuksimab veya trastuzumab arasindan secilen
bir monoklonal antikordur. Mevcut istemlere gore, tiimér hedef alan parga albiimindir.
Tlimor-giidiimli taksan albiimine-bagli paklitaksel veya albiimine-bagl dosetakseldir.
Burada saglanan usul veya kullamim o&rneklerinin herhangi birinde, timér-giidiimlii
taksan 1 mg/m? ila 1000 mg/m” (hastamn viicut yiizey alan1), 10 mg/m? ila 500 mg/m’,
50 mg/m? ila 400 mg/m? veya 25 mg/m? ila 300 mg/m? arasinda veya yaklasik olarak

arasinda bir dozaj aralifinda uygulanir veya uygulama icin formiile edilir.

Burada ac¢iklanan usul veya kullanim 6rneklerinin herhangi birinde, niikleosid analogu

bir purin veya pirimidi analogu veya bunlarin tiirevleridir. Omeklerin herhangi birinde,
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niikleosid analogu floropirimidin 5-florourasil, 5-floro-2'-deoksisitidin, sitarabin,
gemsitabin, troksasitabin, desitabin, Azasitidin, psddoizositidin, Zebularin, Ansitabin,
Fazarabin, 6-azasitidin, kapesitabin, N*-oktadesil-sitarabin, elaidik asit sitarabin,
fludarabin, kladribin, klofarabin, nelarabin, forodesin ve pentostatin veya bunlarin
tiirevleri arasindan segilir. Bir 6zel 6rnekte, niikleosid analogu bir niikleosid deaminaz
icin bir substrattir ve niikleosid deaminaz bir adenosin deaminaz veya sitidin deaminazdir.
Omneklerde, niikleosid analogu fludarabin, sitarabin, gemsitabin, desitabin ve azasitidin
veva bunlarm tlirevleri arasindan secilir. Yine bazi orneklerde, niikleosid analogu
gemsitabin veya bunun bir tiirevidir. Burada saglanan usul veya kullamm 6rneklerinin
herhangi birinde, niikleosid analogu 100 mg/m’ ila 2500 mg/m°, 500 mg/m?® ila 2000
mg/m?, 750 mg/m? ila 1500 mg/m?, 1000 mg/m? ila 1500 mg/m? veya 500 mg/m? ila 1500
mg/m’ arasmda veya yaklasik olarak arasinda bir dozaj araliginda uygulanir veya
uygulama i¢in formile edilir. Burada saglanan bazi usul veya kullanim &rneklerinde,
niikleosid analogu en az veya en az yaklasik 200 mg/m? veya 500 mg/m?, ancak 1000
mg/m? veya 1250 mg/m>den diisiik bir miktarda uygulanir veya uygulama i¢in formiile

edilir,

Burada acgiklanan usul veya kullanim &meklerinin herhangi birinde, bilesim/bilesimler
aglz yoluyla, intravendz (IV), subkutan, intramiiskiiler, intra-tiimoéral, intradermal,
topikal, transdermal, rektal, intratekal veya deri altina uygulanir veya uygulama igin
formiile edilir. Bir 6zel ornekte, bilesim/bilesimler intravendz veya subkutan olarak
uygulanir. Buradaki usuller veya kullanimlarin herhangi birinde, hiyaliironan parcalayan
enzim tumor-gidimlii taksandan once, ayni anda veya hemen hemen ayni anda, sirayla

veya fasilali olarak uygulanir veya kullanilir.

Burada agiklanan usul orneklerinde, hiyaliironan pargalayan enzim tiimor-giidiimlii
taksanin uygulanmasidan 6nce uygulanir. Bir 6rnekte, hiyaliironan parcalayan enzim
tiimor-giidiimlil taksanin uygulanmasindan en az veya en az yaklasik veya yaklasik
5 dakika, 15 dakika, 30 dakika, 1 saat, 2 saat, 3 saat, 4 saat, 6 saat, 8 saat, 12 saat, 16 saat,
18 saat, 20 saat, 22 saat, 24 saat, 30 saat, 36 saat, 40 saat veya 48 saat once uygulanir.
Burada saglanan bir baska usul 6meginde, hiyaliironan pargalayan enzim ve tiimor-

giidiimlii taksan ayn1 anda veya hemen hemen ayni anda uygulanir.
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Burada aciklanan usul orneklerinin herhangi birinde, hiyaliironan pargalayan enzimi
uygulama sikligi haftada iki kez, haftada bir kez, 14 giinde bir, 21 gilinde bir veya ayda
birdir. Baz1 drneklerde, tiim&r-giidiimlii taksam uygulama siklig1 haftada iki kez, haftada
bir kez, 14 gilinde bir, 21 giinde bir veya ayda birdir. Burada saglanan usul veya kullanim
6rneklerinin herhangi birinde, hiyaliironan par¢alayan enzim ve/veya tiimor-giidiimlii
taksan niikleosid analogundan dnce, ayni anda veya hemen hemen ayni anda, sirayla veya

fasilali olarak uygulanir veya uygulanacak sekilde formiile edilir.

Burada agiklanan usul veya kullamim o6rneklerinin herhangi birinde, hiyaliironan
pargalayan enzim ve timdr-giidiimli taksan bir uygulama dongiisii halinde 6nceden
belirlenmis bir sayida hafta boyunca uygulanir. Bir 6rnekte, 6nceden belirlenmis sayida
hafta en az iki hafta, en az li¢ hafta veya en az dort hafta olabilir. Baz1 érneklerde,
hiyaliironan pargalayan enzim niikleosid analogunun uygulanmasindan en az veya en az
vaklasik vevya yaklasik 5 dakika, 15 dakika, 30 dakika, | saat, 2 saat, 3 saat, 4 saat, 6 saat,
8 saat, 12 saat, 16 saat, 18 saat, 20 saat, 22 saat, 24 saat, 30 saat, 36 saat, 40 saat veya
48 saat 6nce uygulanir. Baz1 drneklerde, tiimor-giidiimlii taksan niikleosid analogunun
uygulanmasindan en az veya en az yaklasik veya yaklagik 1 saat, 2 saat, 3 saat, 4 saat,
6 saat, 8 saat, 12 saat, 16 saat, 18 saat, 20 saat, 22 saat veya 24 saat dnce uygulanir. Bir
6zel drnekte, timor-giidiimlii taksan niikleosid analogu ile ayni anda veya hemen hemen
ayni anda uygulanir. Saglanan usullerde, niikleosid analogunu uygulama sikhigi haftada
iki kez, haftada bir kez, 14 giinde bir, 21 glinde bir veya ayda birdir. Bazi1 6rneklerde,
niikleosid analogu bir uygulama donglisli halinde 6nceden belirlenmis bir sayida hafta
boyunca uygulamr. Ornegin, énceden belirlenmis sayida hafta en az iki hafta, en az iic
hafta veya en az dort hafta olabilir. Burada saglanan usullerin bir baska 6rneginde,
niikleosid analogunun énceden belirlenmis sayida hafta boyunca uygulanmasindan sonra,
bir birinci 6nceden belirlenmis sayida hafta boyunca uygulamaya ara verilir ve en az bir

hafta boyunca tekrar baglanir.

Burada agiklanan 6zel usul ve kullanim orneklerinde, hiyaliironan pargalayan enzim ve
timdér-giidiimlil taksan niikleosid analogunun uygulanmasindan &nce uygulanir; aym
anda veya hemen hemen aym anda uygulanir; ve 6nceden belirlenmis bir sayida hafta
boyunca haftada iki veya haftada bir kez uygulama sikliginda uygulanir. Bazi 6rneklerde,

onceden belirlenmis sayida hafta dért haftadir. Bu tip érneklerde, niikleosid analogu
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hiyaliironan pargalayan enzim ve tiimor-giidiimlii taksanin uygulanmasindan en az veya
en az yaklasik veya yaklasik 5 dakika, 15 dakika, 30 dakika, 1 saat, 2 saat, 3 saat, 4 saat,
6 saat, 8 saat, 12 saat, 16 saat, 18 saat, 2(} saat, 22 saat, 24 saat, 30 saat, 36 saat, 40 saat

veya 48 saat sonra uygulanir.

Burada agiklanan usul veya kullanim 6rneklerinin herhangi birinde, niikleosid analogu
6nceden belirlenmis bir sayida hafta boyunca haftada bir kez uygulanir. Bir ornekte,
onceden belirlenmis sayida hafta {i¢ haftadir. Bu tip 6rneklerde, uygulamaya en az bir

hafta boyunca ara verilebilir.

Burada agiklanan usuller veya kullammlarin herhangi birinde, uygulama déngiisii ve/veya
uygulama arasi birden fazla kez tekrarlanabilir. Bazi orneklerde, birinci uygulama
déngiisiindeki uygulama siklig miiteakip uygulama déngiilerindeki uygulama sikligiyla
aym veya farklidir. Ornegin, uygulama siklig1 birinci uygulama déngiisiinde haftada iki

kezdir ve miiteakip vygulama dongllerinde haftada bir kezdir.

Burada aciklanan usuller veya kullamimlarnn herhangi biri ayrica bir kortikosteroid
uygulanmasi asamasit veya bir kortikosteroid uygulanmasini igeren bir tedavi igerebilir.
Bu tip omeklerin herhangi birinde, kortikosteroid kortizonlar, deksametazonlar,
hidrokortizonlar, metilprednizolonlar, prednizolonlar ve prednizonlar arasindan
secilebilen bir glilkokortikoiddir. Baz1 usul &rneklerinde, kortikosteroid hiyal{ironan
parcalayan enzim uygulamasindan dnce, ayni anda, fasilali olarak veya sonra uygulanir,
Bir drnekte, kortikosteroid hiyaliironan parcalayan enzim ile birlikte uygulanir. Bir bagka
ornekte, kortikosteroid hiyaliironan pargalayan enzim uygulamasindan en az veya
yaklasik en az 1 saat Once uygulamir. Saglanan usullerin bir baska Omeginde,
kortikosteroid hiyaliironan par¢alayan enzim uygulamasindan en az 8 saat ila 12 saat
sonra uygulanir. Bazi Orneklerde, uygulanan veya uygulama i¢in formiile edilen
kortikosteroid miktar1 0.1 ila 20 mg, 0.1 ila 15 mg, 0.1 ila 10 mg, 0.1 ila 5 mg, 0.2 ila
20 mg, 0.2 ila 15 mg, 0.2 ila 10 mg, 0.2 ila 5 mg, 0.4 ila 20 mg, 0.4 ila 15 mg, 0.4 ila
10 mg, 0.4 ila 5 mg, 0.4ila4 mg, 1 ila 20 mg, 1 ila 15 mg veya 1 ila 10 mg arasinda veya
yaklagik olarak arasindadir. Kortikosteroid agi1z yoluyla uygulanabilir.

Burada agiklanan usuller veya kullanimlarm herhangi biri ayrica bir kanser tedavisinin

uygulanmasinmi icerebilir. Bazi Orneklerde, kanser tedavisi ameliyat, radyasyon, bir

kemoterapi maddesi, bir biyolojik madde, bir polipeptid, bir antikor, bir peptid, bir kiiglk
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molekiil, bir gen terapisi vektorii, bir viriis ve DNA arasindan segilir. Burada saglanan
kombinasyonlar ve bilesimlerin herhangi biri bir insan olan bir hastay: tedavi etmek icin

kullamlabilir.

Burada ayrica pankreas tedavisinde kullanim i¢in Dbilesim kombinasyonlari
saglanmaktadir. Burada saglanan bilesim kombinasyonlarinin herhangi biri kanser
tedavisi icin kullamilabilir. Bazi &rneklerde, kanser bir timérdiir. Ornegin, kanser bir kati
timordir. Baz: 6rneklerde, aym doku tipindeki kanserli olmayan bir dokuya kiyasla veya
ayni timor tipindeki bir metastatik olmayan tlimdre kiyasla, tlimor yiiksek hiicresel
ve/veya stromal hiyaliironan ekspresyonuna sahiptir. Bazi 6reklerde, kanser pankreas
kanseri, yumurtalik kanseri, akciger kanseri, kolon kanseri, prostat kanseri, serviks
kanseri, bas ve boyun kanseri ve meme kanseri arasindan secilir. Meveut istemlere gore,
kanser pankreas kanseridir. Burada ayrica bir polimere konjiige edilmis bir hiyaliironan
parcalayan enzim ve bir timdér-giidiimli taksan iceren bir bilesimin ig¢eren bir
kombinasyonun bir niikleosid analogunun timér-igi aktivitesini arttirmak i¢in kullanimi

acgiklanmaktadir.

SEKILLERE YONELIK KISA ACIKLAMA

Sekil 1, bir fare BxPC-3 PDA tiimdr ksenogrefi modelinde PEGPH20 (P) ve/veya nab-
paklitakselin (NAB, N) tlimor biliyiimesi tizerindeki etkisini gdstermektedir.

Sekil 2, bir fare BxPC-3 PDA tiimér ksenogrefi modelinde ¢esitli dozlarda gemsitabin

{GEM) uygulanmasinin tiimér biiyiimesi tizerindeki etkisini gdstermektedir.

Sekil 3, bir fare BxPC-3 PDA tiimér ksenogrefi modelinde PEGPH20 (P), gemsitabin
(GEM, G) ve/veya nab-paklitakselin (NAB, N) timér biliyiimesi lizerindeki etkisini

gostermektedir.

Sekil 4, bir fare BxPC-3 PDA tiimér ksenogrefi modelinde PEGPH20 (P), gemsitabin
(GEM, G) ve/veya nab-paklitaksel (NAB, N) ile tedavi edilen farelerin orta hayatta kalma

stiresini gostermektedir.

Sekil 5, bir fare BxPC-3 PDA tiimér ksenogrefi modelinde PEGPH20 (P), gemsitabin
{(GEM, G) ve/veya nab-paklitaksel (NAB, N) ile tedavi edilen farelerin serumundaki
CA19-9 (Sekil 5A) ve CEA 1sareti (Sekil 5B) seviyelerini gostermektedir.
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Sekil 6, bir ksenogref modelinde PEGPH20 ve albiimine konjiige edilmis paklitakselin
{Ab-pac) timdr buyilimesi inhibisyonunu gostermektedir. Sekil 6A, MDA-MB-
468/HAS3 timdr modelinde arag, albiimine konjiige edilmis paklitaksel (Ab-pac),
PEGPH20 veya Ab-pac ve PEGPH20 ile tedavi edilen farelerdeki tiimor biiyiimesi
inhibisyonunu gostermektedir. Sekil 6B, MDA-MB-468/HAS3 timdér modelinde arac,
1 mg/kg oraninda albiimine konjlige edilmis paklitaksel (Ab-pac), 3 mg/kg oraninda Ab-
pac, 1 mg/kg oraninda Ab-pac ve PEGPH20 veya 10 mg/kg Ab-pac ile tedavi edilen

farelerdeki tiimor biiyiimesi inhibisyonunu gostermektedir.
DETAYLI ACIKLAMA

Taslak

A. Tammlar
B. Anti-Hiyaliironan Maddesi Kombinasyon Terapisi
1. Kati Timérler ve Tiimor Glidimli Terapiler
a. Timd&r-Gidiimlil Taksan
b. Anti-Hiyaliironan Maddesi

2. Anti-Hiyaliironan Maddesi Ve Tiumor-Glidiimli Taksan Kombinasyon

Terapisi

C. Kombinasyon Terapisi Maddeleri
1. Anti-Hiyaliironan Maddeleri
a. Hiyaliironan Sentezini Inhibe Eden Maddeler
b. Hiyaliironan Pargalayan Enzimler Ve Polimere-Konjlige Edilmis

Hiyallironan Pargalayan Enzimler

1. HiyalUronidazlar
{a) Memeli-tipi hiyaliironidazlar PH20
{b) Bakteriyel Hiyaliironidaz
(c} Siliikkler, diger parazitler ve kabuklulardan

hiyaliironidazlar

i1, Diger hiyaliironan parcalayan enzimler
iil. Cozilinebilen hiyaliironan parc¢alayan enzimler
(a) Coziinebilen Insan PH20'si
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{b) rtHuPH20
iv. Hiyallironan parcalayan enzimlerin glikosilasyonu

v. Modifiye Edilmis (Polimere-Konjiige Edilmis) Hiyallironan

Parcalayan Enzimler

PEG'lenmis (Coziinebilen hiyaliironan

par¢alayan enzimler

2. Taksanlar ve Bunlarin Formiilasyonlari
a. Taksanlar
b. Timor- veya Stromal-Giidiimlii Taksanlar

Albiimine-Bagli Taksan
3. Ek Kemoterapi Maddesi (6r. Niikleosid Analogu)
Omek Niikleosid Analoglar
1. Gemsitabin
ii. Sitarabin
iii. Desitabin
tv. Azasitidin
D. Hiyalironan Parcalayan Enzimlerin Niikleik Asitleri Ve Kodlanmis

Polipeptidlerini Uretme Usulleri

1. Vektorler ve Hiicreler
2. Ekspresyon
a. Prokaryotik Hiicreler
b. Maya Hiicreleri
c. Bocek Hiicreleri
d. Memeli Hiicreleri
e. Bitkiler
3. Saflastirma Teknikleri
4. Hiyalironan Par¢alayan Enzim Polipeptidlerinin PEG'lenmesi
E. Farmasotik Bilesimler ve Formiilasyonlar
1. Formiilasyonlar
a. Enjekte edilebilen bilesimler, ¢ozeltiler ve emiilsiyonlar
b. Liyofilize tozlar
c. Topikal uygulama
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d. Diger uygulama yollarina yonelik bilesimler
2. Formiilasyon Miktarlart
3. Paketleme ve Mamul Uriinler
F. Aktivite, Biyoyararlanim ve Farmakokinetileri Degerlendirme Usulleri
1. fn Vitro Analizler
a. Bir Hiyaliironan Par¢alayan Enzimin Hivallironidaz Aktivitesi
b. Taksan Aktivitesi
c. Antikanser Aktivitesi
2. In Vivo Hayvan Modelleri
3. Farmakokinetikler ve tolere edilebilirlik
G. Kombinasyon terapisi Usulleri ve Kullanimlar
1. Kanserler
Tedavi I¢in Hastalarin Segimi
2. Dozaj ve Uygulama
3. Dozaj Rejimi: Uygulama Siklig1 ve Dongiist
4, Ek Kombinasyon Terapisi
a. Kortikosteroid
b. Anti-Kanser Maddeleri ve Diger Tedaviler
H. Ornekler

A. TANIMLAR

Aksi tammlanmadik¢a, burada kullanilan tim teknik ve bilimsel terimler, bu bulusun
dahil oldugu teknikte uzman kigilerce yaygin olarak anlagilan anlamla aym anlama
sahiptir, Buradaki terimler igin birden fazla tanim oldu@u durumlarda, bu bélimdekiler
gecerlidir. Bir URL'ye veya bu tip bir bagka belirte¢ veya adrese atif yapildiginda, bu tip
belirteglerin degisebilecedi ve Internet iizerindeki dzel bilgilerin gelip gegici oldugu,
ancak esdeger bilginin Internetin arastirilmasiyla bulunabilecegi anlasiimalidir. Bu atif

bu tip bilginin mevcut oldugunu ve kamuya agik oldugunu géstermektedir.

Burada kullanilan "kombinasyon terapisi” tek bir hastalif1 tedavi etmek i¢in bir hastaya
iki veya daha fazla terapdtik maddenin, 6rnegin en az iki veya en az li¢ terapotik maddenin
verildigi bir tedavisi belirtmektedir. Buradaki amaglar dogrultusunda, kombinasyon

terapisi bir polimere-konjiige edilmis hiyaliironan pargalayan enzim ve bir timor-
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giidiimlii taksan ve istege bagl olarak bir bagka anti-kanser maddesi veya kemoterapi

maddesi, dmegin bir niikleosid analogu ile terapi igerir.

Burada kullanilan bir taksan, mikrotiibiil polimerlesmesini engelleyerek mitoz ve hiicre
béliinmesini durdurarak hiicre biiyiimesini inhibe eden antimitotoik veya antimikrotiibiil
maddelerin bir familyasini belirtmektedir. Taksanlara Taxus (porsuk agaclar) cinsi
bitkilerden iretilen dogal olarak iiretilen diterpenler dahildir. Taksanlara ayrica
antimitotik veya antimikrotiibiil aktivitesi sergileyen sentetik olarak iiretilen taksanlar
dahildir. Tipik olarak, taksanlar dort halka (alti elemanli A ve C halkasi, sekiz elemanh
B halkasi ve dort elemanli D halkasi) igeren bir ortak ¢ekirdek yapiya sahiptir. Bir taksan

Ornegi paklitaksel, taksan veya bunlarin bir tlirevi veya analogudur.

Burada kullanilan antimitotik aktivite mitozun inhibe edilmesi, azaltilmas: veya
dnlenmesini belirtmektedir. Bu aktivite sayesinde, hiicre biiylimesi inhibe edilir, azaltilir
veya onlenir. Ornegin, maddenin olmadig hiicre biiyiimesine kiyasla hiicre biiyiimesinin
en az veya yaklasik en az %20, %30, %40, %50, %60, %70, %80, %90 veya daha fazla

inhibe edildigi takdirde, madde antimitotik aktivite sergiler.

Burada kullanilan antimikrotiibiil aktivitesi herhangi bir maddenin éregin mikrotiibiil
polimerlesmesini  disiirerek, azaltarak veya Onleyerek mikrotiibiilleri engelledigi
aktivitesini belirtmektedir. Dolayisiyla, antimikrotiibiil aktivitesi dogal olarak stabil
olmayan ve dinamik depolimerizasyon (lkisalma) veya polimerizasyon (uzama)
stireclerine maruz kalan mikrotiibiilleri stabilize eden herhangi bir aktiviteyi belirtebilir.
Ornegin, antimikrotiibiil aktivitesi taksanlar gibi, mikrotiibiillerin uclartyla etkilesime
giren, bdylece aynlma veya birlesmeyi donduran veya Onleyen maddeler tarafindan
gerceklestirilir. Mikrotiiblil polimerizasyonunun degerlendirilmesine y&nelik analizler
teknikte bilinmektedir ve 6rnek analizler burada agiklanmaktadir. Maddenin olmadig
polimerizasyona kiyasla, bir madde mikrotiibiil polimerizasyonunu en az veya yaklasik
en az %20, %30, %40, %50, %60, %70, %80, %90 veya daha fazla inhibe etigi takdirde,

antimikrotibil aktivitesi meveuttur.

Burada kullanilan bir "tiimdér-glidiiml{ taksan" dogrudan veya dolayh olarak bir pargaya

baglanan ve timor pargasina baglanmamig olan taksana kiyasla bir tiimoriin ylizeyi

lizerindeki bir veya daha fazla molekiile karsi ylksek oOzglnlik sergileyen taksam

belirtmektedir. Omegin, parca, timér yiizeyi iizerinde mevcut olan bir seker, lipid,
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glikozaminoglikan veya protein gibi timér yiizeyi lizerinde mevcut olan bir molekiille
etkilesime giren veya baglanan (6r., 6zgiin bir sekilde baglanan) bir makromolekiil,
peptid, protein, antikor (6r., monoklonal antikor) veya lipid olabilir. Genel olarak, timd&r
yiizeyi lizerinde mevcut olan molekiil tiimdr olmayan veya normal dokular veya hiicrelere

kiyasla anormal veya farkli olan bir sevive veya miktarda mevcuttur.

Burada kullanilan "tiimér-igi iletim elde etmek icin yeterli" ifadesi, taksanin bir timér
olmayan hiicreye kiyasla bir tiimdr hiicresini daha yiiksek veya daha fazla hedet aldigini
ve dolayisiyla daha yiiksek veya daha fazla hiicre-i¢i lokalizasyonu sergiledigi anlamina
gelir. Tiimdr-igi iletimin degerlendirilmesine yonelik analizler in vitro veya in vivo
analizler, 6megin bir taksan gibi bir ilacin baglanan veya hiicre-i¢i seviyesi veya
miktarinin normal hiicreler ve tlimér hiicreleri arasinda karsilastirildigi baglama analizleri
veya hiicre-i¢i lokalizasyon analizleri igerebilir. Bu tip analizlere, sinirlayici olmaksizin,
asagidakiler dahildir: immiinoanalizler, 6rnegin radioimmiinoanalizler veya ELISA'lar
(6r. lizat-bazli ELISA'lar ve kiziltes1 ELISA'lar; bkz., ayrica Svojanovsky vd. (1999)
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 20:549-555); tubulin-bazl
biyoanaliz (bkz., or., Suye vd. (1997) Anal. Chem., 69:3633-3635); histokimya veya
immiinohistokimya (Hong vd. (2007) Mol. Cancer. Ther., 6: 3239); HPLC; floresan-bazlh
analizler, 6rnegin akis sitometrisi ve diger usuller (bkz., 6r., Sheikh vd. (2001) Biosensors
& Bioelectronics, 16:647-652) ve teknikte uzman kisgilerce bilinen diger benzer analizler.
Bu tip usullerde kullanim i¢in taksan antikorlart mevcuttur (bkz., ér., Grothaus vd. {(1995)
J Nat. Prod., 58:1003-14; Leu vd. (1993) Cancer Res., 53:1388-1391; Katalog No.
ab26953, Abcam). Biyosensor teknolojisi de kullanilabilir (bkz., 6r., Braunhut vd. (2005)
Assay and Drug Dev. Tech., 3: 77-88). Analizler ayrica, timdr hiicresi apoptozu ve timdr
boyutu veya hacmi gibi tiimor bilyiimesi iizerindeki etkiler dahil, taksanin hiicre

mekanizmasi lizerindeki aktivitesinin degerlendirildigi dolayli analizler de igerebilir.

Burada kullamlan bir anti-hiyaliironan maddesi hiyaliironan (HA) sentezi veya
par¢alanmasini modiile eden, boylece bir doku veya hiicredeki hiyaliironan seviyelerini
degistiren herhangi bir maddeyi belirtmektedir. Buradaki amaglar dogrultusunda, anti-
hiyaliironan maddeleri maddenin olmadigi duruma kiyasla bir doku veya hiicredeki
hiyaliironan seviyelerini diisiiriir. Bu tip maddelere hiyaliironan metabolizmasinda rol

oynavan HA sentaz (HAS) ve diger enzimleri veya reseptdrleri kodlayan genetik
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malzemeni ekspresyonunu modiile eden veya HAS fonksiyonu veya aktivitesi dahil
hiyaliironan sentezleyen veya pargalayan proteinleri modiile eden bilesikler dahildir.
Maddelere kiigiik molekiiller, niikleik asitler, peptidler, proteinler veya diger bilesikler
dahildir. Ornegin, anti-hiyaliironan maddelerine, sinirlayict olmaksizin, antisense veya
sense molekiiller, antikorlar, enzimler, kii¢iik molekiillii inhibitérler ve HAS substrati

analoglari dahildir.

Burada kullanmilan bir "konjiige" bir veya daha fazla baska polipeptid veya kimyasal
parcaya dogrudan veya dolayli olarak baslanmis bir polipeptidi belirtmektedir. Bu tip
konjligelere fiizyon proteinleri, kimyasal konjiigelerle olusturulanlar ve herhangi bir
baska usulle olusturulanlar dahildir. Ornegin, bir konjiige, hivaliironidaz aktivitesi
korundugu siirece en az bir ¢dziinebilen PH20 polipeptidinin dogrudan veya dolayh
olarak bir baska polipeptid veya kimyasal pargaya baglanacagi sekilde, dogrudan veya
dolayli olarak bir veya daha fazla baska polipeptide veya kimyasal pargaya bagh bir
hiyaliironidaz veya c¢oziinebilen PH20 gibi bir hiyaliironan parcalayan enzimi

belirtmektedir.

Burada kullamlan bir "polimere konjiige edilmis hiyaliironan parcalayan enzim"
dogrudan veya dolayh olarak bir polimere baglanmis bir hiyaliironan pargalayan enzimi
belirtmektedir. Bag, sinirlayict olmaksizin, iyonik ve kovalent baglar ve her tiirlii bagka
yeterince stabil birlesme etkilesimi dahil, herhangi bir tipte bag olabilir. Bir polimere
konjlige edilmis hiyaliironan pargalayan enzime atif, konjiigenin hiyaliironidaz aktivitesi
sergiledigi anlamma gelir. Tipik olarak, polimer-konjiigesi, bir polimere konjiige
edilmemis hiyaliironan pargalayan enzime kiyasla en az %20, %30, %40, %50, %60,
%70, %80, %90 veya daha fazla hiyaliironidaz aktivitesi sergiler.

Burada kullanilan bir hiyaliironan pargalayan enzim bir hiyaliironan polimerinin
(hiyaliironik asit veya HA olarak da belirtilmektedir) daha kii¢lik molekiil agirlikl
parcalar halinde parcalanmasin katalize eden bir enzimi belirtmektedir. Hiyaliironan
parcalayan enzimlerin Ornekleri hiyaliironidazlar ve hiyaliironan1 depolarize etme
kabiliyeti olan belirli kondroitinazlar ve liyazlardir. Hiyaliironan parcalayan enzimler
olan 6mek kondroitinazlara, simirlayici olmaksizin, kondroitin ABC liyaz (kondroitinaz
ABC olarak da bilinmektedir), kondroitin AC liyaz (kondroitin silfat liyaz veya

kondroitin siilfat climinaz olarak da bilinmektedir) ve kondroitin C liyaz dahildir.
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Kondroitin ABC liyaz iki enzim, kondroitin-silfat-ABC endoliyaz (EC 4.2.2.20} ve
kondroitin-siilfat-ABC ekzoliyaz (EC 4.2.2.21), icerir. Omek kondroitin-siilfat-ABC
endoliyazlar ve kondroitin-siilfat-ABC ekzoliyazlara, sinirlayict olmaksizin, Proteus
vulgaris ve Flavobacterium heparinum'dan olanlar dahildir (Proteus vulgaris kondroitin-
siilfat-ABC endoliyaz DIZI ID NO:98'de verilmektedir; Sato vd. (1994) Appl. Microbiol.
Biotechnol. 41(1):39-46). Bakterilerden 6rnek kondroitinaz AC enzimlerine, sinirlayici
olmaksizin, DIZI ID NO:99'da verilen Flavobacterium heparinum, DIZI ID NO:100'de
verilen Victivallis vadensis ve Arthrobacter aurescens'ten olanlar dahildir (Tkalec vd.
(2000) Applied and Environmental Microbiology 66(1):29-35; Emst vd. (1995) Critical
Reviews in Biochemistry and Molecular Biology 30(5):387-444). Bakterilerden 0rnek
kondroitinaz C enzimleringe, sinirlayici olmaksizin, Streptococcus ve Flavobacterium'dan
olanlar dahildir (Hibi vd. (1989} FEMS-Microbiol-Lett. 48(2):121-4; Michelacci vd.
(1976) J. Biol. Chem. 251:1154-8; Tsuda vd. (1999) Eur. J. Biochem. 262:127-133).

Burada kullanilan hiyaliironidaz bir hiyaliironan par¢alayan enzim sinifim belirtmektedir.
Hiyaliironidazlara bakteriyel hiyaliironidazlar (EC 4.2.2.1 veya EC 4.2.99.1),
stliiklerden, diger parazitler ve kabuklulardan hiyaliironidazlar (EC 3.2.1.36) ve mameli-
tipi hiyaltironidazlar (EC 3.2.1.35) dahildir, Hiyaliironidazlara, simirlayict olmaksizin,
fare, kdpek, kedi, tavsan, kus, bilyiikkbas hayvan, kiiglikbas hayvan, domuz, at, balik,
kurbaga, bakteri ve siiliikler, diger parazitler ve kabuklulardan herhangi biri dahil, her
tiirlii insan olmayan menseliler dahildir. Insan olmayan hiyaliironidazlara asagidakilerden
elde edilen hiyaliironidazlar dahildir: inekler (DIZ1 1D NO:10, 11, 64 ve BH55 (ABD Pat.
No. 5,747,027 ve 5,827,721)), sarica an (DIZI ID NO:12 ve 13), bal ans1 (DIZI ID
NO:14), esek anis1 (DIZI ID NO:15), yaban aris1 (DIZI ID NO:16), fare (DIZI ID NO:17-
19, 32), domuz (DIZI ID NOS:20-21), sigan (DIZI ID N0O:22-24, 31), tavsan (DIZI ID
NO:25), koyun (DIZI ID NO:26, 27, 63 ve 65), sempanze (DIZI ID NO:101), Rhesus
maymunu (DIZI ID NO:102), orangutan (DIZI ID NQ:28), sinomolgus maymynu (DIZI
ID NO:29), gine domuzu (DIZI ID NO:30), Arthrobacter tiirii (sus FB24) (DIZI ID
NO:67), Bdellovibrio bacteriovorus (DIZ1 TD NO:68), Propionibacterium acnes (DIZ1
ID NO:69), Streptococeus agalactiae (DIZI 1D NO:70); 18RS21 (DIZI ID NO:71);
serotip la (DIZI ID NO:72); ve serotip LI (DIZI ID NO:73)), Staphviococcus aureus (sus
COL (DIZI ID NO:74); sus MRSA252 (DIZI ID NO:75 ve 76); sus MSSA476 (DIZ1 ID

NO:77); sus NCTC 8325 (DIZ1 ID NO:78); sus bovin RF122 (DIZI ID NO:79 ve 80); ve
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sus USA300 (DIZI ID NO:81)), Streptococcus pneumoniae (DIZ1 1D NO:82); sus ATCC
BAA-255/ R6 (DIZI ID NO:83); ve serotip 2, sus D39 / NCTC 7466 (DIZI ID NO:84)),
Streptococcus pyogenes (serotip M1 (DIZI ID NO:85); serotip M2, sus MGAS10270
(DIZ1 ID NO:86); serotip M4, sus MGAS10750 (DIZI ID NO:87); serotip M6 (DIZI ID
NO:88); serotip M12, sus MGAS2096 (DIZI ID NO:89 ve 90); serotip M12, sus
MGAS9429 (DIZI ID NO:91); ve serotip M28 (DIZI ID NO:92)); Streptococcus suis
(DIZ1 ID NOS:93-95); Vibrio fischeri (sus ATCC 700601/ ES114 (DIZI ID NO:96)) ve
Streptomyces hyaluronolyticus hiyaliironidaz enzimi, ki bu hiyaliironik aside 6zeldir ve
kondroitin veya kondroitin siilfati parcalamaz (Ohya, T. ve Kaneko, Y. (1970) Biochim.
Biophys. Acta 198:607). Hiyaliironidazlara ayrica insan menseli olanlar da dahildir.
Ornek insan hiyalironidazlarma HYAL1 (DIZI ID NO:36), HYAL?2 (DIiZI ID NO:37),
HYAL3 (DIZI ID NO:38), HYAL4 (DIZI ID NO:39) ve PH20 (DIZI ID NO:1) dahildir.
Hiyaliironidazlara ayrica, kiiglikbag hayvan ve biiylikbas hayvan PH20'si, ¢6ziinebilen
mnsan PH20'si ve ¢dziinebilen rHuPH20 dahil, ¢dziinebilen hiyaliironidazlar dahildir.
Piyasadan temin edilebilen kii¢iikbas hayvan ve biiyiikbas hayvan hiyaliironidazlarinim
drmeklerine Vitrase® (kiiglikbas hayvan hiyaliironidaz1), Amphadase® (biiyiikbas hayvan
hiyaliironidaz1) ve Hydase™ (biiylikbas hayvan hiyallironidaz) dahildir.

Burada kullanilan, "saflagtirilmig bilyiikbas hayvan testisi hiyaliironidaz1” biiyiikbas
hayvan testisi ekstraktlarindan saflastirilan bir biiyilkkbas hayvan hiyaliironidazini
belirtmektedir (bkz., ABD Patenti No. 2,488,564, 2,488,565, 2,806,815, 2,808,362,
2,676,139, 2,795,529, 5,747,027 ve 5,827,721). Piyasadan temin edilebilen biiylikbas
hayvan testisi hiyaliironidazlarinin érneklerine Amphadase® ve Hydase™ ve, simirlayici
olmaksizin, Sigma Aldrich, Abnova, EMD Chemicals, GenWay Biotech, Inc.,
Raybiotech, Inc. ve Calzyme'den temin edilebilenler dahil, biiyiikbas hayvan
hiyaliironidazlar1 dahildir. Ayrica, simrlayict olmaksizin, DIZI ID NO: 190-192'den
herhangi birinde verilen bir niikleik asit molekiiliiniin ekspresyonuyla firetilenler gibi,

rekombinant olarak iiretilen biiyiikbas hayvan hiyalironidazlan da kapsanmaktadir.

Burada kullanmilan, "saflastinlms kiigiikbas hayvan testisi hiyaliironidazi” kiigiikbas
hayvan testisi ekstraktlarindan saflastinlan bir kiiglikbas hayvan hiyaliironidazim
belirtmektedir (bkz., ABD Patenti No. 2,488,564, 2,488,565 ve 2,806,815 ve Uluslararas:
PCT Yayim No. WOI1005/118799). Piyasadan temin edilebilen kiigiikbag hayvan testisi
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ekstrakti 6rneklerine Vitrase® ve, sinirlayici olmaksizin, Sigma Aldrich, Cell Sciences,
EMD Chemicals, GenWay Biotech, Inc., Mybiosource.com ve Raybiotech, Inc'den temin
edilebilenler dahil, kiiciikbas hayvan hiyaliironidazlari dahildir. Ayrica, sinirlayici
olmaksizin, DIZI TD NO: 66 ve 193-194'ten herhangi birinde verilen bir niikleik asit
molekiiliiniin ekspresyonuyla tretilenler gibi, rekombinant olarak iretilen kiigiikbas

hayvan hiyaliironidazlar: da kapsanmaktadur.

Burada kullamilan "PH20" spermde bulunan ve noétr-aktif olan bir tip hiyaliironidazi
belirtmektedir. PH-20 sperm yiizeyi lizerinde ve i¢ akrozomal membrana bagl oldugu
lipozomdan tiiretilen akrozomda bulunur. PH20, simirlayici olmaksizin, insan, sempanze,
sinomolgus maymunu, Rhesus maymunu, fare, bliylikbas hayvan, kii¢likbas hayvan, gine
domuzu, tavsan ve sican menselilerden herhangi birini icerir. Ornek PH20
polipeptidlerine insan (DIZI ID NO:1), sempanze (DIZI ID NO:101), Rhesus maymunu
(DizI ID NO:102), sinomolgus maymunu (DIZI ID NO:29), inek (8r., DIZI ID NOS:11
ve 64), fare (DIZI ID NO:32), sigan (DIZI ID NO:31), tavsan (DIZI ID NO:25), koyun
(DIZI ID NOS:27, 63 ve 65) ve gine domuzundan (DIZI ID NO:30) olanlar dahildir.

Hiyaliironan parcalayan enzimlere yapilan atif prekiirsér hiyaliironan parcalayan enzim
polipeptidleri ve olgun hiyaliironan parcalayan enzim polipeptidlerini, bunlarin aktiviteye
sahip olan kesilmis formlarini kapsar ve DIZI ID NOS:1 ve 10-48, 63-65, 67-102'de
verilen prekiirsor polipeptidlere veya bunlarin olgun formlarina en az %40, %45, %50,
%3535, %65, %70, %75, %80, %85, %90, %95, %96, %97, %98, %99 veya daha yiiksek
dizi 0zdesligine sahip olan polipeptidler dahil, alelik varyantlart ve tiir varyantlarini,
ekleme varyantlar: tarafindan kodlanan varyantlan ve diger varyantlar1 kapsar. Ormegin,
hiyaliironan parcalayan enzime yapilan atif ayrica DIZI ID NO:50-51'de verilen insan
PH20's1 prekiirsor polipeptidi varyantlarint da kapsar. Hiyaliironan pargalayan enzimlere
ayrica kimyasal veya translasyon sonrasi modifikasyonlar igerenler ve kimyasal veya
translasyon sonras: modifikasyonlar igermeyenler de dahildir. Bu tip modifikasyonlara,
siirlayict  olmaksizin, PEG'leme, albiiminleme, glikosilleme, farnisilleme,
karboksilleme, hidroksilleme, fosforilleme ve teknikte bilinen diger polipeptid
modifikasyonlar1 dahildir. Bir kesilmis PH20 hiyaliironidaz herhangi bir C-ucu
kisaltilmus formunda, Ozellikle kesilmis ve N-glikosillendiginde noétr aktif olan

formlardadir.
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Burada kullanilan bir "¢6ziinebilen PH20" fizyolojik kosullar altinda ¢ézinebilir olan
herhangi bir PH20 formunu belirtmektedir. Bir ¢dztinebilen PH20, 6rnegin, 37°C'deki bir
Triton® X-114 ¢dzeltisinin sulu fazina dagilmasiyla ayirt edilebilir (Bordier vd., (1981)
J. Biol. Chem., 256:1604-7). Membrana-baglh PH20, émegin GPI-baghh PH20 dahil
lipide-bagli PH20, Fosfolipaz-C ile islemin ardindan deterjan bakimindan zengin faz
icine dagilir, ancak az deterjanli veya sulu faz i¢ine dagilmaz. Coziinebilen PH20'lere
PH20min membrana baglanmasiyla iliskili bir veya daha fazla bolgenin ¢ikanlmis veya
modifive edilmis oldugu, ¢dzilinebilir formun hiyaliironidaz aktivitesini korudugu,
membrana-baghh PH20 dahildir. Coziinebilen PH20'ye ayrica rekombinant ¢dziinebilen
PH20'yvi ve dogal kaynaklarda, 6rnegin, koyun veya ineklerin testis ekstraktlarinda yer
alan veya bunlardan saflastirilanlar dahildir. Bu tip ¢oziinebilen bir drnck PH20

¢Oziinebilen insan PH20'sidir.

Burada kullanilan ¢éziinebilen insan PH20'si veya sHuPH20, ekspresyondan sonra
polipeptidlerin fizyolojik kosullar altinda ¢dziinebilir olacaklart sekilde, C-ucundaki
glikosilfosfatidilinositol (GPI) bag dizisinin tamamini veya bir bdliimiinii igermeyen
PH20 polipeptidlerini kapsar, (oziiniirlik tizyolojik kosullar altinda ¢ozinirliigli
gosteren herhangi bir uygun usulle degerlendirilebilir. Bu tip usullerin bir 6rnegi sulu faz
igine dagilmasi degerlendiren ve yukarida ve drneklerde agiklanan Triton® X-114
analizidir. Ek olarak, bir ¢éziinebilen insan PH20 polipeptidi, CHO-S hiicreleri gibi CHO
hiicrelerinde iiretildigi takdirde, eksprese edilen ve hiicre kiiltiiri ortami i¢ine salgilanan
bir polipeptiddir. Ancak, ¢oziinebilen insan PH20 polipeptidleri CHO hiicrelerinde
tiretilenlerle smirh degildir ve rekombinant ekspresyon ve polipeptid sentezi dahil
herhangi bir hiicrede veya herhangi bir hiicre tarafindan iretilebilir. CHO hiicreleri
tarafindan salgilanmaya yapilan atif tanim amagchdir. Dolayisiyla, bir polipeptid CHO
hiicreleri taratindan eksprese edildigi ve salgilandig1 ve ¢6ziinebilir oldugu, yani Triton®
X-114 ile ekstrakte edildiginde sulu faz i¢ine dagildig: takdirde, bu sekilde iiretilsin veya
tiretilmesin bu bir ¢oziinebilen PH20 polipeptididir. sHuPH20 polipeptidlerinin prekiirsor
polipeptidleri bir sinyal dizisi, Ornegin bir heterolog veya heterolog olmayan (yani, dogal})
sinyal dizisi icerebilir. Omek prekiirsdrler amino asit konumu 1-35'te dogal 35 amino
asitli sinyal dizisi (bkz., 6r., amino asitler 1-35 DIZI ID NO:1) gibi bir sinyal dizisi

igerenlerdir.
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Burada kullanilan bir "uzatilmis c¢oziinebilen PH20" veya "esPH20", esPH20'nin
fizyolojik kosullar altinda ¢oziinebilir olacag sekilde, GPI capasi-baglama sinyal dizisine
kadar olan kalintilar1 ve GPI-gapasi baglama sinyal dizisinden itibaren bir veya daha fazla
bitisik kalinti igeren ¢oziinebilen PH20 polipeptidlerini kapsar. Fizyolojik kosullar
altindaki ¢ozlntrlik teknikte uzman kisilerce bilinen herhangi bir usulle belirlenebilir.
Omegin, yukanda ve drneklerde agiklanan Triton® X-114 analiziyle degerlendirilebilir.
Ek olarak, yukarida bahsedildigi gibi, bir ¢éziinebilen PH20, CHO-S hiicreleri gibi CHO
hiicrelerinde {iretildigi takdirde, eksprese edilen ve hiicre kiiltliri ortami i¢ine salgilanan
bir polipeptiddir. Ancak, c6ziinebilen insan PH20 polipeptidleri CHO hiicrelerinde
Uiretilenlerle smirli degildir ve rekombinant ekspresyon ve polipeptid sentezi dahil
herhangi bir hiicrede veya herhangi bir hiicre tarafindan Uretilebilir. CHO hiicreleri
tarafindan salgilanmaya yapilan atif tanim amaghidir. Dolayistyla, bir polipeptid CHO
hiicreleri tarafindan eksprese edildigi ve salgilandigl ve ¢dziinebilir oldugu, vani Triton®
X-114 ile ekstrakte edildiginde sulu faz i¢ine dagildig: takdirde, bu sekilde tretilsin veya
iiretilmesin bu bir c¢oziinebilen PH20 polipeptididir. Insan ¢dziinebilen esPH20
polipeptidleri, olusan polipeptidin ¢éziinebilir olacag sekilde, kahnt1 36-490'a ¢k olarak,
DIZI ID NO:1'deki konum 491'deki amino asit kalintisi dahil bu konumdan itibaren bir
veya daha fazla bitisik amino asit icerir. Ornek insan esPH20 ¢dziinebilen polipeptidleri
DIZI ID NO:1'deki amino asit 36-491, 36-492, 36-493, 36-494, 36-495, 36-496 ve 36-
497'ye karsilik gelen amino asit kalintilarina sahip olanlardir. Bunlarin érnekleri DIZI ID
NOS:151-154 ve 185-187'den herhangi birinde verilen bir amino asit dizisine sahip
olanlardir. Ayrica DIZI ID NOS:151-154 ve 185-187'deki karsilik gelen polipeptidlerle
%40, %45, %50, %S5, %65, %70, %75, %80, %85, %90, %91, %92, %93, %94, %95,
%96, %97, %98, %99 veya daha yiiksek dizi 6zdesligine sahip olanlar gibi, dogal
aktiviteyi koruyan ve ¢oziinebilir olan alelik varyantlar veya diger varyantlar da dahildir.

Dizi 6zdesligine yapilan atif amino asit slibstitiisyonlari olan varyantlar: belirtmektedir.

Burada kullanilan "esPH20'lere" yapilan atif prekiirsor esPH20 polipeptidlerini ve olgun
polipeptidlerini (6rnegin sinyal dizisi ¢ikarilmig olanlar), bunlarin enzim aktivitesine
sahip olan ve ¢6ziinebilir olan kesilmis formlarni (tam uzunluktaki formun en az %],
%10, %20, %30, %40, %50 veya daha fazlasini koruyan) kapsar ve DIiZi ID NO:1 ve 3'te
verilen prekiirsér polipeptidlere veya bunlarin olgun formlarina en az %40, %45, %50,

%3535, %65, %70, %75, %80, %85, %90, %91, %92, %93, %94, %95, %96, %97, %98,
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%99 veya daha yiiksek dizi 6zdegligine sahip olan polipeptidler dahil, alelik varyantlan
ve tir varyantlarini, ekleme varyantlann taratindan kodlanan varyantlarn ve diger

varyantlarn kapsar.

Burada kullanilan "esPH20'ler" ayrica kimyasal veya translasyon sonrasi modifikasyonlar
icerenleri ve kimyasal veya translasyon sonrast modifikasyonlar igermeyenleri de kapsar.
Bu tip modifikasyonlara, sinirlayici olmaksizin, PEG'leme, albiiminleme, glikosilleme,
farnisilleme, karboksilleme, hidroksilleme, fosforilleme ve teknikte bilinen diger

polipeptid modifikasyonlan dahildir.

Burada kullamilan "¢6ziinebilen rekombinant insan PH20's1" (rHuPH20) Cin Hamsten
Yumurtalik (CHO) hiicrelerinde rekombinant olarak eksprese edilen ve salgilanan insan
PH20'sinin ¢6zlinebilen formlarini igeren bir bilesimi belirtmektedir. Céziinebilen
rHuPH?20 sinyal dizisi iceren ve DIZI ID NO: 49'da belirtilen niikleik asit molekiilii
tarafindan kodlanir. Céziinebilen rHuPH20 kodlayan niikleik asit olgun polipeptidi
salgilayan CHO hiicrelerinde eksprese edilir. Kiltiir ortaminda tretildiginden, C-ucunda
heterojenlik olur, dolayisiyla iiriin degisik oranlarda DIiZI ID NO:4 ila DIiZI ID NO:9'dan

herhangi biri veya daha fazlasini igeren bir tiir karigimn igerir,

Benzer sekilde, esPH20'ler gibi diger PH20 formlan i¢in, rekombinant olarak eksprese
edilen polipeptidler ve bunlarin bilegimleri C-ucunda heterojenlik sergileyen birden fazla
tiir igerebilir. Ornegin, amino asit 36-497'ye sahip olan bir esPH20 kodlayan DIZI TD
NO:151'deki polipeptidin ekspresyonuyla {iretilen rekombinant olarak eksprese edilen

esPH20 bilesimleri 36-496 veya 36-495 gibi daha az amino asit igeren formlar igerebilir.

Burada kullanilan bir "N-bagli parca” bir polipeptidin translasyon sonrasi
modifikasyonuyla glikosillenebilen bir polipeptidin bir asparagin (N) amino asit
kalintisini belirtmektedir. Tnsan PH20'sinin érnek N-bagh pargalarina DIZI ID NO:1'de
verilen insan PH20'sindeki amino asit N82, N166, N235, N254, N368 ve N393 dahildir.

Burada kullanilan bir "N-glikosillenmis polipeptid" en az li¢ N-bagli amino asit kalintisi,
drmegin, DIZI ID NO:1'deki amino asit kalintis1 N235, N368 ve N393'e karsilik gelen N-
bagli pargalan iceren oligosakkarid bagi igeren bir PH20 polipeptid veya bunun kesilmig
formunu belirtmektedir. Bir N-glikosillenmis polipeptid, N-bagh pargalarin tigii, dordii,

besi ve tamamina kadarinin bir oligosakkaride bagh oldugu bir polipeptid igerebilir. N-
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bagli oligosakkaridler oligomaniz, kompleks, hibrit veya siilfath oligosakkandler veya

baska oligosakkaridler ve monosakkaridler icerebilir.

Burada kullanilan bir "N-kismen glikosillenmis polipeptid" minimum oranda en az ii¢ N-
bagli parcaya bagli bir N-asetilglilkozamin glikan igeren bir polipeptidi belirtmektedir.
Bir kismen glikosillenmis polipeptid ¢esitli glikan formlari, 6rnegin monosakkaridler,
oligosakkaridler ve dallanmis seker formlari, drnegin bir polipeptidin EndoH, EndoF1,

EndoF2 ve/veya EndoF3 ile iglenmesiyle olugturulanlan igerebilir.

Burada kullamlan bir "deglikosillenmis PH20 polipeptid" tiim olasi glikosilleme
bolgelerinden daha azinin glikosillenmis oldugu bir PH20 polipeptidini belirtmektedir.
Deglikosilasyon, 6rnegin, glikosilasyonun kaldirilmasi, 6nlenmesi veya polipeptidin bir
glikosilasyon bdélgesinin  ortadan  kaldrilacagr  sckilde modifive edilmesiyle
gerceklestirilebilir. Aktivite i¢in bazi N-glikosilasyon bolgeleri gerekli degilken, bazilar:
gereklidir.

Burada kullanilan bir "polimer” tekrarlanan birimlerden olugan herhangi bir yiiksek
molekiil agirlikli dogal veya sentetik parcayr belirtmektedir. Polimerlere, smirlayict
olmaksizin, polietilen glikol parcalar, dekstran, seliiloz ve sialik asit dahildir. Bunlar ve
diger omek polimerler burada agiklanmaktadir ve birgogu teknikte bilinmektedir,
Buradaki amagclar dogrultusunda, polimer bir polipeptide dogrudan veya bir birlestirici
aracih@iyla dolaylt olarak konjiige edilebilir, yani stabil bir sekilde baglanabilir, Bu tip
polimer konjtigeleri tipik olarak serum yaritlanma dmriinii arttirir ve bunlara sinirlayict
olmaksizin sialik pargalarn, PEG'leme pargalar, dekstran ve seker ve baska pargalar,
dmegin glikosilasyon dahildir. Omegin, bir ¢dzinebilen PH20 veya rHuPH20 gibi

hiyaliironidazlar bir polimere konjlige edilebilir.

Burada kullanilan "PEG'lenmig" ifadesi polietilen glikol (PEG'leme pargasi PEG) gibi
polimerik molekiillerin, tipik olarak hiyaliironan pargalayan enzimin yaritlanma émriinii
arttirmak icin, hiyaliironidazlar gibi hiyaliironan parcalayan enzimler dahil, proteinlere

kovalent veya bir bagka sekilde stabil baglanmasini belirtmektedir.

Burada kullanilan bir anti-kanser maddesi veya kemoterapi maddesi kanser hiicreleri gibi

hizla bdlinen hiicreleri 6ldiirebilen bir maddeyi belirtmektedir. Teknikte uzman kisiler

28



20

25

30

EP-17891

kemoterapi maddeleri dahil anti-kanser maddelerine asinadir. Omek maddeler burada

aciklanmaktadir.

Burada kullanilan bir niikleosid analogu DNA replikasyonu sirasinda bir purin veya
pirimidin gibi niikleik asitlerin yapi taglarindan birinin yerini alabilen veya bunu taklit
edebilen bir maddeyi belirtmektedir. Baska niikleosid baglanamadigindan, islem timdr
biiyiimesini durdurabilir. Bir niikleosid analogu 6rnegi, bir deoksisitidin analogu olan ve
metabolik aktiflesmenin ardindan DNA'ya eklenen DNA sentezini rekabete dayali bir
sekilde inhibe edecek sekilde sitidin niikleosidini taklit eden veya yerini alan bir trifosfat

olusturan gemsitabindir.

Burada kullanilan bir niikleosid deaminaz bir niikleosidin deaminasyonunu gergeklestiren
bir enzimi belirtmektedir. Ornegin, sitidin deaminaz (CDA) sitidin ve deoksisitidine
strastyla liridin ve deoksitiridin halinde deaminasyon uygular. Adenosin deaminaz (ADA)
adenosine deaminasyon uygulayarak, bir hidroksil grubu i¢cin amino grubunu ikame

ederek iligkili niikleosid inosine doniigtiiriir.

Burada kullanilan bir niikleosid deaminaz substrati bir niikleosid deaminaz varliginda bir
pasif metabolit halinde deaminasyona ugrayabilen ve dolayisiyla pasiflesebilen bir
molekiildiir. Deaminasyon degerledirme analizleri teknikte uzman kisilerce bilinmektedir
ve bunlara sinirlayict olmaksizin yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) veya
metabolitler ve deaminasyonlu metabolitler icin kiitle spektrometrisi, fazla urasil-DNA
glikosilaz kullanilan bir UDG-bazli deaminaz analizi gibi bir deaminasyon analizi (bkz.,
or., Morgan vd. (2004) J. Biol. Chem., 279:52353-52360) veya bir niikleosid deaminaz

eksprese ettidi bilinen hiicrelerde sitotoksisitenin degerlendirilmesi dahildir.

Burada kullanilan "niikleosid deaminaz protein seviyelerini veya protein aktivitesini
diistirmek 1¢in yeterli” ifadesi bir niikleosid deaminazin aktivitesini inhibe etmek igin
gereken taksan miktarini belirtmektedir. Ornein, inhibisyon yukarida agiklanan
deaminasyona yonelik analizler kullanilarak bir deaminazin (&r., sitidin deaminaz)
deaminasyon aktivitesi analiz edilerek degerlendirilebilir. Inhibisyon ayrica hiicre-igi
deaminaz protein seviyelerinin analiz edilmesiyle de degerlendirilebilir. Hiicre-ici
proteinlerin  degerlendirilmesine yonelik analizler teknikte uzman kisilerce iy
bilinmektedir ve bunlara, érnegin, hiicre bazli ELISA, akis sitometrisi veya Western blot

gibi protein tespit usulleri dahildir. Genel olarak, bu tip analizler hiicre lizatlan veya
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gecirgen hale getirilmis hiicreler iizerinde gerceklestirilebilir. Omegin, sitidin deaminaz
icin western blot tiim hiicre lizatlarinin ¢coziiniir hale getirilmesi, proteinlerin ayrilmasi ve
bir CDA antikoru (6r., Kat, No. ab82346, Abcam) kullanilarak deaminaz i¢in immiinoblot
uygulanmasit ve ardindan bir ikincil karaturp peroksidaz antikoru ile enkiibasyon ve
tespitle gerceklestirilebilir. Genel olarak, protein seviyesi veya aktivitesi en az veya en az
vaklagik %10, %20, %30, %40, %50, %60, %70, %80, %90 veya daha yiiksek oranda
digtrildiighi takdirde, miktar niikleosid deaminaz protein seviyeleri veya protein

aktivitesinin diistiriilmesi icin yeterlidir.

Burada kullanilan bir 06n-ilag biyotransformasyondan sonra farmakolojik aktivite
sergileyen bir bilesiktir. Ornegin, gemsitabin gibi niikleosid analoglari, aktivitenin
deoksisitidin kinaz taratindan gemsitabin difosfat ve gemsitabin trifosfat halinde iki aktif
metabolite hiicre-i¢i donlsiimiin bir sonucu olarak gercgeklestigi dn-ilaglardir. Trifosfat
(diflrorodeoksisitidin  trifosfat) DNA'va katilma i¢in endojendz deoksiniikleosid

trifosfatlarla rekabet eder.

Burada kullanilan bir tiirev bir ilacin bir referans ilag veya maddeden sonra degisime veya
modifikasyona ugramis olan, ancak referans ilag veya maddeye kiyasla aktivitesini hala
koruyan (0r., yiiksek veya diisiik aktivite sergileyen) bir formunu belirtmektedir. Tipik
olarak, bir bilesigin bir tiirev formu bilesigin bir yan zincirinin modifiye edilmis veya

degistirilmis oldugu anlamina gelir.

Burada kullanilan bir ilag¢ veya maddenin bir analogu bir referans ilagla iligkili olan, ancak
kimyasal ve biyolojik aktiviteleri farkli olabilen bir ila¢ veya maddedir. Tipik olarak,
analoglar bir referans ila¢ veya maddeye benzer aktiviteler sergiler, ancak aktivite artmis
veya azalmig veya bir bagka sekilde gelistirilmis olabilir. Tipik olarak, bir bilesik veya bir
ilacin bir analog formu yapinin omurga ¢ekirdeginin bir referans ilaca kiyasla modifiye

edilmis veya degistirilmis oldugu anlamina gelir.

Burada kullanilan "aktivite" bir polipeptid veya bunun bir tam uzunluktaki (tam) protein

ile iligkili boliiminin bir fonksiyonel aktivitesini veya aktivitelerini belirtmektedir.

Ornegin, bir polipeptidin aktif fragmanlar bir tam uzunluktaki proteinin aktivitesini

sergileyebilir. Fonksiyonel aktivitelere, simirlayici olmaksizin, biyolojik aktivite, katalitik

veya enzimatik aktivite, antijenisite (bir polipeptidin bir anti-polipeptid antikoruna

baglanma veya bununla rekabet etme kabiliyeti), immiinojenisite, multimerler olusturma
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kabiliyeti ve polipeptidin bir reseptdrii veya ligandima &zgiin bir sekilde baglanma

kabiliyeti dahildir.

Burada kullanilan "hiyaliironidaz aktivitesi” hiyaliironik asidin parg¢alanmasini enzimsel
olarak katalize etme kabiliyetini belirtmektedir. Hiyaliironidaz igin ABD Farmakopesi
{USP) XXII analizi hiyaliironidaz aktivitesini dolayll olarak, enzimin hiyallironik asit
veya hiyaliironan (HA) substratiyla 30 dakika siireyle 37 °C'de tepkimeye girmesine izin
verildikten sonra kalan yiiksek molekiil agirlikli HA substrati miktarnim 6lgerek belirler
{(USP XXII-NF XVII (1990) 644-645 United States Pharmacopeia Convention, Inc,
Rockville, MD). Herhangi bir hiyaliironidazin birim cinsinden nispi aktivitesinin
belirlenmesine yonelik bir analizde bir Referans Standart c¢ozelti kullanilabilir.
Coziinebilen PH20 ve ¢sPH20 dahil PH20 gibi hivaliironidazlarin hiyaliironidaz
aktivitesinin belirlenmesine ydnelik in vitro analizler teknikte bilinmektedir ve burada
agiklanmaktadir. Omek analizlere pargalanmamis hiyaliironik asit serum albiiminine
baglandiginda olusan ¢oziinmeyen c¢okeltinin tespit edilmesiyle hiyaliironik asidin
hiyaliironidaz tarafindan pargalanmasini dolaylt olarak &lgen mikro-bulaniklik analizi ve
bir streptavidin-karaturp peroksidazi konjiigesi ve bir kromojenik substratla mikrotitre
plakas1 gdzeneklerine kovalent olmayan bir sekilde bagh halde kalan biyotinlenmis-
hiyaliironik asidin tespit edilmesiyle hivaliironik asidin par¢alanmasint dolayl olarak
dlgen bivotinlenmis-hiyaliironik asit analizi dahildir. Ornegin, test edilen hiyaliironidazin
aktivitesini Birim cinsinden belirlemek iglin bir standart egri olusturmak igin, Referans

Standartlar kullanilabilir.

Burada kullanmlan &zgil aktivite ifadesi mg protein basina aktivite birimini
belirtmektedir. Hiyaliironidaz miligrami M ¢cm™ birimi cinsinden yaklasik 1.7'lik bir

molar soniim katsayis1 varsayilarak 280 nm'de bir ¢6zeltinin absorpsiyonuyla tanimlanur.

Burada kullanilan "nétr aktif" ifadesi bir PH20 polipeptidinin ndtr pH'de (6r., yaklasik
veya tam pH 7.0'da) hiyaliironik asidin par¢alanmasini enzimsel olarak katalize etme

kabiliyetini belirtmektedir.

Burada kullanilan bir "GPI-capasi baglama sinyal dizisi" bir onceden olugturulmus GPI-

capasinin ER limeni iginde polipeptide eklenmesini yonlendiren bir C-ucu amino asit

dizisidir. GPI-¢apas1 baglama sinyal dizisi GPI-bagli PH20 polipeptidleri gibi GPI-bagh

polipeptidlerin prekiirsér polipeptidlerinde mevcuttur, C-ucu GPI-capas: baglama sinyal
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dizisi tipik olarak ®-bolgesi veya GPI-¢capasi1 baglama bdlgesinin hemen asagi yoniinde,
8-12 amino asitlik bir hidrofilik aralayici bolgeden sonra 8-20 amino asitlik baskin olarak
hidrofobik bir bdlge igerir. GPI-¢apast baglama sinyal dizileri teknikte iyi bilinen usuller
kullanilarak belirlenebilir. Bunlara, sinirlayic1 olmaksizin, ExPASy Proteomics araglari
sitesi (Or., www sitesi expasy.ch/tools/) gibi biyoenfarmasyon sitelerinden kolayca temin
edilebilenler dahil in silico usuller ve algoritmalar dahildir (bkz., &r., Udenfriend vd.
{1995) Methods Enzymol. 250:571-582, Eisenhaber vd., (1999) J. Biol. Chem. 292: 741-
758, Fankhauser vd., (2005) Bioinformatics 21:1846-1852, Omaetxebarria vd., (2007)
Proteomics 7:1951-1960, Pierleoni vd., (2008) BMC Bioinformatics 9:392).

Burada kullanilan "niikleik asitlere” peptid niikleik asitleri (PNA) ve bunlarin karisimlar:
dahil DNA, RNA ve¢ bunlarin analoglart dahildir. Niikleik asitler tek veya ¢ift sarmalll
olabilir. Ornegin bir floresan veya radyoaktif etiket gibi bir tespit edilebilir etiketle istege
bagli olarak etiketlenmis problar veya primerlere atif yapildiginda, tek sarmalli
molekiiller kapsanmaktadir. Bu tip molekiiller tipik olarak bir kiitiiphanenin problanmast
veya primerlenmesi i¢in hedeflerinin istatistiksel olarak tek veya az sayida kopyali (tipik
olarak 5'ten az, genellikle 3'ten az) olaca@ bir uzunluktadir. Genel olarak, bir prob veya
primer bir ilgili gene tamamlayic1 veya 6zdes en az 14, 16 veya 30 bitigik niikleotidden
olusan dizi igerir. Problar ve primerler 10, 20, 30, 50, 100 veya daha fazla niikleik asit

uzunlugunda olabilir.

Burada kullanilan bir peptid uzunlugu 2 amino asit veya daha uzun ve 40 amino asit veya

daha kisa olan bir polipeptidi belirtmektedir.

Burada saglanan cesitli amino asit dizilerinde goriilen burada kullanilan amino asitler
kendi bilinen tli¢ harfli veya tek harfli kisaltmalariyla (Tablo 1) belirtilmektedir. Cesitli
niikleik asit fragmanlarinda goriilen niikleotidler teknikte siradan bir sekilde kullanilan

standart ek harfli simgelerle belirtilmektedir.

Burada kullanilan bir "amino asit” bir amino grubu ve bir karboksilik asit grubu iceren
bir organik molekiildiir. Bir polipeptid iki veya daha fazla amino asit icerir. Buradaki
amagclar dogrultusunda, amino asitlere yirmi dogal olarak olusan amino asit, dogal
olmayan amino asitler ve amino asit analoglan (yani, o-karbonun bir yan zincire sahip

oldugu amino asitler) dahildir.

32



EP-17891

Burada kullanilan "amino asit kalintis1" bir polipeptidin kendi peptid baglarinin kimyasal
olarak sindirilmesiyle {(hidroliz) olusan bir amino asidi belirtmektedir. Burada agiklanan
amino asit kalintilarinin "L" izomerik formunda oldugu kabul edilmektedir. "D" izomerik
formunda olduklan belirtilen kalintilar, arzu edilen fonksiyonel 6zellikleri polipeptid
tarafindan korundugu siirece herhangi bir L-amino asit kalintis1 yerine siibstitiie edilebilir.
NH2, bir polipeptidin amino ucunda mevcut olan serbest amino grubunu belirtmektedir.
COOH, bir polipeptidin karboksi ucunda mevcut olan serbest karboksi grubunu
belirtmektedir. J. Biol. Chem., 243: 3557-3559'da (1968) agiklanan ve 37 C.F.R. §§
1.821-1.822'de benimsenen standart polipeptid terminolojisine uygun olarak, amino asit

kalintilar1 i¢in kisaltmalar Tablo 1'de gosterilmektedir.

Tablo 1 - Karsihiklar Tablosu

SEMBOL

1-Harf 3-Harf AMINO ASIT
Y Tyr Tirosin

G Gly Glisin

F Phe Fenilalanin

M Met Metionin

A Ala Alanin

S Ser Serin

I Ile izoldsin

L Leu Losin

T Thr Treonin

v Val Valin

P Pro Prolin

K Lys Lizin

H His Histidin

Q Gln Gliitamin

E Glu Gliitamik asit
Z Glx Glu ve/veya Gln
W Trp Triptofan

R Arg Arginin
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SEMBOL

1-Harf 3-Harf AMINO ASIT

D Asp Aspartik asit

N Asn Asparagin

B Asx Asn ve/veya Asp

c Cys Sistein

X Xaa Bilinmeyen veya baska

Burada formiillerle temsil edilen tim amino asit kalintis1 dizileri geleneksel amino
ucundan karboksil ucuna dogrultuda soldan saga bir yone sahiptir. Ek olarak, "amino asit
kalintis1" ifadesi Karsiliklar Tablosu'nda (Tablo 1) listelenen ve modifiye edilmis ve sira
digt amino asitleri, ornegin 37 C.F.R. §§ 1.821-1.822'de listelenen amino asitleri
kapsayacak sekilde tammlanmaktadir. Ayrica, bir amino asit kalintis1 dizisinin baginda
veya sonundaki bir tire isareti bir veya daha fazla amino asit kalintis1 i¢eren bir bagka
diziye, NH> gibi bir amino ucu grubuna veya COOH gibi bir karboksil ucu grubuna bir
peptid bagin belirtir.

Burada kullanilan "dogal olarak olusan a-amino asitler” insanlardaki es-kokenli mRNA
kodonunu iceren yiklii tRNA molekiiliiniin 6zel olarak ayirt edilmesiyle proteine eklenen
dogada bulunan 20 a-amino asidin kalintilaridir. Dolayisiyla dogal olarak olusmayan
amino asitlere 6rmegin 20 dogal olarak olusan amino asit digmdaki amino asitler ve amino
asit analoglan ve simirlayict olmaksizin amino asitlerin D-stereoizomerleri dahildir.
Ornek dogal olmayan amino asitler burada agiklanmaktadir veya teknikte uzman kisilerce

bilinmektedir.

Burada kullanilan bir DNA yapist dogada bulunmayan bir sekilde birlesik veya yan yana
DNA parcalan iceren bir tek- veya c¢ift-sarmalli, dogrusal veya dairesel DNA
molekiiliidiir. DNA yapilar1 insan manipiilasyonunun bir sonucu olarak mevcuttur ve

manipiile edilen molekiillerin klonlarini ve diger kopyalarini kapsar.

Burada kullanilan bir DNA pargasi belirtilen 6zelliklere sahip olan bir daha biiyiik DNA
molekiiliiniin bir béliimiidiir. Ornegin, belirtilen bir polipeptidi kodlayan bir DNA pargasi

5" - 3" dogrultusunda okundugunda belirtilen polipeptidi kodlayan amino asit dizisini
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kodlayan bir plazmid veya plazmid fragmani gibi daha uzun bir DNA molekiiliiniin bir

bolimidiir.

Burada kullanilan poliniikleotid terimi 5' ucundan 3' ucuna okunan deoksiribontikleotid
veya riboniikleotid bazlarmin bir tek veva ¢ift sarmalli polimert anlamina gelir.
Poliniikleotidlere RNA ve DNA dahildir ve dogal kaynaklardan izole edilebilir, in vitro
sentezlenebilir veya dogal ve sentetik molekiillerin bir kombinasyonundan hazirlanabilir.
Bir poliniikleotid molekiilintin uzunlugu burada niikleotid (kisaca "nt") veya baz citti
{kisaca "bp") cinsinden wverilir. Niikleotid terimi baglama gdre tek veya ¢ift sarmalli
molekiiller i¢in kullamilir. Terim ¢ift sarmalli molekiiller ig¢in kullanildiginda, genel
uzunlugu temsil etmek i¢in kullanilir ve baz ¢ifti terimine esdeder olarak anlagilir.
Teknikte uzman kisilerce anlasilacagi gibi, bir ¢ift sarmalli poliniikleotidin iki sarmalinin
uzunlugu biraz farkli olabilir ve bunlarin ug¢lart diizensiz olabilir, dolayisiyla bir ¢ift
sarmallt poliniikleotid molekiilii i¢indeki tim niikleotidler eslesmeyebilir. Bu eslesmeyen

uglarin uzunlugu genellikle en fazla 20 niikleotiddir.

Burada kullanilan iki protein veya niikleik asit arasindaki "benzerlik" proteinlerin amino
asit dizileri veya niikleik asitlerin niikleotid dizileri arasindaki iliskiyi belirtmektedir.
Benzerlik kahnti dizilerinin ézdeslik ve/veya benzerlik seviyesi ve igerdikleri kalintilara
dayandirilabilir, Proteinler veva niikleik asitler arasindaki benzerlik derecesini
degerlendirme usulleri teknikte uzman kisilerce bilinmektedir. Ornegin, dizi
benzerliginin degerlendirilmesine yonelik bir usulde, iki amino asit veya niikleotid dizisi
diziler arasinda maksimum &zdeslik seviyesinin elde edilecegi bir sekilde hizalanir.
"Ozdeslik" amino asit veya niikleotid dizilerinin ayn1 olma kapsamim belirtmektedir.
Amino asit dizilerinin ve bir dl¢live kadar niikleotid dizilerinin hizalanmasinda ayrica
amino asitlerdeki (veya niikleotidlerdeki) koruyucu farkhiliklar ve/veya sik
siibstitiisyonlar dikkate almabilir. Koruyucu farklar s6z konusu kalintilarin fiziko-
kimyasal &zelliklerini koruyanlardir. Hizalamalar genel (karsilastirilan dizilerin tiim
uzunluk ve tiim kalintilar boyunca hizalanmasi) veya lokal (dizilerin sadece en ¢ok benzer

bolge veya bolgelerinin bir bollimiiniin hizalanmasi) olabilir.

"Ozdeslik" aslinda teknikte bilinen anlamindadir ve yaymlannus teknikler kullanilarak
hesaplanabilir. (Bkz., ¢r., Computational Molecular Biology, Lesk, A.M., ed., Oxford

University Press, New York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects,
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Smith, D.W., ed., Academic Press, New York, 1993; Computer Analysis of Sequence
Data, Bolim I, Griffin, A.M. ve Griffin, H.G., eds., Humana Press, New Jersey, 1994;
Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; ve
Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. ve Devereux, J., eds., M Stockton Press, New
York, 1991). Iki poliniikleotid veya polipeptid arasindaki dzdesligi dlgmek icin cesitli
usuller mevcut olmasina ragmen, "Ozdeslik" terimi teknikte uvzman kisilerce iyi

bilinmektedir (Carrillo, H. ve Lipman, D., STAM J Applied Math 48:1073 (1988)).

Burada kullanilan homolog (niikleik asit ve/veya amino asit dizilerine atifla) terimi
yaklasik %25 veya daha yiiksek dizi homolojisi, tipik olarak %25, %40, %50, %60, %70,
%80, %85, %90 veya %95 dizi homolojisi anlamina gelir; gerektidi takdirde tam yiizde
belirtilebilir. Buradaki amaglar dogrultusunda, "homoloji" ve "6zdeslik" terimleri
cogunlukla, aksi belirtilmedikge, esanlamli olarak kullanilmaktadir. Genel olarak,
homoloji veya 6zdeslik yiizdesinin belirlenmesi igin, diziler en yiiksek derece eslesme
elde edilecek sekilde hizalanir (bkz., 6r.: Computational Molecular Biology, Lesk, A.M.,
ed., Oxford University Press, New York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome
Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, New York, 1993; Computer Analysis of
Sequence Data, Boliim I, Griffin, A.M. ve Griffin, H.G., eds., Humana Press, New Jersey,
1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987,
ve Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. ve Devereux, J., eds., M Stockton Press, New
York, 1991; Carrillo vd. (1988) SIAM J Applied Math 48:1073). Dizi homolojisi ile,
standart hizalama algoritmasi programlariyla korunmus amino asitlerin sayisi belirlenir
ve bu sayr her bir tedarikci tarafindan belirlenen varsayilan bosluk cezalan ile
kullanilabilir. Biiyiik dl¢lide homolog niikleik asit molekiilleri tipik olarak ilgili niikleik
asidin uzunlugunun tamami boyunca orta sertlik veya yiiksek sertlikte hibritlenir. Ayrica
hibritlenen niikleik asit molekiiliindeki kodonlarin yerine dejenere kodonlar igeren

niikleik asit molekiilleri de kapsanmaktadir.

Herhangi iki molekiiliin en az %60, %70, %80, %85, %90, %95, %96, %97, %98 veya
%99 "6zdes" veya "homolog" olan niikleotid dizileri veya amino asit dizilerine sahip olup
olmadigr 6rmegin Pearson vd. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. ABD 85:2444'teki gibi
varsayilan parametreler kullanilarak "FASTA" programu (diger programlara GCG

program paketi (Devereux, J., vd., Nucleic Acids Research 12(1):387 (1984)), BLASTP,
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BLASTN, FASTA (Altschul, S.F., vd., J Mol Biol 215:403 (1990)); Guide to Huge
Computers, Martin J. Bishop, ed., Academic Press, San Diego, 1994 ve Carrillo vd.
{1988) SIAM I Applied Math 48:1073) gibi bilinen bilgisayar algoritmalari kullanilarak
belirlenebilir. Ornegin, National Center for Biotechnology Information veritabam
BLAST fonksiyonu kullanilarak ézdeslik belirlenebilir. Piyasadan veya kamuya agik bir
sekilde temin edilebilen diger programlara DNAStar "MegAlign" programi (Madison,
WI) ve University of Wisconsin Genetics Computer Group (UWG) "Gap" progranu
{Madison WI}) dahildir. Proteinlerin ve/veya niikleik asit molekiillerinin homoloji veya
6zdeslik ylizdesi 6rmegin Smith ve Waterman tarafindan ((1981) Adv. Appl. Math. 2:482)
yeniden diizenlenen bir GAP bilgisayar programi (6r., Needleman vd. (1970), J Mol Biol.
48: 443) kullanilarak dizi bilgisi karsilastirilarak belirlenebilir. Kisaca, GAP programi
benzerligi benzer olan hizalanan sembollerin (yani niikleotidler veya amino asitler}
sayisinin iki diziden kisa olanindaki sembollerin toplam sayisina béliimii olarak tanimlar.
GAP programi i¢in varsayilan parametreler sunlan igerebilir: (1) Schwartz ve Dayhoff,
eds., ATLAS OF PROTEIN SEQUENCE AND STRUCTURE, National Biomedical
Research Foundation, sayfa 353-358'de (1979) agiklandigr gibi bir birim karsilagtirma
matrisi (6zdes olanlar igin 1 deeri ve 6zdes olmayanlar i¢in 0 degeri igerir) ve Gribskov
vd. (1986), Nucl. Acids Res. 14:6745'teki agirlikli karsilagtirma matrisi; (2) her bir bogluk
icin 3.0 ceza ve her bir bosluktaki her bir sembol i¢in ek 0.10 ceza; ve (3) uc bosluklar

i¢in ceza yoktur.

Dolayisiyla burada kullanilan "6zdeslik" veya "homoloji" terimi bir test ve bir referans
polipeptid veya poliniikleotid arasindaki bir karsilastirmayr temsil eder. Burada
kullanilan, "en az %90 6zdes” terimi referans ntikleik asit dizisi veya polipeptidin amino
asit dizisine gore ylizde 90 1la 99.99 6zdesligi belirtmektedir. %90 veya daha yiiksek bir
seviyedeki 6zdeslik i¢in, agiklama amaciyla uzunlugu 100 amino asit olan bir test ve
referans polipeptidinin karsilastinildigi varsayilir. Test polipeptidindeki amino asitlerin en
fazla %10 (yani 100 iginde 10) referans polipeptidinkinden farklidir. Test ve referans
poliniikleotidi arasinda benzer karsilastirmalar yapilabilir. Bu tip farklar bir polipeptidin
tlim uzunlugu boyunca rastgele dagilmis nokta mutasyonlar olarak temsil edilebilir veya
10/100 amino asit farki (vaklasik %90 6zdeslik) gibi maksimum izin verilen orana kadar
degisken uzunluktaki bir veya daha fazla konumda kiimelenebilirler. Farklar niikleik asit

veya amino asit siibstitiisyonlar1, eklemeleri veya delesyonlar1 olarak tanimlanir. %85-
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90'm lizerindeki homoloji veya 6zdeslik seviyelerinde, sonu¢ program ve ayarlanan
bosluk parametrelerinden bagimsiz olmalidir; bu tip yliksek 6zdeslik seviyeleri kolayca,

genellikle maniiel hizalamayla yazilima bagh olmadan degerlendirilebilir.

Burada kullanilan bir hizalanmis dizi bir niikleotid veya amino asit dizisindeki karsilik
gelen konumlar hizalamak igin homoloji (benzerlik ve/veya 6zdeslik) kullanilmasi
belirtmektedir. Tipik olarak, %50 veya daha yiiksek oranda &zdeslikle iliskili iki veya
daha fazla dizi hizalanir. Bir hizalanmig dizi seti karsilik gelen konumlarda hizalanmis
olan 2 veya daha fazla diziyi belirtir ve genomik DNA dizisi ile EST'ler ve diger cDNA'lar

gibi RNA'lardan tiiretilen dizilerin hizalanmasimi igerebilir.

Burada kullanilan "primer" terimi, bir uygun tampon i¢inde ve uygun bir sicaklikta uygun
kosullar altinda (6r., dort farkl nlikleosid trifosfat ve bir polimerizasyon maddesi, dmegin
DNA polimeraz, RNA polimeraz veya ters transkriptaz varliginda) bir sablonda
yonlendirilen DNA sentezi baslangic noktasi olarak gérev yapabilen bir niikleik asit
molekiiliinii belirtmektedir. Takdir edilecegt gibi, belirli nikleik asit molekiilleri bir
"prob" olarak ve bir "primer” olarak gérev yapabilir. Ancak, bir primer uzatma i¢in bir 3'
hidroksil grubuna sahiptir. Bir primer ¢esitli usullerde, 6megin, polimeraz zincir
tepkimesi (PCR), ters-transkriptaz (RT)-PCR, RNA PCR, LCR, ¢oklu PCR, saph PCR,
yakalamali PCR, ekspresyon PCR, 3've 5' RACE, in situ PCR, ligasyon-aracihigiyla PCR

ve diger amplifikasyon protokollerinde kullanilabilir.

Burada kullanilan "primer ¢ifti" ifadesi, amplifikasyon uygulanacak olan (6r., PCR ile)
bir dizinin 5" ucuna hibritlenen bir 5' (yukar yonde) primer ve amplifikasyon uygulanacak
olan dizinin 3' ucunun tamamlayicisina hibritlenen bir 3' (asag1 yonde) primer igeren bir

primer grubunu belirtmektedir.

Burada kullanilan "6zgiin bir sekilde hibritlenir" ifadesi bir niikleik asit molekiiliiniin (6r.,
bir oligoniikleotid} bir hedef niikleik asit molekiiliine tamamlayict baz eglesmesi ile
birlesmesini belirtmektedir. Teknikte uzman kisiler 6zel molekiiliin uzunlugu ve bilesimi
gibi 6zglin hibridizasyonu etkileyen in vitro ve in vivo parametrelere asinadir. Bilhassa in
vitro hibridizasyon ile iligkili parametrelere ayrica birlestirme ve yikama sicakligi,
tampon bilesimi ve tuz konsantrasyonu dahildir. Ozgiin olmayan bir sekilde baglanms
niikleik asit molekiillerini vzaklastirmak igin drnek yikama kosullar yiiksek sertlikte 0.1
X SSPE, %0.1 SDS, 65°C ve orta sertlikte 0.2 x SSPE, %0.1 SDS, 50°C'dir. Esdeger
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sertlik kosullan teknikte bilinmektedir. Teknikte uzman kisiler bu parametreleri kolayca
ayarlayarak belirli bir uygulama i¢in bir niikleik asit molekiiliiniin uygun bir hedef
niikleik asit molekiiliine dzgiin hibridizasyonunu elde edebilir. Iki niikleotid dizisine ati1fla
kullanilan tamamlayict terimi iki niikleotid dizisinin karsilikli nlikleotidler arasinda tipik
olarak %25, %15 veya %5'ten az yanlis eslesmeyle hibritlenebildigi anlamina gelir.
Gerektigi takdirde tamamlayicilik yizdesi belirtilecektir. Tipik olarak, iki molekiil
yiiksek sertlik kogullan altinda hibritlenecekleri sekilde secilir.

Burada kullanilan bir iriine biliylik 6lgiide 6zdes ifadesi ilgili 6zelligin biiyiik Olciide
6zdes tirliniin irlin yerine kullanilacag: sekilde yeterince degismedigi kadar yeterince

benzer anlamina gelmektedir.

Anlasilacag gibi burada kullanilan "biiviik Sl¢lide 6zdes" veya "benzer" terimleri ilgili

teknikte uzman kisilerce anlasilacag: gibi baglamla degisir.

Burada kullanilan bir alelik varyant veva alelik varyasyon ayni kromozom lokusunda
bulunan bir genin iki veya daha fazla alternatif formundan herhangi birini belirtmektedir.
Allelik varyasyon mutasyon yoluyla dogal olarak ortaya ¢ikar ve popiilasyonlar iginde
fenotipik polimorfizme neden olabilir. Gen mutasyonlan etkisiz olabilir (kodlanan
polipeptidde degisiklik olmaz) veya defismis amino asit dizisine sahip olan polipeptidler
kodlayabilir. "Alelik varyant” terimi burada ayrica bir genin bir alelik varyanti tarafindan
kodlanan bir proteini temsil etmek i¢in kullanilmaktadir. Tipik olarak, genin referans
formu bir tiiriin bir popiilasyonu veya tek bir referans elemanindan bir polipeptidin bir
dogal tipteki formunu ve/veya baskin formunu kodlar. Tipik olarak, tiirler arasindaki ve
icindeki varyantlan kapsayan alelik varyantlar tipik olarak aym tlrden dogal tipteki
ve/veya baskin bir formla en az %80, %90 veya daha ylksek amino asit 6zdesligine
sahiptir; 6zdeslik derecesi gene ve karsilagtirmanin tiirler arasi m1 yoksa tiir i¢i mi
olduguna baglidir. Genel olarak, tiirler arasi alelik varyantlar bir polipeptidin dogal tipteki
ve/veya baskin formuyla en az yaklasik %80, %85, %90, %95 6zdeslige, érnegin dogal
tipteki ve/veya baskin formuyla %96, %97, %98, %99 veya daha yiiksek Gzdeslige
sahiptir. Burada bir alelik varyanta yapilan atif genel olarak ayni tiiriin Giyeleri arasindaki

proteinlerdeki varyasyonlan belirtmektedir.

Burada "alelik varyant” ile esanlamli olarak kullanilan "alel" terimi bir gen veya bunun

bollimlerinin alternatif formlarini belirtmektedir. Aleller homolog kromozomlarda ayni
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lokus veya konumda bulunur. Bir hasta bir genin iki 6zdes aleline sahip oldugunda,
hastanin bu gen veya alel i¢in homozigoz oldugu soylenir. Bir hasta bir genin iki farkli
aleline sahip oldugunda, hastanin bu gen igin heterozigoz oldugu sdylenir. Belirli bir
genin alelleri tek bir niikleotid veya birkag niikleotidde birbirinden farkli olabilir ve
niikleotid stibstitiisyonlari, delesyonlart ve eklemeleri gibi modifikasyonlar igerebilir. Bir

genin bir aleli ayrica bir genin bir mutasyon igeren bir formu olabilir.

Burada kullanilan tiir varyantlar: fare ve insan gibi farkh memeli tiirleri dahil farkl tiirler
arasmda polipeptidlerdeki varyantlar belirtmektedir. Ornegin PH20 igin, burada saglanan
tlir varyantlarinin  drnekleri, smirlayici olmaksizin, insan, sempanze, makak ve
sinomolgus maymunu gibi primat PH20'sidir. Genel olarak, tiir varyantlar1 %70, %75,
%80, %85, %90, %91, %92, %93, %94, %95, %96, %97, %98 veya viksek oranda dizi
Ozdesligine sahiptir. Tiir varyantlart arasindaki i¢indeka karsilik gelen kalintilar eslesen
niikleotid veya kalint1 sayisini maksimum seviyeye getirecek sekilde, érnedin, diziler
arasindaki 6zdeshigin %95 veya daha yiiksek, %96 veya daha yiiksek, %97 veya daha
viiksek, %98 veya daha yiiksek veya %99 veya daha yiiksek olacag sekilde, dizilerin
karsilastirilmasi ve hizalanmasiyla belirlenebilir. Ilgili konuma daha sonra referans
niikleik asit molekiiliinde atanan numara verilir. Hizalama, dzellikle dizi 6zdesligi

%80'den yiiksek oldugu durumda, mantiel olarak veya gozle gerceklestirilebilir.

Burada kullamilan bir insan proteini, tiim alelik varyantlar ve koruyucu varyasyonlar
dahil, bir insan genomunda mevcut olan DNA gibi bir niikleik asit molekiilii tarafindan
kodlanan bir proteindir. Modifikasyon bir insan proteininin dogal tip veva belirgin
dizisine dayandigr takdirde, bir proteinin bir varyanti veya modifikasyon bir insan

proteinidir.

Burada kullanilan bir ekleme varyanti genomik DNA'n bir birincil kopyasimin birden
fazla tipte mRNA saglayan bir sekilde farkli islenmesiyle {iretilen bir varyanti

belirtmektedir.

Burada kullanilan modifikasyon bir polipeptidin bir amino asit dizisindeki veya bir
niikleik asit molekiiltindeki bir niikleotid dizisindeki modifikasyonu belirtmektedir ve
sirastyla amino asit ve niikleotid delesyonlar, eklemeleri ve ikamelerini (6r.,
stibstitiisyonlar) kapsar. Modifikasyon ¢rnekleri amino asit siibstitlisyonlaridir. Bir amino

asit slibstitiie edilmis polipeptid amino asit siibstitiisyonlart icermeyen bir polipeptide
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%635, %70, %80, %85, %90, %91, %92, %93, %94, %95, %96, %97, %98 veya daha
yiiksek dizi 6zdesligi sergileyebilir. Amino asit siibstitiisyonlari koruyucu veya koruyucu
olmayan tipte olabilir, Genel olarak, bir polipeptiddeki herhangi bir modifikasyon
polipeptidin bir aktivitesini korur. Ornegin rekombinant DNA usullerinin kullanilmasi
gibi bir polipeptidin meodifive edilmesine ydnelik usuller teknikte uzman kisilerce

bilinmektedir.

Burada kullanilan uygun koruyucu amino asit siibstitiisyonlar: teknikte uzman kisilerce
bilinmektedir ve genel olarak olusan molekiiliin biyolojik aktivitesini degistirmeden
yapilabilir. Teknikte uzman kisilerce anlagilacagi gibi, genel olarak, bir polipeptidin
esansiyel olmayan bolgelerindeki tekli amino asit siibstitlisyonlar1 biyolojik aktiviteyi
bliylik 6l¢lide degistirmez (bkz., 6r., Watson vd., Molecular Biology of the Gene, 4.
Baski, 1987, The Benjamin/Cummings Pub. co., sayfa 224). Bu tip slibstitlisyonlar

drnegin agsagida Tablo 2'de verilenlere gore yapilabilir:

Tablo 2
Orijinal kalinti Ornek koruyucu siibstitiisyon
Ala (A) Gly; Ser
Arg (R) Lys
Asn (N) Gln; His
Cys (C) Ser
Gln (Q) Asn
Glu (E) Asp
Gly () Ala; Pro
His (H) Asn; Gln
Ile (D) Leu; Val
Leu (L) Ile; Val
Lys (K) Arg; Gln; Glu
Met (M) Leu; Tyr; Ile
Phe (F) Met; Leu; Tyr
Ser (S) Thr
Thr (T) Ser
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Orijinal kalint1 Ornek koruyucu siibstitiisyon
Trp (W) Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe
Val (V) Ile; Leu

Bagka siibstitiisyonlar da mimkiindir ve deney yoluyla veya bilinen koruyucu

siibstitiisyonlara gore belirlenebilir.

Burada kullanilan destekleyici terimi bir genin RNA polimerazi baglanmasim ve
transkripsiyonun baslatilmasim saglayan DNA dizileri igeren bir bdliimii anlamma gelir.
Destekleyici dizileri her zaman olmamakla birlikte yaygin olarak 5' kodlayici olmayan

gen bolgesinde bulunur.

Burada kullamlan izole edilmis veya saflastirilmis polipeptid veya protein veya bunun
biyolojik olarak aktif bolimii proteinin tiiretildiZi hiicre veya dokudaki hiicresel
malzemelerden veya diger yabanci proteinlerden biiyiik dlgiide arinmis veya kimyasal
olarak sentezlendiginde ise biiylik dlgtide kimyasal prekiirsorlerden veya diger kimyasal
maddelerden armmistir. Ince tabaka kromatografisi (TLC), jel elektroforezi ve yiiksek
performansl s1v1 kromatografisi (HPLC) gibi safhifi degerlendirmek i¢in teknikte uzman
kisilerce kullanilan standart analiz usulleriyle 6lgiildiigiinde tespit edilebilir katisikliklar
icermedikleri goriildiigi takdirde terkiplerin biyiik 6l¢iide sat oldugu veva ek
saflagtirmanin enzimsel ve biyolojik 6zellikleri gibi maddenin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerini tespit edilebilecek olgiide degistirmeyecegi sekilde yeterince saf oldugu
belirlenebilir. Kimyasal olarak biiyiik 6lgiide saf bilesikler tretmek igin bilesikleri
saflastirma usulleri teknikte uzman kisilerce bilinmektedir. Ancak, biliylk Olciide
kimyasal olarak saf bir bilesik stercoizomerlerin bir karisimi olabilir. Bu gibi durumlarda,

ek saflastirma bilesigin dzgil aktivitesini arttirabilir.

Dolayisiyla, biliyiik o&lglide saflagtirilmus bir  polipeptid, 6rnegin  biiyiik 6lgiide
saflagtirilmig bir ¢oziinebilen PH20'ye yapilan atif hiicresel malzemelerden biiyiik dlgiide
arinmis protein terkiplerini, proteinin izole edildigi veya rekombinant bir sekilde
tiretildigi  hiicrelerin - hiicresel  bilesenlerinden  aynistinnlmig  protein  terkiplerini
belirtmektedir. Bir diizenlemede, hiicresel malzemelerden biiylik dl¢iide arnmis terimi

yaklasik %30'dan daha az (kuru agirlik bazinda) enzim olmayan protein {(burada ayrica
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bir yabanci protein olarak da belirtilmektedir), genel olarak yaklasik %20'den daha az
enzim olmayan protein veya %10'dan daha az enzim olmayan protein veya yaklagik
%5'ten daha az enzim olmayan protein igeren enzim proteini terkiplerini kapsar, Enzim
proteini rekombinant olarak iiretildiginde, hemen hemen hig kiiltiir ortam da icermez,
yani, kiiltiir ortami enzim proteini terkibinin hacim bakimindan yaklasik %20, %10 veya

%5 veya daha azini olusturur.

Burada kullanilan kimyasal prekiirsorlerden veya diger kimyasal maddelerden biiyiik
Ol¢lide arinmug terimi proteinin protein sentezinde kullanilan kimyasal prekiirsorler veya
diger kimyasal maddelerden aynistirilmis oldugu enzim proteini terkiplerini kapsar. Terim
yaklasik %30 (kuru agirlik bazinda), %20, %10, %5 veya daha az kimyasal prekiirsorler

veya enzim olmayan kimyasallar veya bilesenler iceren enzim proteini terkiplerini kapsar.

Ornegin bir sentetik niikleik asit molekiilii veya bir sentetik gen veya bir sentetik peptide
atifla burada kullanilan sentetik terimi rekombinant wsullerle ve/veya kimyasal sentez
usulleriyle firetilen bir ntlkleik asit molekiiliini veya polipeptid molekiiliinii

belirtmektedir.

Burada kullanilan rekombinant yollarla veya rekombinant DNA usulleri kullanarak
iretim ifadesi klonlanmig DNA tarafindan kodlanan proteinleri eksprese etmek igin iyi

bilinen molekiiler biyoloji usullerinin kullanilmasi anlamina gelir.

Burada kullanilan vektdr (veya plazmid), ekspresyonu ve/veya replikasyonu igin bir
heterolog niikleik asidin hiicrelere yerlestirilmesi i¢in kullanilan ayri ayri elemanlart
belirtmektedir. Vektorler tipik olarak epizomal kalir, ancak bir geni veya bir béliimiinii
genomun bir kromozomuna entegre edecek sekilde tasarlanabilirler. Ayrica, maya yapay
kromozomlar1 ve memeli yapay kromozomlari gibi yapay kromozomlar olan vektorler de
kapsanmaktadir. Bu tip araglarin se¢imi ve kullanimi teknikte uzman kigilerce iyi

bilinmektedir.

Burada kullanilan bir ekspresyon vektori DNA fragmanlarinin  ekspresyonunu
gerceklestirebilen destekleyici bolgeler gibi diizenleyici dizilere iglevsel olarak bagh olan
DNA cksprese edebilen vektorleri kapsar. Bu tip ek pargalar destekleyici ve sonlandiric
diziler ig¢erebilir ve istege bagli olarak bir veya daha fazla kopya orijinali, bir veya daha

fazla secilebilir isaret, bir gelistirici, bir poliadenilasyon sinyali i¢erebilir. Ekspresyon
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vektorleri genel olarak plazmid veya viral DNA'dan tiretilir veya her ikisinden de
elemanlar icerebilir. Dolayisiyla, bir ekspresyon vektorii, uygun bir konak hiicreye
uygulandiginda, klonlannmis DNAin ekspresyonunu saglayan bir plazmid, rekombinant
viriis veya bir bagka vektor gibi bir rekombinant DNA veya RNA yapisint belirtmektedir.
Uygun ekspresyon vektdrleri teknikte uzman kisilerce iyi bilinmektedir ve bunlara
6karyotik hiicrelerde ve/veya prokaryotik hiicrelerde kopyalanabilenler ve epizomal

kalanlar veya konak hiicre genomuna entegre olanlar dahildir.

Burada kullanilan vektor ayrica "viris vektorleri” veya "viral vektorleri" kapsar. Viral
vektorler ekzojen genleri hiicrelere aktarmak icin (araglar veya mekikler olarak) ekzojen

genlere islevsel olarak bagli olan islenmis virlislerdir.

DNA pargalarina atifla burada kullanilan "islevsel olarak bagh" terimi, parcalarin
Ongédriilen amaclariyla uyumlu bir sekilde gorev yapacaklar, or., transkripsiyonun
destekleyicinin asagi yoniinde ve herhangi bir transkripsiyonlu dizinin yukari ydniinde
baslayacadi sekilde diizenlendigi anlamma gelir. Destekleyici genellikle transkripsiyon
makinesinin transkripsiyonu baglatmak ig¢in baglandigi ve kodlayict par¢a boyunca

sonlandiriciya ilerledigi alandir.

Burada kullanilan "degerlendirme” terimi numunede mevcut olan bir enzim gibi bir
protein veya bunun bir alaninin aktivitesi i¢in bir mutlak deger elde edilmesi ve ayrica
aktivitenin seviyesini gdsteren bir indeks, oran, yiizde, gérsel veya bir baska deger elde
edilmesi baglaminda nicel ve nitel tayini kapsar. Degerlendirme dogrudan veya dolayli
olabilir. Ornegin, tespit edilen kimyasal tiirlerin kendilerinin dogal olarak enzimle
parcalanmus lriinli olmas1 sart degildir, ancak 6rnegin bir tiirev veya bir bagska madde
olabilir. Ornegin, bir parcalanma {iriiniiniin tespiti bir floresan parca gibi bir tespit

edilebilen parga olabilir.

Burada kullanilan biyolojik aktivite bir bilesigin in vivo aktivitelerini veya bir bilesik,
bilesim veya bir baska karisimin in vive uygulamasindan kaynaklanan tizyolojik tepkileri
belirtmektedir. Dolayisiyla biyolojik aktivite bu tip bilesikler, bilesimler ve karnigimlarin
terapotik etkilerini ve farmasotik aktivitesini kapsar. Biyolojik aktiviteler bu tip
aktiviteleri test etmek veya kullanmak igin tasarlanan in vitro sistemlerde
gozlemlenebilir. Dolayisiyla, buradaki amaclar dogrultusunda, bir hivaliironidaz

enziminin bir biyolojik aktivitesi hivalironik asidi parcalamasidir.
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iki niikleik asit dizisine atifla burada kullanilan esdeger terimi, séz konusu iki dizinin aym
amino asit dizilerini veya esdeger proteinleri kodladigi anlamina gelir. Esdeger iki protein
veya peptide atifla kullanildifinda, iki protein veya peptidin sadece protein veya peptidin
aktivitesi veya fonksiyonunu biiylik 6l¢iide degistirmeyen amino asit siibstitiisyonlart
iceren biiyiik dlglide ayni amino asit dizisine sahip oldugu anlamina gelir. Esdeger bir
6zelligi belirttiginde, 6zelligin aym kapsamda mevcut olmasi sart degildir (6r., iki peptid
ayni tip enzim aktivitesini farkli hizlarda sergileyebilir), ancak aktiviteler genellikle

bliyiik 6l¢iide aynidir.

Burada kullanilan "modiile etme" ve "modiilasyon" veya "degistirme" terimleri bir
protein gibi bir molekiilin bir aktivitesindeki bir degisimi belirtmektedir. Ornek
aktivitelere, sinirlayict olmaksizin, biyelojik aktiviteler, drnegin sinyal iletimi dahildir.
Modiilasyon aktivitede bir artis (yani, artis veya agonist aktivite), aktivitede bir dislis
(vani azalma veya inhibisyon) veya bir aktivitedeki herhangi bir baska degisiklik (6rnegin
periyodiklik, siklik, siire, kinetik veya bir baska parametrede bir degisim) igerebilir.
Modiilasyon baglama bagli olabilir ve tipik olarak modiilasyon bir belirtilen durumla,
omegin, dogal tip protein, bir yapisal durumdaki protein veya belirli bir hiicre tipi veya

kosulda eksprese edilen protein ile karsilagtinlir,

Burada kullanilan dogrudan uygulama terimi seyreltilmeden uygulanan bir bilesimi

belirtmektedir.

Burada kullanilan tek dozajli bir formiilasyon sadece bir kez kullanima mahsus bir
formiilasyonu belirtmektedir. Tipik olarak, tek dozajli bir formiilasyon dogrudan

uygulama i¢indir.

Burada kullanilan ¢ok dozajli bir formiilasyon tekrarlanan uygulamalarda kullamma

mahsus bir formiilasyonu belirtmektedir.

Burada kullanilan bir bilesim herhangi bir kansimi belirtmektedir. Bir ¢ozelti,
slispansiyon, sivi, toz, macun, sulu, susuz veya bunlarin herhangi bir kombinasyonu

olabilir.

Burada kullanilan bir kombinasyon terimi iki veya daha fazla 6ge arasindaki veya
igindeki herhangi bir 1liskiyi belirtmektedir. Kombinasyon iki veva daha fazla ayn 63e,

ornegin iki bilesim veya iki koleksiyon olabilir, bunlarin bir karisimi, drnegin iki veya
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daha fazla &genin tek bir karisimi veya bunlarin herhangi bir varyasyonu olabilir. Bir

kombinasyonun elemanlar1 genel olarak fonksiyonel olarak iliskili veya ilgilidir.

Burada kullanilan "hastalik veya rahatsizhik™ bir organizmadaki sirlayict olmaksizin
enfeksiyonlar, edinilmis bozukluklar, genetik bozukluklar dahil neden veya bozukluktan
kaynaklanan ve belirlenebilen semptomlarla karakterize edilen bir patolojik bozuklugu
belirtmektedir. Buradaki ilgili hastaliklar ve rahatsizhiklar hiyaliironan ile iliskili

hastaliklar ve rahatsizhiklardar.

Burada kullanilan "intravendz uygulama” terimi bir terapstik maddenin dogrudan bir

damara iletimini belirtmektedir.

Burada kullanilan bir "hiyallironan ile iliskili kanser" veya "hiyaliironan bakimindan
zengin kanser" terimi, neden, sonug veya hastalikta veya rahatsizlikla gézlemlenen bir
baska unsuz olarak hiyaliironan seviyelerinin yiiksek oldugu kanserleri kapsar.
Hiyaliironan ile iliskili kanserler veya tlimdrler bir doku veya hiicrede yiiksek hivaliironan
seviyelert, yiiksek interstisyal sivi basinel, diisiik vaskiiler hacim ve/veya bir dokuda
viiksek su igerigi ile iliskilidir. Bu tip kanserlere, 6regin, ge¢ asamadaki kanserler gibi
kat1 tiimérler dahil tiimérler, metastatik kanserler, farklilagmamis kanserler, yumurtalik
kanseri, in situ karsinom (ISC), skuamoz hiicreli karsinom (SCC), prostat kanseri,
pankreas kanseri, kii¢lik hlicreli olmayan ak¢iger kanseri, meme kanseri, kolon kanseri

ve diger kanserler dahildir.

Burada kullanilan yiiksek hiyaliironan seviyeleri hastalik veya rahatsizliga, sonuca veya
hastalikta gézlemlenen bir baska unsura bagh olan 6zellikle doku, viicut sivisi veya
hiicredeki hiyaliironan miktarin1 belirtmektedir. Ornegin, bir hiyaliironan bakimindan
zengin tiimoriin mevcudiyetinin bir sonucu olarak, hiyaliironan (HA) seviyeleri viicut
swvilarinda, ornegin kan, idrar, tiikiiriik ve serumda ve/veya tiimérlii doku veya hiicrede
viiksek olabilir. Seviye bir standart veya bir bagka uygun kontrolle, 6rnegin HA ile iliskili

hastalig1 olmayan bir hastanin benzer bir numunesi ile karsilastirilabilir.

Burada kullamlan bir hastalig1 veya rahatsizligi olan bir hastayr "tedavi etme" ifadesi
tedavinin ardindan hastanin semptomlarinin kismen veya tamamen iyilestirilmesi veya

sabit kalmasi anlamma gelir. Dolayisiyla, tedavi korunma, terapi ve/veya iyilestirmeyi
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kapsar. Koruma, bir potansiyel hastaligin onlenmesimi  ve/veya bir hastah@in

semptomlarmin kétiilesmesinin veya ilerlemesinin dnlenmesini belirtmektedir.

Burada kullamlan farmasétik olarak etkili bir madde ifadesi, simirlayict olmaksizin,
drnegin, kemoterapi maddeleri, anestezi maddeleri, vazokonstriktdrler, dagitict maddeler,
geleneksel terapotik ilaglar, drnegin kiigiik molekiillii ilaglar ve terapotik proteinler dahil,

herhangi bir terap6tik maddeyi veya biyoaktit maddeleri kapsar.

Burada kullanilan tedavi terimi bir rahatsizlik, bozukluk, hastalik veya endikasyonun
semptomlarinin iyilestirildigi veya yararli bir sekilde degistirildigi herhangi bir sekli
belirtmektedir.

Burada kullanilan terapotik etki terimi, bir hastanin tedavisinden elde edilen, bir
hastaligin veya rahatsizligin semptomlarnimi degistiren, tipik olarak gelistiren veya
tyilestiren veya bir hastalik veya rahatsizligi tyilestiren bir etki anlamina gelir. Terapotik
olarak etkili bir miktar bir bilesim, molekiil veya bilesigin, bir hastaya uygulandiktan

sonra bir terapotik etki saglayan miktarint belirtmektedir.
Burada kullanilan "siije" terimi bir insan gibi bir memeli dahil bir hayvani belirtmektedir.

Burada kullanilan bir hasta terimi hastalik veya rahatsizligin semptomlanm gosteren bir

insan siijeyi belirtmektedir.

Burada kullanilan hemen hemen ayni ifadesi teknikte uzman kisilerin ayni olarak veya
makul bir hata arahgi i¢inde olarak kabul edecegi bir miktar iginde anlamina gelir.
Ornegin, tipik olarak, farmasétik bilesimler icin, en az %1, %2, %3, %4, %S veya %10
icinde olanlar hemen hemen aymi kabul edilir. Bu tip bir miktar hastalarin belirli

bilesimler i¢in toleranslarindaki degisime bagli olarak degisebilir.

Burada kullanilan doz uygulama rejimi terimi uygulanan maddenin, 6rnegin, bir anti-
hiyaliironan maddesi, 6rnegin bir ¢dziinebilen hiyaliironidaz veya bir bagka madde igeren
bilesimin miktarini ve uygulama sikligim belirtir. Doz uygulama rejimi tedavi edilecek

olan hastalik veya rahatsizligin bir fonksiyonudur ve dolayisiyla degisebilir.

Burada kullanilan, uygulama siklify birbirini izleyen tedavi uygulamalar arasindaki
siireyi belirtmektedir. Oregin, siklik giinler, haftalar veya aylar olabilir. Omegin, siklik
haftada birden fazla, 6rnegin haftada iki kez, haftada ii¢ kez, haftada dort kez, haftada beg

kez, haftada alt1 kez veya giinliik olabilir. Siklik ayrica bir, iki, li¢ veya dort hafta olabilir.
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Ozel sikhik tedavi edilen dzel hastahk veya rahatsizhgin bir fonksiyonudur. Genel olarak,

frekans haftada birden fazla ve genel olarak haftada iki kezdir.

Burada kullanilan bir "uygulama déngiisii” terimi ardi ardina uygulamalarda tekrarlanan
enzim ve/veya bir ikinci maddenin uygulanmasinda doz uygulama rejiminin tekrarlanan
programim belirtmektedir. Oregin, bir érnek uygulama dongiisii, ii¢ hafta boyunca
haftada iki kez uygulama ve ardindan bir hafta boyunca doz uygulamasina ara verilmesini

iceren 28 giinliik bir dongiidiir.

Burada mg/hastanin kg'si cinsinden dozaja atif yapildiginda, bir ortalama hastanimn
kiitlesinin yaklasik 70 kg-75 kg, 6megin 70 kg ve viicut yiizey alammin (BSA) 1.73
oldugu kabul edilmektedir.

Burada kullanilan bir farmasétik bilesim veya bir baska terapdtik maddenin uygulanmasi
gibi bir tedavi ile belirli bir hastalik veya rahatsizlifin semptomlarinin iyilestirilmesi, bir
rahatsizligin semptomlart veya olumsuz etkilerindeki bir anti-hiyaliironan maddesi,
Ornegin bir PEG'lenmis hiyaliironidazin uygulanmasiyla iligkili veya bu uygulamayla
ortaya ¢ikan her tirli kalicn veya gegici, uzun siireli veya kisa siireli azalmayi

belirtmektedir.

Burada kullanilan dnleme veya koruma bir hastalik veya rahatsizligin olusmasi riskinin

azaltilmasini belirtmektedir.

Burada kullanilan bir "terapotik olarak etkili miktar" veya "terapétik olarak etkili doz"
ifadesi en azindan bir terapotik etki olusturmak icin veterli olan bir madde, bilesik,
malzeme veya bir bilesik igeren bir bilesimin miktarimi belirtmektedir. Dolayisivla, bir
hastalik veya rahatsizh@n bir semptomunu Onlemek, tedavi etmek, iyilestirmek,

durdurmak veya kismen durdurmak i¢in gereken miktardir.

Burada kullanilan birim doz formu terimi insan ve hayvan hastalar i¢in uygun olan ve

teknikte bilindigi gibi ayr1 ayr1 ambalajlanan fiziksel olarak ayri birimleri belirtmektedir.

Burada kullanilan tek dozajli bir formiilasyon tek bir doz olan bir formiilasyonu

belirtmektedir.

Burada kullanilan dogrudan uygulamaya mahsus formiilasyon terimi bilesimin uygulama

icin ek seyreltme gerektirmedigi anlamina gelir.
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Burada kullanilan bir "mamul iiriin", yapilan ve satilan bir tiriindiir. Bu bagvuru boyunca
kullanilan terim anti-hiyaliironan maddelerini, 6rnegin hiyaliironan parcalayan enzimi,
ornegin hiyaliironidazi ve ambalajli tiriinlerde yer alan ikici madde bilesimlerini kapsar.
Ornegin, bir ikinci madde bir kortikosteroid, tiimér-giidiimlii taksan veya kemoterapi

maddesidir.

Burada kullanilan akigkan terimi akabilen herhangi bir bilesimi belirtmektedir.
Dolayisiyla akiskanlar yari-katilar, macunlar, ¢ozeltiler, sulu karigimlar, jeller, losyonlar,

kremler ve bu tip diger bilesimler formunda olan bilesimleri kapsar.

Burada kullanmlan bir kombinasyon, &megin burada saglanan bilesimlerin  bir

kombinasyonu kombinasyondaki elemanlarin bir birlesimini belirtmektedir.

Burada kullanilan bir kit bir bilesen kombinasyonunu, érnegin, sinirlayicr olmaksizin,
buradaki bilesimlerin ve hazirlama, aktiflestirme ve iletim, uygulama, teshis ve bir
biyolojik aktivitenin veya o6zelligin degerlendirilmesi i¢in araglar/cihazlar dahil, bir
amaca yonelik bir bagka 6genin bir kombinasyonunu belirtmektedir. Kitler istege bagl

olarak kullanim talimatlari igerir.

Burada kullanilan bir hiicresel ekstrakt veya lizat terimi bir ¢6ziilmis veya parcalanmis

hiicreden yapilan bir terkip veya fraksiyonu belirtmektedir.

Burada kullanilan hayvan terimi herhangi bir hayvani, 6rnegin, sinirlayici olmaksizin,
insanlar, goriller ve maymunlar dahil primatlar; kemirgenler, 6rnegin fareler ve siganlar;
kanatli hayvanlar, érnegin tavuklar; gevis getiren hayvanlar, 6rnegin, kegiler, inekler,
geyikler, koyunlar; domuzlar ve diger hayvanlari kapsar. Insan olmayan hayvanlara
burada kapsanan insanlar dahil degildir. Burada saglanan hiyaliironidazlar herhangi bir
kaynaktan, hayvan, bitki, prokaryotik ve mantardan olabilir. Cogu hiyaliironidazlar,
memeli menseliler dahil, hayvan menselidir. Genel olarak hiyaliironidazlar insan

mengelidir.

Burada kullanilan anti-kanser tedavilerine kanser tedavisi i¢in olan ilaglar ve baska
maddelerin ve ayrica tedavi protokollerinin, Omegin ameliyat ve radyasyonun

uygulanmasini kapsar. Anti-kanser tedavilerine anti-kanser maddelerinin uygulanmasi

dahildir.
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Burada kullanilan bir anti-kanser maddesi anti-kanser tedavisinde kullanilan herhangi bir
madde veya bilesigi belirtmektedir. Bunlara, tek basina veya baska bilesiklerle
kombinasyon halinde kullamldiginda, timorler ve kanserle iligkili klinik semptomlari
veya teshis isaretlerini hafifletebilen, azaltabilen, iyilestirebilen, Onleyebilen veya
gerileme durumuna getiren veya bu durumda tutan ve burada saglanan kombinasyonlarda
ve bilesimlerde kullanmlan herhangi bir madde dahildir. Ornek anti-kanser maddelerine,
sinirlayict olmaksizin, hiyaliironan-par¢alayan enzimler, drnegin tek basina veya bagka
anti-kanser maddeleriyle, 6rnegin kemoterapi maddeleri, polipeptidler, antikorlar,
peptidler, kiigiik molekiiller veya gen terapisi vektorleri, viriisler veya DNA'larla
kombinasyon halinde kullanilan burada saglanan PEG'lenmis hiyallironan parcalayan

enzimler dahildir.

Burada kullanilan bir kontrol bir test parametresi ile iglenmemis olmasi disinda test
numunesine bliylik dl¢ilide 6zdes olan bir numuneyi belirtmektedir veya bir plazma
numunesi oldugu takdirde, ilgili rahatsizliktan etkilenmemis olan bir normal goniilliiden

olabilir. Bir kontrol ayrica bir dahili kontrol olabilir.

Burada kullanilan tekil formdaki "bir" ifadesi, kullamldigi baglamda tersi agik bir sekilde
belirtilmedigi siirece, ¢ogul formlan kapsar. Dolayisiyla, dmegin, "bir hiicre-dig1 alan”
igeren veya ihtiva eden bilesige yapilan atif bir veya birden fazla hiicre-dis1 alan igeren

bilesikleri kapsar.

Burada kullanilan araliklar ve miktarlar "yaklasik" belirli bir deger veya aralik olarak
ifade edilebilir. Yaklasik ayrica tam miktar: da kapsar. Dolayisiyla "yaklasik 5 baz" hem

"yaklasik 5 baz" ve hem de "5 baz" anlamina gelir.

Burada kullanilan "istege baglh" veya "istege bagh olarak" terimleri miiteakiben ag¢iklanan
olayin ve durumun olacagi veya olmayacagini ve aciklamanin bahsedilen olayin veya
durumun gergeklestigi ve gergeklesmedigi durumlart kapsadigi anlamina gelir. Ornegin,
bir istege bagl olarak siibstitiie edilmis grup ifadesi grubun siibstitlie edilmemis oldugu

veya suibstitiie edilmis oldugu anlamina gelir.

Burada herhangi bir koruyucu grup, amino asit ve diger bilesikleri igin kullanilan

kisaltmalar, aksi belirtilmedikge, yaygm kullanimlarina, kabul edilmig kisaltmalara veya
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[UPAC-IUB Biyokimyasal Terminoloji Komisyonu'na goredir (bkz., (1972) Biochem.
11:1726).

B. ANTIi-HiYALURONAN MADDESI KOMBINASYON TERAPISI

Burada, kanserlerin tedavisinde kullanim igin, bir anti-hiyaliironan maddesi, rnegin bir
hiyallironan parcalayan enzim ve bir tiimdr-giidiimli taksan, drnegin alblimine bagh
paklitakselin kombinasyon terapileri saglanmaktadir. Ornegin, kanserlerin tedavisinde
kullanim i¢in, polimere konjiige edilmis hiyalironan pargalayan enzim, Ornegin
PEGPH20 gibi bir hiyaliironidaz ve bir timor-giidimli taksan, drnegin albiimine bagh
paklitakselin kombinasyon terapileri saglanmaktadir. Ozellikle, burada saglanan
kombinasyon terapisi stroma katmanmindan dolayr niifuz edilemeyen kati tlimorlerle
karakterize edilen her tiirlii kanserin tedavisinde kullanilir. Bu tip kanserlerin 6rneklerine,
kat1 timor kanserleri, 6rnedin, sinirlayict olmaksizin, pankreas kanseri, meme kanseri,
prostat kanseri, mide kanserl, kolon kanseri, yomurtalik kanseri, bas ve boyun kanseri ve
digerleri dahildir. Kombinasyon terapisi ayrica bir baska sitotoksik kemoterapi ilaci,
Ornegin anti-hiyaliironan maddesi, 6regin, polimere konjlge edilmis hiyaltironan
parcalayan enzim ve/veya tiimor-gidimli taksamn biri veya her ikisi tarafindan aktivitesi
arttinlan (6r., artan iletim ve/veya artan yarilanma Omri sayesinde) herhangi bir ilag
igerebilir. Ornegin, ek kemoterapi maddesi dogrudan anti-tiimér aktiviteleri sergileyen

bir niikleosid analogu, érnegin gemsitabin veya bunun bir tlirevi olabilir.

1. Kati Timérler ve Tiimor Giidiimli Terapiler

Kati tiimorler bir hiicre-dist matris ve damar agi ile ¢evrelenmis kanser hiicreleri ve
stroma hiicrelerinden (or., fibroblastlar ve enflamatuvar hicreler) olusur. Stroma
hiicreleri, hiicre-dis1 matris bilesenleri ve/veya damar agi genel olarak normal dokularda
mevcut olanlara kiyasla anormaldir. Ornegin, birgok kati tiimdr normal dokulara kiyasla
viiksek bir sayida fibroblast igerir. Ayrica, kat1 tlimorlerdeki damar ag1 normal damar
agina kiyasla dallanmis veya dolambacglh bir yapi sergileyebilir ve agilmis damarlar,
endotelyal astarda azalma ve/veya sikistinlmis damarlarla karakterize edilen yapisal
anormallikler i¢erebilir. Son olarak, tiim&r ve stroma hiicreleri bir yogun kiitle olusturan
ve yiiksek tlimdr interstisyal basincma katki vapabilen, kolajenler, proteoglikanlar,

glikozaminoglikanlar (6r., hiyaliironan) ve diger molekiiller gibi hiicre-dist matris
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bilesenlerinden bir karmasik ag tiretir ve bir araya getirir. Ug kiiciik atardamarlar ve kilcal
damarlardaki intravaskiiler basincin izerindeki yiiksek interstisyal akiskan basinci
akiskanlar ve ¢dziinmils maddelerin interstisyuma perfiizyonunu bozabilir. Dolayisiyla,
viiksek interstisyal basing terapdtik maddelerin tiim6r dokulart igine alinmasini
engelleyebilir ve ayrica timor hiicrelerinin  bliylime 6zelliklerini  tiimér hiicresi

proliferasyonunu destekleyecek sekilde etkileyebilir.

Tilimor terapilerinin etkili olmasi igin, ilaglar etkili bir sekilde tiimor kan damarlarindan
¢ikmalt ve timoér dokularina niifuz ederek kanser hiicrelerine ulagsmalidir, Yiiksek
interstisyal sivi basincinin yan sira hiicre-dist matris ve iligkili hiicrelerin yogun bilesimi
ve diizeni ilacin niifuz etmesini etkiler. Sonug¢ olarak, stroma bariyeri ¢ogunlukla
antitimér ilaglarmin timoérlere nlifuz etmesini dnler, bu da bircok gelencksel kanser

tedavisinin etkisiz hale getirir.

Ornegin, pankreas kanseri tiim kati tiimdr kanserlerinin en az niifuz edilebilenleri
arasindadir. Sonug olarak, pankreas duktal adenokarsinomu dahil pankreas kanserleri 5
villik hayatta kalma oranmin %5'ten diisiik olacag sekilde, gelencksel kemoterapi
maddelerine dogal bir direngle karakterize edilir. Pankreas kanseri igin standart terapi
gemsitabin ile tedavidir, Gemsitabin, hasta hayatta kalma oranimin arttirilmas: iizerinde
sinirlt etkilere sahiptir, Ornegin, gemsitabin monoterapisi ile tedavi edilen hastalarin
sadece yaklasik dortte biri florourasil (5-FU) kemoterapi maddesiyle tedaviden sadece bir
ay uzun olan 5 ayin bir lizerinde ortalama hayatta kalma siiresivle bir klinik fayda
sergilemektedir (Burris vd. (1997) J Clin Oncol, 15:2403-2413). Tedaviye pankreas
kanseri ameliyat1 veya bir baska kemoterapi olmayan ek madde terapisinin eslik ettigi bir
ek madde ortaminda, gemsitabin hayatta kalma siliresini sadece ameliyat olan hastalara

kiyasla iki ay arttirmustir (Neuhaus vd. (2008) J. Clin. Oncol. 26: 20 Mayis ek; 6zet).

Son dénemde, stroma katmanma ve iligkili damar agina niifuz edebilen bir terapo6tik
madde igeren terapiler gelistirilmistir. Stromay1 yok edebilen, stromada delikler agabilen
veya bir sekilde niifuz edebilen terapotik maddeler ntfuz edilemeyen bir stroma
katmaniyla karakterize edilen bircok kanser i¢in timit vadeden terapotik maddeler olarak
goriilmektedir. Bu tip maddelere, 6regin, albiimine konjiige edilmis taksanlar {Von Hoff
vd. (2011) J. Clin. Oncol., 29:4548-54; Frese vd. (2012) Cancer Discovery, 2:260-269),
bir kirpi inhibitérii (Olive vd. (2009) Science, 324:1457-61) ve polimere konjiige edilmis

52



20

25

30

EP-17891

hiyaliironidaz (Provenzano vd. (2012) Cancer Cell, 21:418-429) dahildir. Bu tedavilerin
her biri ayrica kemoterapi maddesinin (0r., gemsitabin) monoterapisine kiyasla
gelistirilmis antitimor etkileri ve hayatta kalma siiresinin ikiye katlanmasin saglayacak

sekilde, stroma giidiimlii olmayan kemoterapi maddelerinin artan iletimiyle iligkilidir.

a. Tiimor-Giidiimlii Taksan

Taksanlar, 6rnegin paklitaksel (6r. Taxol®) ve dosetaksel (6r. Taxotere®) birden fazla
timdr tipinin tedavisinde kullanim i¢in kuvvetli kemoterapi maddeleridir. Taksanlar
mikrotiibiillere yiiksek afiniteyle baglanan, béylece hiicre béliinmesini engelleyen mitotik
inhibitorler olarak gdrev yapar. Sonug olarak, taksanlar tiimor hiicresi buyiimesini ve
metastazi 6nler ve hiicre 6liimiine neden olabilir. Cézlniirlik ve iliskili toksisiteler, uzan
stire sistemik meveudiyet ve tiimdr stromasina crisememe ile iliskili problemlerden

dolayi, taksanlarin terapotik kullanimi sinirlannstar.

Taksanlarin terapotik kullanima ile iligkili problemleri ¢ézmek i¢in, taksanlarin alblimine
bagli tanecik formlarmdan olugan gp60 reseptdrii giidiimli nano-tanecikli ilag
formiilasyonu gelistirilmistir. Bunlara, 6rnedin, nano-tanecikli albiimine bagh (nab)-
paklitaksel (ABI-007, Or. Abraxane®) ve nano-tanecikli albiimine bagh dosetaksel (ABI-
008) dahildir. Gp60, damar endotelyumu iizerindeki alblimin reseptériidiir. Gp60
araciligiyla alblimin reseptori aracihgiyla alim, hiicre membraninin invajinasyonuyla
hiicre-dis1 bosluk, transitoz ve kaveole igeriklerinin damar-disi birikimine bagl plazma
bilesenleri iceren transitotik vezikiiller olusmasina yol agan hiicre-dis1 kaveolin-1 ile
birlesmeyle sonuglanir. Ek olarak, alblimin ayrica cesitli kanserlerde asir1 eksprese edilen
ve koti prognozla iliskili olan bir hiicre-dis1 matris glikoproteini olan SPARC'a (asit ve
sistein bakimindan zengin salgilanan protein) da baglanir. Sonug olarak, ila¢ iletimi i¢in
stroma bariyerleri atlatilir ve daha yiiksek bir tiimér-igi 1lag konsantrasyonu elde edilir.
Nab-Paklitaksel, geleneksel c¢oziicli-bazli paklitaksele kiyasla, daha yiiksek tlimor-igi
konsantrasyon ve yiiksek biyoyararlanim saglayabilir (Foote (2007) Biotechnology
Annual Review, 13:345).

Tlimo6r-giidiimli taksanlar, 6rnegin albiimine konjiige edilmis taksanlar stromaya niifuz
ederek tiiketebildiklerinden veya ¢Okertebildiklerinden, baska maddelerin timore

iletimini gelistirmek icin bu maddeler baska stroma glidiimlii olmayan kemoterapi
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maddeleriyle kombinasyon halinde kullanilabilir. Gelistirilmis iletim mekanizmast
stroma mimarisinin parcalanmasina ve kemoterapi maddesinin yiiksek perfiizyonunu ve
iletimini saglayan reaktif anjiyogenezin baslatilmasina atfedilmektedir (bkz., 6r., Frese
vd. (2012) Cancer Discovery, 2:260-269). Ornegin, ¢alismalar bir albumine-konjiige
edilmis taksan olan nab-paklitakselin, gemsitabin ile kombinasyon halinde, tek basina
gemsitabin ile tedaviye kiyasla, tiimdr igindeki gemsitabin miktarini neredeyse 2.8 kat
artirdiginu gdstermistir (Von Hoft vd. (2011) J. Clin. Oncol., 29:4548-4554). Sonuclar
ayrica, kombinasyon terapisinin pankreas kanseri olan hastalarin hayatta kalma stiresini

iki katia ¢ikardigimi géstermistir (Von Hoff vd. (2011)).

Nab-paklitaksel terapisiyle kombinasyon halinde gelistirilmis timoér-igi gemsitabin
miktarlari mekanizmasi yakin zamanda nab-paklitaksel ile tedavi edilen gruplarda sitidin
deaminazdaki (Cda) bir azalmayla ilgili bir bagimsiz mekanizmaya atfedilmistir (Frese
vd. (2012) Cancer Discovery 2:260-269). Cda hiicrelerde her yverde eksprese edilmektedir
ve diflorodeoksitiridin - (dFdU) metaboliti  halinde deaminasyonla gemsitabini
pasiflestirebilir. Nab-paklitaksel tedavisi reaktif oksijen tiirlerini (ROS) arttirnus, bu da
mRNA seviyelerinde herhangi bir modiilasyon olmadan Cda par¢alanmasina yol agmustir,
Dolayisiyla, nab-paklitaksel ile birlikie tedavi gemsitabinin deaminasyonunda bir azalma

saglar ve boylece gemsitabini stabilize ederek tiimdr-igi gemsitabin seviyelerini gelistirir.

b. Anti-Hiyaliironan Maddesi

Anti-hiyvalironan maddeleri, sentezini engelleyerek veya parcalanmasini arttirarak
hiyaliironik asit {HA; burada hiyaliironan olarak da belirtilmektedir) seviyelerini diigtirQir.
Omegin, hiyaliironan-pargalayan enzimler, rnedin hiyaliironidaz enzimleri, hiyaliironik
aside miidahale eden ve parcalayan enzimlerdir. Hiyaliironan kat1 tlimdrlerin hiicre-disi
matrisinin 6nemli bir bilesenidir. HA, D-gliikuronik aside -1,3 N-asetil-D-gliikozamin-
bagl B-1,4, disakkarid tekrarlanan birimleri igeren bir yiiksek molekiil agirlikli dogrusal
glikozaminoglikandir. HA kanda dogal olarak olusur ve pankreas kanser hiicreleri dahil
baz1 kanser hiicrelerinde son derece yiiksek seviyelerde salgilanir. Lokal HA
metabolizmas1 anormallikleri birgok kati timor habisliklerinde rapor edilmektedir,
burada yiiksek HA seviyeleri siklikla meme, mide, kolorektal, yumurtalik, prostat ve

akciger karsinomu gibi timorlerde k6t prognozla korelasyonludur.
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HA, tiimérler gibi hasta dokularda yiiksek su alimi ve interstisyal sivi basincinda (IFP)
rol oynar, dolayisiyla sikistirlmis tiimér damar agina neden olur. Ornegin, enflamasyon
bolgelerinde veya bir tiimdr odaginda, hiyaliironan, bagka matris bilesenleri ve su hizla
toplanir. Bu hizli toplanmadan dolayi, hastalikli bolge gevresiyle dengelenemez ve
dolayisiyla normal dokulardan daha viiksek bir interstisyal sivi basincina sahip olur.
Yukarida bahsedildigi gibi, ¢ogu kati tiimoriin ve HA toplanmasiyla iligkili diger
hastalikli dokularin IFP'si yiiksektir ve etkili ilag iletimi i¢in bir bariyer olusturur (Heldin
vd. (2004) Nat Rev Cancer 4(10):806-813). HA toplanmasi ayrica tiimér hiicreleri
arasinda i¢inde temas inhibisyonunu azaltir {bkz., 6r., Itano vd. (2002) Proc. Natl. Acad.

Sci. ABD 99:3609-36014).

HA sentezini inhibe eden veya hiyallironan parcalayan anti-hiyaliironan maddeleri,
Ornegin hiyaliironan parcalayan enzimler, Or., hiyaliironidazlar (6r., PH20) dokunun
sdnecegi, kan damarlarinin genisleyecegi ve bolge boyunca daha fazla kanin akabilecegi
sekilde, hiyaliironami azaltabilir. Bu, doku bélgesinde interstisyal stvi basincinda bir
azalma ve damar perfiizyonunda bir iliskili artis saglar. Oregin, hiyaliironidazin
timérlerden HA'y1 uzaklastirarak tiimor hacminde azalma, tiimor-igi interstisyal basingta
azalma, tiimor hiicresi proliferasyonunda yavaslama ve tiimére niifuz etmeyi arttirarak
birlikte uygulanan kemoterapi ilaglart ve biyolojik maddelerin etkinliginin artmasinm
saglar (bkz., 6r., ABD yayinlanmis basvuru No. 20100003238 ve Uluslararasi
yvaymlanmis PCT Basvurusu No WO 2009/128917).

Sistemik tedavi igin bir PH20 enzimi gibi hiyaliironidaz kullaniminda enzimin kisa
yarilanma Omriiyle iliskili problemler mevcuttur. Ornegin, modifiye edilmemis
hiyaliironidaz tipik olarak kanda dakikalar cinsinden, genellikle 5 dakikadan kisa bir
enzimsel aktivite yarilanma Omriine sahiptir. Bu, bu tip enzimlerin genel olarak
intravendz uygulamalarda ve etki slresinin kisa silireli oldugu baska uygulamalarda
kullanim i¢in uygun olmadigi anlamina gelir. Bunun nedeni, par¢alanmanin ardindan, HA
substratinin 5 saatlik bir yanlanma Omriiyle degistirilmesidir. Buna karsihk, bir
hiyaliironidazin iletimini ve hiicreyle iliskili hiyaliironanla (6r., timdrle iligkili hiicre
cevresindeki hiyaltironan) ile birlesme siiresini uzatan usuller HA bakimindan zengin
timérlerin tedavisine olanak saglar. Bu tip usullere, sinirlayici olmaksizin, enzimin bir

polimere konjiige edilmesi, aglikosillenmis veya glikosilasyonu azaltilacak sckilde
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modifiye edilmis bir enzimin kullanilmasi, enzimin siirekli infiizyonu ve/veya enzimin
lokal olarak iletilmesi dahildir. Omegin, PEG'leme gibi hiyaliironidazin polimerle
modifikasyonu enzimin yarillanma omriinii yaklasik 48 ila 72 saate yiikseltir ve HA
bakimindan zengin tiimérlerin sistemik tedavisine olanak saglar (bkz., or., ABD
vayinlanmis bagvurnsu No. 20100003238 ve Uluslararas1 yayinlanmis PCT Basvurusu
No. WO 2009/128917). Modifiye edilmemis hiyaliironidaza kiyasla artan yarilanma
omri HA'nin siirekli uzaklagtinlmasina olanak saglar ve boylece tiimér gibi hastalikli
dokular igindeki HA wvenilenme miktarmi azaltir veya diigiirlir. Boylece, polimer
konjligasyonuyla plazma enzim seviyelerinin korunmasi HA'yl, 6rnegin tlimdér HA'wi

uzaklastirabilir ve ayrica HA sentezine karsi koyabilir.

Ek olarak, polimere konjlige edilmis hiyaliironan parcalayan enzimler, rnegin bir
polimere konjlige edilmis hiyaliironidaz veya PH20, o6megin PEGPH20, HA'vi
parcalayarak kanser hiicrelerini ¢evreleyen stromayi tilketebilic. Bu tip maddeler
timérlerin tedavisi i¢in tek maddeh terapide veya gemsitabin gibi stroma gidimlii
olmayan kemoterapi maddelerinin iletimini arttirmak ig¢in kombinasyon terapisinde
kullamilabilir. Pankreas kanseri olan hastalardaki klinik denemelerin sonuglan da
gemsitabinle kombinasyon halinde PEGPH20 tedavisinin tek bagina gemsitabinle
tedaviye kiyasla toplam hayatta kalma siiresini neredeyse iki katina ¢ikardigimi

gostermektedir (Provenzano vd. (2012) Cancer Cell, 21:418-429).

2. Anti-Hiyaliironan Maddesi Ve Tiimor-Giidiimlii Taksan Kombinasyon Terapisi

Burada, en az iki farkli stroma veya tiimor gilidimli terapi iceren kombinasyon
terapilerinin bir tek stroma hedef alan maddeden cok daha yiiksek etki sergiledigi
bulunmustur. Ornegin, tiimor-giidiimlii taksan ve bir anti-hiyaliironan maddesi, zellikle
HA seviyelerini diistirmek i¢in yeterli bir slire boyunca bir tiimdr iizerindeki hiicre
cevresindeki HA'va ulasabilen bir anti-hiyaliironan maddesi ile kombinasyon terapisinin
her iki maddenin tek basina uygulandig: tedaviye kiyasla yiiksek etkinlik sergiledigi
bulunmustur. Ornegin, bir timdr-giidiimlii taksan yaksan ve bir polimere konjiige edilmis
hiyaliironidaz ile kombinasyon terapisi tek maddeli tedaviye kiyasla etkinlikte %25'lik
bir artis saglar. Ayrica stroma giidiimlii olmayan kemoterapi ilaci gemsitabinle
kombinasyon halinde, sadece gemsitabinle tedaviye kivasla bir pankreas kanseri fare

modelinde bir 6rnek kanserde orta hayatta kalma siiresini %79 arttirmis ve sadece tek bir
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stromay1 hedef alan madde iceren mevcut terapilere kiyasla %30'dan fazla arttirmistir.
Etkinlikteki bu artis mevcut tedavilere kiyasla pankreas kanseri ve niifuz edilemeyen bir
stroma ile karakterize edilen baska kanserleri olan hastalarin hayatta kalma siirelerinde

dnemli bir 1yilesmeye doniisebilir.

Dolayisiyla, burada kati tiimor stromal kanserlerin tedavisi igin, bir anti-hiyaliironan
maddesi, &rnegin bir hiyallironan pargalayan enzim veya polimere konjiige edilmis
hiyaliironan pargalayan enzim (6r., hiyaliironidaz veya PH20) ve bir tiimor-giidiimlii
taksan, 6rnegin bir albiimine bagli taksan igeren bir kombinasyon terapisi kullanilan
usuller saglanmaktadir. Ornegin, kombinasyon terapisi pankreas kanseri, meme kanseri,
prostat kanseri, mide kanseri, kolon kanseri, kolorektal kanser, akciZer kanseri,
yumurtalik kanseri ve digerlerinin tedavisi igin kullanilabilir. Anti-hiyaliironan maddesi,
Ornegin polimere konjiige edilmis hiyaliironan parcalayan enzim (6r., hiyaliironidaz veya
PH20) ve bir tiimdr-gidiimli taksan (6r., alblimine bagli taksan)} ig¢eren bilesimler
kombinasyonda ayri ayri bir sekilde saglanabilir veya tek bir bilegim halinde saglanabilir.
Ayrt ayn bir sekilde saglandiginda ve uygulandiinda, maddeler ayni anda veya hemen
hemen aym anda, herhangi bir sirada sirayla veya fasilali olarak uygulanabilir. Oregin,
bir anti-hiyaliironan maddesi, or., polimere konjiige edilmis hiyaliironan pargalayan
enzim (6r., hivalironidaz veya PH20) ve bir timdr-giidiimlii taksan (6r., albiimine bagh
taksan) ayr bir sekilde uygulanabilir, burada hemen hemen ayni anda uygulanabilirler
veva arada saatler veya glinler olacak sekilde uygulanabilir. Enjeksiyon bdlgesi ayni veya
farkli olabilir. Farkli oldugu takdirde, enjeksiyon bolgesi birinci uygulanan maddenin

enjeksiyon bolgesine yakin olabilir.

Timor giidiimlii maddelerin kombinasyonu kati tim&r stroma kanserlerini tedavi etmek
icin birlikte kullanilabilir veya baska kemoterapi maddeleri veya tedavilerle ek
kombinasyonlar halinde kullanilabilir. Belirli drneklerde, bir anti-hiyaliironan maddesi,
6rnegin bir polimere konjlige edilmis hiyaliironan pargalayan enzim (&r., hivaliironidaz
veya PH20) ve bir tiimor-glidiimlii taksan (6r., albiimine bagh taksan) kombinasyonu bir
kemoterapi maddesi ile ek kombinasyon halinde kullanilir. Diger madde stromayi hedef
alan veya almayan bir madde olabilir. Tipik olarak, diger madde dogrudan antitiimér
aktivitesi sergileyen bir stromal olmayan sitotoksik maddedir. Ornegin, ek kemoterapi

maddesi platin (cisplatin veya Kkarboplatin), paklitaksel, gemsitabin, dosctaksel,
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vinorelbin, irinotekan ve pemetreksed gibi bir sitotoksik madde olabilir. Tipik olarak, ek
kemoterapi maddesi bir niikleosid analogu, 6rnegin gemsitabindir. Ek tedavi veya madde
anti-hiyaliironan maddesi, érnegin polimere konjiige edilmis hiyaliironan pargalayan
enzim (6r., hiyaliironidaz) ve/veya bir tiimor-glidiimlii taksan (6r., albiimine bagli taksan)
kombinasyonundan ayr1 bir sekilde veya birlikte uygulanabilir., Ek madde
kombinasyonda ayri bir sekilde uygulanabilir veya tek bir bilesim halinde saglanabilir.
Ay bir sekilde saglandig ve uygulandign takdirde, ek madde anti-hiyaliironan maddesi
ve/veya bir alblimine bagli taksan kombinasyon terapisi ile herhangi bir sirayla ayni anda
veya hemen hemen ayni anda, sirayla veya fasilali olarak uygulanabilir. Tipik olarak, ¢k
maddenin gelistirilmis iletimini saglamak i¢in, ek madde anti-hiyalliironan maddesi
ve/veya bir alblimine bagli taksan kombinasyon terapisinin uygulanmasindan sonra
uygulanir. Ek kemoterapi maddesinin gelistirilmis iletimi ve yarilanma 6mrii sayesinde,
meveut dozaj rejimlerine gore ek maddenin uygulama dozaji diistiriilebilir ve/veya
uygulama sikhg azaltilabilir. Sonug¢ olarak, burada saglanan kombinasyon terapisi
birlikte uygulanan ek terapétik maddenin (6r., gemsitabin gibi niikleosid analogu) tek
bagina uygulanmasma veya tek basina bir anti-hiyaliironan maddesi, 6r., hiyaliironan
parcalayan enzim veya timor-giidiimlii taksanla uygulanmasina kiyasla daha az yan

etkileri olmasini saglayabilir,

Asagidaki boliimlerde, burada saglanan kombinasyon terapisinde kullanima yénelik
polimere konjiige edilmis hiyallironan pargalayan enzimler, timor-giidiimlii taksanlar ve
diger ornek sinirlayici olmayan kemoterapi maddeleri dahil, 6rnek anti-hiyaliironan
maddeleri aciklanmaktadir. Ayrica stromal kat1 timoér kanserlerinin tedavisi i¢in 6mek

dozaj rejimleri ve usulleri agiklanmaktadir.

C. Kombinasyon Terapisi Maddeleri

Burada, kanserlerin tedavisinde kullanim ig¢in, anti-hiyallironan maddeleri, Srnegin
hiyallironan pargalayan enzimler ve bir tiimor-giidiimlii taksan, érnegin albiimine bagl
paklitakselin kombinasyon terapileri saglanmaktadir. Ozellikle, kanserlerin tedavisinde
kullanim igin, bir polimere konjlige edilmis hiyaliironan parcalayan enzim, &rnegin
PEGPH20 gibi bir hiyaliironidaz ve bir timoér-giidiimlii taksan, drmegin albiimine bagh
paklitakselin kombinasyon terapileri saglanmaktadir. Ozellikle, burada saglanan

kombinasyon terapisi hiicre-disi matristen dolayr niifuz edilemeyen kati timorlerle
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karakterize edilen her tiirlii kanserin tedavisinde kullamlir. Bu tip kanserlerin érneklerine,
kati1 timor kanserleri, 6rnegin, sinirlayict olmaksizin, pankreas kanseri, meme kanseri,
prostat kanseri, mide kanseri, kolon kanseri, yamurtahk kanseri, bas ve boyun kanseri ve
digerleri dahildir. Kombinasyon terapisi ayrica bir bagka sitotoksik kemoterapi ilaci,
6rnegin anti-hiyaliironan maddesi, 6rnegin, polimere konjlige edilmis hiyaliironan
par¢alayan enzim ve/veya tlimér-giidiimlil taksanin biri veya her ikisi tarafindan aktivitesi
arttirllan (6r., artan iletim ve/veya artan yarilanma omri sayesinde) herhangi bir ilag
igerebilir. Ornegin, ek kemoterapi maddesi dogrudan anti-timér aktiviteleri sergileyen

bir niikleosid analogu, 6rmegin gemsitabin veya bunun bir tlirevi olabilir.

1. Anti-Hiyaliironan Maddeleri

Kombinasyonlar ve usuller ve bunlarin kullamimlar dahil burada saglanan kombinasyon
terapisi bir anti-hiyaliironan maddesi, 6rnegin bir hiyaliironan parcalayan enzim, 6r., bir
polimere konjiige edilmis hivaliironan pargalayan enzim igerir. Anti-hivaliironan
maddesi, hedefine ulasacak sekilde ve dzellikle hiicre ¢evresinde yiiksek HA igeren bir
tiimér hiicresine ulasacak sekilde uygulanabilen bir maddedir. Ornegin, anti-hiyaliironan
maddesi, drnegin bir hiyaliironan pargalayan enzim kesintisiz inflizyonla uygulanabilir
veya lokal olarak enjekte edilebilir, bir polimerle modifiye edilebilir veya aglikosillenmig
olan veya aglikosillenmis olacagi veya diisiik glikosilasyona sahip olacag: sekilde
modifiye edilmis bir maddedir. Bir érnekte, saglanan bilesimler ve kombinasyonlar,
6rnegin bir hastada uzun sliren/uzun siireli tedavi etkilerini desteklemek igin, tipik olarak
hiyaliironan parcalayan enzimin yarilanma omriinii arttirmak igin, bir veya daha fazla
polimerik molekiile (polimer) konjiige edilerek modifiye edilmis olan bir hiyaliironan
parcalayan enzim, dmegin bir ¢dzlinebilen hiyaliironidaz (6r., bir PH20 veya kesilmis

PH20) igerir.

Hiyaliironan hiicre-dis1 matrisin bir bileseni ve interstisyal matrisin énemli bir bilesenidir.
Hiyaliironan pargalayan enzimler, hiyaliironan hidrolizini katalize ederek, hiyaliironan
viskozitesini digsiiriir ve boylece doku geg¢irgenligini arttirir ve parenteral olarak
uygulanan sivilarin absorpsiyon hizini arttinir. Dolayisiyla, hiyalironan pargalayan
enzimler, drnegin hiyaliironidazlar dahil anti-hiyaliironan maddeleri, 6rnegin, dagihm ve
iletimlerini arttirmak icin bagka maddeler, ilaglar ve proteinlerle birlikte yayici veya

dagitict maddelere olarak kullanilmaktadir.
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Anti-hiyallironan maddeleri, sentezini engelleyerek veya parcalanmasini arttirarak
hiyaliironik asit (HA; burada hiyaliironan olarak da belirtilmektedir) seviyelerini digtriir.
Ornegin, hiyaliironidaz gibi hiyaliironan par¢alayan enzimler hiyaliironik aside miidahale
eder ve parcalar. Hiyaliironan par¢alayan enzimler gibi hiyaliironan sentezini bozan veya
inhibe eden maddelerle tedavi, dokunun sénecegi, kan damarlarinin genisleyecegi ve
bdlge boyunca daha fazla kanin akabilecegi sekilde hiyaliironam azaltir. Bu tip anti-
hiyaliironan maddelerinin 6rnekleri hiyaliironan sentezini inhibe eden veya hiyaliironani

parcalayan maddelerdir.

a. Hiyaliironan Sentezini inhibe Eden Maddeler

Anti-hiyvalironan maddelerine hiyaliironan sentezini inhibe eden maddeler, 6rnegin bir
HA sentazin ckspresyonunu inhibe eden, azaltan veya diisiiren maddeler, HA sentezi

inhibitérlen ve tirosin kinaz inhibitérleri dahildir.

HA has-1, has-2 vehas-3 olarak gosterilen, HA sentazlar olarak belirtilen tig ilgili memeli
geninin triinleri olan iig enzim tarafindan sentezlenebilir. Farkh hiicre tipleri farklt HAS
enzimlerine sahiptir ve HAS mRNA'larnin ekspresyonu HA biyosentezi ile
korelasyonludur, Tiimér hiicrelerinde HAS genlerinin susturulmasinin timor biiyiimesi
ve metastazi inhibe ettifi bilinmektedir. Bir anti-hiyaliironan maddesi bir HA sentazin
ekspresyonunu inhibe eden veya seviyesini azaltan veva diisiiren herhangi bir madde

igerir. Bu tip maddeler teknikte uzman kisilerce bilinmektedir veya belirlenebilir.

Ornegin, bir HAS kodlayan bir veya daha fazla niikleik asit molekiiliine zgiin olarak
hibritlenen veya bir baska sekilde etkilesime giren oligontikleotidler saglanarak bir HAS
azaltilabilir. Omegin, hiyaliironan sentezini inhibe eden anti-hiyaliironan maddelerine bir
has genine yonelik antisense veya sense molekiiller dahildir. Bu tip antisense veya sense
inhibisyon tipik olarak en az bir sarmal veya par¢anin ayrilacagi, pargalanacagl veya bir
baska sekilde islevsiz hale getirilecegi sekilde oligontikleotid sarmallar veya parcalarinin
hidrojen baglanmasina dayanan hibridizasyonuna dayanir. Bazi  drneklerde,
transkripsiyon sonrasi gen susturma (PTGS), RNAIi, ribozimler ve DNAzimler
kullanilabilir. Teknikte uzman kisiler HAS1 (DIZI ID NO:195'te verilen), HAS2 (DIiZ1
ID NO:196'da verilen) veya HAS3'in (DIZI ID NO:197 veya 198'de verilen) dizisine

gore bu tip yapilar olusturabilir. Teknikte bilindigi gibi, bir antisense veya sense bilesigin
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dizisinin dzgiin olarak hibritlenebilir olmasi i¢in hedef niikleik asidininkine %100
tamamlayict olmasi gerekli degildir. Ek olarak, bir oligoniikleotid miidahil veya komsu
parcalarin hibridizasyon olayinda (6r.,, bir ilmek yapist veya firkete yapis1) rol
oynamayacagi sekilde bir veya daha fazla parga iizerinde hibritlenebilir. Genel olarak,
antisense veya sense bilesikler hedef niikleik asit i¢indeki bir hedef bolgeye en az %70
dizi tamamlayicili@ina, érnegdin, %75 ila %100, érnegin %75, %80, %85, %90, %95 veya
%100 tamamlayicihga sahiptir. Omnek sense veya antisense molekiiller teknikte
bilinmektedir (bkz., 6r., Chao vd. (2005) J. Biol. Chem., 280:27513-27522; Simpson vd.
(2002) 1. Biol. Chem., 277:10050-10057; Simpson vd. (2002) Am. J Path., 161:849;
Nishida vd. (1999) J. Biol. Chem., 274:21893-21899; Edward vd. (2010) British J
Dermatology, 162:1224-1232; Udabage vd. (2005) Cancer Res., 65:6139; ve yayilanmis
ABD Patent Bagvurusu No. US20070286856).

Bir HA sentezi inhibitéri olan bir baska ornek anti-hiyaliironan maddesi 4-
Metilumbellhiferon (4-MU; 7-hidroksi-4-metilkumariny veya bunun bir tirevidir. 4-MU,
HA sentezi ig¢in gerekli olan UDP-GlcUA prekiirsér havuzunu azaltarak etki eder.
Omegin, memeli hiicrelerinde, HA, UDP-gliikuronik asit (UGA) ve UDP-N-asetil-D-
glilkozamin prekiirsdrleri kullamlarak HAS tarafindan sentezlenir. 4-MU, UGA
olusturulan islemi engeller, bdylece hiicre-igi UGA havuzunu tiiketir ve HA sentezi
inhibisyonu saglar. 4-MU'nun anti-tiimor aktivitesine sahip oldugu bilinmektedir (bkz.,
or., Lokeshwar vd. (2010} Cancer Res., 70:2613-23; Nakazawa vd. (2006) Cancer
Chemother. Pharmacol., 57:165-170; Morohashi vd. (2006) Biochem. Biophys. Res.
Comm., 345-1454-1459). Agiz yoluyla 600 mg/kg/d oraninda 4-MU uygulamasi B16
melanom modelinde metastazlan %64 azaltir (Yoshihara vd. (2005) FEBS Lett.,
579:2722-6). 4-MU vapisi asagida verilmektedir. Ayrica, 4-MU tiirevleri, 6zellikle 6,7-
dihidroksi-4-metil kumarin ve 5,7-dihidroksi-4-metil kumarin, anti-kanser aktivitesi
sergilemektedir (bkz., 6r., Morohashi vd. (2006) Biochem. Biophys. Res. Comm., 345-
1454-1459).

4-Metilumbelliferon (4-MU; C10HsO3)
HO .0
|96
CH;
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Ek 6mek anti-hiyaltironan maddeleri tirosin kinaz inhibitorleri, &rnegin Leflunomide
{Arava), genistein veya erbstatindir. Leflunomide ayrica bir pirimidin sentezi
inhibitdriidiir, Leflunomide romatoid artrit (RA} tedavisi igin bilinen bir ilagtir ve ayrica
allogreflerin yan1 sira ksenogreflerin reddinin tedavisinde etkilidir. HAmin RA'ya
dogrudan veya dolayli olarak katk: vaptig1 bilinmektedir (bkz., 6r., Stuhlmeier (2005) J
Immunol., 174:7376-7382). Tirosin kinaz inhibitérleri HAS7 geni ekspresyonunu inhibe
eder (Stuhlmeier 2005).

b. Hiyaliironan Par¢alayan Enzimler Ve Polimere-Konjiige Edilmis Hiyaliironan

Parcalayan Enzimler

Anti-hivalironan  maddelerine  hiyalironan  parcalayan  enzimler  dahildir.
Hiyaliirenidazlar gibi hiyaliironan pargalayan cnzimler hiicre-disi matrisin bir temel
bileseni ve interstisyal bariyerin dnemli bir bileseni olan hiyaliironami par¢alayan bir
enzim familyasidir. Hiyaliironan parcalayan enzimler sirayla degisen p-1—4 ve p-1—3
glikosidik baglar1 araciligiyla birbirine baglanan tekrarlanan disakkarid birimlerinden, D-
glilkkuronik asit (GlcA) ve N-asetil-D-glilkozamin (GIcNAc) olusan hiyaliironan
polimerlerini parcalayarak hiyaliironam pargalar. Hiyaliironan zincirlerinin uzunlugu
yaklasik 25,000 veya daha fazla disakkarid tekrarina kadar ulagabilir ve hiyaliironan
polimerlerinin boyutu in vive olarak yaklasik 5,000 ila 20,000,000 Da arasinda olabilir.
Hiyaliironan pargalayan enzimler, interstisyal bariyerin bir biiyiik bileseni olan
hiyaliironanin hidrolizini katalize ederek, hiyaliironanin viskozitesini diigiiriir ve boylece

doku gegirgenligini arttirir.

Buna paralel olarak, saglanan kombinasyonlar, kullanimlar ve usuller igin olan
hiyaliironan parcalayan enzimlere bir hiyaliironan disakkarid zinciri veya polimerinin
parcalanmasint katalize etme kabiliyeti olan her tiirlii enzim dahildir. Baz1 érneklerde,
hiyallironan pargalayan enzim hiyallironan zinciri veya polimerindeki B-1—4 glikosidik
bagini pargalar. Baz: drneklerde, hiyaliironan pargalayan enzim hiyaliironan zinciri veya

polimerindeki f-1—3 glikosidik baginin par¢alanmasim katalize eder.

Hiyaliironan pargalayan enzimlere hiyaliironidazlarin yani sira hiyaliironant bélme
kabiliyeti olan kondrotinazlar ve liyazlar gibi baska enzimler dahildir. Ayrica,

hiyaliironan par¢alayan enzimlere hiicrelerden eksprese edilebilen ve salgilanabilen
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coOziinebilen formlar da dahildir. Asagida aciklandig gibi, hiyaliironan pargalayan
enzimler hiicrelerden salgilanan membrana bagh veya ¢oziinebilen formlarda mevcuttur.
Buradaki amagclar dogrultusunda, buradaki kombinasyonlar, usuller ve kullanimlarda
kullanilmak {iizere c¢dziinebilen hiyaliironan pargalayan enzimler saglanmaktadir.
Dolayisiyla, hiyaliironan parcalayan enzimler bir glikosilfosfatidilinositol (GPI) gapasi
icerdiginde ve/veya membrana bagh veya ¢dziinmez oldugu takdirde, bu tip hiyaliironan
parcalayan enzimler, enzimi salgilanabilir veya ¢oziinebilir hale getirmek i¢in GPI
capasinin kesilmesi veya silinmesiyle ¢dziinebilen formda saglanabilir. Dolaysiyla,
hiyaltironan pargalayan enzimlere kesilmis varyantlar, bir GPI ¢capasinin tamam veya bir
bollimiinl uzaklastirmak igin kesilmis varyantlar dahildir. Bu tip 6rnek ¢ozilinebilen
hiyaliironidazlar ¢oziinebilen PH20 hiyallironidazlan, 6megin ABD Patenti No.

7,767,429; ABD Yayini No. US20040268425 veya US20100143457'de verilenlerdir.

Burada saglanan hiyaliironan pargalayan enzimlere ayrica teknikte vzman kisilerce
bilinen veya burada agiklanan herhangi bir hiyaliironan pargalayan enzimin, herhangi bir
hiyaliironidaz veya c¢odziinebilen hiyaliironidazin, 6rnegin bir PH20'nin varyantlan
dahildir. Ornegin, hiyaliironan pargalayan enzimler birincil dizisinde amino asit
siibstitiisyonlan, eklemeleri ve/veya delesyonlart gibi bir veya daha fazla varyasyon
icerebilir. Bir hiyaliironan pargalayan enzimin bir varvanti genel olarak varyasyonu
icermeyen hiyaliironan pargalayan enzime kiyasla en az veya yaklasik %60, %70, %80,
%90, %91, %92, %93, %94, %95, %96, %97, %98, %99 veya daha yiiksek dizi 6zdesligi
sergiler. Buradaki amacglar dogrultusunda, enzim hiyaliironidaz aktivitesini, ornegin
varyasyonu icermeyen bir hiyaliironan pargalayan enzimin aktivitesinin en az veya
yaklasik %5, %10, %15, %20, %25, %30, %35, %40, %45, %50, %55, %60, %65, %70,
%75, %80, %85, %90, %95 veya daha fazlasini korudugu siirece (teknikte bilinen veya
burada agiklanan in vitro ve/veya in vivo analizlerle Olglildiigiinde), hiyaliironan
parcalayan enzime herhangi bir varyasyon eklenebilir. Ornegin, bir polimere konjiige
edilebilenler dahil drnek hiyaliironan pargalayan enzimler DIZI ID NO: 2, 4-9, 47, 48,
150-170, 183-189 ve 199-210'dan herhangi biri veya DIiZI ID NO: 2, 4-9, 47, 48, 150-
170, 183-189 ve 199-210'dan herhangi birine en az veya yaklasik %60, %70, %80, %90,
%91, %92, %93, %94, %95, %96, %97, %98, %99 veya daha yiiksek dizi 6zdesligi

sergileyen herhangi birinde verilen herhangi biri olabilir.
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Hiyaliironidazlar dahil hiyaliironan parcalayan enzimlerin ¢esitli formlari insanlar dahil
hastalarda terapdtik kullanim igin hazirlannus ve onaylanmistir. Ornegin, hayvandan
tiiretilen hiyaliironidaz terkiplerine Vitrase® (ISTA Pharmaceuticals), bir saflastirilmis
kiigtikbas hayvan testisi hiyaliironidazi, Amphadase® (Amphastar Pharmaceuticals), bir
biiylikbas hayvan testisi hiyaliironidazi ve Hydase™ (Prima Pharm Inc.), bir biiyiikbas
hayvan testisi hiyaliironidaz: dahildir. Hylenex® (Halozyme Therapeutics), rHuPH20
olarak gosterilen, ¢oziinebilen PH20 formlarini kodlayan niikleik asit igeren genetik
olarak islenmis Cin Hamsteri Yumurtaligi (CHO) hiicreleri tarafindan iiretilen bir insan
rekombinant hiyalironidazidir (bkz., 6r., ABD Yaymm1 No. US20040268425; ABD
Patenti No. 7,767,429). Anlasilacagi gibi, herhangi bir hiyaliironidaz terkibi burada
saglanan kombinasyonlar, usuller ve kullanimlarda kullanilabilir, bkz., 6r., ABD Patenti
No. 2,488,564, 2,488,565, 2,676,139, 2,795,529, 2,800,815, 2,808,362, 5,747,027 ve
5,827,721 ve Uluvslararast PCT Yaymi No. WO2005/118799; ABD Yayini No.
US20040268425; ABD Patenti No. 7,767,429; veya burada saglanan herhangi biri.

Burada saglanan kombinasyonlar ve usullerde kullanima yénelik hiyaliironidaz enzimleri
veya ¢Oziinebilen hiyaliironidaz enzimi, drnegin PH20 gibi érek hiyallironan pargalayan
enzimlerin sinirlayic: olmayan bir agiklamasi asagida verilmektedir. Genel olarak, bu tip

hiyaliironan parg¢alayan enzimlere bir polimere konjiige edilmis olanlar dahildir.

i. Hiyaliironidazlar

Hiyaliironidazlar bir bityiik hiyaliironan par¢alayan enzim familyasinin elemanlaridir. Ug
genel hiyaluronidaz simmifi mevcuttur: memeli tipi hivaliironidazlar, bakteriyel
hiyaliironidazlar ve siiliikler, bagka parazitler ve kabuklulardan hiyaliironidazlar. Sarica
ar1 (DIZI ID NO:12 ve 13), bal ans1 (DIZI ID NO:14), esek aris1 (DIZI ID NO:15) ve
yaban arist (DIZI TD NO:16) gibi bagka hiyaliironidazlar da bilinmektedir. Bu tip
enzimlerin herhangi biri burada saglanan bilesimler, kombinasyonlar ve usullerde

kullamlabilir.

(a) Memeli-tipi hiyaliironidazlar

Memeli tipi hiyaliironidazlar (EC 3.2.1.35) hiyaliironanin B-1—4 glikosidik bagm
tetrasakkaridler ve heksasakkaridler gibi ¢esitli oligosakkarid uzunluklan halinde hidrohiz

eden endo-p-N-asetil-heksosaminidazlardir. Bu enzimler hem hidrolitik ve hem de
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transglikosidaz aktivitelerine sahiptir ve hiyaliironan ve kondroitin siilfatlar1 (CS), genel
olarak, C4-S ve C6-S'yi parcalayabilir. Bu tip hiyaltironidazlara, simirlayict olmaksizin,
miiteakiben verilenlerden olanlar dahildir; inekler (biiyiikbas hayvan) (DIiZI ID NO:10,
11, 64, 203 ve 204 ve DIZI ID NO:190-192'de verilen niikleik asit molekiilleri), koyun
(Ovis aries) (DIZI ID NO: 26, 27, 63 ve 65, DIZI ID NO:66 ve 193-194'te verilen niikleik
asit molekiilleri), domuz (DIiZI ID NO:20-21), fare (DIZI ID NO:17-19, 32, 205), sican
(DIZ1 ID NO:22-24, 31, 206), tavsan (DIZI ID NO:25, 207), orangutan (DIZI ID NO:28),
sinomolgus maymunu (DIZ1 ID NO:29, 202), gine domuzu (DIZI 1D NO:30, 208),
sempanze (DIZ1 ID NO:101, 199, 200), rhesus maymunu (DIZI ID NO:102, 201), tilki
(DIZI ID NO: 209 ve 210) ve insan hiyaliironidazlar1 (DIZI ID NO:1-2, 36-39). Yukarida
hiyaliironidazlara PH20 hiyaliironidazlan dahildir. Ayrica, ABD Pat. No. 5,747,027 ve
5,827,721'de agiklanan BHSS5 hiyaliironidazi da bu tiptir. Burada saglanan bilesimler,
kombinasyonlar ~ ve  usullerdeki  hiyaliironidazlarin  &rnekleri  ¢oziinebilen

hiyaliironidazlardir.

Memeli hiyaliironidazlar1 ayrica baskin olarak testis ekstraktlarinda bulunan nétr aktif ve
baskin olarak karaciger gibi organlarda bulunan asit aktif olanlar seklinde ek olarak
boliinebilir. Omek nétr aktif hiyaliironidazlara PH20, émegin sinirlayict olmaksizin,
kiiglikbas hayvan (DIZI ID NO:27, 63 ve 65), biiyiikbas hayvan (DIZI ID NO:11 ve 64)
ve insan (DIZI ID NO:1) gibi farkl tiirlerden tiiretilen PH20 dahildir. Insan PH20'si
{(SPAMI veya sperm yiizeyi proteini PH20 olarak da bilinmektedir) genel olarak plazma
membranina bir glikosilfosfatidil inositol {GPI) capasi aracilifiryla baglanir. Sperm-
yumurta yapismasinda dogal olarak rol oynar ve spermin hiyaliironik asidi sindirerek

cumulus hiicreleri katmanindaki spermin niifuz etmesine yardimei olur.

Insan PH20'si (ayrica SPAM1 olarak adlandirilmaktadir) disinda, insan genomunda bes
hiyallironidaz-benzeri gen belirlenmistir: HYAL1, HYAL2, HYAL3, HYAL4 ve
HYALP1. HYALPI bir psédogendir ve HY AL3'iin (DIZI ID NO:38) herhangi bir bilinen
substrata yonelik enzim aktivitesine sahip oldugu gosterilmemistir. HYAL4 (DIZI ID
NO:39'da verilen prekiirsor polipeptidi) bir kondroitinazdir ve hiyaluronana yonelik ¢ok
az aktivite sergiler. HYAL1 (DIZI ID NO:36'da verilen prekiirsér polipeptid) prototipik
asit-aktif enzimdir ve PH20 (DIZI ID NO:1'de verilen prekiirsor polipeptid) prototipik
nétr-aktif enzimdir. Asit-aktif hiyaluronidazlar, érmegin HYAL1 ve HYAL2 (DIZI ID
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NO:37'de verilen prekiirsér polipeptid) genel olarak nétr pH'de (yani pH 7) katalitik
aktiviteye sahip degildir. Ornegin, HYALI pH 4.5'in iizerinde ¢ok az in vitro katalitik
aktiviteye sahiptir (Frost vd., (1997) Anal Biochemistry, 251:263-269). HYAL2 cok
diisiik bir in vitro 6zgiil aktivitesi olan bir asit-aktif enzimdir. Hiyaluronidaz-benzeri
enzimler ayrica insan HYAL2 ve insan PH20 gibi genel olarak bir glikosilfosfatidil
inositol (GPI) ¢apasi aracilifiyla plazma membranina baglananlar (Danilkovitch-
Miagkova vd. (2003} Proc Natl Acad Sci ABD 100(8):4580-4585) ve insan HYALI gibi
genel olarak ¢oziinebilir olanlarla (Frost vd. (1997) Biochem Biophys Res Commun.

236(1):10-15) karakterize edilebilir.

PH20

Diger memeli hiyallironidazlan gibi PH20 de hiyaliironik asidin 1—4 glikosidik bagini
tetrasakkaridler ve heksasalkaridler gibi ¢esitli oligosakkarid uzunluklar: halinde hidroliz
eden bir endo-f-N-asetil-heksosaminidazdir. Hem hidrolitik ve hem de transglikosidaz
aktivitesine sahiptir ve hiyaluronik asit ve kondroitin siilfatlar1, 6rnegin C4-S ve C6-S'yi
parcalayabilir. PH20, sperm-yumurta yapismasinda dogal olarak rol oynar ve spermin
hiyaliironik asidi sindirerek cumulus hiicreleri katmamndaki spermin niifuz etmesine
yardimcr olur. PH20 sperm yiizeyi lizerinde ve i¢ akrozomal membrana bagh oldugu
lipozomdan tiliretilen akrozomda bulunur. Plazma membran1 PH20 sadece nétr pH'de
hiyaliironidaz aktivitesine sahipken, i¢ akrozomal membran PH20 hem nétr ve hem de
asidik pH'de aktiviteye sahiptir. Bir hiyaliironidaz olmasina ek olarak, PH20'nin ayrica
HA araciligiyla hiicre sinvali i¢in bir reseptor ve oositi ¢evreleyen zona pellucida igin bir

reseptor oldugu gorillmektedir.

Prekiirsor ve olgun formlar dahil 6rnek PH20 proteinlerine, sinirlayici olmaksizin, sunlar
dahildir: insan (DIZI ID NO:1'de verilen prekiirsér polipeptid, DIZI ID NO: 2'de verilen
olgun polipeptid), sempanze (DIZI ID NO:101, 199, 200), Rhesus maymunu (DiZI ID
NO:102, 201), biiyiikbas hayvan (DIZI ID NO: 11 ve 64, 203, 204), tavsan (DIZI ID NO:
25, 207), kiigiikbas hayvan PH20 (DIZI ID NO: 27, 63 ve 65), Sinomolgus maymunu
(DIZI 1D NO: 29, 202), gine domuzu (DIZ1 ID NO: 30, 208), sigan (DIZI ID NO: 31,
206), fare (DIZI ID NO: 32, 205) ve tilki (DIZI ID NO: 209 ve 210) PH20 polipeptidleri.
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Biiyiikbas hayvan PH20'si 553 amino asitli bir prekiirdsr polipeptiddir (DIZI ID NO:11).
Biiyiikbag hayvan PH20'sinin insan PH20'si ile hizalanmasi, biiylikbas hayvan
polipeptidinde bir GPI ¢apasi olmadigindan amino asit 470'ten ilgili karboksi ucuna kadar
mevcut olan birden fazla boslukla, ¢ok zayif homoloji gostermektedir (bkz., 6r., Frost
(2007) Expert Opin. Drug. Deliv. 4:427-440). Aslinda, bariz GPI ¢apalan insanlar
disindaki baska PH20 tiirlerinde tahmin edilmemektedir. Dolayisiyla, kiigiikkbag hayvan
ve biiyiikbas hayvandan iiretilen PH20 polipeptidleri dogal olarak ¢oziinebilen formlarda
mevcuttur. Biiyiikbag hayvan PH20'si plazma membranina ¢ok gevsek bagh olarak
mevcut olmasina ragmen, bir fosfolipaz duyarh gapa ile baglanmaz ( Lalancette vd. (2001)
Biol Reprod. 65(2):628-636). Biiyiikkbas hayvan hiyaliironidazinin bu 6zglin 6zelligi
¢Ozlinebilen biiyiikbas hayvan testis hiyaliironidaz enziminin klinik kullamim i¢in bir

ekstrakt olarak kullanimina izin vermektedir (Wydase®, Hyalase®).

Insan PH20'si mRNA kopyasinin normal translasyonuyla N-ucunda 35 amino asitli bir
sinyal dizisi (amino asit kalintisi konumu 1-35) ve C-ucunda 19 amino asitli bir
glikosilfosfatidilinositol (GPI} ¢capasi baglantisi sinyal dizisi (amino asit kalintist konumu
491-509) igeren 509 amino asitli bir prekiirsor polipeptid (DIiZI ID NO:1) olusturur,
Dolayisiyla olgun PH20 DIiZI ID NO:2'de verilen amino 474 amino asitli bir
polipeptiddir. Prekiirsér polipeptidin ER've nakli ve sinyal peptidinin uzaklagtirilmasinin
ardindan, C-ucu GPI-baglantisi sinyal peptidi ayrilarak bir GPI ¢apasimin DIZI ID
NO:1'de verilen prekiirsér polipeptiddeki konum 490'a karsilik gelen amino asit
konumundaki yeni olusmus C-ucu amino asidine bir GPI capasi kovalent baglantisi
saglar. Boylece, DIZI ID NO:2'de verilen amino asit dizisini iceren 474 amino asitli bir

GPI-capali olgun polipeptid liretilir.

Insan PH20'si ndtr ve asit pH'de hiyaliironidaz aktivitesi sergiler. Bir ydnde, insan
PH20's1 bir GPI gapasi araciligiyla plazma membranina genel olarak kilitlenen prototipik
nétr-aktit hiyaliironidazdir. Bir baska yonde, PH20 nétr ve asidik pH'de hiyaliironidaz
aktivitesine sahip oldugu i¢ akrozomal membran iizerinde eksprese edilir. PH20'nin
polipeptidin ayri ayn bélgelerinde iki katalitik alan igerdigi goriilmektedir: Peptid 1 ve
Peptid 3 bélgeleri (Cherr vd., (2001) Matrix Biology 20:515-525). Kanitlar, DIZI ID
NO:2'de verilen olgun polipeptidde amino asit konumu 107-137've ve DIZI ID NO:1'de
verilen prekiirsdr polipeptidde konum 142-172've karsilik gelen PH20'deki Peptid 1
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bdlgesinin nétr pH'de enzim aktivitesi igin gerekli oldugunu géstermektedir. Bu bolge
iginde konum 111 ve 113'teki (DIiZI ID NO:2'de verilen olgun PH20 polipeptidine karsilik
gelen) amino asitlerin aktivite igin énemli oldugu goriilmektedir, ¢iinklii amino asit
ikamesiyle mutagenez dogal tip PH20've kiyasla sirastyla %3 hiyaliironidaz aktivitesi
veya tespit edilemeyen hiyaliironidaz aktivitesi olan PH20 polipeptidleri saglar (Arming

vd., (1997) Eur. J. Biochem. 247:810-814).

DIZI ID NO:2'de verilen olgun polipeptidde amino asit konumu 242-262'ye ve DIZI ID
NO:1'de verilen prekiirsoér polipeptidde konum 277-297'ye karsilik gelen Peptid 3
bolgesinin asidik pH'de enzim aktivitesi igin gerekli oldugu gériilmektedir. Bu bélge
icinde, olgun PH20 polipeptidinde konum 249 ve 252'deki amino asitlerin aktivite igin
¢ok 6nemli oldugu gériilmektedir ve herhangi birinin mutagenezi hemen hemen hig
aktivite icermeyen bir polipeptid olusturur (Arming vd., (1997) Eur. J. Biochem. 247:810-
814).

Katalitik bolgelere ek olarak, PH20 ayrica bir hiyalironan baglayan bélge igerr.
Deneysel kanitlar, bu bdlgenin DIZI ID NO:1'de verilen prekiirsér polipeptidde amino
asit konumu 205-235'¢ ve DIZI ID NO:2'de verilen olgun polipeptidde konum 170-200'¢
karsilik gelen Peptid 2 bélgesinde yer aldigini gostermektedir. Bu bdlge hiyaliironidazlar
arasinda yiiksek oranda korunmustur ve heparin baglayict desene benzerdir. Konum
176'daki (DIZT ID NO:2'de verilen olgun PH20 polipeptidine karsilik gelen) arginin
kalintisinin bir glisin halinde mutasyonu dogal tip polipeptidin hiyaliironidaz aktivitesinin
sadece %1'ini igeren bir polipeptid saglar (Arming vd., (1997) Eur. J. Biochem. 247:810-
814).

DizI ID NO:1'de agiklanan insan PH20'si polipeptidinde N82, N82, N166, N235, N254,
N368, N393 ve S490'da N- ve O-bagh glikosilasyon bolgeleri dahil yedi potansiyel
glikosilasyon bélgesi meveuttur. DIZI ID NO:1'deki amino asit 36 ila 464'(in minimum
oranda aktif insan PH20 hiyaliironidaz alan icerdigi gorildiigiinden, S490'daki
glikosilasyon bolgesi uygun hiyaliironidaz aktivitesi icin gerekli degildir. Insan
PH20'sinde alt1 disiilfid bagi mevcuttur. Tki disiilfid bagi DIZI ID NO:1'de aciklanan
polipeptiddeki sistein kalintilarnt C60 ve C351 arasinda ve C224 ve C238 arasindadir
(sirastyla DIZI ID NO:2'de verilen olgun polipeptidde kalint1 C25 ve C316 ve C189 ve
C203'e karsilik gelir). Diger dért disiilfid bag DIZI ID NO:1'de a¢iklanan polipeptiddeki
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sistein kalintilann C376 ve (C387 arasinda; C381 ve (€435 arasinda; C437 ve (443
arasinda; ve C458 ve C464 arasinda olusur (swrasiyla DIZI ID NO:2'de verilen olgun
polipeptidde kalint1 C341 ve C352 arasina; C346 ve C400 arasina; C402 ve C408 arasina;
ve C423 ve C429 arasina karsilik gelir).

(b) Bakteriyel hiyaliironidaz

Bakteriyel hiyaliironidazlar (EC 4.2.2.1 veya EC 4.2.99.1} hiyaliironan1 ve g¢esitli
seviyelerde kondroitin siilfatlar1 ve dermatan siilfatlari parcalar. Bakterilerden izole
edilen hiyaliironan liyazlar etki modlan bakimindan hiyaliironidazlardan (diger
kaynaklardan, 6r., hiyaliironoglilkozaminidazlar, EC 3.2.1.35) farklidir. Hiyaliironandaki
N-asetil-beta-D-gliikkozamin ve D-gliikuronik asit kalintilari arasimndaki p1—4-glikosidik
baginin hidrolizinden ziyade climinasyon tepkimesini katalize ederek, 3-(4-decksi-B-D-
gliikk-4-enuronosil)-N-asetil-D-glilkozamin tetra- ve heksasakkaridler ve disakkarid nihai
Uirlinleri veren endo-p-N-asetilheksozaminidazlardir. Tepkime, indirgeyici olmayan
uclarinda doymanms heksuronik asit kalintilan olan oligosakkaridlerin olugmasiyla

sonuclanir.

Saglanan bilesimler, kombinasyonlar ve usullerde kullanima ydnelik 6érmek bakteri
hiyaliironidazlarina, sinirlayici olmaksizin, Arthrobacter, Bdellovibrio, Clostridium,
Micrococcus,  Streptococcus, Peptococcus,  Propionibacterium, Bacteroides ve
Streptomyces suslart dahil mikroorganizmalardaki hiyaliironan parcalayan enzimler
dahildir. Bu tip suslarin ve enzimlerin &zel 6rneklerine sinirlayict olmaksizin sunlar
dahildir: Arthrobacter tiirii (sus FB24) (DIZI 1D NO:67), Bdellovibrio bacteriovorus
(DIZI ID NO:68), Propionibacterium acnes (DIZI 1D NO:69), Streptococcus agalactiae
((DIZ1 ID NO:70); 18RS21 (DIZI ID NO:71); serotip Ia (DIZI ID NO:72); ve serotip 111
(DIZ1 ID NO:73)), Staphylococcus aureus (sus COL (DIZI ID NO:74); sus MRSA252
(DIZI ID NO:75 ve 76); sus MSSA476 (DIZI ID NO:77); sus NCTC 8325 (DIZI ID
NO:78); biiyiikbas hayvan RF122 susu (DIZI ID NOS:79 ve 80); ve sus USA300 (DIZI
ID NO:81)), Streptococcus pneumoniae ((DIZI ID NO:82); strain ATCC BAA-255/R6
(DIZ1 TD NO:83); ve serotip 2, sus D39 / NCTC 7466 (DIZI ID NO:84)), Streptococcus
pyogenes (serotip M1 (DIZI 1D NO:85); serotip M2, sus MGAS10270 (DIZI ID NO:86);
serotip M4, sus MGAS10750 (DIZI ID NO:87); serotip M6 (DIZI ID NO:88); serotip
M12, sus MGAS2096 (DIZI ID NO:89 ve 90); serotip M12, sus MGAS9429 (DIZI ID
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NO:91); ve serotip M28 (DIZI ID NO:92)); Streptococcus suis (DIZ1 1D NO:93-95);
Vibrio fischeri (sus ATCC 700601/ ES114 (DIZI ID NO:96)) ve hiyaliironik aside dzel
olan ve kondroitin veya kondroitin siilfati bolmeyen Streptomyvces hyaluronolyticus

hiyaltironidaz enzimi (Ohya, T. ve Kaneko, Y. (1970) Biochim. Biophys. Acta 198:607).

(c) Siiliikler, diger parazitler ve kabuklulardan hiyaliironidazlar

Siltikler, diger parazitler ve kabuklulardaki hiyaliironidazlar (EC 3.2.1.36) tetra- ve
heksasakkarid nihai {rtinleri olusturan endo-B-glikuronidazlardir. Bu enzimler
hiyaliironattaki p-D-gliikuronat ve N-asetil-D-gliikozamin kalintilari arasindaki bir 1—3-
baglarimin hidrolizini katalize eder. Siiliiklerden 6rnek hiyaliironidazlara smirlayic
olmaksizin Hirudinidae (0r., Hirudo medicinalis), Erpobdellidae (6r., Nephelopsis
obscura ve Erpobdella punctata,), Glossiphoniidae (6r., Desserobdella picta, Helobdella
stagnalis, Glossiphonia complanata, Placobdella ornata ve Theromyzon tirii) ve
Haemopidae'den (Haemopis marmorata) hiyaliironidaz dahildir (Hovingh vd. (1999)
Comp Biochem Physiol B Biochem Mol Biol. 124(3):319-26). Siiliik hiyaliironidazi ile
ayni etki mekanizmasina sahip olan bir 6rnek bakteri hiyaliironidazi siyanobakterilerden

Synechococcus tiirii hiyaliironidazidir (sus RCC307, DIZI ID NO:97).

ii. Diger hiyaliironan parcalayan enzimler

Saglanan bilesimler, kombinasyonlar ve usullerde hiyaliironidaz familyasina ek olarak
baska hiyaliironan pargalayan enzimler kullanilabilir. Ornegin, belirli kondroitinazlar ve
livazlar dahil hivalironani pargalama kabiliveti olan enzimler kullanilabilir. Hivaliironani
parcalayabilen 6rnek kondroitinazlara, smirlayici olmaksizin, kondroitin ABC liyaz
{kondroitinaz ABC olarak da bilinmektedir), kondroitin AC liyaz (kondroitin siilfat liyaz
veya kondroitin siilfat eliminaz olarak da bilinmektedir) ve kondroitin C liyaz dahildir.
Saglanan bilesimler, kombinasyonlar ve usullerde kullanima yénelik bu tip enzimlerin
liretimi ve saflagtirilmasina yénelik usuller teknikte bilinmektedir (6r., ABD Patenti No.
6,054,569; Yamagata, vd. (1968) J. Biol. Chem. 243(7):1523-1535; Yang vd. (1985) J.
Biol. Chem. 160(30):1849-1857).

Kondroitin  ABC liyaz, ¢esitll kondroitin-siilfat- ve dermatan-siilfat tipi
glikozaminoglikanlar pargalayabilen 1ki enzim, kondroitin-siilfat-ABC endoliyaz (EC
4.2.2.20) ve kondroitin-siilfat-ABC ekzoliyaz (EC 4.2.2.21) icerir (Hamai vd. (1997) J
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Biol Chem. 272(14):9123-30). Kondroitin siilfat, kondroitin-siilfat proteoglikan ve
dermatan siilfat kondroitin-siilfat-ABC endoliyaz icin tercih edilen substratlardir, ancak
enzim daha diigiik bir hizda hiyaliironana da etki edebilir. Kondroitin-siilfat-ABC
endoliyaz ¢esitli kondroitin-siilfat- ve dermatan-siilfat tipi glikozaminoglikanlar
parcalayarak, nihai olarak A4-doymamus tetra- ve disakkaridler halinde pargalanan farkh
boyutlardaki A4-doymamig oligosakkaridlerin bir karisimini tretir. Kondroitin-siilfat-
ABC ekzoliyaz aymi substrat 6zgilinliigline sahiptir, ancak kondroitin-siilfat-ABC
endoliyaz tarafindan tretilen hem polimerik kondroitin siilfatlar ve hem de bunlarin
oligosakkarid fragmanlarmin indirgeyici olmayan uglarindan disakkarid kahntilarim
uzaklastirir (Hamai, A. vd. (1997) J. Biol. Chem. 272:9123-9130). Ornek kondroitin-
stilfat-ABC endoliyazlar ve kondroitin-siilfat-ABC ¢kzoliyazlara, sinirlayici olmaksizin,
Proteus vulgaris ve Flavobacterium heparinum'dan olanlar dahildir (Profeus vulgaris
kondroitin-siilfat-ABC endoliyaz DIZI ID NO:98'de verilmektedir; Sato vd. (1994) Appl.
Microbiol. Biotechnol. 41(1):39-46).

Kondroitin AC liyaz (EC 4.2.2.5) kondroitin siilfat A ve C, kondroitin ve hiyaliironik asit
lizerinde aktiftir, ancak dermatan siilfat (kondroitin siilfat B) iizerinde aktif degildir.
Omek bakteri kondroitinaz AC enzimlerine, sinirlayict olmaksizin, sirasiyla DIZI 1D
NO:99 ve 100'de verilen Flavobacterium heparinum ve Victivallis vadensis ve
Arthrobacter aurescens'ten olanlar dahildir (Tkalec vd. (2000) Applied and
Environmental Microbiology 66(1):29-35; Ernst vd. (1995) Critical Reviews in
Biochemistry and Molecular Biology 30(5):387-444).

Kondroitinaz C kondroitin siilfat C'yi parcalayarak tetrasakkarid ve ayrica bir doymamus
6-stilfath disakkarid (delta Di-6S) flretir. Ayrica, hiyaliironik asidi parcalayarak
doymamig stilfathh olmayan disakkarid (delta Di-OS) iiretir. Bakterilerden oOrnek
kondroitinaz C enzimlerine, sinirlayici olmaksizin, Streptococcus ve Flavobacterium'dan
olanlar dahildir (Hibi vd. (1989} FEMS-Microbiol-Lett. 48(2):121-4; Michelacci vd.
{1976) J. Biol. Chem. 251:1154-8; Tsuda vd. (1999) Eur. J. Biochem. 262:127-133).

iii. Coziinebilen hiyaliironan parc¢alayan enzimler

Burada saglanan bilesimlerde, kombinasyonlarda, kullammlarda ve usullerde,

¢Oziinebilen hiyaliironidazlar dahil, ¢Oziinebilen hiyaliironan parcalayan enzimler
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saglanmaktadir. Coziinebilen hiyaliironan par¢alayan enzimlere ekspresyondan sonra
hiicrelerden salgilanan ve ¢oéziinebilen formda mevcut olan her tiirlii hiyaliironan
parcalayan enzim dahildir. Bu tip enzimlere, smrlayict olmaksizin, ¢dziinebilen
hiyaliironidazlar, 6rnegin insan olmayan ¢éziinebilen hiyaliironidazlar, érmegin insan
olmayan hayvan ¢oziinebilen hiyaliironidazlan, bakterivel ¢oziinebilen hiyaliironidazlar
ve insan hiyaliironidazlari, Hyall, biiyiilkbas hayvan PH20'si ve kiigiikbas hayvan
PH20'si, bunlarin alelik varyantlari ve bunlarnn diger varyantlari dahildir. Omegin,
¢Oziinebilen hiyaliironan pargalayan enzimlere ¢oziinebilir olacaklan sekilde modifiye
edilmis olan her tiirli hiyaliironan pargalayan enzim dahildir. Omegin, bir GPI capasi
iceren hivallironan pargalayan enzimler GPI ¢apasimnin tamami veya bir boliimiintin
kesilmesi veya uzaklastirilmasiyla ¢éziinebilir hale getirilebilir. Ornegin, normal olarak
bir GPI ¢apasi araciligiyla membrana bagh olan insan hiyaliironidazi PH20, C-ucundaki
GPI capasinin tamami veya bir bdliimiiniin kesilmesi veya uzaklastirilmasiyla ¢éziinebilir

hale getirilebilir.

(Cozinebilen hiyaliironan parcalayan enzimlere ayrica notr aktif ve asit aktif
hiyaliironidazlar dahildir. Sinirlayict olmaksizin uygulamanin ardindan enzimin arzu
edilen aktivite seviyesi ve/veya uygulama bélgesi gibi faktorlere bagh olarak, notr aktif
ve asit aktif hiyaliironidazlar segilebilir. Ozel bir drnekte, buradaki bilesimler,
kombinasyonlar ve usullerde kullanim i¢in olan hiyaliironan parcalayan enzim bir

¢6ziinebilen nétr aktif hiyaliironidazdir.

Ornek hiyaliironidazlara herhangi bir tiirden bir PH20'nin bir ¢éziinebilen formu, 6rnegin
DiZi ID NO: 1, 2, 11, 25, 27, 29-32, 63-65, 101-102 ve 199-210'dan herhangi birindeki
bir PH20'nin bir ¢o6ziinebilen formu dahildir. Bu tip c¢6ziinebilen formlara,
hiyaliironidazin ¢dziinebilir (ekspresyondan sonra salgilanan) oldugu ve hiyaliironidaz
aktivitesini korudugu stirece, C-ucu GPI ¢apasinin tamami veya bir bdliimii olmayan
kesilmis formlar dahildir. Bu tip formlar ayrica tipik olarak, bir hiicrede eksprese
edildiklerinde, sinyal peptidini igermeyen olgun formlardir. Coziinebilen
hiyaliironidazlara ayrica DIZI ID NO:1, 2, 11, 25, 27, 29-32, 63-65, 101-102 ve 199-
210'da verilen herhangi bir tiirden PH20'lerin herhangi birinin varyantlarinin ¢oziinebilen
formlari veya bunlarin hivalironidaz aktivitesi sergileyen kesilmis formlari dahildir.

Varyantlara, DIZI ID NO: 1, 2, 11, 25, 27, 29-32, 63-65, 101-102 ve 199-210'dan
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herhangi birine, bunlarin olgun (6r., sinyal dizisini icermeyen) veya kesilmis formlarina
%60, %70, %80, %90, %91, %92, %93, %94, %95, %96, %97, %98, %99 veya daha
yiiksek oranda dizi dzdesligine sahip olan polipeptidler dahildir. Amino asit varyantlari
koruyucu ve koruyucu elmayan mutasyonlar igerir. Anlasilacagi gibi, yukarida agiklanan
veya teknikte uzman kisilerce bilinenler gibi bir hiyaliironidazin aktivitesi i¢in dnemli
olan veya gerekli olan kalintilar genel olarak sabittir ve degistirilemez. Bunlara, drnedin,
aktif bolge kalintilan dahildir. Dolayisiyla, 6rnegin, bir insan PH20 polipeptidi veya
bunun ¢odziinebilir formundaki amino asit kalintist 111, 113 ve 176 (DIZI ID NO:2'de
verilen olgun PH20 polipeptidindeki kalintilara karsilik gelen) genel olarak sabittir ve
degistirilmez. Uygun katlanma i¢in gerekli olan glikosilasyonu ve distilfid baglarinin

olusmasini saglayan diger kalintilar da sabit olabilir.

Bazi1 durumlarda, ¢6zlinebilen hiyaliironan pargalayan enzim normal olarak GPI-capalidir
(6rnegin, insan PH20's1) ve C-ucunun kesilmesiyle ¢oziinebilir hale getirilir. Bu sekilde
kesme GPI gapasi baglantist sinyal dizisinin tamamini uzaklastirabilir veya GPI gapasi
baglantis1 sinyal dizisinin bir kismuni uzaklastirabilir. Ancak, olusan polipeptid
¢oziinebilirdir, Coziinebilen hiyaliironan pargalayan enzimin GPI ¢apasi baglantis1 sinyal
dizisinin bir béliimiiniin korundugu durumlarda, polipeptid ¢dziinebilir oldugu siirece,
GPI-¢apasi baglantisi sinyal dizisindeki 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 veya daha fazla amino asit
kalintis1 korunabilir. GPI ¢apasindaki bir veya daha fazla amino asidi iceren polipeptidler
uzatilmis ¢dziinebilen hivaliironan parcalayan enzimler olarak adlandirilir. Teknikte
uzman Kkisiler, bir polipeptidin GPl-¢capali olup olmadigini teknikte iyi bilinen usuller
kullanarak belirleyebilir. Bu tip usullere, sinirlayici olmaksizin, GPI-capasi baglantist
sinyal dizisi ve m-bélgesinin mevcudiyeti ve konumunu tahmin etmek ig¢in bilinen
algoritmalarin kullanim ve fosfatidilinositole 6zel fosfolipaz C (PI-PLC) veya D (PI-

PLD) ile sindirimden 6nce ve sonra ¢oziinebilirlik analizleri gergeklestirilmesi dahildir.

Uzatilmis ¢6ziinebilen hiyaliironan pargalayan enzimler, olusan polipeptidin ¢oziinebilir
olacag1 ve GPI gapas1 baglantisi sinyal dizisinden bir veya daha fazla amino asit kalintisi
icerecegi sekilde, her tiirlii dogal olarak olusan GPI capah hiyaliironan pargalayan
enzimde C-ucu kesimleri yapilarak {iretilebilir (bkz., 6r., ABD Yayimlanmis Pat. Bagv.
No. US20100143457). Ornek C-ucu kesilmis, ancak GPI capast baglantisi sinyal dizisinin

bir bélimiini koruyan uzatilmis ¢O6ziinebilen hiyaliironan pargalayan enzimlere,
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sinirlayict  olmaksizin, primat mengeli uzatilmis c¢dziinebilen PH20 (esPH20)
polipeptidleri, drnefin, insan ve sempanze esPH20 polipeptidleri dahildir. Oregin,
esPH20 polipeptidleri DiZI ID NO:1, 2, 50, 51 veya 101'de verilen olgun veya prekiirsér
polipeptidlerin herhangi biri veya bunlarin aktif fragmanlar dahil bagka varyantlarinda
C-ucu kesimiyle vapilabilir, burada olusan polipeptid ¢dziinebilirdir ve GPI gapasi
baglantis1 sinyal dizisinden bir veya daha fazla amino asit kalintis1 igerir. Varyantlara,
hiyaliironidaz aktivitesini koruyan DIZI ID NO: 1, 2, 50, 51 veya 101'den herhangi birine
2660, %70, %80, %90, %91, %92, %93, %94, %95 veya daha yiiksek oranda dizi
6zdesligine sahip olan polipeptidler dahildir. Burada saglanan esPH20 polipeptidlerinde,
olusan esPH20 polipeptidi ¢ozlinebilir oldugu ve GPI ¢apasi baglantisi sinyal dizisinden
1 veya daha fazla amino asit kalintisin1 korudugu siirece, DIZI ID NO: 1, 2, 50, 51 veya
101'de verilen bir diziye sahip bir polipeptid gibi dogal tip polipeptide kiyasla 1, 2, 3, 4,

5,6,7, 8,9, 10 veya daha fazla amino asit C-ucundan kesilebilir.

Tipik olarak, buradaki bilegimler, kombinasyonlar ve usullerde kullanim i¢in, bir
¢oOziinebilen insan hiyaliironan parcalayan enzimi, 6rnegin, bir ¢oziinebilen insan PH20'si
kullamilir. Baska hayvanlardan hivaliironan pargalayan enzimler, &megin PH20
kullamlabilmesine ragmen, hayvan proteini olduklarindan bu tip terkipler potansiyel
olarak immiinojeniktir. Ornegin, hastalarin dnemli bir bdliimii sindirilen gidalarin
ardindan 6n duyarhhk sergilemektedir ve bunlar hayvan proteinleri oldugundan, tiim
hastalar bir miiteakip duyarlilik riski tasimaktadir. Dolayisiyla, insan olmayan terkipler
kronik kullanim i¢in uygun olmayabilir. insan olmayan terkipler arzu edildigi takdirde,
bu tip polipeptidlerin diisiik imminojenisiteye sahip olacaklar sekilde hazirlanabilmesi
kapsanmaktadir. Bu tip modifikasyonlar teknikte uzman kisilerce bilinmektedir, bunlara,
drnegin, molekiildeki bir veya daha fazla antijenik epitopun uzaklastirilmas: ve/veya

tkame edilmesi dahildir.

Buradaki usullerde kullanilan hiyaliironidazlar (6r., PH20) dahil hiyaliironan pargalayan
enzimler rekombinant olarak iiretilebilir veya ornegin testis ekstraktlan gibi dogal
kaynaklardan saflastinlabilir veya kismen saflastirilabilir. Rekombinant hiyaliironan
par¢alayan enzimler dahil rekombinant proteinlerin tiretimine yonelik usuller burada

aciklanmaktadir ve teknikte iyi bilinmektedir.
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(a) Coziinebilen Insan PH20'si

Bir ¢oziinebilen hiyaliironidaz drmegi ¢oziinebilen insan PH20'sidir. Rekombinant insan
PH20'sinin ¢dziinebilen formlan iiretilmektedir ve burada agiklanan bilesimler,
kombinasyonlar ve usullerde kullanilabilir. Bu tip ¢oziinebilen PH20 formlarinin tiretimi
ABD Yaymlanmig Patent Basvurusu No. US20040268425; US20050260186,
US20060104968, US20100143457 ve Uluslararast PCT Yaymi No. W02009111066'da
aciklanmaktadir. Omegin, ¢oziinebilen PH20 polipeptidlerine, DIZI ID NO:1 veya 2'deki
amino asit dizisini iceren veya DIZI ID NO:1 veya 2'de yer alan amino asit dizisine en az
%91, %92, %93, %94, %95, %96, %97 veya %98 dizi 6zdesligine sahip olan,
hiyaliironidaz aktivitesini koruyan ve ¢06zlinebilir olan C-ucu Kesilmis varyant
polipeptidler dahildir. Bu polipeptidlere GPI ¢apasi baglantisi sinyal dizisinin tamamini

veya bir bolimunii icermeyen ¢ozlinebilen PH20 polipeptidleri dahildir.

Ayrica, GPI ¢apasindaki en az bir amino asidi igeren uzatilmis ¢dzlinebilen PH20
{esPH20) pohipeptidlert dahildir. Dolayisiyla, bu polipeptidler ER'de proteinin C-ucuna
kovalent olarak bagli bir GPI ¢apasina sahip olmak ve plazma membraninin hiicre-digt
yaprak¢igina bagh olmak yerine, salgilanirlar ve ¢oziinebilirdirler. C-ucu kesilmis PH20
polipeptidlerinde C-ucundan tam uzunluktaki dogal tip polipeptid, rnegin DIZI ID NO:1
veya 2'de verilen diziye sahip bir tam uzunluktaki dogal tip polipeptid veya bunun alelelik
veya tiir varyantlar veya diger varyantlarina kiyasla 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13,
14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 veya daha fazla amino asit kesilir.

Ornegin, ¢oziinebilen formlara, smirlayicr olmaksizin, DiZI ID NO:1'de verilen amino
asit dizisindeki veya buna en az %85 6zdeslik sergileyen polipeptidlerdeki C-ucu amino
asit kalintis1 467, 468, 469, 470, 471, 472, 473, 474, 475, 476, 477, 478, 479, 480, 481,
482 ve 483, 484, 485, 486, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498,
499 veya 500'e sahip olan DIZI ID NO:1'de verilen insan PH20'sinin C-ucu kesilmis
polipeptidleri dahildir. Insan PH20'sinin ¢dziinebilen formlarmma genel olarak DIZI ID
NO:1'de verilen amino asit 36-464'ii igerenler dahildir. Ornegin, memeli hiicrelerinde
eksprese edildiginde, 35 amino asitli N-ucu sinyal dizisi islenme sirasinda ayrilir ve
proteinin olgun formu salgilanir. Dolayisiyla, olgun ¢bziinebilen polipeptidler DIZI 1D
NO:1'deki amino asit 36 ila 467, 468, 469, 470, 471, 472, 473, 474, 475, 476, 477, 478,
479, 480, 481, 482 ve 483M igerir. Tablo 3'te, C-ucu kesilmis ¢oziinebilen PH20
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polipeptidleri dahil érnek C-ucu kesilmis PH20 polipeptidlerinin simirlayict olmayan
omekleri verilmektedir. C-ucu kesilmis PH20 proteinlerinin prekiirsér ve olgun
polipeptidlerinin drnek amino asit dizilerinin verildigi asagidaki Tablo 3'te, prekiirsor ve
olgun polipeptidlerin uzunlugu (amino asit cinsinden) ve dizi belirteci (DIZI ID NO)
verilmektedir. Dogal tip PH20 polipeptidi de karsilastirma igin Tablo 3'te verilmektedir.
Ozellikle, 6rnek ¢dziinebilen hiyaliironidazlar 442, 443, 444, 445, 446 veya 447 amino
asit uzunlugunda olan ¢bziinebilen insan PH20 polipeptidleri, érnegin DIZI ID NO: 4-
9'dan herhangi birinde verilenler veya bunlarin alelik veya tiir varyantlari veya diger

varyantlaridir.

Tablo 3. Ornek C-ucu kesilmis PH20 polipeptidleri

Polipeptid Prekiirsor Prekiirsor Olgun Olgun
(amino asit) DIZIIDNO  (amino asit) DIZI ID NO
dogal tip 509 l 474 2

SPAMI1-SILF 500 139 465 183

SPAM-VSIL 499 106 464 150
SPAMI1-IVSI 498 140 463 184
SPAMI-FIVS 497 107 462 151
SPAMI1-MFIV 496 141 46l 185
SPAMI-TMFI 495 108 460 152
SPAMI1-ATMF 494 142 459 186
SPAMI-SATM 493 109 458 153
SPAMI-LSAT 492 143 457 187
SPAMI1-TLSA 491 110 456 154
SPAMI1-STLS 490 112 455 156
SPAMI-PSTL 489 111 454 155
SPAMI1-SPST 488 144 453 188
SPAMI1-ASPS 487 113 452 157
SPAM1-NASP 486 145 451 189
SPAMI1-YNAS 485 114 450 158
SPAMI-FYNA 484 115 449 159
SPAMI-IFYN 483 46 448 48
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Polipeptid Prekiirsor Prekiirsor Olgun Olgun
(amino asit)y DIZIID NO  (amino asit) DIZIi ID NO
SPAMI-QIFY 482 3 447 4
SPAMI1-PQIF 481 45 446 5
SPAMI-EPQI 480 44 445 6
SPAMI-EEPQ 479 43 444 7
SPAMI-TEEP 478 42 443 8
SPAMI-ETEE 477 41 442 9
SPAMI-METE 476 116 441 160
SPAMI-PMET 475 117 440 161
SPAMI1-PPME 474 118 439 162
SPAMI1-KPPM 473 119 438 163
SPAMI-LKPP 472 120 437 164
SPAMI1-FLKP 471 121 436 165
SPAMI-AFLK 470 122 435 166
SPAMI1-DAFL 469 123 434 167
SPAMI-IDAF 468 124 433 168
SPAMI-CIDA 467 40 432 47
SPAMI1-VCID 466 125 431 169
SPAMI1-GVCI 465 126 430 170

Ornegin, ¢dziinebilen PH20 formlarina, 6megin, DIZ1 ID NO: 4-9, 47, 48, 150-170, 183-
189'dan herhangi birinde verilen amino asit dizisine sahip olan veya DIZI ID NO: 4-9,
47, 48, 150-170, 183-189'dan herhangi birinde verilen amino asit dizisine en az %83,
%86, %87, %88, %89, %90, %91, %92, %93, %94, %95, %96, %97, %98 veya %99 dizi

dzdesligine sahip olan ve hiyaliironidaz aktivitesini koruyan polipeptidler dahildir.

Genel olarak ¢o6ziinebilen PH20 formlari, glikosilasyon hiyaliironidazlarin katalitik
aktivitesi ve stabilitesi i¢in énemli oldugundan, polipeptidin aktiviteyi korudugundan
emin olmak i¢in dogru N-glikosilasyon saglayan protein ekspresyon sistemleri
kullamlarak iiretilir. Bu tip hiicrelere, 6rmegin, Cin Hamsteri Yumurtalik (CHOY) hticreleri

(6r. DG44 CHO hiicreleri) dahildir.
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(b) rHuPH20

Rekombinant ¢oziinebilen insan PH20's1 formlarn dretilmektedir ve burada saglanan
bilesimler, kombinasyonlar ve usullerde kullamlabilir. Rekombinant insan PH2('sinin bu
tip ¢oziinebilen formlarnin iiretimi, 6rnegin, ABD Yaymlanmis Patent Basvurusu No.
S20040268425; US 20050260186; US20060104968; US20100143457 ve Uluslararast
PCT Basv. No. W0O2009111066'da agiklanmaktadir. Bu tip polipeptidlerin ornekleri
amino asit 1-482'yi (DIZI ID NO:3'te verilen) kodlayan bir niikleik asit molekiiliiniin
ckspresyonuyla iiretilenlerdir. Bu tip bir drnek niikleik asit molekiilii DIZI ID NO:49'da
verilmektedir. Translasyon sonrasi iglem 35 amino asitli sinyal dizisini uzaklastirarak 447
amino asitli bir ¢dziinebilen rekombinant insan PH20'si (DIZI ID NO:4) birakir. Kiiltiir
ortaminda Uretildiginden, C-ucunda heterojenlik olur, dolayisiyla rHuPH20 olarak
belirtilen iiriin degisik oranlarda DIZI ID NO:4-9'dan herhangi biri veya daha fazlasini
igerebilen bir tiir karigimi icerir. Tipik olarak, rtHuPH20, CHO hiicreleri (6r. DG44 CHO

hiicreleri) gibi aktiviteyi korumak i¢in dogru N-glikosilasyon saglayan hiicrelerde tiretilir.

iv. Hivaliironan parc¢alayan enzimlerin glikosilasyonu

Hiyaliironidazlar dahil baz hiyaliironan pargalayan enzimlerin N- ve O-bagh
glikosilasyon dahil glikosilasyonu katalitik aktiviteleri ve stabiliteleri igin 6nemli olabilir,
Bir glikoproteini modifiye eden glikan tipinin degistirilmesi bir proteinin antijenisitesi,
vapisal katlanmasi, ¢dzlinebilirligi ve stabilitesi iizerinde onemli etkilere sahip
olabilmesine ragmen, ¢ogu enzimin en uygun enzim aktivitesi i¢in glikosilasyon
gerektirdigi dlstniilmemektedir. Bazi hiyaliironidazlar icin, N-bagh glikosilasyonun
uzaklastirilmasi hiyaliironidaz aktivitesinin hemen hemen tamamen pasiflesmesine yol
acgabilir. Dolayisiyla, bu tip hiyaliironidazlar i¢in, N-bagh glikanlarin mevcudiyeti bir

aktit enzim olusturmak igin dnemlidir.

N-bagli oligosakkaridler birka¢ ana tipe ayrilmaktadir (aligomanoz, karmasik, hibrit,
stilfatly), bunlarin tlimii - Asn-Xaa-Thr/Ser- dizileri (burada Xaa Pro degildir) i¢inde kalan
Asn  kalmtilanindaki amid azotu aracihigiyla bagh (Man) 3-GleNAc-GleNAc-
cekirdeklerine sahiptir. Bir -Asn-Xaa-Cys- bolgesindeki glikosilasyonu pihtilasma
proteini C i¢in rapor edilmistir. Baz1 durumlarda, bir hiyaliironidaz gibi bir hiyaliironan

parcalayan enzim hem N-glikosidik ve hem de O-glikosidik baglar icerebilir. Ornegin,
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PH20 O-bagh oligosakkaridlerin yam sira N-bagli oligosakkaridlere sahiptir. DIZI ID
NO: I'de aciklanan insan PH20'sinde N82, N166, N235, N254, N368&, N393'te alt1
potansiyel N-bagh glikosilasyon bélgesi mevcuttur. Amino asit kalintist N82, N166 ve
N254'te karmasik tipte glikanlar yer alirken, amino asit kalintis1 N368 ve N393'te yiiksek
manoz tipi glikanlar yer alir. Amino asit kalintis1t N235'te yaklasik %80 yiiksek manoz
tipi glikanlar ve %20 karmasik tipte glikanlar yer alir. Yukarida belirtildigi gibi,
S490'daki O-bagh glikosilasyon hiyaliironidaz aktivitesi i¢in gerekli degildir.

Bazi Orneklerde, saglanan bilesimler, kombinasyonlar ve/veya usullerde kullanima
yonelik hiyaliironan parcalayan enzimler glikosilasyon boélgelerinin biri veya tiimiinde
glikosillenmistir. Omegin, insan PH20'si veya bunun bir ¢oziinebilen formu igin, DIZI ID
NO:1'deki amino asit N82, N166, N235, N254, N368 ve N393'¢ karsilik gelen N-
glikosilasyon bdlgelerinin 2, 3, 4, 5 veya 6's1 glikosillenmistir. Bazi Orneklerde,
hiyaliironan pargalayan enzimler bir veya daha fazla dogal glikosilasyon bdlgesinde
glikosillennstir. Baz1 érneklerde, hiyaliironan pargalayan enzimler polipeptidde bir veya
daha fazla ek bdlgede glikosilasyon saglamak icin bir veya daha fazla dogal olmayan
glikosilasyon bdlgesinde modifiye edilir. Bu tip émeklerde, ek seker parcalarimin
baglanmas1 arttiinlmis varnlanma omrii ve/veya arttiinlmig aktivite gibi molekiiliin

farmakokinetik ézelliklerini gelistirebilir.

Bazi orneklerde, burada saglanan bilesimler, kombinasyonlar ve/veya usullerde
kullanima yénelik hiyaliironan par¢alayan enzimler kismen deglikosillenmistir (veya N-
kismen glikosillenmis polipeptidler). Ornegin, bir tam glikosillenmis hiyaliironidazin
hiyaliironidaz  aktivitesinin tamamm veya bir bolimiinii koruyan kismen
deglikosillenmis ¢oziinebilen PH20 polipeptidleri burada saglanan bilesimler,
kombinasyonlar ve/veya usullerde kullanilabilir. Ornek kismen deglikosillenmis
hiyaliironidazlara DIZI ID NO: 1, 2, 11, 25, 27, 29-32, 63, 65, 101-102 ve 199-210'dan
herhangi birinde verilenler veya bunlarin alelik varyantlari, kesilmis varyantlar veya
diger varyantlari gibi herhangi bir tirden bir kismen deglikosillenmis PH20
polipeptidinin ¢éziinebilen formlan dahildir. Bu tip varyantlar teknikte uzman kisilerce
bilinmektedir ve bunlara DIZI ID NO: 1, 2, 11, 25, 27, 29-32. 63, 65, 101-102 ve 199-
210'dan herhangi birine veya bunlarin kesilmis formlarma %60, %70, %80, %90, %91,
%92, %93, %94, %95 veya daha yliksek oranda dizi 6zdesligine sahip olan polipeptidler
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dahildir. Burada saglanan kismen deglikosillenmis hiyaliironidazlara hibrit, fiizyon ve
kimerik kismen deglikosillenmis hiyaliironidazlar ve kismen deglikosillenmis

hiyaliironidaz konjiligeleri de dahildir.

Glikosidazlar veya glikosid hidrolazlar, iki daha kiigiik seker olusturacak sekilde
glikosidik bagin hidrolizini katalize eden enzimlerdir. Omurgalilardaki N-glikanlarin ana
tiplerine yliksek manozlu glikanlar, hibrit glikanlar ve karmasik glikanlar dahildir. Sadece
kismi protein deglikosilasyonu saglayan ¢esitli glikosidazlar meveuttur, 6rnegin: EndoF1,
yiiksek manozlu ve hibrit tipi glikanlan pargalar, EndoF2, iki-antenli karmasik tip
glikanlan pargalar; EndoF3, iki-antenli ve daha fazla dallanmmg karmagik glikanlan
parcalar; ve EndoH, yliksek manozlu ve hibrit tipi glikanlar parcalar. Bir hiyaliironan
parcalayan enzimin, 6rnegin bir ¢dziinebilen PH20 gibi bir ¢6ziinebilen hiyaliironidazin
bu glikosidazlarin bir1 veya tiimiiyle islenmesi sadece kismen deglikosilasyonla ve

dolayisiyla hiyaliironidaz aktivitesinin korunmasiyla sonuglanabilir.

Kismen deglikosillenmis hiyaliironan par¢alayan enzimler, &rnegin  kismen
deglikosillenmis ¢oziinebilen hiyaliironidazlar, bir veya daha fazla glikosidazla, genel
olarak t{im N-glikanlan uzaklagtirmayan, ancak proteini sadece kismen deglikosilleyen
bir glikosidazla sindirimle iiretilebilir, Omegin, PH20'nin (6r., THUPH20 olarak belirtilen
bir rekombinant PH20) yukaridaki glikosidazlarin (6r., EndoFl, EndoF2 ve/veya
EndoF3) biri veya tiimiyle islenmesi kismi deglikosilasyon saglar. Bu kismen
deglikosillenmis PH20 polipeptidleri tam olarak glikosillenmis polipeptidlerinkine
benzer olan hiyaliironidaz enzimi aktivitesi sergileyebilir. Buna karsilik, PH20'nin tiim
N-glikanlar1 parcalayan bir glikosidaz olan PNGaseF ile islenmesi tiim N-glikanlarin
tamamen uzaklastirilmasia neden olur ve dolayisiyla PH20'yi enzimsel olarak pasif hale
getirir. Dolayisiyla, tiim N-glikosilasyon bélgeleri (6r, DIZI ID NO:1'de agiklanan insan
PH20'sindeki amino asit N82, NI166, N235, N254, N368 ve N393'tekiler)
glikosillenebilmesine ragmen, bir veya daha fazla glikosidazla islem bir veya daha fazla
glikosidazla sindirilmeyen bir hiyalironidaza kiyasla disik glikosilasyon kapsam

saglayabilir.

Kismen deglikosillenmis ¢oziinebilen PH20 polipeptidleri dahil kismen deglikosillenmis
hiyaliironan pargalayan enzimler bir tam glikosillenmis polipeptiddeki glikosilasyon

seviyesinin %10, %20, %30, %40, %50, %60, %70 veya %80'ine sahip olabilir. Bir
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drekte, DIZI ID NO:1'deki amino asit N82, N166, N235, N254, N368 ve N393'e karsilik
gelen N-glikosilasyon bdlgelerinin 1, 2, 3, 4, 5 veya 6's1, artik yiliksek manozlu veya
karmagik tip glikan igermeyecekleri ve daha ziyade en az bir N-asetilgliilkozamin pargasi
icerecekleri sekilde, kismen deglikosillenmistr. Bazi &rneklerde, DIZI ID NO:1'deki
amino asit N82, N166 ve N254'e karsilik gelen 1, 2 veya 3 N-glikosilasyon bolgesi
deglikosillenmistir, yani bir seker par¢asi igermezler. Bazi 6rneklerde, DIZI ID NO:1'deki
amino asit N82, N166, N235, N254, N368 ve N393'e karsilik gelen 3, 4, 5 veya 6 N-
glikosilasyon bolgesi glikosillenmistir. Glikosillenmis amino asit kalintilari minimum
oranda bir N-asetilglikozamin pargasi igerir. Tipik olarak, kismen deglikosillenmis
¢Oziinebilen PH20 polipeptidleri dahil kismen deglikosillenmis hiyaliironan parcalayan
enzimler tam olarak glikosillenmis polipeptid tarafindan sergilenen hiyaliironidaz
aktivitesinin %10, %20, %30, %40, %50, %60, %70, %80, %90, %100, %110, %120,
%130, %140, %150, %200, %300, %400, %500, %1000 veya daha fazlast olan

hiyaliironidaz aktivitesi sergiler.

v. Modifiye Edilmis (Polimere-Konjiige Edilmis) Hiyaliironan Parc¢alayan

Enzimler

Polictilen glikol (PEG'leme parg¢asi PEG) gibi polimerik molekiillerin hiyaliironidazlar
gibi hiyaliironan parcalayan enzimlere kovalent veya bir bagka sekilde stabil baglanmasi
{konjiige etme) olusan hiyaliironan pargalayan enzim-polimer bilesimine yararh
6zellikler kazandirir. Bu tip 6zelliklere gelistirilmis biyo-uyumluluk, proteinin (ve
enzimsel aktivitenin) bir hastada kandaki, hiicrelerdeki ve/veya baska dokulardaki
yarilanma Omriiniin arttirilmasi, proteinin proteazlar ve hidrolizden etkili bir sekilde
korunmasi, gelistirilmis  biyo-dagilim, gelistirilmis  farmakokinetikler ve/veya

farmakodinamikler ve arttirilmis suda ¢oziinebilirlik dahildir.

Hiyaliironidaz gibi hivaliironan parcalayan enzime konjiige edilebilen 6rnek polimerlere
dogal ve sentetik homopolimerler, drnegin, polioller (yani, poli-OH), poliaminler (vani,
poli-NH2) ve polikarboksil asitleri (yani, poli-COOH) ve ayrica heteropolimerler, yani,
bir veya daha fazla baglayici grup, or., bir hidroksil grubu ve amin gruplan igeren
polimerler dahildir. Uygun polimerik molekiillerin émeklerine miiteakiben verilenler
arasindan secilen polimerik molekiiller dahildir: polialkilen oksitler (PAQ), Ornegin,
polialkilen glikoller (PAG), o6rnegin, polietilen glikoller (PEG), metoksipolietilen
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glikoller (mPEG) ve polipropilen glikoller, PEG-glisidil eterler (Epoks-PEG), PEG-
oksikarbonilimidazol (CDI-PEG) dallanmis polietilen glikoller (PEG'ler), polivinil alkol
(PVA), poli(etilenimin) (PEI), dogrusal poliamidoaminler, poliakrilamid (PAAm),
polidimetilakrilamid  (PDAAm), polivinil alkol (PVA), polikarboksilatlar,
polivinilpirolidon (PVP), poli-D,L-amino asitler, polietilen-ko-maleik asit anhidrit,
polistiren-ko-maleik asit anhidrit, dekstranlar, drnegin, karboksimetil-kitosan, dekstrin,
dekstranlar, heparin, homolog alblimin, selillozlar, 6rnegin, metilseliiloz,
karboksimetilseliiloz,  etilscliiloz,  hidroksietilselilloz,  karboksictilsclilloz ~ ve
hidroksipropilseliiloz, hidrolizatlar, kitosan, nisastalar, drnegin, hidroksietil-nisastalari ve
hidroksipropil-nisastalari, glikojen, agarozlar ve bunlarin tiirevleri, guar gomu, pullulan,

iniilin, ksantan gomu, karragenan, pektin, alginik asit hidrolizatlar ve biyo-polimerler.

Tipik olarak polimerler, dekstran ve pullulan gibi polisakkaridlere kiyasla daha az ¢apraz
baglama kabiliyeti olan reaktif gruba sahip olan polialkilen oksitler (PAQO), 6rnegin,
polietilen oksitler, drnegin, PEG, tipik olarak mPEG'dir. Tipik olarak, polimerler toksik
olmayan polimerik molekiiller, dregin hiyaliironidaz gibi hiyallironan pargalayan
enzime nispeten basit bir kimya kullamlarak kovalent olarak konjiige edilebilen (0r.,

proteinin yiizeyi iizerindeki baglanti gruplarina) (m)polietilen glikoldiir (mPEG).

Terapétik maddelerin PEG'lenmesinin proteoliz direncini arttirdigi, plazma yarilanma
émriind arttirdif1 ve antijenisite ve immiinojenisiteyi azalttigi rapor edilmistir. PEG'leme
usullerinin &rnekleri teknikte bilinmektedir (bkz., érnegin, Lu ve Felix, Int. J. Peptide
Protein Res., 43:127-138, 1994; Lu ve Felix, Peptide Res., 6:140-6, 1993; Felix vd., Int.
J. Peptide Res., 46:253-64, 1995; Benhar vd., J. Biol. Chem., 269: 13398-404, 1994;
Brumeanu vd., J Immunol., 154:3088-95, 1995; bkz. ayrica, Caliceti vd. (2003) Adv.
Drug Deliv. Rev. 55(10):1261-77 ve Molineux (2003) Pharmacotherapy 23 (8 Pt 2):3S-
8S). PEG'leme ayrica niikleik asit molekiillerinin in vivo iletiminde de kullanilabilir.
Omegin, adenoviriisiin PEG'lenmesi stabiliteyi ve gen transferini arttirabilir (bkz., or.,

Cheng vd. (2003) Pharm. Res. 20(9):1444-51).

Hiyaliironidazlar dahil hiyaliironan pargalayan enzimlere baglanmak icin uygun
polimerik molekiillere sinirlayict olmaksizin sunlar dahildir: polictilen glikol (PEG) ve
PEG tiirevleri, 6rnegin metoksi-polietilen glikoller (mPEG), PEG-glisidil eterler {Epoks-
PEG), PEG-oksikarbonilimidazol (CDI-PEG), dallanmis PEG'ler ve polietilen oksit

82



20

25

30

EP-17891

(PEQO) (bkz., 6r. Roberts vd., Advanced Drug Delivery Review (2002) 54: 459-476;
Harris ve Zalipsky, S (eds.) "Poly(ethylene glycol), Chemistry and Biological
Applications”" ACS Symposium Series 680, 1997; Mehvar vd., J. Pharm. Pharmaceut.
Sci., 3(1):125-136, 2000; Harris, (2003) Nature Reviews Drug Discovery 2:214-221; ve
Tsubery, (2004) J Biol. Chem 279(37):38118-24). Polimerik molekiiliin molekiil agirhig
tipik olarak yaklasik 3 kDa ila yaklasik 60 kDa arasinda olabilir. Baz1 diizenlemelerde,
bir hiyaliironidaz, drnegin bir PH20 gibi bir proteine konjiige edilen polimerik molekiiliin
molekiil agirlig 5 ila 60 kDa arasinda veya yaklasik olarak arasinda, 6rnegin, en az veya

yaklasik en az 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 veya 60 kDa'dan yiiksek olabilir.

PEG'lenmis ¢oziinebilen hiyaliironan parg¢alayan enzimler

Buradaki kombinasyonlar ve usullerde kullanilan hiyaliironan parcalayan enzim bir
PEG'lenmis hiyallironan pargalayan enzim, &rnegin bir PEG'lenmis c¢oziinebilen
hiyaliironan parcalayan enzim olabilir. Bir &rnekte, bir PEG'lenmis ¢6ziinebilen
hiyaliironidaz, 6r., PEG'lenmis PH20'dir. Polipeptidlerin bir PEG'ye veya PEG tiirevine
kovalent olarak baglanarak (konjiige edilerek) modifiye edilmesine (yani, "PEGleme™)
yonelik gesitli usuller teknikte bilinmektedir (bkz., or., U.S. 2006/0104968; U.S,
5,672,662; U.S. 6,737.505; ve U.S. 2004/0235734). PEG'leme tekniklerine, sinirlayici
olmaksizin, 6zel birlestiriciler ve baglama kimyalan (bkz., 6r., Roberts vd., Adv. Drug
Deliv. Rev. 54:459-476, 2002), birden fazla PEG parcasinin tek bir konjiigasyon
bolgesine baglanmasi (6rnegin, dallanmis PEG'ler kullanilarak; bkz., or., Guiotto vd.,
Bioorg. Med. Chem. Lett. 12:177-180, 2002), bdlgeye 6zel PEG'leme ve/veya mono-
PEG'leme (bkz., 6r., Chapman vd., Nature Biotech. 17:780-783, 1999) ve bolgeye yonelik
enzimsel PEG'leme (bkz., 6r., Sato, Adv. Drug Deliv. Rev., 54:487-504, 2002) dahildir.
Teknikte a¢iklanan usuller ve teknikler tek bir protein molekiiliine bagh 1, 2, 3,4, 5, 6, 7,
8,9, 10 veya 10'dan tazla PEG veya PEG tiirevine sahip olan proteinler tiretebilir (bkz.,
or., U.S. 2006/0104968).

PEG'leme igin gesitli tepkime maddeleri teknikte agiklanmaktadir. Bu tip tepkime
maddelerine, siirlayict olmaksizin, sunlar dahildir: N-hidroksisiiksinimidil (NHS)
aktiflestirilmis  PEG, sliksinimidil mPEG, mPEG:-N-hidroksisiiksinimid, mPEG
stiksinimidil alfa-metilbiitanoat, mPEG slksinimidil propionat, mPEG siiksinimidil

bltanoat, mPEG Kkarboksimetil 3-hidroksibiitanoik asit  siiksinimidil  ester,
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homobifonksiyonel =~ PEG-siiksinimidil ~ propionat, = homobifonksiyonel = PEG
propionaldehit, homobifonksiyonel PEG biitiraldehit, PEG maleimid, PEG hidrazid, p-
nitrotenil-karbonat PEG, mPEG-benzotriazol karbonat, propionaldehit PEG, mPEG
biitrialdehit, dallanmis mPEG: biitiraldehit, mPEG asetil, mPEG piperidon, mPEG
metilketon, mPEG "birlestiricisiz” maleimid, mPEG vinil siilfon, mPEG tiol, mPEG
ortopiridiltioester, mPEG ortopiridil  disiilfid, Fmoc-PEG-NHS, Boc-PEG-NHS,
vinilsiilfon PEG-NHS, akrilat PEG-NHS, floresein PEG-NHS ve biyotin PEG-NHS
{bkz., 6r., Monfardini vd., Bioconjugate Chem. 6:62-69, 1995; Veronese vd., J. Bioactive
Compatible Polymers 12:197-207, 1997; U.S. 5,672,662; U.S. 5,932,462; U.S. 6,495,659;
U.S. 6,737,505; U.S. 4,002,531; U.S. 4,179,337; U.S. 5,122,614; U.S. 5,324, 844; U.S.
5,446,090; U.S. 5,612,460; U.S. 5,643,575; U.S. 5,766,581; U.S. 5,795, 569; U.S.
5,808,096; U.S. 5,900,461; U.S. 5,919,455; U.S. 5,985,263; U.S. 5,990, 237; U.S.
6,113,906; U.S. 6,214,966; U.S. 6,258,351; U.S. 6,340,742; U.S. 6,413,507; U.S.
6,420,339; U.S. 6,437,025; U.S. 6.448,369; U.S. 6,461,802; U.S. 6,828.401; U.S.
6,858,736; U.S. 2001/0021763; U.S. 2001/0044526; U.S. 2001/0046481; U.S.
2002/0052430; U.S. 2002/0072573; U.S. 2002/0156047; U.S. 2003/0114647; U.S.
2003/0143596; U.S. 2003/0158333; U.S. 2003/0220447; U.S. 2004/0013637; US
2004/0235734; WO0500360; U.S. 2005/0114037; U.S. 2005/0171328; U.S.
2005/0209416; EP 1064951; EP 0822199; WO 01076640; WO 0002017; WO 0249673;
WO 9428024; ve WO 0187925).

2. Taksanlar ve Bunlarin Formiilasyonlari

Burada saglanan bilesimler, kombinasyonlar ve usuller ve bunlarm kullanimi dahil
kombinasyon terapisi bir taksan icerir. Taksanlar genel olarak terapétik kullanimlarini
sinirlayan diisiik oranda suda c¢oziiniirliige sahiptir. Burada saglanan bilesimler ve
kombinasyonlarda, taksanlar suda c¢oziinebilirlik sergileyen formiilasyonlar seklinde
saglanmaktadir. Burada saglanan 6zel drneklerde, taksanlar bir timor(in stromasini veya
hiicrelerini hedef alan ve/veya bunlara niifuz eden formiilasyonlar olarak saglanmaktadir.

Bu tip bir taksan formiilasyonu 6rnegi albiimine bagh taksandir.
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a. Taksanlar

Taksanlar 7axus (porsuk agaclar) cinsi bitkilerden iretilen dogal olarak iiretilen
diterpenlerdir, Taksanlar, tiibiiline baglanan ve mikrotiibiil polimerlesmesini stabilize
etme gorevi gore, boylece mikrotiibiil birlesmesi ve yap1 bozumunda rol oynayan normal
dengeyi bozan ve mikrotlibiill fonksiyonunu geciktiren anti-mitotik maddelerdir.
Taksanlar mikrotibil  olugmasim  desteklemesine ragmen, mitotik igcigin
mikrotiibiillerini olugturan tiibiilinin depolimerizasyonunu onlerler. Mikrotiibiiller hiicre
bollinmesi igin 6nemlidir ve taksanlara maruz kalan hiicrelerin boliinmesi premitotik G2
fazinda durur ve basarisiz olur. Dolayisiyla, bu ilaglarla islenen hiicreler mitozda

tutuldugundan, bu ilaglar hiicre boliinmesi siirecini engeller. Bu, basarisiz mitozdan

dolay1 nihai olarak hiicre 6liimiiyle sonuclanabilir.

Taksanlar ayrica islenen hiicrelerde O» ve H20; toplanmas: dahil reaktif oksijen tirleri
(ROS) olusturur. ROS toplanmasi paklitaksel dahil taksanlarin dogrudan sitotoksik
aktivitesinin yani sira komsu hiicreler tizerinde yakinlik etkileri ile iligkilidir (bkz., or.

Alexandre vd. (2007) Cancer Res., 67:3512).

Burada saglanan bilesimler, kombinasyonlar ve usullerde kullanima yonelik taksanlara
tiibiilin depolimerizasyonunu inhibe eden her tiirlii diterpen bilesigi dahildir, Bu tip
taksanlara 6zellikle ayrica islenen hiicrelerde ROS birikmesini saglayan herhangi bir
bilesik dahildir. Taksanlara dogal olarak olusan bir diterpenin saflagtirilrmg formlar
olanlar veya yapay olarak sentezlenenler dahildir. Taksanlara kristalin olmayan ve/veya

amorf olanlar dahildir. Taksanlara ayrica bir taksanin susuz formlari da dahildir.

Paklitaksel (taksol) dogal olarak olusan bir diterpenoiddir. Kimyasal adi1 5f8,20-epoksi-
1,20,4,73,10B,13a-heksahidroksitaks-11-en-9-on 4,10-diasetat 2-benzoattir. Taksol Bati
Prosuk Agaci, Taxus brevifoliamn govde kabugunun yani sira 7. baccata ve T.
cuspidata’da bulunmaktadir. Ilk olarak Pasifik porsuk agacin, Taxus brevifolia,
kabugundan izole edilmistir (Wani vd. (1971) J. Am. Chem. Soc., 93:2325). A.
Paklitakselin ¢ekirdek yapisi dort halka (alti elemanli A ve C halkasi, sekiz elemanl B
halkasi ve dort elemanli D halkasi) igerir. Paklitakselin yapisi asagida verilmektedir ve
gosterilen numaralandirmada bu ilag smifi i¢in geleneksel numaralandirma sistemi

kullanilmaktadir.
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Paklitaksel Avrupa veya Himalaya porsuk agacinin igneleri ve dallarindan tiiretilen
bakatinler olarak adlandirilan prekiirsér kimyasal maddelerden yari-sentetik usullerle
hazirlanabilir. Paklitaksel, 6rnegin, bakatinden, paklitakselin hidroksil gruplari haline
gelecek olan bakatindeki hidroksil gruplarina koruyucu gruplar baglanmasi, prekiirsér
bakatinin paklitaksele déniistiirilmesi ve daha sonra hidroksil gruplarindan koruyucu
gruplarm uzaklagtinlmasiyla paklitaksel elde edilmesiyle hazirlanabilir. Ek olarak,
paklitaksel son donemde basit prekiirsorlerden sentezlenmektedir. (Bkz., or., Uluslararasi
PCT Yaymni No. W093/10076, W093/16059; ABD Pat. No. 5,200,534, ABD Pat. No.
5.015,744; ABD Pat. No. 4,960,790; Nicolaou (1993) Nature 364: 464-466; Nicolaou, K.
C. vd. (1994) Nature, 367:630-634; ve Holton vd. (1994) J. Am. Chem. Soc., 116: 1597-
1600).

Dosetaksel (taksoter) burada saglanan kombinasyonlar ve bilesimlerde kullanilma
yonelik bir baska 6rek taksandir. Dosetakselin kimyasal adi 1,7p,10B-trihidroksi-9-
okso-5p,20-epoksitaks-11-en-2a,4,13a-triil  4-asetat 2-benzoat 13-{(2R,3S5)-3-|(tert-
biitoksikarbonil)amino]-2-hidroksi-3-fenilpropanoattir ve bu ilag siifi i¢in gelencksel
numaralandirma kullamlarak gdsterilen numaralandirmayla asagida verilen yapiya

sahiptir.
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Dosetaksel, Avrupa porsuk agacinda, Taxus baccata., bulunan bir yari-sentetik, ikinci
jenerasyon taksan turevidir. Dosetaksel, Avrupa porsuk agacindan ekstrakte edilen 10-
deasetil bakatin III'in bir esterlenmis Uriiniidiir, Kimyasal yapisinda iki konumda
paklitakselden farkhdir: bir asetat ester igermez ve fenilpropionat yan zincirinde
paklitakseldeki benzil amid yerine bir tert-biitil karbamat ester mevcuttur. Bir paklitaksel
analogu olan dosetaksel Tuxus baccata ignelerinden ekstrakte edilen bir sitotoksik
olmayan prekiirsor olan 10-deasetil bakatin III'ten yari-sentetik olarak iretilir ve kimyasal
olarak sentezlenen bir yan zincirle esterlenir (Cortes ve Pazdur, 1995, J. Clin. Oncol.

13(10):2643-55).

Burada saglanan bilesimler, kombinasyonlar ve usullerde kullanima yonelik taksanlara
paklitaksel veya dosetaksel analoglari, tiirevleri ve 6n-ilag formlar dahildir. Bu tip taksan
tirevlerine paklitaksel veya dosetaksele kiyasla gelistirilmis suda ¢oziindirlik
sergileyenler dahildir. Ornegin, taksan tiirevleri, analoglar1 ve én-ilag formlarina halka
konumlart modifiye edilenler veya tiretilenler ve 6zellikle 2'- ve 7 veya 10-konumu
uygun bir grupla tiretilenler dahildir (bkz., 6r., Fu vd. (2009) Current Medicinal
Chemistry, 16:1-13).

Omegin, taksan tiirevleri, analoglar veya én-ilag formlarn, simirlayic olmaksizim, sunlar
dahildir: 2'-O-konumunda g¢esitli siibstitlie edilmig agil gruplarmma sahip olan su
¢oziinebilen taksoller (bkz., 6r., ABD Patenti No. 4,942,184); 2' ve/veya 7' hidroksinin
secilen bir amino asit veya bir amino asit mimetigi bilesikle tiiretildigi su ¢oziinebilen
taksoller (bkz., 6r., ABD Patenti No. 4,960,790); stilfonatli 2'-akriloil, siilfonath 2'-O-acil
asit taksol ve siibstitiie edilmis 2'-benzoil ve 2'7-dibenzoil taksol (bkz., ér., ABD Patenti
No. 5,352,805 ve 5,411,984); taksoliin 2'- ve/veya 7-O-ester ve 2'- ve/veya 7-O-karbonat
tiirevleri (bkz., or., ABD Patenti No. 5,817,840); polietilen glikol, poli(L-gliitamik asit),
poli(L-aspartik asit) gibi polimerlerle konjiigasyonla olusturulan taksan tiirevleri (bkz.,
6r., ABD Patenti No. 5,977,163); bir taksanin yan zincirinin C-7, C-10 ve/veya 2'-
konumunda bir fosfonooksi grubuna sahip olan taksan On-ilag formlan (bkz., or.,
W09414787); 2'-sliksinilpaklitaksel ve 2'-gliitarilpaklitaksel tuzlar (Deutch vd. (1989) .
Med. Chem., 32:788-792); paklitakselin 2' ve 7-amino acid tiirevleri ve bunlarn tuzlan
(Matthew vd. (1992) J. Med. Chem., 35:145-151); siilfonat tiirevleri (Zhao vd. (1991) 1.
Nat. Prod., 54:1607-1611); 7-fostat paklitaksel analoglar1 (Vyas vd. (1993) Bioorg. Med.
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Chem., Lett., 3:1357-1360); paklitakselin 2' ve 7-polietilen glikol esterleri (Greenwald
vd. (1995) I. Org. Chem., 60:331-336; Greenwald vd. (1996) J. Med. Chem., 39:424-
431); 2' ve 7-fosfonoksifenil-propionat paklitaksel (Ueda vd. (1993) Bioorg. Med. Chem,
Lett., 3:1761-1766); paklitakselin 2' ve 7-metilpiridinyum asetat analoglar1 (Nicolaou vd.
{1994) Angew Chemie, 106:1672-1675); Paloma vd. (1994) Chem. Biol., 1:107-112); 2'
konumunda malik asit igeren paklitaksel 6n-ilaci (Damen vd. (2000) Bioorg. Med. Chem.
Lett., 8:427-432); taksanlarin ve Ozellikle taksoliin siilfonat tuzlar1 (ABD Patenti No.
5,059,699); taksanin yagda ¢oziniirliglinii arttirmak igin bir agil zinciri baglanan tiirevler
{bkz., or., ABD Patenti No. 6,482,850); dosetakselin susuz liriinden daha yiiksek stabilite
sergileyen trihidrat formlar (bkz., 6r., ABD Patenti No. 6,022,985 ve 6,838,569); C-10
taksan tlirevleri, 6rnegin C-10 konumunda bir karbamat parcasi icerenler (ABD Patenti
No. 8,138,361); hidrofobik taksan tiirevleri (ABD Patenti Yayini No. US20090263483);
ve taksanlarin hidrazid igeren karboksilat tlirevleri (bkz., 6r., ABD Patenti No.

8,133,888).

b. Tiimor- veya Stromal-Giidiimlii Taksanlar

Buradaki bilesimler ve kombinasyonlarda saglanan taksan bilesikleri genel olarak tiimorii
ve timord c¢evreleyen stromayr hedef alacak sekilde hazirlanir. Burada saglanan
bilesimler ve kombinasyonlardaki taksan ayrica gelistirilmis ¢dziiniirlik sergileyen

¢oziiniirlestirilmis veya nano-dagitilmis formiilasyonlar olarak saglanir,

Dogal veya yari-sentetik iiretilen paklitaksel (taksol) diislik suda ¢oziiniirliik ve dzgiin
olmayan hedef alma veya lokalizasyon gibi problemler sergilemektedir. Ornegin,
paklitaksel ve dosetaksel dahil taksanlar suda ¢ok az ¢oziniir (10 pg/mL'den az) ve sonug
olarak intravenéz uygulama i¢in bir sulu ortamla pratik olarak formiile edilemez. Suda
¢oziinebilirlik problemlerini ¢ozmek igin, mevcut paklitaksel formiilasyonlart kanser
hastalarina intravendéz uygulama igin birincil ¢Ozicili/ylizey aktif madde olarak
polietoksilenmis hint yag1 (Polyoxyl 35 veya Cremophor®) ile, yardimc1 ¢6ziicli olarak
kullanilan yiiksek konsantrasyonlarda etanol ile formiile edilir. Paklitaksel gibi,
dosetaksel de su i¢inde ¢ok az ¢dziiniir. Halihazirda, dosetakseli ¢6zmek igin kullanilan
¢oziicil/ylizey aktif madde polisorbat 80'dir (Tween 80) (Bissery vd. 1991 Cancer Res.
51(18):4845-52; Tomiak vd. 1992). Mevcut formilasyonlardaki etanol, Cremophor
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ve/veya Tween ciddi cilt dokiintiileri, kizarikliklar, kurdesen, kizariklik, nefes darlif,

tagikardi ve digerleri dahil, asirt duyarlilik reaksiyonlart olugsmasiyla iliskilidir.

Ayrica, bir kanser dokusuna ydnelik $zgiinliiglin arttirllmasiyla, taksan molekiilleri daha
az sistemik etkiler veya maruz kalmadan dolay1 daha az toksisite dergiler. Tipik olarak,
bir timor-giidiimlii taksan bir tiimdr ayirt etme pargasina dogrudan veya bir birlestirici
araciligiyla konjiige edilmis veya birlestirilmis bir taksan, bunun bir tiirevi, analogu veya
on-ilacidir. Timor ayirt etme pargasi, normal hiicrelere kiyasla kanser hiicreleri izerinde
farkli sekilde eksprese edilen bir tiimore Ozel isaret veya pargayr ayut eden bir
monoklonal antikor, protein, peptid, lipid veya makromolekiiler kompleks olabilir.
Kanser hiicreleri bir taksanin iletimi i¢in hedef alinabilen bir¢ok timdore 6zel isaret veya

reseptori asin eksprese eder.

Tlimor-giidiimli taksan miseller, nano-tanecikler, mikrokiireler, lipozomlar veya hidrojen
formulasyonlar1 olarak saglanabilir. Bu tip formiilasyonlar sulu ortam iginde diistik
coziiniirliik sergileyebilen taksanlar gibi aktif bilesenleri kapstillemek i¢in kullanilabilir.
Bu tip formiilasyonlar teknikte uzman kisilerce iyi bilinmektedir. Baz1 6rneklerde, iletim
araci bir makromolekiiler kompleks, monoklonal antikor, protin, peptid veya lipid gibi
timdr hedef alan parca le kaplamir veya konjiige edilir, Dolayisiyla, baz1 drmeklerde, ilag
iletim platformu taksani kapsiiller ve kendisi tlimdr hedetleme saglamak i¢in yiizey

izerinde bir hedef alma ligandi veya bir bagka polimerik kaplama igerir.

Ornek tiimor-glidiimlii taksanlar ve bunlarin formiilasyonlar: miiteakiben verilenler gibi
bir timor hedef alma pargasi igerir: bir makromolekiil, 6rnegin poly-L-gliitamat (PGA-
TXL, Xyotax; Li vd. (1998) Cancer Res., 58:2404-2409); bir timor isaretine yonelik bir
monoklonal antikor, érnegin p140 TrkA veya p75 reseptorleri (Guillemard ve Saragovi
{2001) Cancer Res., 61:694) veya anti-epidermal biiyiime faktorii reseptorii (yani anti-
EGFR monoklonal antikoru, drnegin setuksimab; Safavy vd. (2003) Bioconjug., 14:302-
10; OQjima vd. (2002) J. Med. Chem., 45:5620-3), anti-HER2 (Herceptin, trastuzumab,
Cirstoiu-Hapca vd. (2010) J. Control Release, 144:324-31); bir polidoymamus yag asidi,
ornegin dokosaheksaenoik asit (DHA; Bradley vd. (2001) Clin. Cancer Research, 7:3229-
38), linolenik asit veya linoleik asit (Kuznetsova vd. (2006} Bioorg. Med. Chem. Lett.,
15:974-7); bir peptid, Ornegin BBN[7-13] olarak belirtilen, hiicre yiizeyi
bombesin/gastrin serbest birakan peptide (BBN/GRP) baglanan bir 7-amino asitli sentetik
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peptid (Safavy vd. (1999) J. Med. Chem., 42:4919-4924), bir LRP-1 giidiimlii 19 amino
asitli peptid angiopep-2 (Wen vd. (2011) Molecular Cancer Therapeutics, 10 (11
Ek):Abstract B49), matris metaloproteaz 2 taratindan parcalanan bir oktapeptid (MMP2;
Yamada vd. (2010) Cancer Biclogy and Therapy, 9:192-203), bir RGD peptidi (bkz., 6r.,
Zhao vd. (2009) J. Drug Target, 17:10-8); timdre 0zel reseptorleri hedef alan proteinler,
6rnegin vitamin reseptorleri, érnedin biyotin (vitamin H veya B-7, folat veya folik asit,
vitamin B12 veya riboflavin (bkz., 6r., Chen vd. (2010) Biconjug. Chem., 21:979-987, Li
vd. (2011) International Journal of Nanomedicine, 6:1167-1184); hiyaliironik asit (HA)
{Auzenne vd. (2007) Neoplasia, 9:479-486); transferrin (Sahoo vd. (2004) Int. J. Cancer,
112:335-40); ve alblimin.

Albiimine-Bagh Taksan

Bir ¢dziinebilen polimer-ilag kompleksi drnegin bir albiimine-konjiige edilmis taksandar.
Alblimin vitaminler veya hormonlar gibi endojen hidrofobik molekiillerin bir dogal
tagtyicisidir. Bir tagryict gorevi gormesine ek olarak, albiimin ayrica endotel hiicrelerinin
viizeyi lizerindeki kaveoleler aracilifiyla transsitoz gerceklestiren gp60'a baglanarak
protein-bagh plazma bilesenlerinin endotelyal transsitozunu saglar. Albiimin ayrica
bir¢ok tlimdr hiicresi lizerinde meveut olan sistein bakimindan zengin salgilanan protein
aside (SPARC, osteoncktin olarak da bilinir) baglanabilir. Albiimin, dolayisiyla,

alblimine bagh ilaglarin tiimér hiicresinde toplanmasint destekler.

Albliminlere insan serum alblimininin (HSA) yani sira biiylikbag hayvan serum alblimini
{BSA) gibi insan olmayan albiimin dahildir. HSA viiksek oranda ¢oziinebilen globiiler
bir M;65K proteinidir ve 585 amino asit icerir (DIZI ID NO:211). HSA plazmadaki en
bol proteindir ve insan plazmasindaki koloid ozmotik basincinin %70-8('inden
sorumludur. HSA'nin amino asit dizisi toplam 17 distilfid kdpriisii, bir serbest tiol (Cys

34) ve tek bir triptofan (Trp 214) igerir.

Insan serum albiimini (HSA) birden fazla hidrofobik baglayici bdlgeye sahiptir (HSA'nin
bir endojen ligand: olan yag asitleri i¢in toplam sekiz) ve gesitli farmasttik madde
gruplarina, dzellikle n6tr ve negatif yliklii hidrofobik bilesiklere baglandig gosterilmistir
{Goodman vd., The Pharmacological Basis of Therapeutics, 9. Baski, McGraw-Hill New
York (1996)). HSA'nin alt-alam IIA ve IIIA'da, polar ligand &zellikleri i¢in baglanti
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noktalan olarak gorev yapan yiizeyin yakininda ytklii lizin ve arginin kalintilar1 igeren
yiikksek oranda uzamis hidrofobik cepler olan iki yiiksek afiniteli baglayici bilge oldugu
ileri siiriilmiistiir (bkz., 6r., Fehske vd., Biochem. Pharmcol., 30, 687-92 (1981), Vorum,
Dan. Med. Bull., 46, 379-99 (1999), Kragh-Hansen, Dan. Med. Bull., 37:57-84 (1990),
Curry vd., Nat. Struct. Biol., 5, 827-35 (1998), Sugio vd., Protein. Eng., 12, 439-46
(1999), He vd., Nature, 358, 209-15 (1992) ve Carter vd., Adv. Protein. Chem., 45, 153-
203 (1994)). Paklitaksel ve dosetakselin HSA'ya baglandigi gosterilmistir (bkz., or., Paal
vd., Eur. J. Biochem., 268(7), 2187-91 (2001), Purcell vd., Biochim. Biophys. Acta,
1478(1), 61-8 (2000), Altmayer vd., Arzneimittelforschung, 45, 1053-6 (1995), Garrido
vd., Rev. Esp. Anestestiol. Reanim., 41, 308-12 (1994); ve Urien vd., Invyvest. New
Drugs, 14(2}), 147-51 (1996)).

Bilesimde albiiminin taksana agirlik orani yaklasik 20:1 veya daha diisiik, 6rnegin 19:1,
18:1,17:1, 16:1, 15:1, 14:1, 13:1, 12:1, 11:1, 10:1, 9:1, 8:1, 7:1, 6:1, 5:1 veya daha diislik
ve genel olarak en az veya yaklasik en az 9:1'dir. Elde edilen {iriin ¢6ziicii ve/veya yiizey
aktif madde igermeyecek sekilde olusturulabilir. Taksan albliminle kaplanir.
Taksan/alblimin nanotanecikleri genel olarak en fazla 200 nm ve genel olarak 100 nm ila

200 nm ortalama g¢apa, drnegin 130 nm ortalama ¢apa sahiptir.

Ornegin, albiimine bagh taksanlara albiimine bagli (nab-)paklitaksel (&r. Abraxane,
American Bioscience, Inc. (Santa Monica, CA); ayrica ABD Pat. No. 5,439,686 ve
6,749,868'de agiklanmaktadir) veva albiimine bagli dosetaksel (6rnegin, ABD Pat.
basvurusu Yayin No. 20080161382, 20070117744 ve 20070082838'de agiklanan)
dahildir. Insan albiimini topaklasmayr 6nlemek icin paklitaksel nano-taneciklerine
yiiksek ve sterik stabilizasyon saglayan bir yiizey aktif polimer olarak gérev yapar.
Stabilizasyon, albiiminin paklitaksel nano-taneciklerinin yiizeyi {lizerine tutunmasi,
bdylece paklitaksel taneciklerinin topaklasmasini nleyen bir yiizey-aktif polimer olarak
gbrev yapan br tabaka olusmasi sayesinde gergeklesir. Paklitaksel ve insan alblimini
arasindaki etkilegim zayiftir ve her iki madde de ilacin hazirlanmasindan sonra serbestce
aynisir.  Dolayisiyla, hazirlanarak kan akisina enjekte edildiginde, paklitaksel
konsantrasyonu hizla diiser ve albiimin taneciklerinin ayn ayri albiimin molekiilleri
olarak aynstigina ve daha sonra paklitaksel hala bagh haldeyken dolasima girdigine

inanilmaktadir. Ozellikle, albiimine bagli paklitaksel (6r. nab-paklitaksel veya Abraxane)
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salin ¢6zeltisi (0.9 NaCl) icinde seyreltilmis paklitaksel ve insan serum alblimininin bir
liyofilize edilmis formilasyonundan tiiretilen bir koloidal siispansiyon olarak
kullamlabilir. Elde edilen ilag tanecigi kompleksi ortalama 130 nm boyutta stabilize
edilebilir. Yukarida agiklananlarin herhangi biri gibi bagka taksanlar igeren nano-
tanecikler de olusturulabilir ve kullanilabilir ve yukarida aciklananlarla aym ozellikleri

icerebilir.

3. Ek Kemoterapi Maddesi (ér. Niikleosid Analogu)

[stege bagli olarak, burada saglanan kombinasyon terapisine bir polimere konjiige edilmis
hiyallironan-pargalayan enzim ve/veya bir taksan formiilasyonunun biri veya her ikisiyle
birlikte uygulamayla aktivitesi gelisen veya artan bir ek kemoterapi maddesi eklenebilir.
Ornegin, bir veya daha fazla niikleosid analogu, 6zellikle anti-metabolit, burada saglanan
kombinasyon terapisine eklenebilir. Hiicreye girdikten sonra, nikleosid analoglari ardi
ardina niikleosid 5'-mono-fosfatlar, di-fosfatlar ve tri-fosfatlar halinde fosforillenir.
Ormegin, genel olarak, mniikleosid analoglari niikleosidin  trifosfati  halinde
forforillenmesiyle (6r., difosfat kinazlarla) bir aktif bilesife doniistiriildiikten sonra
DNA'ya eklenecek bir substrat olarak bir fizyolojik niikleosid (6r. dCTP) ile rekabet
edebilir. Dolayisiyla, niikleosid analoglan fizyolojik niikleosidleri taklit eder.
Eklendiginde, analog yetersiz bir substrattir, dolayisiyla kopyalanmay1 geciktirir ve/veya
zincir sonlanmasina neden olur. Niikleosid analoglarmin bir dzeti igin, bkz., Sampath vd.
(2003), Oncogene, 22:9063-9074. Niikleosid analoglarinin  bir aktif forma
donistirilmeleri  gerekli  oldugundan, genel olarak bir aktif form halinde

fostorillenmeleri gereken on-ilaclardir.

Buradaki bilesimler ve kombinasyonlarda kullanima yénelik niikleosid analoglarina purin
ve pirimidin niikleosid analoglarinin yani sira bunlarin tiirevleri ve 6n-ilag formlari
dahildir. Pirimidin niikleosid analoglarina, sinirlayici olmaksizin, sunlar dahildir:
floropirimidin  5-florourasil (5-FU; {florourasil), 5-floro-2'-deoksisitidin (FCdR),
arabinosilsitozin {ara-C; sitozin arabinosid veya sitarabin olarak da adlandirnilmaktadir),
gemsitabin (2'-deoksi-2',2'-diflorositidin}, troksasitabin {beta-L.-dioksolan sitidin, BCH-
4556), desitabin (5-aza-2'-deoksisitidin), Azasitidin (4-amino-1-f-D-ribofuranosil-1,3,5-
triazin-2(1H)-on), psédoizositidin (psi ICR), 5-aza-2'-deoksi-2',2'-diflorositidin; 5-aza-2'-
deoksi-2'-florositidin;  1-B-D-ribofuranosil-2(1H)-pirimidinon  (Ze¢bularine);  2',3'-
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dideoksi-5-floro-3'-tiasitidin ~ (Emtriva);  2'-siklositidin  (Ancitabine); 1-p-D-
arabinofuranosil-5-azasitozin (Fazarabine veya ara-AC); 6-azasitidin (6-aza-CR); 5,6-
dihidro-5-azasitidin (dH-aza-CR); N*-pentiloksikarbonil-5'-deoksi-5-florositidin
(Capecitabine); N*-oktadesil-sitarabin; ve elaidik asit sitarabin ve bunlarin tiirevleri ve
on-ilag¢ formlari. Purin niikleosid analoglarina, érnegin, fludarabin, kladribin, klofarabin,

nelarabin, forodesin, pentostatin ve tezasitabin ve bunlarin tiirevleri ve dn-ilag formlari

dahildir.

Niikleosid analoglarmin diger 6n-ilag formlar bilinmektedir veya olusturulabilir.
Omegin, diger 6n-ilag formlarma hiicresel alim 6zelliklerini ve/veya deaminazla
pasiflestirme direncini degistirecek sekilde modifiye edilmis olanlar dahildir (asagida
aciklanmaktadir). Ornegin, bu tip dn-ila¢ formlar gelistirilmis a1z yoluyla absorpsiyona
ve/veya arttirillmis veya 6zel doku hedeflemesine olanak saglayabilir (Li vd. (2008)
Journal Pharm. Science, 97:1109-1134).

Bazi niikleosid analoglarimin antitiimér aktivitesinin elde edilebilen diisiik sitotoksik
seviyelerle sinirlanmaktadir. Bunun nedeni biiyiik 6lgiide birgok dokuda bulunabilen
enzimlerin pasiflesmesidir. Ornegin, baz1 niikleosid analoglarmm metabolik olarak
pasiflesmesine deaminasyon neden olabilir. Deaminasyon bir niikleotide 8zel deaminaz,
ornegin adenosin deaminaz veya sitidin deaminazla katalize (cdA) edilebilir. Dolayisiyla,
bazi kanser ilaglarn bir organizmanin dogal olarak olusan enzimleri, drnegin adenosin
deaminaz (ADA, EC 3.5.4.4) ve sitidin deaminaz (CDA, sitozin niikleosid deaminaz,
sitidin aminohidrolaz veya EC 3.5.4.5 olarak da adlandirilmaktadir) tarafindan
metabolize edilir. Bu enzimler insanlar ve diger organizmalarda sirasiyla dogal amino
aminopurin ve aminopirimidin niikleosidlerini deamine etme goérevi gorlir. Bu enzimler
ayrica aktif niikleosid bazli kanser ilaglarini pasif metabolitlere déniistiiriir. Ornegin,
CDA, pirimidin kurtarma siirecinin bir bilesenidir. Hidrolitik deaminasyonla sitidin ve
deoksisitidini sirasiyla tiridin ve deoksiiiridine doniistiiriir (Cacciamani vd. (1991) Arch.
Biochem. Biophys. 290:285-292; Wentworth ve Wolfenden (1978) Methods Enzymol.
57:401-407; Wisdom ve Orsi (1967) Biochem. J. 104:7P). Ayrica ara-C ve asagida
bahsedilen digerleri gibi klinik olarak yararh ilaglar olan gesitli sentetik sitozin
analoglarini da deamine eder (Eliopoulos vd. (1998) Cancer Chemother. Pharmacol.

42:373-378; Kees vd. (1989) Cancer Res. 49:3015-3019; Antiviral Chem. Chemother.
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(1990) 1:255-262). Ornegin, gemsitabinin plazmadaki yarilanma &mrii, endojen enzim
deoksisitidin deaminaz taratindan karsihik gelen urasil tirevi (dFdU) halinde hizli
deaminasyondan dolay1, yaklasik 10 dakikadir (P. G. Johnston wvd., Cancer
Chromatography and Biological Response Modifiers, Annual 16, 1996, Bolim 1, ed.
Pinedo H. M. vd.).

Omegin, purin niikleosid ilaci arabinosiladenin (fludarabin, ara-A) ADA tarafindan
deamine edilir; ana amino grubu hidroksil ile ikame edilmis olusan bilesik ana bilesige
kiyasla bir antitimdr maddesi olarak pasiftir. Benzer sekilde, arabinosilsitozin ilac
{(sitarabin Ara-C (veya AraC); 4-Amino-1-(-D-arabinofuranosil)-2(1H)-pirimidinon;
Sitozin arabinosid; veya 1-(3-D-Arabinofuranosil)sitozin olarak da adlandirilmaktadir)
CDA tarafindan pasif arabinosilurasil halinde metabolik olarak par¢alanir. Gemcitabin,
desitabin, azasitidin ve digerleri de benzer sekilde pasiflestirilir. Sitozin niikleosidleri ve
bunlarin analoglar1 (6r. sitarabin ve gemsitabin) gibi niikleosid analoglarinin
deaminasyonu aktif metabolitler olarak gérev yapan toksik hiicre-igi trifosfat tiirevlerinin

birikmesini énler.

Sitozin bilesiklerinin iridin tirevlerine doénustiriilmesi genellikle terapotik aktivite
kaybina ve ek yan etkilere yol acar., Ayrica, sitozin analogu ilaclara diren¢ kazanan
kanserlerin genellikle asir1 CDA eksprese ettigi gdsterilmistir (Leuk. Res. 1990, 14, 751-
754). Yiksek sevivede CDA eksprese eden losemi hiicreleri ve kati tiimdrler sitozin
antimetablitlerine karst direng olusturabilir ve dolayisiyla bu tip terapétik maddelerin
antineoplastik aktivitesini sinirlayabilir (Biochem. Pharmacol. 1993, 45:1857-1861).
Niikleosid analoglarma yonelik direnc yiiksek dozajlar, kesintisiz infiizyonlar veya
tekrarlanan uygulamalar gerektirebilir. Bu etkiler 6zellikle miyelo-bastirma ve immiino-

bastirma ile ilgili olarak ciddi olumsuz etkilere yol agabilir.

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) niikleosid deaminazlar dahil enzimlerin pasiflesmesiyle
iligkilidir. Taksanlarin tiimoér-ici ROS olusturdugu ve dolayisiyla niikleosid
deaminazlarin aktivitesini pasiflestirdigi bilinmektedir (bkz., 6r. Frese vd. (2012) Cancer

Discovery, 2:260-269).

Dolayisiyla, buradaki amacglar dogrultusunda, burada saglanan kombinasyonlar ve
bilesimlerde kullanuma yoénelik ornek niikleosid analoglari bir deaminaz igin substrat

olanlar ve bu sekilde pasiflestirilenlerdir. Omegin, deaminaz bir sitidin deaminaz veya
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bir adenosin deaminaz olabilir. Bu tip analoglarin tiimor-igi seviyesi ve aktivitesi bir
polimere konjiige edilmis hiyaliironan parcalayan enzim ve bir taksan formiilasyonu
iceren kombinasyon terapisinde biiylik dl¢iide arttirilabilir, Bu tip niikleosid analoglarinin
Orneklerine, sinirlayict olmaksizin, fludarabin, sitarabine, gemsitabin, desitabin ve
azasitidin veya bunlarin tiirevleri dahildir. Ozel &rneklerde, niikleosid analogu mesane,
meme, akcier, yumurtalik, pankreas ve diger kanserleri gibi kati tiimorleri tedavi

edebilen bir tanedir.

Burada saglanan niikleosid analoglarinin herhangi biri lipozomlar, mikro-tanecikler,
nano-tanecikler veya polimer-konjiigeleri olarak formiile edilebilir. Omegin,
formiilasyonlar uygulanan ilaglarin iletimini kontrol edecek ve/veya yarilanma émirlerini
arttiracak  sekilde hazirlanabilir. Ornegin, lipozomal formiilasyonlarin &rnekleri

bilinmektedir (bkz., 6r., ABD Patenti No. 5,736,155 ve 8,022,279).
Ornek Niikleosid Analoglar

i) Gemsitabin

Gemsitabin (2',2'-diflorodeoksisitidin, dFdC) bir diflorlanmis deoksisitidin analogudur ve
dolayisiyla bir nilikleosid analogu veya bir antimetabolittir. Hiicreye girdikten sonra,
niikleosid monofosfat ve difosfat kinazlar tarafindan hiicre-ici fosforilasyon sirasiyla 5'-
difosfat (dAFACDP) ve 5'-trifosfat (dFdCTP) tirevleri iiretir. Gemsitabin trifosfat, DNA'ya
eklenme i¢in dCTP ile rekabet eden bir sahte baz olarak gérev yapar. DNA'ya eklendigi
takdirde, DNA zinciri uzamasinin durdurulmasindan énce sadece bir tane daha niikleotid
eklenebilir. DNA polimeraz epsilon bu durumda gemsitabin niikleotidini uzaklastiramaz

ve biiyliyen DNA sarmallarini onaramaz (maskelenmis zineir sonlandirma).

Gemsitabin  bir liyofilize edilmis toz formiilasyon olan Gemzar® olarak
pazarlanmaktadir. Gemzar®, enjeksiyonluk gemsitabin, USP, 2'-deoksi-2'.2'-
ditlorositidin monohidrokloriir {f-izomeri) olan Gemsitabin HCI igerir. Gemzar®, bir
steril liyofilize edilmis toz olarak manitol (sirasiyla, 200 mg veya 1 g) ve sodyum asetat
(swrasiyla, 12.5 mg veya 62.5 mg) ile formiile edilen 200 mg veya 1 g gemsitabin HCI
{serbest baz olarak ifade edilmektedir) igeren bir intravendz formiilasyon olarak
sunulmaktadir. Formiilasyonun pH'si hidroklorik asit ve/veya sodyum hidroksit eklenerek

ayarlanabilir. Gemzar®, bunun hazirlanmasina yénelik bir islem ve bunun kullanimina
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yonelik usuller ABD Pat. No. 5,464,826 ve ABD Pat. No 4,808,614'te agiklanmaktadir.
Gemzar® halihazirda pankreas kanseri, meme kansen ve kigiik hiicreli olmayan akciger
kanserinin (NSCLC) tedavisi ig¢in onaylanmistir ve yumurtalik kanseri igin
degerlendirilmektedir. Ek olarak Gemzar® HCV tedavisinin yani sira bir bagisiklik
fonksiyonu modiilatérii olarak da kullanilabilir (bkz., ABD Pat. No 6,555,518).
Gemzar®, intravendz infiizyonla 30 dakika icinde yaklasik 1000 ila 1250 mg/m?® dozda,
haftada bir kez 7 hafta boyunca uygulanabilir ve ardindan tedaviye bir hafta ara

verilebilir.

(esitli 6n-ilag formlan dahil, gemsitabinin sentetik tiirevleri bilinmektedir (bkz., 6rnegin,
Ishitsuka vd, Uluslararasi Yaymn No. W003/043631; Alexander vd. (2003) J. Med.
Chem., 46: 4205-4208; ABD Pat. No. 6,303,569; Guo vd. (2001) Cancer Chemother.
Pharmacol.,48:169-176; Uluslararasi Yaymn No. WOO01/21135; Di Stefano vd. (1999)
Biochem. Pharmacol., 57: 793-799; Guo vd. (1999) J. Org. Chem., 64: 8319-8322;
Uluslararas1 Yaym No. W099/33483; Uluslararas1 Yayn No. W0O98/32762; Uluslararasi
Yayin No. WO98/00173; ABD Pat. No. 5,606,048; ABD Pat. No. 5,594,124; Avrupa
Patent Basvurusu No. EP712860; ABD Pat. No. 5,521,294; ABD Pat. No. 5,426,183;
ABD Pat. No. 5,401,838; Avrupa Patenti No, EP0376518; Avrupa Patent Bagvurusu No.
EP577303; Avrupa Patent Bagvurusu No. EP576230; Chou vd. (1992) Synthesis, 565-
570; Richardson vd. (1992) Nucleic Acid Res., 20: 1763-1768; Baker vd. (1991) J. Med.
Chem., 34: 1879-1884; Uluslararas1 Yayimn No. W0O91/15498; Avrupa Patent Bagvurusu
No. EP329348; Avrupa Patent Basvurusu No. EP272891).

Omek gelistirilmis én-ilaglara, sinirlayici olmaksizin, sunlar dahildir: gemsitabin elaidat
(ayrica 9(E)-Oktadekenoik asit 2'-deoksi-2',2'-diflorositidin-5'-11 ester; 2'-Deoksi-2',2'-
difloro-5'-O-[9(E)-oktadekenoil]sitidin; CP-4126 olarak da adlandirilmaktadir; veya
CAS Kayit no. 210829-30-4); Azelaik asit gemsitabin ester megliimin tuzu (ayrica 1-[5-
O-(9-Karboksinonanoil)-p-D-arabinofuranosil|sitozin  megliimin  tuzu olarak da
adlandinlmaktadir); Azelaik asit gemsitabin esterin diger tuzlan; ve 1-[4-(2-
Propilpentanamido)-2-okso- 1 H-pirimidin-1-il]-2-deoksi-2,2-difloro-B-D-ribofuranoz

(ayrica LY-2334737 olarak da adlandinimaktadir). Omegin, CP-4126, gemsitabinin bir
lipofilik doymanug yag asidi esteri tiirevidir. Lipofilikligi sayesinde, yiiksek bir hiicresel

alim ve toplanma sergiler, béylece yiiksek bir aktif metabolitlere déniisiim saglar.
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Diger niikleosid analoglarina kiyasla, gemsitabin ve bunun tirevleri veya On-ilaglan
ozellikle kati tiimorlere yonelik olarak daha yliksek anti-timor aktivitesi sergiler.
Gemsitabinin anti-tiimor aktivitesi pankreas, kiigiik hiicreleri ve kiiciik hiicreleri olmayan

akciger ve mesane kanserlerine kars1 gdsterilmistir.

Nispeten hidrofilik bir bilesik olan gemsitabinin pasif difiizyon aracihifiyla plazma
membranlarina niifuz etme kabiliyeti sinirhidir. Dolayisiyla, yiiksek dozajlar veya
infuzyonlar gereklidir. Gemsitabin uygulamasi bazi yan etkilerle iligkilidir. Sitotoksik
seviyeleri korumak i¢in uygulanan dozajlar veya uzun infiizyon siireleri miyelotoksisite
ve baska olumsuz etkiler, 6rnegin yiikselen karacier transaminaz enzimi, bulanti1 ve

kusma ve cilt kizarmasiyla iligkili olabilir.

ii) Sitarabin

Sitarabin ilk olarak Cryptotethya crypta singerinden izole edilmis olan bir niikleosid
analogudur. Sitarabin, dCTP ile rekabet edebilen ara-CTP halinde fosforillenir. ara-CTP

de DNA'ya eklenebilir ve zincir polimerizasyonu ve DNA onarmmm engelleyebilir.

Sitarabin, sitidin deaminaz tarafindan pasiflestirilebilir.

Sitarabin ¢ogunlukla hematolojik kanserlerde kullamlmaktadir. Sitarabinin sentetik
tiirevleri gelistirilmis ve bunlanmn kati tiimdrlere karst etkili oldugu gosterilmistir.
Bunlara, 6rnegin, gemsitabin (bkz., yukart) dahildir. Ornegin, sitarabinin ester tiirevleri
bilinmektedir. Bu tip bir tiirevin 6érnegi sitarabinin 5'-elaidik asit esteri olan CP-4055'tir

{bkz., or., Breistol vd. (1999) Cancer Res., 59:2944).

Sitotoksik etkilerin yeterli seviyelerde siirdiiriilmesiyle ilgili problemlerden dolayi,
uygulanan dozajlar veya arttinlan inflizyon siireleri miyelo-bastirma ve baska 6zel doku

tahribatlar1 gibi yan etkilere neden olabilir.

iii) Desitabin

Desitabin (5-aza-2'-deoksisitidin, 5-aza-CdR), sitidinin bir pirimidin niikleosid
analogudur. Desitabin ilk olarak peracilglikosil izosiyanatlarin sikliklestirilmesiyle

hazirlanmistir (Pliml ve Sorm (1964) Collect. Czech. Chem. Commun. 29:2576-2577).

Desitabinin iki izomerik formu birbirinden ayirt edilebilir. B-anomeri aktit formdur.
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Desitabin, bir enjeksiyonluk steril liyofilize toz formunda olan piyasadan temin edilebilen

DACOGEN™ (iriintiniin aktif bilesenidir.

Hiicre-iginde, desitabin once bashca olarak hiicre dongiisiiniin S faz1 sirasinda
sentezlenen deoksisitidin  kinaz tarafindan aktif formuna, fosforillenmis 5-aza-
deoksisitidin, doniistiiriiliir. Desitabinin deoksisitidin kinazin katalitik bdlgesine yonelik
afinitesi dogal substratina, deoksisitidin, benzerdir (Momparler vd. (1985) Pharmacol
Ther 30:287-299). Deoksisitidin kinaz tarafindan tirfostat formuna doniistiiriildiikten
sonra, dogal substratinkine, dCTP, benzer bir hizda kopyalanan DNA'va eklenir
{Bouchard ve Momparler (1983) Mol. Pharmacol. 24:109-114).

Desitabinin fonksiyonlarindan biri 6zgiin ve kuvvetli bir sekilde DNA metilasyonunu
inhibe etme kabiliyetidir. Sitozinin 5-metilsitozin halinde metillenmesi DNA seviyesinde
gerceklesir. Desitabinin DNA sarmalina eklenmesi hipo-metilasyon etkisine sahiptir.
Farklilagmis hiicrelerin her bir smifi kendine has metilasyon diizenine sahiptir.
Kromozom ¢iftlesmesinden sonra, bu metilasyon diizenini korumak 1¢in, ebeveyn sarmal
lizerindeki 5-metilsitozin tamamlayici yavru DNA sarmal tizerindeki metilasyonu
yonlendirme gorevi goriir. Sitozindeki 5 konumundaki karbonun bir azotla ikame
edilmesi normal DNA metilasyonu siirecini engeller. Ozel bir metilasyon bdlgesinde 5-
metilsitozinin desitabinle ikame edilmesi, muhtemelen enzim ve desitabin arasinda bir
kovalent bag olugmasindan dolay1, DNA metiltransferazin tersine ¢evrilmeyen bir sekilde
pasiflesmesine neden olur (Juttermann vd. (1994} Proc. Natl. Acad. Sci. ABD 91:11797-
11801). Metilasyon igin gereken enzim olan DNA metiltransferazin 6zgiin bir sekilde

inhibe edilmesiyle, timdr bastirict genlerin anormal metilasyonu onlenebilir.

Desitabin ve 6zellikle f-anomerin hazirlanmasina ydnelik usuller teknikte bilinmektedir
{bkz., 6r., ABD Patenti No. 3,350,388; ABD Patenti No. 3,817,980; ABD Patenti No.
4,209,613; ABD yaymlanmis Bagvuru No. US20120046457; Uluslararasi Bagvuru Yayin
No. WO02008/101448; Winkley vd. (1970} ] Org Chem, 35:491-495; Piskala vd. (1978)
Nucleic Acids Research, 1:5109-s114; Ben-Hattar vd. (1986) J Org Chem, 51:3211-
3213.) Desitabin teknikte bilinen standart usullerle formiile edilebilir. Formiilasyonlar
sivi veya liyofilize edilmis formiilasyonlar olabilir. Omegin, desitabin yaygmn olarak,
potasyum dihidrojen fosfat gibi bir tamponlama tuzu ve sodyum hidroksit gibi pH

modifiye edicivle birlikte, bir enjeksiyonluk steril liyofilize toz olarak sunulmaktadir.
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Omegin, desitabin SuperGen, Inc. tarafindan 20 mL'lik cam siseler icinde paketlenmis,
50 mg desitabin, monobazik potasyum dihidrojen fosfat ve sodyum hidroksit igeren
liyofilize toz olarak sunulmaktadir. 10 mL enjeksiyonluk steril su ile hazirlandiginda, her
bir mL 5 mg desitabin, 6.8 mg KH>PO4 ve yaklasik 1.1 mg NaOH igerir. Olusan
¢ozeltinin pH's1 6.5-7.5'tir. Hazirlanan ¢ozelti ayrica soguk inflizyon sivilari, yani %0.9
Sodyum Kloriir; veya %5 Dekstroz; veva %3 Gliikoz; veya Laktath Ringer i¢inde 1.0
veya 0.1 mg/mL konsantrasyona seyreltilebilir. Agilmamis siseler tipik olarak orijinal
paket icinde sogutularak (2-8° C.; 36-46° F.) saklanir. Sivi formiilasyonlar da
bilinmektedir (bkz., 6r., ABD Patenti No. 6,982,253).

Sitidin deaminaz tarafindan katalize edilen desitabinin 5-aza-2'-deoksiliridin halinde
deaminasyonundan dolayi, desitabin kisa bir in vivo yarilanma émri sergiler (Chabot vd.
{1983) Biochemical Pharmacology 22:1327-1328). Desitabinin K,,'si, dogal substrati
deoksisitidin i¢in 12 pM olan Kn'ye kiyasla, insan karacigerinden saflastirilan enzim igin
250 uM olmustur. Deoksisitidinin deaminasyon hizi esit konsantrasyonlarda sitidin
deaminaz tarafindan desitabininkininden yaklasik 6 kat daha yiiksek olmustur. Kisa
yarilanma émriinden dolayi, desitabin hastalara en ¢ok enjeksiyonla, drmegin bir bolus

L.V enjeksiyonu, kesintisizi LV, inflizyonu veya L.V, inflizyonu ile uygulanir.

V. inflizyonunun uzunlugu sulu ¢ozeltiler iginde desitabinin  bozunmasiyla
sinirlanabilir. Sulu ¢ézeltilerde daha stabil olan desitabin tlirevleri mevcuttur (bkz., or.,

ABD Patenti No. 7,250,416).

iv) Azasitidin

Azasitidin, AZA veya 4-amino-1-B-D-ribofuranosil-1,3,5-trazin-2(1H)-on olarak da
bilinen 5-azasitidin (National Service Center adi NSC-102816; CAS Kayit No 320-67-2)
bir desitabin analogudur (bkz., or., Hanna vd. (1998) Collect. Czech. Chem. Commun.,
63:222-230). Halihazirda VIDAZA® ilag iiriinii olarak pazarlanmaktadir. Azasitidin bir
niikleosid analogu, ozellikle bir sitidin analogudur. Dogal niikleosidinin bir
antagonistidir. Ornegin, azasitozin ve sitozin arasmdaki tek yapisal fark sitozin icin
sitozin halkasindaki 5 konumundaki karbona kiyasla azasitozinde bu konumda bir azot

atomu mevcut olmasidir.
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Azasitidin hazirlanmasina yonelik usuller ve 6zellikle su kullanimmin dnlendigi usuller
teknikte bilinmektedir (ABD Pat. No. 3,350,388; ABD Pat. No. 8,058,424; Winkley ve
Robins (1970} J. Org. Chem., 35:491; Piskala ve Sorm (1978} Nucl. Acid. Chem., 1:435;
ve Vorbrueggen vd. (1981) Chemische Berichte, 114:1234-1255.

Azasitidin, sitidin deaminaz igin bir substrattir (bkz., 6r., Voytek vd. (1977) Cancer Res.,
37:1956-61). In vivo olarak sitotoksik etkiler sergilemesi i¢in yiiksek konsantrasyonlar
veya kesintisiz inflizyonlar gereklidir. Yan etkilere, diger etkilerin yan sira, diigiik beyaz

ve kirmizi kan hiicresi ve trombosit sayisi, bulanti, kusma, yorgunluk, ishal dahildir.

D. HIYALURONAN PARCALAYAN ENZIMLERIN NUKLEIK ASITLERI VE
KODLANMIS POLIPEPTIDLERINI URETME USULLERI

Burada wverilen bir hiyaliironan pargalayan enzimin, &rnegin bir ¢dziinebilen
hiyaliironidazin polipeptidleri protein saflastirma ve rekombinant protein ekspresyonu
tekniginde 1yi bilinen usullerle elde edilebilir. Arzu edilen genleri kodlayan niikleik
asitlerin belirlenmesi i¢in teknikte uzman kisilerce bilinen herhangi bir usul kullanilabilir.
Bir hiicre veya doku kaynagindan bir hiyalironidazi kodlayan bir tam uzunluktaki (yant,
tim kodlayici bolgeyi kapsayan) ¢cDNA veya genomik DNA klonu elde etmek igin
teknikte mevcut olan herhangi bir usul kullanilabilir. Modifiye edilmis veya varyant
¢Oziinebilen hiyaliironidazlar &rnegin bdélgeye yonelik mutagenezle bir dogal tip

polipeptidden elde edilebilir.

Polipeptidler, niikleik asit molekiillerini klonlama ve izole etme tekniginde bilinen
herhangi bir mevcut usul kullanilarak klonlanabilir veya izole edilebilir. Bu tip usullere
niikleik asitlerin PCR amplifikasyonu ve niikleik asit hibridizasyonu tarama, antikor bazh

tarama ve aktivite bazli tarama dahil kiitliphanelerin taranmasi dahildir.

Bir arzu edilen polipeptidi kodlayan niikleik asit molekiillerini izole etmek igin, 6rnegin
polimeraz zincir tepkimesi (PCR) usullert dahil, niikleik asit amplifikasyonu usulleri
kullanulabilir. Bir niikleik asit iceren malzeme bir arzu edilen polipeptidi kodlayan
niikleik asit molekiiliiniin izole edilebildigi bir baslangi¢c malzemesi olarak kullamlabilir.
Ornegin, amplifikasyon usullerinde DNA ve mRNA terkipleri, hiicre ekstraktlari, doku
ekstraktlar, sivi numuneler (6r., kan, serum, titkiirtik), saghkli ve/veya hasta deneklerden

numuneler kullanilabilir. Bir baslangic malzemesi kaynag olarak niikleik asit
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kiitiiphaneleri de kullanilabilir. Primerler bir arzu edilen polipeptidin amplifikasyonu i¢in
tasarlanabilir. Ornegin, primerler bir arzu edilen polipeptidin olusturuldugu eksprese
edilen dizilere gbre tasarlanabilir, Primerler bir polipeptid amino asit dizisinin geri
translasyonuna gdre tasarlanabilir. Amplifikasyonla olusturulan niikleik asit
molekiillerinin dizisi tayin edilebilir ve bir arzu edilen polipeptidi kodlayip

kodlamadiklan teyit edilebilir.

Bir polipeptidi kodlayan niikleik asit molekiiliine sentetik geni bir vektore, 6rnegin bir
protein ckspresyon vektoriine veya cekirdek proteini kodlayan DNA dizilerinin
amplifikasyonu i¢in tasarlanms bir vektore klonlanmasi amaciyla sinirlama endoniikleaz
bolgeleri igeren birlestirici diziler dahil ek nilkleotid dizileri birlestirilebilir. Ayrica, bir
polipeptid-kodlayan niikleik asit molekiiliine islevsel olarak fonksivonel DNA
elemanlarint temsil eden ek niikleotid dizileri baglanabilir. Bu tip dizilerin drneklerine,
sinirlayict olmaksizin, hiicre igi protein ekspresyonu saglayacak sekilde tasarlanan
destekleyici dizilenn ve salgi dizileri, 6rnegin protein salgisint saglayacak sekilde
tasarlanan heterolog sinyal dizileri dahildir. Bu tip diziler teknikte uzman kisilerce
bilinmektedir. Enzim-kodlayan niikleik asit molekiillerine ayrica protein baglayic
bdlgeleri temsil eden baz dizileri gibi ek niikleotid kalintis1 dizileri birlestirilebilir. Bu tip
bdlgelere, sinirlayict olmaksizin, bir enzimin 6zel hedef hiicrelere alinmasini saglayan
veva bir sentetik gen {iriiniiniin farmakokinetiklerini degistiren proteinler saglayan veya

kodlayan kalint1 dizileri dahildir. Ornegin, enzimler PEG parcalarina birlestirilebilir.

Ek olarak, 6rnegin, polipeptidin tespiti veya afiniteyle saflastirilmasina yardimei olmasi
icin, etiketler veya baska parcalar eklenebilir. Omegin, enzim-kodlayan niikleik asit
molekiillerine ayrica bir epitop etiketi veya bir baska tespit edilen isareti temsil eden baz
dizileri gibi ek niikleotid kalintist dizileri birlestirilebilir. Bu tip dizilerin drneklerine bir
His etiketi (6r., 6xHis, HHHHHI; DIZI ID NO:54) veya Flag Etiketi (DYKDDDDK;
DIZI ID NO:55) kodlayan niikleik asit dizileri dahildir.

Belirlenen ve izole edilen niikleik asitler daha sonra uygun bir klonlama vektoriine
yerlestirilir. Teknikte bilinen ¢ok sayida vektdr-konak sistemi kullanilabilir. Olasi
vektorlere, simirlayict olmaksizin, plazmidler veya modifiye edilmis viriisler dahildir,
ancak vektor sistemi kullanilan konak hiicreyle uyumlu olmalidir. Bu tip vektorlere,

sinirlayict olmaksizin, lamda tiirevleri gibi bakteriyofajlar veya pCMV4, pBR322 veya
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pUC plazmid tiirevleri gibi plazmidler veya Bluescript vektori (Stratagene, La Jolla, CA)
dahildir. Diger ekspresyon vektorlerine burada agiklanan HZ24 ekspresyon vektori
dahildir. Bir klonlama vektoriine yerlestirme, 6rnegin, DNA fragmaninin, tamamlayiciya
birlesik uglara sahip olan bir klonlama vektdériine baglanmasiyla gerceklestirilebilir.
Yerlestirme TOPO klonlama vektorleri (Invitrogen, Carlsbad, CA) kullamlarak
gerceklestirilebilir. DNA'y1 bdlmek i¢in kullamilan tamamlayici sinirlama bolgeleri
klonlama vektériinde mevcut olmadify takdirde, DNA molekillerinin uglar1 enzimatik
olarak modifiye edilebilir. Alternatif olarak, niikleotid dizilerinin (birlestiriciler) DNA
uclarina baglanmasiyla arzu edilen herhangi bir bolge iiretilebilir; bu baglanan
birlestiriciler sinirlama endoniikleaz ayirt etme dizileri kodlayan 6zel kimyasal olarak
sentezlenmis oligoniikleotidler igerebilir. Bir alternatif usulde, béliinen vektdr ve protein
homopolimerik kuyruklamayla modifiye edilebilir. Rekombinant molekiiller konak
hiicrelere gen dizisinin bir¢ok kopyasinin olusturulacagi sekilde 6rnegin transformasyon,

transfeksiyon, enfeksiyon, elektroporasyon ve sonoporasyon yoluyla uygulanabilir.

Ozel diizenlemelerde, konak hiicrelerin izole edilmis protein geni, cDNA veya
sentezlenmis DNA dizisi igeren rekombinant DNA molekiilleriyle transformasyonu genin
birden fazla kopyasinin olusturulmasimi saglar. Dolayisiyla, transformasyon iriinlerinin
biiylitiilmesi, transformasyon {rinlerinden rekombinant DNA molekiillerinin izole
edilmesi ve gerektiginde izole edilmis rekombinant DNA'da yerlestirilmis genin

¢ikartlmasiyla gen bliylik miktarlarda elde edilebilir.

1. Vektorler ve hiicreler

Burada agiklanan herhangi bir hiyaliironan parcalayan enzim gibi arzu edilen proteinlerin
bir veya daha fazlasinin rekombinant ekspresyonu i¢in, proteini kodlayan niikleotid
dizisinin tamamini veya bir boliimiinii igceren niikleik asit uygun bir ekspresyon
vektoriine, yani, eklenen protein kodlayict dizinin transkripsiyonu ve translasyonu igin
gerekli elemanlart iceren bir vektdre yerlestirilebilir. Gerekli transkripsiyon ve
translasyon sinyalleri ayrica enzim genleri ve/veya bunlarin yan bolgeleri igin dogal

destekleyici tarafindan saglanabilir.
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Ayrica enzimi kodlayan niikleik asit iceren vektorler saglanmaktadir. Ayrica vektorler
iceren hiicreler saglanmaktadir. Hiicrelere okaryotik veya prokaryotik hiicreler dahildir

ve vektorler burada kullanim igin her tiirlii uygun vektérlerdir,

Vektorleri igeren endotelyal hiicreler dahil prokaryotik ve 0Okaryotik hiicreler
saglanmaktadir. Bu tip hiicrelere bakteri hiicreleri, maya hilicreleri, mantar hiicreleri,
Arkeler, bitki hiicreleri, bocek hiicreleri ve hayvan hiicreleri dahildir. Hiicreler, proteinin
hiicre tarafindan eksprese edilecegi kosullar altinda yukanda bahsedilen hiicrelerin
bliylitiilmesi ve eksprese edilen proteinin toplanmasiyla bir proteini lretmek igin

kullanmilir. Buradaki amaglar dogrultusunda, 6rmegin enzim ortam igine salgilanabilir.

Hiyaliironan parcalayan enzim polipeptidini, bazi Orneklerde bir ¢6ziinebilen
hiyaliironidaz polipeptidini kodlayan, niikleotidlerin bir dizisinin yani sira bunun birden
fazla kopyasmni igeren dogal veya heterolog sinyal dizisine birlestirilmis vektorler
saglanmaktadir. Vektorler enzim proteininin hiicrede ekspresyonu igin veya enzim

proteininin bir salgilanmis protein olarak eksprese edilecedi sekilde segilebilir.

Polipeptidi kodlayan diziyi eksprese etmek i¢in ¢esithi konak-vektdr sistemi kullanilabilir.
Bunlara, sinirlayici olmaksizin, viriisle (6r., vaksinia viriisii, adenoviriis ve bagka viriisler)
enfekte edilmis memeli hiicresi sistemleri; viriisle (6r., baculoviriis) enfekte edilmis
bdcek hiicresi sistemleri; maya vektorleri iceren maya gibi mikroorganizmalar; veya
bakteriyofaj, DNA, plazmid DNA veya kozmid DNA ile transforme edilmis bakteriler
dahildir. Vektorlerin ekspresyon elemanlarinin kuvvetleri ve ozgiinliikleri degisir.
Kullanilan konak-vektdr sistemine bagh olarak, gesitli sayidaki transkripsiyon ve

translasyon elemanlarinin herhangi biri kullanilabilir.

Uygun transkripsiyon/translasyon kontrol sinyalleri ve protein kodlayan diziler i¢ceren bir
kimerik gen igeren ekspresyon vektorleri yapmak igin, bir vektére DNA fragmanlarinin
eklenmesine yonelik teknikte uzman kisilerce bilinen herhangi bir usul kullanilabilir. Bu
usullere in vitro rekombinant DNA ve sentetik teknikler ve in vivo rekombinantlar
{genetik rekombinasyon) dahildir. Protein veya bunun alanlarni, tiirevlerini,
fragmanlarini veya homologlarini kodlayan niikleik asit dizilerinin ekspresyonu genlerin
veya bunlarin fragmanlarinin rekombinant DNA molekiiliiymolekiilleriyle transforme
edilmis bir konakta eksprese edilecedi sekilde bir ikinci niikleik asit dizisi tarafindan

diizenlenebilir. Omegin, proteinlerin ekspresyonu tcknikte bilinen herhangi bir
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destekleyici/gelistirici ile kontrol edilebilir. Ozel bir diizenlemede, destekleyici bir arzu
edilen proteinin genleri i¢in dogal degildir. Kullanilabilen destekleyicilere, sinirlayict
olmaksizin, sunlar dahildir: SV40 erken destekleyicisi (Bernoist ve Chambon, Nature
290:304-310 (1981)), Rous sarkom viriisiiniin 3' uzun ug tekrarinda yer alan destekleyici
{Yamamoto vd., Cell 22:787-797 (1980)), herpes timidin kinaz desteklevicisi (Wagner
vd., Proc. Natl. Acad. Sci. ABD 78:1441-1445 (1981)), metalotionein geninin diizenleyici
dizileri (Brinster vd., Nature 296:39-42 (1982)); prokaryotik ekspresyon vektorleri,
ornegin P-laktamaz destekleyicisi (Jay vd., (1981) Proc. Natl. Acad. Sci. ABD 78:5543)
veya tac destekleyicisi (DeBoer vd., Proc. Natl. Acad. Sci. ABD 80:21-25 (1983)); bkz.,
ayrica "Useful Proteins from Recombinant Bacteria", Scientific American 242:79-94
(1980)); nopalin scntetaz destekleyicisini igeren bitki ckspresyon vektorleri (Herrera-
Estrella vd., Nature 303:209-213 (1983)) veya karnabahar mozaik virisii 35S RNA
destekleyicisi (Gardner vd., Nucleic Acids Res. 9:2871 (1981)) ve fotosentez enzimi
ribuloz bisfosfat karboksilazdaki destekleyici (Herrera-Estrella vd., Nature 310:115-120
(1984)); maya ve diger mantarlardan destekleyici elemanlar, drnegin Gal4 destekleyicisi,
alkol dehidrojenaz destekleyicisi, fosfogliserol kinaz destekleyicisi, alkalin fosfataz
destekleyicisi ve miiteakiben verilen doku Ozgiinliigi sergileyen ve transgenik
hayvanlarda kullanmilan hayvan transkripsivon kontrol bdélgeleri: pankreas asiner
hiicrelerinde aktif olan elastaz I geni kontrol bélgesi (Swift vd., Cell 38:639-646 (1984);
Ornitz vd., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50:399-409 (1986); MacDonald,
Hepatology 7:425-515 (1987)); pankreas beta hiicrelerinde aktif olan insiilin geni kontrol
bolgesi (Hanahan vd., Nature 315:115-122 (1985)), lenfoid hiicrelerinde aktif olan
immiinoglobiilin geni kontrol bolgesi (Grosschedl vd., Cell 38:647-658 (1984); Adams
vd., Nature 318:533-538 (1985); Alexander vd., Mol. Cell Biol. 7:1436-1444 (1987)),
testis, meme, lenfoid ve mast hiicrelerinde aktif olan fare meme tiiméri viriisi kontrol
bolgesi (Leder vd., Cell 45:485-495 (1986)), karacigerde aktit olan albiimin geni kontrol
bolgesi (Pinkert vd., Genes and Devel. 1:268-276 (1987)), karacigerde aktif olan alfa-
fetoprotein geni kontrol bolgesi (Krumlauf vd., Mol. Cell. Biol. 5:1639-1648 (1985);
Hammer vd., Science 235:53-58 1987)), karacigerde aktif olan alfa-1 antitripsin geni
kontrol bolgesi (Kelsey vd., Genes and Devel. 1:161-171 (1987)), miyeloid hiicrelerinde
aktif olan beta globin geni kontrol bélgesi (Magram vd., Nature 315:338-340 (1985);
Kollias vd., Cell 46:89-94 (1986)), beyindeki oligodendrosit hiicrelerinde aktif olan
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miyelin bazik proteini geni kontrol bdlgesi (Readhead vd., Cell 48:703-712 (1987)),
iskelet kasinda aktif olan miyozin hafif zinciri-2 geni kontrol bolgesi (Shani, Nature
314:283-286 (1985)) ve hipotalamustaki gonadotroplarda aktit olan gonadotrofik serbest
birakan hormon geni kontrol bélgesi (Mason vd., Science 234:1372-1378 (19806)).

Ozel bir diizenlemede, bir arzu edilen protein veya bunun bir alani, fragman, tiirevi veya
homologunu kodlayan niikleik asitlere islevsel olarak bagl bir destekleyici, bir veya daha
fazla kopya orijinali ve istege bagh olarak bir veya daha tfazla segilebilir isaret (6r., bir
antibiyotik direnci geni) i¢eren bir vektdr kullanilir. £.coli hiicrelerinin trasnformasyonu
i¢gin 6rnek plazmid vektorlerine, 6rmegin, pQE ekspresyon vektorleri (Qiagen, Valencia,
CA'dan temin edilebilir; bkz., ayrica sistemi agiklayan Qiagen tarafindan yayinlanmis
literatiir) dahildir. pQE vektérleri rekombinant proteinlerin £, coli'de siki bir sekilde
diizenlenen, yiiksek seviyeli ekspresyonunu saglamak i¢in bir faj TS destekleyicisi (£.
coli RNA polimeraz: tarafindan ayirt edilir) ve bir ikili lac operator baskilama modiili,
verimli translasyon i¢in bir sentetik ribozom baglama bdlgesi (RBS 11), bir 6XHis etiketi
kodlama dizisi, to ve T1 transkripsiyon sonlandiricilar, ColEl kopya orijinali ve
ampisilin direnci kazandirmak i¢in bir beta-laktamaz geni igerir. pQE vektorleri
rekombinant proteinin N- veya C-ucuna bir 6xHis etiketinin yerlestirilmesini saglar. Bu
tip plazmidlere ii¢ okuma ¢ergevesinin tlimii i¢in birden fazla klonlama bdlgesi saglayan
ve N-ucu 6xHis etiketli proteinlerin ekspresyonunu saglayan pQE 32, pQE 30 ve pQE 31
dahildir. £.coli hiicrelerinin transformasyonu igin diger Ornek plazmid vektodrlerine,
ornegin, pET ekspresyon vektorleri dahildir (bkz., ABD patenti 4,952,496; NOVAGEN,
Madison, Wl'dan temin edilebilir; bkz., ayrica sistemi aciklayan Novagen tarafindan
yayinlanmis literatiir). Bu tip plazmidlere T7lac destekleyicisi, T7 sonlandiricisi,
tetiklenebilen E. coli lac operatorii ve lac baskilama geni igeren pET 1la; T7
destekleyicisi, T7 sonlandiricisi ve E. coli ompT salgi sinyali igeren pET 12a-c; ve bir
His kolonu ile saflastirmada kullanim i¢in bir His-Tag™ &ncii dizisi ve kolon iizerinde
saflagtirmadan sonra boliinmeye izin veren bir trombin bdlme bolgesi, T7-lac destekleyici

bolgesi ve T7 sonlandiricisiigeren pET 15b ve pET19b (Novagen, Madison, WT) dahildir.

Memeli hiicresi ekspresyonu i¢in 6mek bir vektor, HZ24 ekspresyon vektoriidiir. HZ24
ekspresyon vektori, pCl vektdr omurgasindan tiiretilmistir (Promega). Bu, Beta-laktamaz

direnci geni (AmpR) kodlayvan DNA, bir F1 kopya orijinali, bir Sitomegaloviris ani-
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erken gelistirici/destekleyici bolgesi (CMV) ve bir SV40 gec¢ poliadenilasyon sinyali
(SV40) icerir. Ekspresyon vektori ayrica ECMV virisinden (Clontech) bir dahili
ribozom girig bélgesine (IRES) ve fare dihidrofolat rediiktaz (DHFR) genine sahiptir.

2. EKspresyon

(oziinebilen hiyaliironidaz polipeptidleri dahil hiyaliironan pargalayan enzim
polipeptidleri in vive ve in vitro usuller dahil teknikte uzman kisilerce bilinen herhangi
bir usulle tretilebilir. Arzu edilen proteinler 6rnegin uygulama ve tedavi igin gereken
proteinlerin gerekli miktarlarmi ve formlarint tiretmek ig¢in uygun herhangi bir
organizmada eksprese edilebilir. Ekspresyon konaklarna E. coli, maya, bitkiler, bocek
hiicreleri, insan hiicresi hatlari ve transgenik memeliler dahil memeli hiicreleri gibi
prokaryotik ve Skaryotik organizmalar dahildir. Ekspresyon konaklan protein Gretim
seviyelerinin yam sira eksprese edilmis proteinler Gzerinde mevcut olan translasyon
sonrast modifikasyonlarin tipleri bakiminda farkli olabilir. Ekspresyon konagi se¢imi bu
ve yasal ve glivenhk hususlar, iiretim mahyetleri ve saflastirma 1htiyact ve usulleri gibi

baska faktorlere gore yapilabilir.

Proteinlerin ekspresyonu icin bir¢ok ekspresyon vektorii mevcuttur ve teknikte uzman
kisilerce bilinmektedir. Ekspresyon vektdrii se¢imi konak ekspresyon sistemi se¢imine
baglidir. Genel olarak, ekspresyon vektorleri transkripsiyon destekleyicileri ve istege
bagli olarak gelistiriciler, translasyon sinyalleri ve transkripsiyon ve translasyon
sonlandirma sinyalleri igerebilir. Stabil transformasyon icin kullanilan ekspresyon
vektorleri transforme edilmis hiicrelerin secimi ve idamesine olanak saglayan bir
secilebilir isarete sahiptir. Bazi durumlarda, vektoriin kopya sayisini ¢ogaltmak icin bir

kopya orijinali kullanilabilir.

Hiyaliironan pargalayan enzim, drnegin ¢ézlinebilen hiyaliironidaz polipeptidleri ayrica
protein fiizyonlar: olarak kullamilabilir veya eksprese edilebilir. Ornegin, bir enzime ek
fonksiyonellik kazandirmak i¢in bir enzim fiizyonu olusturulabilir. Enzim flizyon
proteinlerinin 6rneklerine, sinirlayic: olmaksizin, bir sinyal dizisi, 6rnegin lokalizasyonu
igin bir etiket, or., bir hiss ctiketi veya bir myc etiketi veya bir saflagtirma etiketinin
fizyonlan, 6megin bir GST fizyonu ve protein salgilanmasint ve/veya membrana

baglanmasini yonlendirmek i¢in bir dizinin flizyonlan dahildir.
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a. Prokaryotik Hiicreler

Prokaryotlar, 6zellikle E. coli, biiylik miktarda proteinin tiretilmesi i¢in bir sistem saglar.
E. coli transformasyonu teknikte uzman kisilerce iyi bilinen basit ve hizli bir tekniktir. E.
coli i¢in ekspresyon vektorleri tetiklenebilir destekleyiciler igerebilir, bu destekleyiciler
viiksek seviyelerde protein ekspresyonu tetiklemek i¢in ve konak hiicreler i¢in bir miktar
toksik olan proteinleri eksprese etmek i¢in uygundur. Tetiklenebilen destekleyicilerin
omeklerine lac destekleyicisi, trp destekleyicisi, hibrit tac destekleyicisi, T7 ve SP6 RNA
destekleyicileri ve sicaklikla diizenlenen APL destekleyicisi dahildir.

Proteinler, 6megin burada saglananlarin herhangi biri, E. coli'min sitoplazmik ortaminda
eksprese edilebilir. Sitoplazma bir indirgeyici ortamdir ve bazi moleklller igin bu
¢Ozlinmeyen inkliizyon cisimciklerinin olugmasina yol acabilir. Proteinleri tekrar
coziindiirmek i¢in indirgeyici maddeler, ditiotreitol ve PB-merkaptoetanol ve denatiire
ediciler, 6r., guanidin-HCI ve tire kullanilabilir. Bir alternatif yaklasim, bir oksitleyici
ortam ve saperonin benzeri ve disiilfid izomerazlar1 saglayan ve ¢ziinebilir protein
liretimi saglayabilen bakterilerin periplazmik boslugunda proteinlerin ekspresyonudur.
Tipik olarak, eksprese edilecek proteine proteini periplazmaya ydénlendiren bir oncii dizi
birlestirilir. Oncii daha sonra periplazma icinde sinyal peptidazlar tarafindan
uzaklastirilir, Ornek periplazmaya yonlendirici dncii dizilere pektat liyaz geninden pelB
onciisii ve alkalin fosfataz geninden tiiretilen 6ncii dahildir. Bazi durumlarda, periplazmik
ekspresyon eksprese edilen proteinin kiiltiir ortamina sizmasina olanak saglar.
Proteinlerin salgilanmasi kiiltiir Gistte kalan fazindan hizli ve basit saflastirmaya olanak
saglar. Salgilanmayan proteinler ozmotik lizis ile periplazmadan elde edilebilir.
Sitoplazmada ekspresyona benzer sekilde, bazi durumlarda, proteinler ¢éziinmez hale
gelebilir ve ¢dziindiirme ve tekrar katlamaya yardime1 olmak igin denatiire ediciler ve
indirgeyici maddeler kullamlabilir. Tetikleme ve biiylime sicakligi da ekspresyon
seviyelerini ve ¢oziinebilirligi etkileyebilir, tipik olarak 25°C ila 37°C arasindaki
stcakliklar kullanilir. Tipik olarak, bakteriler glikosillenmis proteinler tiretir. Dolayisiyla,
gbrev yapmak igin proteinler glikosilasyon gerektirdigi takdirde, glikosilasyon konak

hiicrelerden saflastirmadan sonra in vitro olarak eklenebilir.
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b. Maya Hiicreleri

Saccharomyces cerevisae, Schizosaccharomyces pombe, Yarrowia lipolytica,
Kluyveromyces lactis ve Pichia pastoris gibi mayalar burada agiklananlar gibi
proteinlerin tiretimi i¢in kullanilabilen iyi bilinen maya ekspresyon konaklandir. Maya
epizomal kopyalama vektorleri ile veya homolog rekombinasyonla stabil kromozom
entegrasyonuyla transtforme edilebilir. Tipik olarak, tetiklenebilen destekleyiciler gen
ekspresyonunu diizenlemek i¢in kullanilir. Bu tip destekleyicilerin 6rneklerine GALIL,
GAL7 ve GALS ve metalotionein destekleyicileri, 6rnegin CUP1, AOXI1 veya diger
Pichia veya diger maya destekleyicileri dahildir. Ekspresyon vektorleri genellikle
transforme edilen DNA'nin se¢imi ve idamesi i¢in LEU2, TRP1, HIS3 ve URA3 gibi bir
sccilebilir isarct icerir. Mayada cksprese edilen proteinler cogunlukla ¢dziinebilirdir. Bip
ve protein disiilfid 1zomerazi gibi saperoninlerle birlikte ekspresyon, ekspresyon
seviyelerini ve ¢oziinlirliigi gelistirebilir. Ek olarak, mayada eksprese edilen proteinler
Saccharomyces cerevisae'den maya eslestirme tipi alfa-faktorii salgilama sinyali gibi
salgilama sinyali peptid fiizyonlan ve Aga2p eslestirme yapigsma reseptorii veya Arxula
adeninivorans glikoamilaz gibi maya hiicresi yiizeyi proteinleri ile tiizyonlar kullanilarak
salgilama i¢in yonlendirilebilir. Bir proteaz bélme bélgesi, or.,, Kex-2 proteaz, salg
stirecinden ¢iktik¢a birlestirilmis dizileri eksprese edilmis polipeptidlerden ayirmak igin

islenebilir. Maya ayrica Asn-X-Ser/Thr motiflerinde glikosillenebilir.

¢. Bocek Hiicreleri

Bocek hiicreleri, dzellikle bir baculoviriis ekspresyonu kullanildiginda, hivaliironidaz
polipeptidleri gibi polipeptidleri eksprese etmek icin uygundur. Bocek hiicreleri yiiksek
seviyelerde protein eksprese edebilir ve daha biiyiik 6karyotlar tarafindan kullanilan
translasyon sonrast modifikasyonlarin ¢ogunu yapabilir. Baculoviriis giivenligi arttiran
ve Okaryotik ekspresyonla iliskili yasal hususlar1 azaltan bir sinirlayict konak araligina
sahiptir. Tipik ekspresyon vektorleri baculoviriis polihedrin destekleyicisi gibi yiiksek
seviyede ekspresyon icin bir destekleyici kullanilir. Yaygin olarak kullanilan baculoviriis
sistemlerine Autographa californica ¢ekirdek polihedroz viriisii {(AcNPV) ve Bombyx
mori ¢ekirdek polihedroz viriisii (BmNPV) gibi baculoviriisler ve Spodoptera frugiperda,
Pseudaletia unipuncta (A7S) ve Danaus plexippus'tan (DpN1) tiiretilen Sf9 gibi bir bocek

hiicresi hatti dahildir. Yiksek seviyede ekspresyon igin, cksprese edilecek olan
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molekiiliin niikleotid dizisi virlsiin polihedrin baslatma kodonunun hemen devamina
birlestirilir. Memeli salgilama sinyalleri bocek hiicrelerinde tam olarak islenir ve eksprese
edilen proteinin kiltir ortamma salgilanmasi i¢in kullanilabilir. Ek olarak, lines
Pseudaletia unipuncta (A7S) ve Danaus plexippus (DpN1) hiicre hatlar1 memeli hiicresi

sistemlerine benzer glikosilasyon diizenleri olan proteinler iiretir.

Bocek hiicrelerindeki bir alternatif ekspresyon sisteminde stabil bir sekilde transforme
edilmis hiicreler kullanilir. Ekspresyon igin Schneider 2 (S2) ve Kc hiicreleri (Drosophila
melanogaster) ve C7 hicreleri (Aedes albopictus) gibi hiicre hatlar1 kullamilabilir.
Drosophila metalotionein destekleyicisi kadmiyum veya bakir ile agir metal tetiklemesi
varliginda yiiksek ekspresyon seviyeleri tetiklemek icin kullanilabilir. Ekspresyon
vektorleri tipik olarak neomisin ve higromisin gibi segilebilir isaretler kullanilarak idame

ettirilir.

d. Memeli Hiicreleri

Memeli ekspresyon sistemleri ¢dziinebilen hiyaliironidaz polipeptidleri gibi hiyaltironan
parcalayan enzim polipeptidlerini kapsayan proteinleri eksprese etmek i¢in kullamilabilir.
Ekspresyon yapilan memeli hiicrelerine adenovirlis gibi viral enfeksiyonla veya
lipozomlar, kalsiyam fosfat, DEAE-dekstran gibi dogrudan DNA transferi ile ve
elektroporasyon ve mikroenjeksiyon gibi fiziksel vollarla transfer edilebilir. Memeli
hiicreleri igin ekspresyon vektorleri tipik olarak bir mRNA kapama bélgesi, bir TATA
kutusu, bir translasyon baglatma dizisi {(Kozak uyum dizisi) ve poliadenilasyon elemanlari
igerir. Bir secilebilir isaret gibi bir baska genle bisistronik ekspresyon saglamak icin IRES
elemanlar1 da eklenebilir. Bu tip vektorler genellikle yiksek seviyede ekspresyon icin
transkripsiyon destekleyici-gelistiricileri, 6rnegin SV40 destekleyici-gelistiricisi, insan
sitomegaloviriis (CVM) destekleyicisi ve Raus sarkom viriisiiniin (RSV) uzun ug tekrarim
igerir. Bu destekleyici-gelistiriciler birgok hiicre tipinde aktiftir. Ekspresyon igin doku ve
hiicre tipi destekleyicileri ve gelistirici bélgeleri de kullamlabilir. Omek
destekleyici/gelistirici  bolgelerine, smirlayict  olmaksizin, elastaz [, insiilin,
immiinoglobiilin, fare meme tiimorii viriis, alblimin, alfa fetoprotein, alfa 1 antitripsin,
beta-globin, miyelin bazik proteini, miyozin hafif zinciri 2 ve gonadotropik serbest
birakma hormonu gen kontrolii gibi genlerdekiler dahildir. Ekspresyon vapisi iceren

hiicreleri se¢mek ve idame ettirmek icin segilebilir isaretler kullanilabilir. Se¢ilebilir
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isaret genlerinin Orneklerine, sinirlayict olmaksizin, higromisin B fosfotransteraz,
adenosin  deaminaz, ksantin-guanin  fosforibosil  transferaz,  aminoglikosid
fosfotransferaz, dihidrofolat reduktaz (DHFR) ve timidin kinaz dahildir. Omegin,
ekspresyon sadece DHFR genini eksprese eden hiicreleri se¢mek igin metotreksat
varliginda gergeklestirilebilir. TCR-{ ve Fe:RI-y gibi hiicre ylizeyi sinyal molekiilleri ile
flizyon hiicre vyiizeyi TUzerinde bir aktif durumda proteinlerin ekspresyonunu

yonlendirebilir.

Memeli ekspresyonu igin fare, sican, insan, maymun, tavuk ve hamster hiicreleri dahil,
bircok hiicre hatti mevcuttur. Omek hiicre hatlara, sinirlayicr olmaksizin, CHO,
Balb/3T3, HeLa, MT2, fare NSO (salgilamayan) ve diger miyelom hiicresi hatlari,
hibridom ve heterohibridom hiicresi hatlan, lenfositler, fibroblastlar, Sp2/0, COS,
NIH3T3, HEK293, 2935, 2B8 ve HKB hiicreleri dahildir. Salgilanan proteinlerin hiicre
kiiltliri ortamlarindan saflastirilmasint kolaylastiran serumsuz ortamlara uyarlanmisg
hiicre hatlart da meveuttur. Orneklere CHO-S hiicreleri (Invitrogen, Carlsbad, CA, kat
no. 11619-012) ve serumsuz EBNA-1 hiicresi hatti (Pham vd., (2003) Biotechnol.
Bioeng., 84:332-342) dahildir. Maksimum c¢kspresyon ic¢in optimize edilmis ozel
ortamlarda bilyiiyecek sekilde uyarlanan hiicre hatlari da meveuttur. Omegin, DG44 CHO
hiicreleri kimyasal olarak hazirlanmig hayvan {iriinil igermeyen bir ortam iginde

slispansiyon kiiltiirii iginde biiyiivecek sekilde uyarlanmmstir.

e. Bitkiler

Transgenik bitki hiicreleri ve bitkiler burada agiklananlar gibi proteinleri eksprese etmek
icin kullanilabilir. Ekspresyon yapilan bitkilere tipik olarak mikro-mermi bombardimani
ve PEG-aracilifiyla protoplastlara transter gibi dogrudan DNA transferi ve agrobakteri
araciligiyla transformasyonla transfer edilir. Ekspresyon vektorleri destekleyici ve
geligtirici dizileri, transkripsivon sonlandirma elemanlart ve translasyon kontrol
elemanlar1 igerebilir. Ekspresyon vektdrleri ve transformasyon teknikleri genellikle
Arabidopsis ve tiitiin gibi ¢ift ¢enekli konaklar ve musir ve piring gibi tek ¢enekli konaklar
halinde boéliniir. Ekspresyon igin kullanilan bitki destekleyicilerinin  6rneklerine
karnabahar mozaik viriisii destekleyicisi, nopalin sentetaz destekleyicisi, riboz bifosfat
karboksilaz destekleyici ve ubikitin UBQ3 destekleyicileri dahildir. Transforme edilmis

hiicrelerin se¢imi ve idame ettirilmesi igin, higromisin, fosfomanoz izomeraz ve ncomisin
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fosfotransferaz gibi secilebilir isaretler kullanilir. Transforme edilmis bitki hiicreleri
kiiltiir icinde hiicreler, agregalar (kalus dokusu) olarak idame ettirilebilir veya tam bitkiler
halinde yenilenebilir. Transgenik bitki hiicrelerine ayrica hiyaliironidaz polipeptidlerini
iiretecek sekilde islenmis suyosunlari dahildir. Bitkiler memeli hiicrelerinden farkl
glikosilasyon diizenlerine sahip oldugundan, bu durum bu konaklarda {retilen protein

secimini etkileyebilir.

3. Saflastirma Teknikleri

Konak hiicrelerden hiyaliironan pargalayan enzim polipeptidleri (6r., ¢Oziinebilen
hiyaltironidaz polipeptidleri) veya diger proteinler dahil polipeptidlerin saflagtirilmasina
yonelik usul segilen konak hiicrelere ve ekspresyon sistemlerine baglidir. Salgilanan
molekiiller igin, proteinler genellikle hiicreler uzaklastirildiktan sonra  kiltiir
ortamlarindan saflastirilir. Hiicre-i¢i ekspresyon icin, hiicreler parcalanabilir ve proteinler
ckstrakttan saflastirilabilir. Ekspresyon icin transgenik bitkiler ve hayvanlar gibi
transgenik organizmalar kullanildiginda, bir parcalannus hiicre ekstrakth yapmak 1¢in
baslangic malzemesi olarak dokular veya organlar kullanilabilir. Ek olarak, transgenik
hayvan iiretimi polipeptidlerin toplanabilen siit veya yumurtalarda iiretilmesini icerebilir
ve gerektigi takdirde proteinler teknikteki standart usuller kullanilarak ekstrakte edilebilir

ve ayrica saflagtirilabilir,

(C6ziinebilen hiyaliironidaz polipeptidleri gibi proteinler, sinirlayict olmaksizin, SDS-
PAGE, boyut tasnifi ve boyut ayirma kromatografisi, amonyum siilfat ¢oktiirme ve iyon
degistirme kromatografisi, dérnegin anyon degistirme kromatografisi dahil, teknikte
bilinen standart protein saflastirma teknikleri kullamlarak satlagtinlabilir. Terkiplerin
etkinligini ve safligini gelistirmek icin afinite saflastirma teknikleri de kullanilabilir.
Ornegin, afinite saflastirmasinda hiyaliironidaz enzimlerine baglanan antikorlar,
reseptorler ve diger molekiiller kullanilabilir. Ekspresyon yapilari ayrica bir proteine bir
myc epitopu, GST fiizyonu veya Hise gibi bir afinite etiketi eklenecedi ve sirasiyla myc
antikoru, gliitatyon reginesi ve Ni-re¢inesi ile afiniteyle saflastinllacagi sekilde islenebilir.
Saflik, jel elektroforezi ve boyama ve spektrofotometrik teknikler dahil, teknikte bilinen
herhangi bir usulle degerlendirilebilir. Burada saglanan saflastinnloms rHuPH20
bilesimlerinin 6zgiil aktivitesi tipik olarak en az 70,000 ila 100,000 Birim/mg, érnegin,
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yaklagik 120,000 Birim/mg'dir. Ozgiil aktivite modifikasyonla, émegin bir polimerle
modifikasyonla degisebilir.

4. Hiyvaliironan Parcalayan Enzim Polipeptidlerinin PEG'lenmesi

Baslica olarak polietilen glikol (PEG) biyo-uyumlu, toksik olmayan, suda ¢oziinebilen,
tipik olarak immiinojenik olmayan bir polimer oldugundan, PEG biyo-malzemelerde,
biyoteknolojide ve tipta yaygin olarak kullanilmaktadir (Zhao ve Harris, ACS
Symposium Series 680: 458-72, 1997). Ilag iletimi alaminda, PEG tiirevleri yaygin olarak
imminojenisiteyi, proteolizi ve bdbreklerle viicuttan temizlenmeyi azaltmak ve
¢Oziinlirlighh arttrmak i¢in proteinlere kovalent baglanarak (yani "PEG'leme")
kullanilmaktadir (Zalipsky, Adv. Drug Del. Rev. 16:157-82, 1995). Benzer sekilde,
¢Ozilinlirligh arttirmak, toksisiteyi azaltmak ve biyo-dagilimi degistirmek i¢in PEG diistik
molekiil agirlikli, nispeten hidrofobik ilaglara baglanmaktadir. Tipik olarak, PEG'lenmis

tlaclar ¢ozeltiler olarak enjekte edilir.

Yakindan iligkilt bir uygulama, parcalanabilen, c¢ozinebilen ilag tagiyicilarmim
tasariminda kullanilanla biiyiik dl¢iide ayn1 kimya parcalanabilen jellerin tasariminda da
kullanilabildiginden, ilag iletiminde kullanilmak {izere ¢apraz baglanmis PEG aglar veya
formiilasyonlarinin sentezidir (Sawhney vd., Macromolecules 26: 581-87, 1993). Ayrica
iki tamamlayict polimerin ¢ozeltilerinin - karnstinlmasiyla makromolekiller arasi
kompleksler olusturulabildigi bilinmektedir. Bu tip kompleksler genel olarak ilgili
polimerler arasindaki elektrostatik etkilesimlerle (polianyon-polikatyon) ve/veya
hidrojen baglarryla {poliasit-polibaz) ve/veya bir sulu ¢evre i¢inde polimerler arasindaki
hidrofobik etkilegsimlerle stabilize edilir (Krupers vd., Eur. Polym J. 32:785-790, 1996).
Ornegin, poliakrilik asit (PAAc) ve polietilen oksit (PEQ) ¢dzeltilerinin uygun kosullar
altinda karistirilmasi biiytik 6lglide hidrojen baglanmasina dayanan komplekslerin
olusmasini saglar. Fizyolojik kosullarda bu komplekslerin ayrilmas:1 serbest ilaglarin
{vani, PEG'lenmemis) iletimi i¢in kullanilmaktadir. Ek olarak, hem homopolimerler ve

hem de kopolimerlerden tamamlayici polimerlerin kompleksleri olusturulmaktadir.

PEG'leme igin ¢esitli tepkime maddeleri teknikte agiklanmaktadir. Bu tip tepkime
maddelerine, simrlayici olmaksizin, sunlar dahildir: N-hidroksisiiksinimidil (NHS)

aktiflestirilmis PEG, slksinimidil mPEG, mPEG>-N-hidroksisiiksinimid, mPEG
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siiksinimidil alfa-metilbiitanoat, mPEG siksinimidil propionat, mPEG siiksinimidil
bitanoat, mPEG  karboksimetil  3-hidroksibiitanoik  asit  siikksinimidil  ester,
homobifonksiyonel =~ PEG-siiksinimidil ~ propionat, = homobifonksiyonel =~ PEG
propionaldehit, homobifonksiyonel PEG biitiraldehit, PEG maleimid, PEG hidrazid, p-
nitrofenil-karbonat PEG, mPEG-benzotriazol karbonat, propionaldehit PEG, mPEG
biitrialdehit, dallanmmis mPEG: biitiraldehit, mPEG asetil, mPEG piperidon, mPEG
metilketon, mPEG "birlestiricisiz" maleimid, mPEG vinil siilfon, mPEG tiol, mPEG
ortopiridiltioester, mPEG ortopiridil  disiilfid, Fmoc-PEG-NHS, Boc-PEG-NHS,
vinilsiilfon PEG-NHS, akrilat PEG-NHS, floresein PEG-NHS ve biyotin PEG-NHS
{bkz., 6r., Monfardini vd., Bioconjugate Chem. 6:62-69, 1995; Veronese vd., J. Bioactive
Compatible Polymers 12:197-207, 1997, U.S. 5,672,662; U.S. 5,932,462; U.S. 6,495,659,
U.S. 6,737,505; U.S. 4,002,531; U.S. 4,179,337, U.S. 5,122,614; U.S. 5,324, 844; U.S.
5,446,090; U.S. 5,612,460; U.S. 5,643,575; U.S. 5,766,581; U.S. 5,795, 569; U.S.
5,808,096; U.S. 5,900.461; U.S. 5,919,455; U.S. 5,985,263; U.S. 5,990, 237; U.S.
6,113,906; U.S. 6,214966: U.S. 6,258,351; U.S. 6,340,742; U.S. 6,413,507, U.S.
6,420,339; U.S. 6,437,025; U.S. 6,448,369; U.S. 6,461,802; U.S. 6,828,401; U.S.
6,858,736; U.S. 2001/0021763; U.S. 2001/0044526; U.S. 2001/0046481; U.S.
2002/0052430; U.S. 2002/0072573; U.S. 2002/0156047; U.S. 2003/0114647;, U.S.
2003/0143596; U.S. 2003/0158333; U.S. 2003/0220447; U.S. 2004/0013637; US
2004/0235734; WOO0500360; U.S. 2005/0114037; U.S. 2005/0171328; U.S.
2005/0209416; EP 1064951; EP 0822199; WO 01076640; WO 0002017; WO 0249673;
WO 9428024; ve WO 0187925).

Bir ornekte, polietilen glikol yaklasik 3 kD ila yaklasik 50 kD ve tipik olarak yaklasik 5
kD ila yaklagik 30 kD arasinda degisen bir molekiil agirhgina sahiptir. PEG'in ilaca
kovalent baglanmasi ("PEG'leme" olarak bilinmektedir) bilinen kimyasal sentez
tekniklerivle gerceklestirilebilir. Ornegin, proteinin PEG'lenmesi NHS-aktiflestirilmis
PEG'In proteinle wuygun tepkime kogullann altinda tepkimeye sokulmasiyla

gergeklestirilebilir.

PEG'leme i¢in g¢esith tepkimeler aciklanmis olmasma ragmen, en genel olarak
uygulanabilenler yonliliik kazandirir, hafif tepkime kosullart kullanir ve toksik

katalizérleri veya yan rlinleri uzaklastirmak i¢in miiteakiben asin islemler gerektirmez.
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Omegin, monometoksi PEG (mPEG) sadece bir reaktif ug hidroksile sahiptir ve
dolayisiyla bunun kullanimi elde edilen PEG-protein triinii karistminin heterojenligini
bir miktar sinirlar. Tlretilen PEG™nin niikleofilik saldiriya daha duyarli hale gelmesini
saglamak amaciyla, etkili protein PEG'lemesi elde etmek igin, polimerin u¢ metoksi
grubunun karsisindaki ucundaki hidroksil grubunun aktiflesmesi genel olarak gereklidir.
Saldiran niikleotil genellikle bir lizil kalintisinin epsilon-amino grubudur, ancak lokal
kosullar elverisli oldugu takdirde bagka aminler de (6r., histidindeki N-ucu alfa-amini
veva halka aminleri) tepkimeye girebilir. Tek bir lizin veya sistein kalintisi igeren
proteinlerde daha yonlendirilmis bir baglanti miimkiindir. Son belirtilen kalint1 tiole 6zel
modifikasyon i¢in PEG-maleimid ile hedef alinabilir. Alternatif olarak, PEG hidrazid
periyodatla oksitlenmis bir hiyaliironan pargalayan enzim ile tepkimeye sokulabilir ve
NaCNBH; varhginda indirgenebilir. Ozellikle, PEG'lenmis CMP sekerleri uygun
glikosil-transferazlar varlifinda bir hiyalliironan pargalayan enzim ile tepkimeye
sokulabilir. Bir teknik, ¢esitli sayidaki polimerik molekiilin séz konusu polipeptide
baglandigi "PEG'leme" teknigidir. Bu teknik kullanildiginda, ba@isiklik sistemi
polipeptidin yiizeyi {izerindeki antikorlarin olugsmasindan sorumlu olan epitoplan ayirt
etmede zorluk yasar, bdylece bagisiklik tepkisi azaltillir. Belirli bir fizyolojik etki elde
etmek igin insan viicudunmun dolagim sistemine dogrudan uygulanan polipeptidler igin
{vani farmasotik maddeler), tipik potansiyel bagisiklik tepkisi bir TgG ve/veya IgM
tepkisiyken, solunum sistemi aracilifiyla cigerlere ¢ekilen polipeptidler (yani endiistriyel
polipeptid) potansiyel olarak bir IgE tepkisine (yani alerjik tepki) neden olabilir. Azalan
bagisiklik tepkisini agiklayan teorilerden biri polimerik molekiil(ler)in polipeptidin
ylizeyi lizerindeki antikor olusmasina yol acan bagisiklik tepkisinden sorumlu olan
epitop(lar)a siper olmasidir. Bir bagka teori veya en azindan bir kismi faktor, konjiige ne

kadar agirsa, olusan bagisiklik tepkisinin o kadar az olmasidur.

Tipik olarak, PEG'lenmis hiyaliironidazlar dahil burada saglanan PEG'lenmis hiyaliironan
parcalayan enzimleri yapmak i¢in, PEG parcalar polipeptidlere kovalent birlestirme
araciligiyla konjiige edilir. PEG'leme tekniklerine, sinirlayict olmaksizin, 6zel
birlestiriciler ve baglama kimyalan (bkz., 6r., Roberts vd., Adv. Drug Deliv. Rev. 54:459-
476, 2002), birden fazla PEG pargasmin tek bir konjligasyon bolgesine baglanmasi
{(6rnegin, dallanmis PEG'ler kullanilarak; bkz., ér., Guiotto vd., Bioorg. Med. Chem. Lett.

12:177-180, 2002), bolgeye 6zel PEG'leme ve/veya mono-PEG'leme (bkz., 1., Chapman
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vd., Nature Biotech. 17:780-783, 1999) ve bolgeye yonelik enzimsel PEG'leme (bkz., or.,
Sato, Adv. Drug Deliv. Rev., 54:487-504, 2002) dahildir. Teknikte agiklanan usuller ve
teknikler tek bir protein molekiiliine bagh 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, &, 9, 10 veya 10'dan fazla
PEG veya PEG tiirevine sahip olan proteinler iiretebilir (bkz., r., U.S. 2006/0104968).

Bir PEG'leme 6rnegi olarak, PEG'lenmis hiyaliironidazlar gibi PEG'lenmis hiyaliironan
parcalayan enzimlerin yapimina yonelik bir 6rnek usulde, PEG pargalarim, tipik olarak
stlfinimidil PEG'leri, rtHuPH20'ye konjlige etmek i¢cin PEG aldehitler, stiksinimidler ve
karbonatlarin her biri uygulanmaktadir. Ornegin, rHuPH20 miiteakiben verilenler dahil
omek siiksinimidil monoPEG (mPEG) maddeleriyle konjiige edilmisti: mPEG-
Stiksinimidil Propionatlar (mnPEG-SPA), mPEG-Silksinimidil Biitanoatlar (mPEG-SBA)
ve ("dallanmis" PEG'leri baglamak i¢in) mPEG2-N-Hidroksilsiiksinimid. Bu PEG'lenmis
siiksinimidil esterler PEG grubu ve aktiflestirilmis ¢apraz baglayici arasinda farkli
uzunlukta karbon omurgalari1 ve bir tekli veya dallanmis PEG grubu igerir. Bu farklar,
Ornegin, farkli tepkime kinetiklert saglamak ve potansiyel olarak konjligasyon islemi
sirasinda tHuPH20've PEG baglanmast icin kullamlabilen bdélgeleri sinirlamak ig¢in

kullanilabilir.

Dogrusal veya dallannmg PEG'ler igeren siiksinimidil PEG'ler (yukandaki gibi)
rHuPH20'ye konjiige edilebilir. PEG'ler hiyaliironidaz basina ortalama yaklasik iig ila alt1
veya l¢ ila alt1 arasinda PEG molekiiliine sahip olan molekiiller igeren rtHuPH20'leri
tekrarlanabilir sekilde olusturmak igin kullanidabilir. Bu tip PEG'lenmis rHuPH20
bilesimleri yaklasik 25,000 veya 30,000 Birim/mg protein hiyallironidaz aktiviteli 6zgiil
aktiviteye sahip olan ve hemen hemen hi¢c PEG'lenmemis tHuPH20 igermeyen (%5'ten

az PEG'lenmemis) bilesimler elde edilecek sekilde kolayca saflastirilabilir.

Cesitli PEG tepkime maddeleri kullanilarak, ornek hiyaliironan pargalayan enzim
versiyonlari, 6zellikle insan rekombinant hiyaliironidazlar1 (6r., tHuPH20), 6rnegin,
mPEG-5SBA (30 kD), mPEG-SMB (30 kD) ve mPEG2-NHS (40 kD) ve mPEG2-NHS
{60 kD) bazl dallanms versiyonlar kullanilarak hazirlanabilir. PEG'lenmis tHuPH20
versiyonlar asagidaki tepkime maddelerinin her biri kullanilarak NHS kimyalarinin yani
sira karbonatlar ve aldehitler kullamlarak olusturulmaktadir: mPEG2-NHS-40K
dallanmis, mPEG-NHS-10K dallanmis, mPEG-NHS-20K dallanmis, mPEG2-NHS-60K
dallanmis; mPEG-SBA-5K, mPEG-SBA-20K, mPEG-SBA-30K; mPEG-SMB-20K,
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mPEG-SMB-30K; mPEG-biitiraldehit; mPEG-SPA-20K, mPEG-SPA-30K; ve PEG-
NHS-5K-biyotin. PEG'lenmis hiyaliironidazlar ayrica, Dow Chemical Corporation'in bir
boliimii olan Dowpharma'dan p-nitrofenil-karbonat PEG (30 kDa) ve propionaldehit PEG
(30 kDa) ile PEG'lenmis hiyaluronidazlar dahil, Dowpharma'dan temin edilebilen PEG

tepkime maddeleri kullanilarak hazirlanmaktadir.

Bir érnekte, PEG'leme mPEG-SBA'nin 6rnegin mPEG-SBA-30K'nin (molekiil agirlig
yaklagik 30 kDa) veya bir bagka PEG biitanoik asit tiirevinin siiksinimidil esterinin bir
¢oOziinebilen hiyaliironidaza konjiige edilmesini igerir. mPEG-SBA-30K gibi PEG
biitanoik asit tirevinin siiksinimidil esterleri proteinlerin amino gruplarina kolayca
baglanir. Ornegin, asagida Sema 1'de gosterildigi gibi, m-PEG-SBA-30K ve
rHuPH20'nin (yaklasik 60 KDa boyutunda) kovalent konjligasyonu rHuPH20 ve mPEG

arasinda stabil amid baglari saglar.

Sema 1

O

H3co—€cHZCHZO)—CHchzc:HzCO—N +  H,N—rHuPH20
11

mPEG-SBA l

O
I

H
H3CO—€CH2CHZO)'CH2CH2CHZC—-N— rHuPH20
n
PEG"lenmis rHuPH20

Tipik olarak, mPEG-SBA-30K veya bir bagka PEG hivaliironan parcalayan enzime, bazi
durumlarda bir hiyaliironidaza, uygun bir tampon, or., pH 6.8'de 130 mM NaCl /10 mM
HEPES veya pH 7'de 70 mM fosfat tamponu i¢inde 10:1 PEG:polipeptid mol oraninda

eklenir, ardindan or., steril filtreleme ile sterilize edilir ve drnegin karistirilarak gece
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boyunca 4°C'de soguk bir odada konjliigasyona devam edilir. Bir 6rnekte, konjiige edilmis

PEG-hiyaliironan pargalayan enzim yogunlastirilir ve tampon degistirilir.

mPEG-SBA-30K gibi PEG biitanoik asit tiirevlerinin siiksinimidil esterlerinin
baglanmasina yénelik baska usuller teknikte bilinmektedir (bkz., 6r., U.S. 5,672,662; U.S.
6,737,505; ve U.S. 2004/0235734). Ornegin, bir hiyaliironan parcalayan enzim (&r., bir
hiyaliironidaz) gibi bir polipeptid, bir NHS aktiflestirilmis PEG tlirevine bir borat
tamponu (0.1 M, pH 8.0) i¢cinde 4°C'de bir saat siireyle tepkimeyle baglanabilir. Elde
edilen PEG'lenmis protein ultra-filtrasyonla saflastirilabilir. Alternatif olarak, bir
biiyiikbas hayvan alkalin fosfatazimin PEG'lenmesi fosfatazin mPEG-SBA ile 0.2 M
sodyum fosfat ve 0.5 M NaCl (pH 7.5) igeren bir tampon iginde 4°C'de 30 dakika
karistirllmasiyla gergeklestirilebilir. Tepkimemis PEG ultra-filtrasyonla uzaklastirilabilir.
Bir baska usulde polipeptid mPEG-SBA ile, pH'yi ila 7.2-9'a yiikseltmek igin trietilamin
eklenen deiyonize su i¢inde tepkimeye sokulur. Olusan karisim oda sicakhifinda birkag

saat karistirilarak PEG'leme tamamlanir.

Omegin hayvandan tiiretilen hiyaliironidazlar ve bakteriyel hiyaliironan parcalayan
enzimler dahil hiyaliironan pargalayan polipeptidlerin PEG'lenmesine yonelik usuller
teknikte uzman kisilerce bilinmektedir. Bkz., 6megin, biliylikbas hayvan testisi
hiyaliirodinazi ve kondroitin ABC liyazin PEG'lenmesini agiklayan Avrupa Patenti No.
EP 0400472, Ayrica ABD Yayin1 No. 2006014968'de insan PH20'sinden tiiretilen bir
insan hiyaliironidazinin PEG'lenmesi a¢tklanmaktadir. Ornegin, PEG'lenmis hiyaliironan
parcalayan enzim genel olarak molekiil basina en az 3 PEG parcas: igerir. Ornegin,
hiyaliironan parcalayan enzim 5:1 ila 9:1 arasinda, érmegin, 7:1'lik bir PEG:protein mol

oranina sahip olabilir.

E. Farmasotik Bilesimler ve Formiilasyonlar

Burada bir anti-hiyallironan maddesi ve bir tiimor-gliidiimli taksan formiilasyonunun
bilesimleri veya kombinasyonlar saglanmaktadir. Ornegin, burada bir polimere konjiige
edilmis hiyalironan pargalayan enzim ve bir tiimér-glidiimlii taksan formiilasyonunun
bilesimleri veya kombinasyonlan saglanmaktadir. Taksan formiilasyonu bir anti-
hiyaltironan maddesi, 6émegin bir hiyaliironan pargalayan enzim igeren bilesimlerle

birlikte formile edilebilir veya birlikte uygulanabilir. Ornegin, bu tip kombinasyonlar ve
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bilesimler burada aciklandigi gibi kati timdrler dahil kanserlerin tedavisinde
kullanulabilir. Bazi oOmeklerde, anti-hiyaliironan maddesi, OrnegZin bir hiyallironan
parcalayan enzim, ayri ayr1 uygulanan ayr bilesimlerin bir kombinasyonu olarak
saglanabilir. Bazi1 6rneklerde, anti-hiyaliironan maddesi, 6rnegin hiyaliironan pargalayan
enzim ve taksan aymi bilesimde saglanir ve birlikte uygulanabilir. Bilesimler veya
bilesimlerin kombinasyonu parenteral uygulama i¢in (yani, sistemik uygulama igin)
formiile edilebilir. Ornegin, bilesimler veya bilesimlerin kombinasyonu subkutan

uygulama veya intravendz uygulama icin formiile edilebilir.

Burada ayrica kanser tedavisi i¢in bir bagka kemoterapi maddesi olan bir liciincii madde,
Ornegin bir niikleosid analogu veva bir baska antimetabolit (0r., gemsitabin veya tlirevi
veya bir baska niikleosid analogu) iceren kombinasyonlar ve bilesimler saglanmaktadir.
Bu tip maddelerin érnekleri yukarida ve tarifname i¢inde aciklanmaktadir. Ek kemoterapi
maddesi, drnegin bir nlkleosid analofu, bir anti-hiyaliironan maddesi, 6rnegin bir
hiyaliironan par¢alayan enzim igeren bilesimlerle ve/veya bir tiimor-giidimli taksan
iceren bilesimlerle birlikte formiile edilebilir veya birlikte uygulanabilir. Ornegin, ek
kemoterapi maddesi, dmegin bir niikleosid analogu, bir anti-hiyaliironan maddesi, or., bir
hiyaliironan par¢alayan enzim ve taksanin kombinasyonlar veya bilesimlerinden ayn bir
bilesim olarak saglanabilir. Bazi &rneklerde, niikleosid analogu anti-hiyallironan
maddesi, 6rnegin hiyaliironan parcalayan enzim ve taksanin biri veya her ikisiyle birlikte
formiile edilir. Ornegin, niikleosid analogu bir anti-hiyaliironan maddesi, drnegin bir
hiyaliironan parcalayan enzimle birlikte formiile edilir ve bir timér-giidiimli taksan bir
ayr1 bilesim olarak saglanir. Bir baska omekte, nikleosid analogu bir tiimér-gidimla
taksanla birlikte formiile edilir ve bir anti-hiyaliironan maddesi, émegin hiyaliironan
parcalayan enzim bir ayri bilesim olarak saglanir. Bir baska &rnek olarak, niikleosid
analogu, anti-hiyaliironan maddesi ve tlimor-giidiimlii taksan ayni bilesim iginde birlikte
formiile edilir. Bilesimler veya bilesimlerin kombinasyonu parenteral uygulama igin
(yani, sistemik uygulama igin) formiile edilebilir. Ornegin, bilesimler veya bilesimlerin

kombinasyonu subkutan uygulama veya intraven6z uygulama igin formiile edilebilir.

Bilesimler tek bir dozaj uygulamas1 veya birden fazla dozaj uygulamas: igin formiile
edilebilir. Maddeler dogrudan uygulama i¢in formiile edilebilir. Bilesimler bir sivi veya

livofilize edilmis formiilasyon olarak saglanabilir.
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Bilesikler agiz yoluyla uygulama icin uygun farmasotik terkipler, drnegin ¢dzeltiler,
stiispansiyonlar, tabletler, dagilabilen tabletler, haplar, kapsiiller, tozlar, uzun siireli
salimmli formiilasyonlar ve iksirlerin yani sira transdermal yaki terkibi ve kuru toz
inhalatdrleri halinde formiile edilebilir. Tipik olarak, bilesikler teknikte iyi bilinen
teknikler ve prosediirler kullanilarak farmasétik bilesimler halinde formiile edilir (bkz.,
or., Ansel Introduction to Pharmaceutical Dosage Forms, Dérdiincii baski, 1985, 126).
Genel olarak, formiilasyon sekli uygulama yolunun bir fonksiyonudur. Bilesimler birlikte

formiile edilebilir veya ayr bilesimler olarak saglanabilir.

Genel olarak, bilesimler hiyofilize veya sivi formda formiile edilir. Bilesimler liyofilize
formda saglandiklarinda, kullanimdan hem énce uygun bir tampon, érnedin bir steril salin
¢Ozeltisi ile hazirlanabilir. Bilesimler birlikte veya ayr olarak saglanabilir. Buradaki
amaglar dogrultusunda, bu tip bilesimler tipik colarak ayr olarak saglanir. Anti-
hiyaliironan maddesi, drnegin ¢oziinebilen hiyaliironidaz gibi hiyaliironan parcalayan
enzim, timor-giidimli taksan ve/veya ayrica kemoterapi maddesi birlikte, arka arkaya
veya aralikh olarak uygulama i¢in ayr1 bilesimler halinde paketlenebilir. Kombinasyonlar

bir kit olarak paketlenebilir,

Bilegimler intramiiskiiler, intravendz, intradermal, intralezyonal, intraperitoneal
enjeksiyon, subkutan, intratiiméral, epidural, nazal, agiz yoluyla, vajinal, rektal, topikal,
lokal, otik, inhalasyonla, bukkal (6r., dilalti) ve transdermal uygulama veya herhangi bir
vol dahil olmak tizere teknikte uzman kigilerce bilinen herhangi bir yolla uygulamaya
yonelik olarak formiile edilebilir. Diger uygulama sekilleri de kapsanmaktadir.
Uygulama, tedavi bolgesine bagh olarak, lokal, topikal veya sistemik olabilir. Tedaviye
thtiyact olan bir alana lokal nygulama, érnegin, sinirlayict olmaksizin, ameliyat sirasinda
lokal infiizyon, topikal uygulama, &r., ameliyattan sonra bir yara sargisiyla birlikte,
enjeksiyon, bir kateter, bir fitil veya bir implant araciligiyla gerceklestirilebilir. Bilesimler
ayrica sirayla, fasilali olarak veya aym bilesim icinde baska biyolojik olarak aktif
maddelerle uygulanabilir. Uygulama ayrica kontrollii salinim!i formiilasyonlar ve 6rnegin
bir pompa araciliiyla aygit kontrollii salinim dahil kontrollii salinimli sistemler

igerebilir.

Belirli bir durum i¢in en uygun yol hastaligin tirt, hastaligin ilerleyisi, hastaligin

ciddiyeti ve kullanilan 6zel bilesim gibi ¢esitli faktdrlere baghdir. Buradaki amaglar
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dogrultusunda, bir anti-hiyaliironan maddesi, tipik olarak bir hiyaliironan parcalayan
enzim, Ornegin bir c¢ozinebilen hiyalironidaz, timér-gidiumlii taksan ve/veya ek
kemoterapi maddesi plazmada farmasétik olarak uygun bir miktar veya seviyenin mevcut
olacagi sekilde uygulanir. Ornegin, bilesimler sistemik olarak, drnegin, intravendz
uygulama araciligiyla uygulanir., Subkutan usuller de kullanilabilir, ancak intravendz
usullere kiyasla esdeger biyoyararlanim saglamak i¢in uzun absorbsiyon siireleri gerekli
olabilir. Maddeler, 6rnegin bir hiyaliironan pargalayan enzim, timor-gidiimli taksan
ve/veya bir ek kemoterapi maddesi (6r., niikleosid analogu) farkli uygulama yollariyla
uygulanabilir. Farmasotik bilesimler her bir uygulama yolu igin uygun dozaj formlar

halinde formiile edilebilir.

Uygulama usulleri hiyallironan par¢alayan enzimlerin, 6r. ¢dziinebilen hivaliironidazlarin
ve diger molekiillerin antijenik ve immiinojenik tepkiler aracilifiyla proteolitik
parcalanma ve immiinolojik miidahale gibi parcalayici siire¢lere daha az maruz kalmasini
saglamak i¢in kullanilabilir. Bu tip usullerin 6rneklerine tedavi bélgesine lokal uygulama

veya anti-hiyaliironan maddesinin kesintisiz infiizyonu dahildir.

1. Formiilasyonlar

Farmasotik olarak uygun bilesimler hayvanlarda ve insanlarda kullamm i¢in bir yasal
merci veya bir baska mercinin onaylart 1s18inda, genel olarak kabul edilmis
farmakopelere gore hazirlanir, Bilegsimler ¢bzeltiler, siispansiyonlar, emiilsiyon, tabletler,
haplar, kapsiiller, tozlar ve uzun siireli salimimli formiilasyonlar formunda olabilir. Bir
bilesim trigliseridler gibi geleneksel baglayicilar ve tagiyicilarla bir fitil olarak formiile
edilebilir. Agiz yoluyla uygulamaya yonelik formiilasyon farmasotik kalitede manitol,
laktoz, nisasta, magnezyum stearat, sodyum sakarin, seliiloz, magnezyum karbonat ve bu
tip baska maddeler gibi standart tagiyicilar igerebilir. Formiilasyon uygulama sekline

uygun olmalidir.

Farmasotik bilesimler bir enzim veya aktiflestiriciyle birlikte uygulanan bir seyreltici, ek
madde, yardime1 madde veya ara¢ gibi tasiyicillar igerebilir. Uygun farmasotik
tagiyicilarin 6rnekleri E.W. Martin. tarafindan "Remington's Pharmaceutical Sciences'ta
aciklanmaktadir. Bu tip bilesimler, hastaya uygun uygulama formunu saglayacak sekilde,

uygun bir miktarda tagiyici ile birlikte, genellikle saflagtirilmis formda, bilegigin terapdtik
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olarak etkili bir miktarini icerir. Bu tip farmasétik tastyicilar steril sivilar, drnegin, su ve
yaglar, Ornegin, petrol bazl, hayvansal, bitkisel veya sentetik yaglar, 6rmegin fistik yagi,
soya fasulyesi yagi, mineral yagi ve susam yag olabilir. Farmas6tik bilesim intravendz
olarak uygulandiginda, su bir tipik tagryicidir. Ozellikle enjekte edilebilen gdzeltiler igin,
stvi tastyicilar olarak salin ¢ozeltileri ve sulu dekstroz ve gliserol cozeltileri de
kullanilabilir. Bilegimler bir aktif bilesenle birlikte sunlan igerebilir: laktoz, siikroz,
dikalsiyum fosfat veya karboksimetilseliiloz gibi bir seyreltici; magnezyum stearat,
kalsiyum stearat ve talk gibi bir kayganlastirici; ve nisasta, dogal gomlar, 6r., gom akasya,
jelatin, glitkoz, melas, polvinilpirolidin, selillozlar ve bunlann tiirevleri, povidon,
krospovidonlar ve teknikte uzman kisilerce bilinen bu tip diger birlestiriciler gibi bir
birlestirici. Uygun farmasdtik yardimel maddelere nisasta, gliikoz, laktoz, siikroz, jelatin,
malt, piring, un, kirec¢ tasi, silis jel, sodyum stearat, gliserol monostearat, talk, sodyum
kloriir, kurutulmus yagsiz siit, gliserol, propilen, glikol, su ve etanol dahildir. Bir bilesim,
arzu edildigi takdirde, ayrica kiiciik miktarlarda 1slatic1 veya emiilsiyonlastirict maddeler
veya pH tamponlama maddeleri, dregin, asetat, sodyum sitrat, siklodekstrin tiirevleri,
sorbitan monolaurat, trictanolamin sodyum asetat, trictanolamin oleat ve bu tip diger

maddeleri igerebilir,

Bir &rnekte, farmasétik terkip drnegin ¢dzeltiler, suruplar veya siispansiyonlar gibi sivi
formda olabilir. Bu tip siv1 terkipler sispansiyonlastirict maddeler (6r., sorbitol surubu,
seliiloz tiirevleri veya hidrojenlenmis venilebilir yaglar); emiilsiyonlastirict maddeler (or.,
lesitin veva akasya); susuz araglar (6r., badem yagi, yagh esterler veya fraksiyonlarina
ayrilmig  biatkisel yaglar); ve koruyucu maddeler (6r., metil veya propil-p-
hidroksibenzoatlar veya sorbik asit) gibi farmasdétik olarak uygun katki maddeleriyle
geleneksel yollarla hazirlanabilir. Bir baska ornekte, farmasétik terkipler kullanmilmadan

dnce su veya bir bagka uygun aragla hazirlanan liyofilize edilmis formda sunulabilir.

Farmasotik ve terapdtik olarak aktif bilesikler ve bunlarin tiirevleri tipik olarak birim
dozaj formlan veya ¢oklu dozaj formlari halinde formiile edilir ve uygulanir. Her bir
birim doz, gereken farmasotik tasiyici, arag veya seyrelticiyle birlikte, terapotik olarak
aktif bilesigin arzu edilen terapotik etkiyi olusturmak i¢in yeterli olan dnceden belirlenmis
bir miktarim igerir. Birin dozaj formlarina, sinirlayici olmaksizin, tabletler, kapsiiller,

haplar, tozlar, graniiller, steril parenteral ¢dzeltiler veya siispansiyonlar ve agiz voluyla
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uygulanan ¢ozeltiler veya siispansivonlar ve bilesikleri veya bunlarin farmasétik olarak
uygun tiirevlerini uygun miktarlarda igeren yag su emiilsiyonlar1 dahildir. Birim doz
formlart ampuller ve siringalar ve ayn ayr ambalajlanmis tabletler veya kapsiiller i¢inde
olabilir. Birim doz formlar béliimler veya bunlarin birden fazlasi seklinde uygulanabilir.
Bir ¢oklu doz formu ayrilmig birim doz formunda uygulanmak {izere tek bir kap i¢inde
ambalajlanmig birden fazla 6zdes birim dozaj formudur. Coklu doz formlarinin
omeklerine, kiigiik siseler, tablet veya kapstl siseleri veya yarnm litrelik veya galonluk
siseler dahildir. Dolayisiyla, ¢oklu doz formu ambalaj iginde ayr olmayan birden fazla
birim dozdur. Genel olarak, %0.005 ila %100 arasinda aktif bilesen ve kalan kisminda

toksik olmayan tasiyict igeren dozaj formlar1 veya bilesimler hazirlanabilir.

Farmasotik bilesim her bir uygulama yolu i¢in uygun dozaj formlan halinde formiile

edilebilir.

a. Enjekte edilebilen bilesimler, ¢cozeltiler ve emiilsiyonlar

Genel olarak subkutan, intramiskiiler, intratiiméral, intravenoéz veya intradermal
enjeksiyonla karakterize edilen parenteral uygulama burada kapsanmaktadir. Enekte
edilebilen bilegimler sivi ¢ozeltiler veya siispansiyonlar, enjeksiyondan once sivi iginde
¢Ozelti veya slispansiyon igin uygun kati formlarda veya emiilsiyonlar gibi geleneksel
formlarda hazirlanabilir. Uygun yardimci maddeler, drnegin, su, salin, dekstroz, gliserol
veya etanoldiir. Ek olarak, arzu edildigi takdirde, uygulanacak olan farmasétik bilesimler
ayrica pH tamponlama maddeleri, metal iyon tuzlari veya bu tip diger tamponlar gibi bir
¢Oziici formunda bir aktiflestirici icerebilir. Farmasotik bilesimler ayrica kiigik
miktarlarda toksik olmayan ek maddeler, 6rnegin, 1slatici veya emiilsiyon haline getirici
maddeler, pH tamponlama maddeleri, stabilizatérler, ¢oziiniirlik arttiricilar ve bu tip
baska maddeler, 6megin, sodyum asetat, sorbitan monolaurat, trietanolamin oleat ve
siklodekstrinler igerebilir. Sabit bir dozaj seviyesinin korunacagi sekilde bir yavas
salinmmli veya uzun siireli salimmh sistem (bkz., ér., ABD Pat. No. 3,710,795)
uygulamasi da burada kapsanmaktadir. Bu tip parenteral bilesimlerde yer alan aktif
bilesik yiizdesi 6nemli dlglide bilesimin 6zel tiiriine, bilesigin aktivitesine ve hastanin

thtiyacglarina baghidir.
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Omegin, bir polimer-konjiige edilmis hiyaliironan-parcalayan enzimin, émegin burada
saglanan bir polimer-konjiige edilmis ¢dzlinebilen hiyallironidazin bir standart stabilize
edilmis formiilasyonu EDTA, NaCl, CaCls, histidin, laktoz, albiimin, Pluronic® F68,
TWEEN® ve/veya dier deterjan veya benzer maddelerin bir veya daha fazlas: ile
formiile edilir. Ornegin, burada saglanan bilesimler bir veya daha fazla pH tamponu
{6rnedin, histidin, fosfat veya diger tamponlar) veya asidik tampon (6rnedin asetat, sitrat,
piruvat, Gly-HC], siiksinat, laktat, maleat veya diger tamponlar), toniklik modifiye edici
{6rnegin, bir amino asit, polialkol, NaCl, trehaloz, diger tuzlar ve/veya sekerler),
stabilizator, selatlama maddesi, drnegin etilendiamintetraasetik asit,
etilendiamintetraasetat veya kalsivum EDTA, oksijen toplayici, 6rnegin metionin,
askorbik asit/askorbat, sitrik asit/sitrat veya alblimin ve/veya bir koruyucu, érnegin bir
aromatik halka iceren koruyucu (6r. fenol veya kresol) igerebilir. Bir hiyaliironan
parcalayan enzim igeren bilesimler i¢in yararli olan 6rnek stabilizatérlere deterjanlar,
Ornegin polisorbatlar ve proteinler, dérnegin nsan serum albiimini dahildir. Buradaki
bilesimlerde vyararli olan ornek serum albiimin konsantrasyonlarina 0.1 mg/mL ila
1 mg/ml., 6megin en az veya en az yaklasik veya yaklasik 0.1 mg/ml, 0.2 mg/mL,
0.3 mg/mL, 0.4 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.6 mg/mL, 0.7 mg/mL, 0.8 mg/mL, 0.9 mg/mL
veya 1 mg/mL dahildir, ancak daha yiiksek veya diisiik olabilir. Polisorbatlar da
bilesimlerde, drnegin, vaklasik %0.001 ila %0.1, érnegin en az yaklasik veya en az veya
yaklasik %0.001, %0.002, %0.003, %0.004, %0.005, %0.006, %00.007, %0.008,
%0.009, %0.01, %0.02, %0.03, %0.04, %0.05, %0.06, %0.07, %0.08, %0.09 veya %0.1
konsantrasyonsa mevcut olabilir. Bir metal selatlama maddesi de, drnegin kalsiyum
EDTA (CaEDTA), érnegin, yvaklasik 0.02 mM ila 20 mM, 6rne8in en az yaklasik veya
en az veya yaklasik 0.02 mM, 0.04 mM, 0.06 mM, 0.08 mM, 0.1 mM, 0.2 mM, 0.3 mM,
0.4 mM, 0.5 mM, 0.6 mM, 0.7 mM, 0.8 mM, 0.9 mM, 1 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM,
20 mM veya daha yiiksek konsantrasyonlarda mevcut olabilir. Bilesimlerin pH'si ve
ozmolaritesi, bilesimin arzu edilen aktivitesi ve stabilitesi igin kosullan optimize edecek
sekilde teknikte uzman kisilerce ayarlanabilir. Bazi o6rneklerde, burada saglanan
bilesimlerin ozmolaritesi 100 mOsm/kg ila 500 mOsm/kg arasinda, dregin en az veya
en az yaklasik veya yaklasik 100 mOsm/kg, 120 mOsm/kg, 140 mOsm/kg, 160 mOsm/kg,
180 mOsm/kg, 200 mOsm/kg, 220 mOsm/kg, 240 mOsm/kg, 260 mOsm/kg, 280
mOsm/kg, 300 mOsm/kg, 320 mOsm/kg, 340 mOsm/kg, 360 mOsm/kg, 380 mOsm/kg,
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400 mOsm/kg, 420 mOsm/kg, 440 mOsm/kg, 460 mOsm/kg, 500 veya daha yiiksektir ve
pH's1 yaklagik 6 ila &, 6megin 6 ila 7.4 arasinda, 6megin yaklasik 6, 6.2, 6.4, 6.6, 6.8, 7,
7.2,7.4,7.6,7.8 veya 8'dir.

Genel olarak, bir hiyallironan pargalayan enzim igeren formiilasyonlarda NaCl, érnegin,
yaklasik 100 mM ila 150 mM veya daha yiiksek bir miktarda saglanir. Ornegin, bir drnek
formiilasyon vaklasik 10 mM histidin ve/veya yaklasik 130 mM NaCl igerebilir. Bazi
formiilasyonlar ek olarak veya alternatif olarak drnegin yaklagik 13 mg/ml miktarinda
laktoz igerebilir. Ek olarak, formiilasyonda, sinirlayici olmaksizin, tiomersal dahil, bir
anti-bakteriyel veya anti-fungal madde mevcut olabilir. Formiilasyonlar ayrica Albiimin,
Pluronic® F68, TWEEN® ve/veya bir bagka deterjan icerebilir. Formulasyonlar yaklasik
6.0 ila 7.4, 6rnegin 6.0, 6.1, 6.2, 6.3, 6.4, 6.5,6.6,6.7,6.8,6.9,7.0, 7.1, 7.2, 7.3 veya 7.4
olan bir pH'de, genellikle yaklasik 6.5 olan bir pH'de saglanir. Buradaki kullanim i¢in bir
modifiye edilmis ¢odziinebilen hivaliironidazin konsantre formiilasyonlart genellikle
uygun tuz konsantrasyonunu korumak i¢in uygulamadan énce bir salin ¢dzeltisi veya bir

baska tuz tamponlu ¢dzelti iginde seyreltilir.

Enjekte edilebilen bilesimler lokal veya sistemik uygulama igin tasarlanir. Buradaki
amaglar dogrultusunda, toplanan veya agir hiyaliironanla iligkili etkilenmis interstisyuma
dogrudan uygulama igin lokal uygulama arzu edilir. Parenteral uygulamaya yonelik
terkiplere enjeksiyona hazir steril ¢ozeltiler, hipodermik tabletler dahil, kullanimdan
hemen oOnce bir ¢oziicliyle birlestirilerek hazirlanan liyofilize tozlar gibi steril kuru
¢Oziinebilir tirlinler, enjeksiyona hazir steril siispansiyonlar, kullanimdan hemen 6nce bir
aracla birlestirilerek hazirlanan steril kuru ¢éziinmeyen iiriinler ve steril emilsiyonlar
dahildir. Cézeltiler sulu veya susuz olabilir. Intravenéz olarak uygulandiginda, uygun
tagtyicilara fizyolojik salin veya fosfat tamponlu salin (PBS) ve gliikoz, polietilen glikol
ve polipropilen glikol ve bunlarin kansimlari gibi koyulastirict ve ¢dziiniirlestirici

maddeler igeren ¢ozeltiler dahildir.

Parenteral terkiplerde kullanilan farmasétik olarak uygun tasiyicilara sulu araglar, susuz
araglar, antimikrobiyal maddeler, izotonik maddeler, tamponlar, antioksidanlar, lokal
anestetikler, siispansiyonlastirici ve dagitict maddeler, emiilsiyonlastirict maddeler, tecrit
edici veya selatlayici maddeler ve diger farmasotik olarak uygun maddeler dahildir. Sulu

araclarin &meklerine Sodyum Kloriir Enjeksiyonu, Ringers Enjeksivonu, Izotonik
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Dekstroz Enjeksiyonu, Steril Su Enjeksiyonu, Dekstroz ve Laktatli Ringers Enjeksiyonu
dahildir. Sulu olmayan parenteral araglarin Orneklerine bitkisel menseli sabit yaglar,
pamuk c¢ekirdegi yagi, musir yaf, susam yagi ve fistik yag dahildir. Fenoller veya
kresoller, civali maddeler, benzil alkol, klorobiitanol, metil ve propil p-hidroksibenzoik
asit esterler, timerosal, benzalkonyum kloriir ve benzetonyum kloriir dahil antimikrobiyal
maddeler ¢ok-dozlu kaplar i¢in ambalajlanmus parenteral terkiplere bakteriyostatik veya
fungistatik konsantrasyonlarda eklenebilir. Izotonik maddelere sodyum kloriir ve
dekstroz dahildir. Tamponlara fosfat ve sitrat dahildir. Antioksidanlara sodyum bisiilfat
dahildir. Lokal anestetiklere prokain hidrokloriir dahildir. Siispansiyonlastirici ve dagitic
maddelere  sodyum  karboksimetilseliloz,  hidroksipropil  metilseliiloz  ve
polivinilpirolidon dahildir. Emiilsiyonlastirici maddelere Polisorbat 80 (TWEEN 80)
dahildir. Metal 1yonlar1 i¢in tecrit edici veya selatlayict madde EDTA icerir. Farmasotik
tastyicilara ayrica suyla karisabilen araglar igin etil alkol, polietilen glikol ve propilen
glikol ve pH ayarlamasi i¢in sodyum hidroksit, hidroklornk asit, sitrik asit veya laktik asit
dahildir.

Intravendz olarak uygulandiginda, uygun tasiyicilara fizyolojik salin veya fosfat
tamponlu salin (PBS) ve gliikoz, polietilen glikol ve polipropilen glikol ve bunlarin

karigimlart gibi koyulastirici ve ¢dziiniirlestirici maddeler iceren ¢ozeltiler dahildir.

Farmasotik olarak aktif bilesigin konsantrasyonu bir enjeksiyonun arzu edilen
farmakolojik etkiyi iretmek i¢in etkili bir miktari saglayacagi sekilde ayarlanir. Tam doz
teknikte bilindigi gibi hasta veya hayvanin vasi, kilosu ve durumuna baghdir. Birim doz
parenteral terkipler bir ampul, bir sise veya bir igne iceren bir siringa icinde ambalajlanir.
Farmaso6tik olarak aktif bilesigi iceren sivi ¢dzelti veya hazirlannus toz terkibin hacmi
tedavi edilen hastaliin ve paket icin segilen 6zel mamul {riiniin bir fonksiyonudur.
Parenteral uygulamaya yonelik tiim terkipler bilindigi ve teknikte uygulandig: gibi steril

olmalidur.

b. Liyofilize tozlar

Burada uygulama igin ¢ozeltiler, emiilsiyonlar ve baska kanisimlar seklinde uygulama

sirasinda hazirlanan liyofilize tozlar caziptir. Bunlar ayrica katilar veya jeller olarak da
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hazirlanabilir ve formiile edilebilir. Liyofilize tozlar yukanda agiklanan gozeltilerin

herhangi birinden hazirlanabilir.

Steril liyofilize tozu hazirlamak igin bir hiyaliironan pargalayan enzim, drnegin bir
¢oziinebilen hiyaliironidaz olan bir anti-hiyaliironan maddesi bilegigi ve/veya ikinci
maddenin bir tampon ¢ozeltisi iginde ¢oziilir. Tampon c¢ozeltisi toz veya tozdan
hazirlanan kullanim i¢in hazirlanmig ¢dzeltinin stabilitesini veya bir baska farmakolojik
bilegenini gelistiren bir yardimc: madde igerebilir. Teknikte nzman kisilerce bilinen
standart kosullar altinda ¢dzeltinin miteakiben steril olarak siiziilmesi ve ardindan
liyofilize edilmesiyle arzu edilen formiilasyon elde edilir. Kisaca, liyofilize tozu
hazirlamak i¢in, dekstroz, sorbitol, fruktoz, musir surubu, ksilitol, gliserin, gliikoz, siikroz
veya bir bagka uygun madde gibi bir yardimei maddenin sitrat, sodyum, potasyum fosfat
veya teknikte uzman kisilerce bilinen bu tip bir bagka tampon gibi uygun bir tampon
i¢inde ¢oziiliir. Daha sonra olusan karisima segilen bir enzim eklenir ve ¢6zillene kadar
karistirilir. Olusan karigsim topaklar uzaklastirmak ve steril olmasim saglamak igin steril
bir sekilde stziiliir veya iglenir ve liyofilizasyon icin siselere dagitilir. Her bir sise
bilesigin tek bir dozajmm (1 mg - 1 g, genel olarak 1-100 mg, érmegin 1-5 mg) veya birden
fazla dozajini icerir, Liyofilize toz yaklasik 4 C ila oda sicakligi gibi uygun kosullar

altinda saklanabilir,

Bu liyofilize tozun bir tampon ¢dzeltisi ile kullanim i¢in hazirlanmasiyla parenteral
uygulamada kullanim i¢in bir formiilasyon elde edilir. Tam miktar tedavi edilen

endikasyona ve secilen bilesige baglidir. Bu tip bir miktar deneme yoluyla belirlenebilir.

¢. Topikal uygulama

Topikal karisimlar lokal ve sistemik uygulama i¢in aciklandig: gibi hazirlanir. Olusan
karisim bir ¢ozelti, siispansiyon, emiilsiyon veya benzerleri olabilir ve topikal uygulama
icin uygun kremler, jeller, merhemler, emiilsiyonlar, ¢o6zeltiler, iksirler, losyonlar,
slispansiyonlar, tentiirler, macunlar, kopikler, aerosoller, yikamalar, spreyler, fitiller,

bandajlar, dermal yakilar veya herhangi bir bagka formiilasyon halinde formiile edilir.

Bilesikler veya bunlarin farmasotik olarak uygun tiirevleri drnegin inhalasyon gibi topikal
uygulama igin aerosoller olarak formiile edilebilir (bkz., enflamatuvar hastaliklar,

Ozellikle astim tedavisi igin uygun bir steroidin iletimi i¢in aerosollerin agiklandigi ABD
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Pat. No. 4,044,126, 4,414,209 ve 4,364,923). Solunum sistemine uygulamaya yonelik
olan bu formiilasyonlar bir plskirtiicti i¢in bir aerosol veya c¢ozelti formunda veya tek
basina veya laktoz gibi bir inert tasiyici ile kombinasyon halinde instiflasyon i¢in bir
mikro-ince toz halinde olabilir. Bu tip bir durumda, formiilasyondaki tanecikler tipik

olarak 50 mikrondan kiigiik, tercihen 10 mikrondan kii¢ilik ¢aplara sahiptir.

Bilesikler cilde ve gz gibi mukdz membranlara topikal uygulama gibi lokal veya topikal
uygulama igin, jeller, kremler veya losyonlar halinde ve goze uygulama igin veya
intrasisternal veya intraspinal uygulama icin de formiile edilebilir. Topikal uygulama
transdermal iletimin yam swra gz, mukoza veya inhalasyon terapilerine yonelik
uygulamayi da kapsar. Aktif bilesigin tek basina veva baska farmasotik olarak uygun

yardimel maddelerle kombinasyon halindeki nazal ¢dzeltileri de uygulanabilir.

Transdermal uygulama icin uygun formilasyonlar saglanmaktadir. Bunlar alicinin
epidermisi ile uzun bir siire boyunca yakin temas halinde kalacak sekilde uyarlanan ayri
ayr1 yakilar gibi herhangi bir uygun bi¢imde saglanabilir. Bu tip yakilar, aktif bilesigi,
aktif bilesige gore oOrnegin, 0.1 ila 0.2 M konsantrasyonda istefe bagl olarak
tamponlanmig bir sulu c¢ozelti iginde icerir. Transdermal uygulama igin uygun
formiilasyonlar ayrica iyontoforezle iletilebilir (bkz., r., Pharmaceutical Research 3 (6):
318 (1986)) ve tipik olarak aktif bilesigin istege bagh olarak tamponlanmig bir sulu

¢Gzeltisi formunda olabilir.

d. Diger uygulama yollarina yonelik bilesimler

Tedavi edilen rahatsizliga bagl olarak, topikal uygulama, transdermal yakilar, agiz
yoluyla veya rektal uygulama gibi baska uygulama yollan da burada kapsanmaktadir.
Ornegin, rektal uygulama icin farmasétik dozaj formlari sistemik etki icin rektal fitiller,
kapsiiller ve tabletlerdir. Rektal fitillere rektuma yerlestirilen, viicut sicakliginda eriyerek
veya yumusayarak bir veya daha fazla farmasoétik olarak veya terapotik olarak aktif
bileseni serbest birakan kati cisimler dahildir. Rektal fitillerde kullanilan farmasotik
olarak uygun maddeler bazlar veya araglar ve erime noktasim yiikselten maddelerdir.
Bazlann oOrneklerine kakao ya@i (teobroma vyagi), gliserin-jelatin, carbowax
{polioksietilen glikol) ve vyag asitlerinin mono-, di- veya trigliseridlerinin uygun

karigimlart dahildir. Cegitli bazlarin kombinasyonlar1 da kullanilabilir. Fitillerin erime
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noktasmi yikselten maddelere ispermecet yagi ve balmumu dahildir. Rektal fitiller
sikistirma usulii ve kaliplama ile hazirlanabilir. Bir rektal fitilin tipik agirhgi yaklasik 2
ila 3 gm'dir. Rektal uygulamaya yénelik tabletler ve kapsiiller ayn1 farmasétik olarak
uygun madde kullanilarak ve agiz yoluyla uygulamaya yonelik formiilasyonlar i¢in

olanlarla ayni usullerle imal edilir.

Rektal uygulama igin uygun formiilasyonlar birim doz fitiller halinde saglanabilir.
Bunlar, aktif bilesigin bir veya daha fazla geleneksel kati tasiyici, 6rnegin kakao yagiyla

karigtinlmasi ve daha sonra olusan karigimin sekillendirilmesiyle hazirlanabilir.

Farmasotik bilesimler, agiz yoluyla uygulama igin, 6dmegin baglayici maddeler (6r.,
jelatinlestirilmis musir nisastasi, polivinil pirolidon veya hidroksipropil metilseliiloz);
dolgu maddeleri (6r., laktoz, mikrokristal scliiloz veya kalsiyum hidrojen fosfat);
kayganlastiricilar (6r., magnezyum stearat, talk veya silis); dagitict maddeler (0r., patates
nisastast veyva sodyum nisasta glikolat); veya islatict maddeler (6r., sodyum lauril siilfat)
gibi farmasdtik olarak uygun yardimcr maddelerle geleneksel yollarla hazirlanan tabletler

veya kapsiller formunda olabilir. Tabletler teknikte iy1 bilinen usullerle kaplanabilir.

Bukkal (dilalt1) nygulama i¢in uygun formiilasyonlara, drnegin, aktif bilesigi bir aromali
baz, genellikle siikroz ve akasya veya kitre iginde igeren kare pastiller; ve bilesifi jelatin

ve gliserin veya slikroz veya akasya gibi bir inert baz ig¢inde igeren pastiller dahildir.

Farmasotik bilesimler ayrica kontrollii salimm formiilasyonlarn ve/veya iletim araglariyla
da uygulanabilir (bkz., 6r., ABD Pat. No. 3,536,809; 3,598,123, 3,630,200; 3,845,770;
3,847,770; 3,916,899; 4,008,719; 4,687,660, 4,769,027, 5,059,595; 5,073,543;
5,120,548; 5,354,556; 5,591,767; 5,639,476; 5,674,533 ve 5,733,566).

Cesitli iletim sistemleri, 6r., lipozomlar i¢cinde kapsiilleme, mikro-tanecikler, mikro-
kapsiiller, bilesigi eksprese edebilen rekombinant hiicreler, reseptor araciliiyla endositoz
ve retroviriis iletim sistemleri gibi bir ¢dziinebilen hiyaliironidaz veya baska madde
kodlayan niikleik asit molekiillerinin iletimi bilinmektedir ve segilen bilesimleri

uygulamak igin kullanilabilir.

Dolayisiyla, bazi diizenlemelerde, buradaki bilesimlerin uygulanmasinda lipozomlar
ve/veya nano-tanecikler de kullanilabilir. Lipozomlar bir sulu ortam i¢inde dagitilan

fosfolipidlerden olusturulur ve kendiliginden ¢ok katmanli esmerkezli ¢ift katmanh
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vezikiiller (ayrica ¢ok katmanh vezikiiller (MLV'ler) olarak adlandirilir) olusur. MLV'ler
genellikle 25 nm ila 4 pm arasinda capa sahiptir. MLV'lerin sonikasyona tabi tutulmasi
¢ekirdeginde bir sulu ¢ozelti igeren 200 ila 500 angstrom arasinda ¢apa sahip kiigiik tek

katmanli vezikiillerin (SUV'ler) olugmasini saglar.

Fosfolipidler, su icinde dagitildiklarinda, lipid/su mol oranina bagli olarak, lipozomlardan
baska ¢esitli yapilar olusturabilir. Diisiik oranlarda, lipozomlar olusur. Lipozomlarin
fiziksel ozellikleri pH, iyonik kuvvet ve iki degerlikli katyonlarin meveudiyetine baghdur.
Lipozomlar iyonik ve polar maddelere karsi diisiik gegirgenlik sergileyebilir, ancak
yiiksek sicakliklarda gegirgenliklerini belirgin bir sekilde degistiren bir faz gegisine
maruz kalirlar. Faz gegisi jel durumu olarak bilinen siki paketlenmis, diizenli bir yapidan,
akiskan durumu olarak bilinen gevsek paketlenmis, daha az dlzenli bir yapiya dogru bir
degisim igerir. Bu, bir karakteristik faz-gecis sicakhiginda gergeklesir ve iyonlara,

sekerlere ve ilaglara karst gecirgenlikte bir artis saglar.

Lipozomlar hiicrelerle farkh mekamzmalar aracih@iyla etkilesir: makrofajlar ve
notrofiller gibi retikiiloendotelyal sistemdeki fagositik hiicrelerle endositoz; 6zgln
olmayan zayif hidrofobik veya elektrostatik kuvvetlerle veya hiicre ylizeyi bilesenleriyle
Ozgin etkilesimlerle hiicre ylizeyine adsorpsiyon; lipozomun lipid ikili katmanmimn
plazma membranina eklenmesiyle, eszamanl olarak lipozom igeriklerinin sitoplazmaya
salinmastyla, plazma hiicresi membraniyla fiizyon; ve lipozom igerikleriyle herhangi bir
iliski olmaksizin lipozom lipidlerinin hiicresel veya hiicre-i¢i membranlara transferi veya
tersi. Lipozom formiilasyonunun degistirilmesi aktif olan mekanizmay: degistirebilir,
ancak aymi anda birden fazla mekanizma aktif olabilir. Nano-kapsiiller genellikle
bilesikleri stabil ve tekrarlanabilen bir sekilde hapseder. Hiicre-ici asir1 polimer
yiiklenmesinden dolay1 yan etkileri dnlemek i¢in, bu tip ultra-kiigiik tanecikler (0.1 pm
civarinda boyutlu) in vivo olarak pargalanabilen polimerler kullamlarak tasarlanmalidir.
Bu sartlar1 saglayan biyolojik olarak pargalanabilen polialkil-sivanoakrilat nano-

tanecikleri burada kullanim i¢in kapsanmaktadir ve bu tip tanecikler kolayca yapilabilir.

2. Formiilasyon Miktarlan

Bilesimler tek bir dozaj uygulamas1 veya birden fazla dozaj uygulamas: igin formiile

edilebilir. Maddeler dogrudan vygulama i¢in formiile edilebilir.
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Anti-hiyallironan maddesinin bir polimere konjiige edilmis hiyaliironan parc¢alayan enzim
gibi bir hiyaliironan pargalayan enzim oldugu burada saglanan bilesimler veya bilesim
kombinasyonlarinda, polimere konjiige edilmis hiyaliironan pargalayan enzim dogrudan
uygulama i¢in yaklasik 0.5 pgila 50 mg, 6rnegin 100 pgila 1l mg, 1 mgila 20 mg, 100 pg
ila 5 mg, 0.5 ngila 1450 pg, 1 pgila 1000 pg, 5 pgila 1250 pg, 10 pgila 750 pg, 50 ug
ila 500 pg, 0.5 pg ila 500 ng veya 500 ng ila 1450 png arasinda bir miktarda formiile
edilir. Oregin, polimere konjiige edilmis hiyaliironan parcalayan enzim dogrudan
uygulama i¢in doz basina yaklasik 15 Birim (U) veya 150 Birim (U) ila 60,000 Birim,
300 U ila 30,0000 U, 500 U ila 25,000 U, 500 U ila 10,000 U, 150 U ila 15,000 U, 150 U
ila 5000 U, 500 U ila 1000 U, 5000 U ila 45,000 U 10,000 U ila 50,000 U veya 20,000 U
ila 60,000 U arasinda bir miktarda, drnedin en az veya yaklasik en az veya yaklasik 15 U,
50 U, 100 U, 200 U, 300 U; 400 U; 500 U; 600 U; 700 U; 800 U; 900 U; 1,000 U; 1250
U; 1500 U; 2000 U; 3000 U; 4000 U; 5,000 U; 6,000 U; 7,000 U; 8,000 U; 9,000 U;
10,000 U; 20,000 U; 30,000 U; 40,000 U; veya 50,000 U miktarinda formiile edilir.
Polimere konjlige edilmis hiyaliironan pargalayan enzim yaklagik 50 U/mL ila 15,000
U/mL, érmegin 10 U/mL ila 500 U/mL, 1000 U/mL ila 15,000 U/mL, 100 U/mL ila 5,000
U/mL, 500 U/mL ila 5,000 U/mL veya 100 U/mlL. ila 400 U/mL, émegin en az veya en
az yaklasik veya yaklasik 50 U/mL, 100 U/mL, 150 U/mL, 200 U/mL, 400 U/mL, 500
U/mL, 1000 U/mL, 2000 Birim/mL, 3000 U/mL, 4000 U/mL, 5000 U/mL, 6000 U/mL,
7000 U/mL, 8000 U/mL, 9000 U/mL, 10,000 U/mL, 11,000 U/mL, 12,000 U/mL veya
12,800 U/mL'lik bir stok ¢ozelti olarak saglanabilir. Bilesimin hacmi 0.5 mL ila 1000 mL,
omegin 0.5 mL ila 100 mL, 0.5 mL ila 10 mL, 1 mL ila 500 mL, 1 mL ila 10 mL, 6rnegin
en az veya yaklasik en az veya yaklasik 0.5 mL, 1 mL, 2 mL, 3 mL, 4 mL, 5 mL, 6 mL,
7mL, 8 mL, 9 mL, 10 mL, 15mL, 20 mL, 30 mL, 40 mL, 50 mL veya daha yiiksek
olabilir. Bilesim genel olarak, polimere konjlige edilmis hiyaliironan pargalayan enzimin
yaklasik 50 mL'den daha yiiksek hacimlerde uygulanmayacadi ve tipik olarak 5-
30 mL'lik bir hacimde, genellikle en fazla 10 mL olan bir hacimde uygulanacag: sekilde
formiile edilir. Daha yiliksek hacimler i¢in, infiizyon siiresi daha yiiksek hacmin iletimini
saglayacak sckilde uyarlanabilir. Omegin, inflizyon siiresi en az 1 dakika, 5 dakika,

10 dakika, 20 dakika, 30 dakika, 40 dakika, 50 dakika, | saat veya daha uzun olabilir.

Burada saglanan bilesim veya bilesim kombinasyonlarinda, bir albiimine bagli taksan,

O6rmegin alblimine bagl paklitaksel gibi tiimor-giidiimll taksan, taksanin dogrudan
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uygulanmasi icin, yaklasik 10 mg ila 1000 mg, 6regin 20 mg ila 500 mg, 10 mg ila
250 mg, 75 mg ila 400 mg, 100 mg ila 200 mg, 150 mg ila 400 mg, 200 mg ila 800 mg,
50 mg ila 200 mg veya 50 mg ila 150 mg arasinda bir miktarda formiile edilir. Bilesim
sonradan uygulama i¢in hazirlanan bir liyofilize form halinde veya bir s1iv1 formiilasyon
halinde saglanabilir. Ornegin, bir s1v1 formiilasyonu uygulamaya hazirlamak igin su veya
%0.9 sodyum kloriir veya bir baska fizyolojik ¢ozelti kullanmlabilir. Uygulama igin
hazirlandiginda veya bir sivi formiilasyon halinde saglandiginda, bilesim tlimér-giidiimlii
taksan formiilasyonunda yaklasik 0.01 mg/mL ila 100 mg/mL, 6rnegin 1 mg/mL ila
50 mg/ml, 2.5 mg/mL ila 25 mg/mL, 5mg/mL ila 15 mg/mL veya 10 mg/mlL ila
100 mg/mL arasinda, 6rnegin en az veya yaklasik en az 5 mg/mL taksan igeren bir stok
¢Ozelti olarak saglanabilir. Bilesimin hacmi 0.5 mL ila 1000 mL, Ornegin 0.5 mL ila
100 mL, 0.5mL ila 10 mL, 1 mL ila 500 mL, 1 mL ila 10 mL, 6rnegin en az veya
vaklasik en az veya yaklasik 0.5 mL, | mL, 2 mL, 3 mL,4 mL, 5 mL, 6 mL, 7 mL, 8 mL,
9mL, 10 mL, 15 mL, 20 mL, 30 mL, 40 mL, 50 mL, 100 mL, 200 mL veya daha yiiksek
olabilir. Tim sise icerigi uygulama i¢in ¢ekilebilir veya birden fazla uygulama i¢in birden
fazla dozaj halinde bdliinebilir. Daha yiiksek hacimler i¢in, infiizyon siiresi daha yiksek
hacmin iletimini saflayacak sekilde uyarlanabilir, Omefin, infiizzyon siiresi en az
| dakika, 5 dakika, 10 dakika, 20 dakika, 30 dakika, 40 dakika, 50 dakika, 1 saat veya
daha uzun olabilir. Anlasilacag gibi, taksan formilasyonlar tasiyicilar, polimerler,
lipidler ve baska vardimc1 maddeler dahil baska bilesenler igerebilir. Yukarida saglanan

dozajlar aktif bilesen olan taksan bilesenine goredir.

Omegin, bir albiimine bagl paklitaksel olan Abraxane®, paklitakselin boyutu yaklasik
130 nm olan stabil tanecikler olusturacak sekilde sadece albiiminle kompleks olusturdugu
¢oziiciistiz bir paklitaksel formiilasyonu halinde formiile edilir. Her bir 50 mL'lik
Abraxane® sigesi bir steril, liyofilize macun halinde 100 mg paklitaksel ve yaklasik
900 mg insan alblimini igerir. Her bir sise 5 mg/mL paklitaksel iceren bir siispansiyon
olusturacak sekilde 20 mL %0.9 Sodyum Kloriir Enjeksiyonu, USP, ile uygulama igin
hazirlanacak sekilde saglanir. Uygulama ig¢in hazirlanmis Abraxane siispansiyonu

intravendz olarak 30 dakika iginde 6nerilen 260 mg/m”lik dozda inflizyonla uygulanir.

Burada saglanan bilesim veya bilesim kombinasyonlarinda, niikleosid analogu, érnegin

gemsitabin veya bunun bir tiirevi, dogrudan uygulama icin, yaklagik 100 mg ila 5000 mg,

131



20

25

30

EP-17891

O6rmegin 500 mg ila 5000 mg, 500 mg ila 2500 mg, 1000 mg ila 2500 mg, 2000 mg ila
5000 mg veya 1500 mg ila 2500 mg arasinda, genellikle en az veya yaklasik en az veya
yaklasik 100 mg, 200 mg, 300 mg, 400 mg, 500 mg, 600 mg, 700 mg, 800 mg, 900 mg
veya 1000 mg arasinda bir miktarda formiile edilir. Bilesim sonradan uygulama igin
hazirlanan bir liyofilize form halinde veya bir sivi formiilasyon halinde saglanabilir.
Ornegin, bir siv1 formiilasyonu uygulamaya hazirlamak icin su veya %0.9 sodyum kloriir
veya bir baska fizyolojik ¢ozelti kullanilabilir. Uygulama igin hazirlandiginda veya bir
sivi formiilasyon halinde saglandiginda, tamamlanmamis ¢6ziilmeyi en aza indirmek i¢in,
bilesim yaklagik 1 mg/mL ila 500 mg/mL, érnegin 5 mg/mL ila 100 mg/ml, 10 mg/mL
ila 50 mg/mL, 25 mg/mL ila 200 mg/mL veya 20 mg/mL ila 100 mg/mL arasinda,
Ornegin en az veya yaklasik en az 5 mg/mL, 10 mg/mL, 20 mg/mL, 30 mg/mL veya
40 mg/mL ve genellikle en fazla 40 mg/mL bir niikleosid analogu igeren bir stok ¢dzelti
olarak saglanabilir. Bilesimin hacmi 0.5 mL ila 1000 mL, 6rnegin 0.5 mL ila 100 mL,
0.5mL ila 10 mL, 1 mL ila 500 mL, | mL ila 10 mL, érmegin en az veya yaklagik en az
veya yaklasik 0.5 mL, ] mL,2 mL, 3 mL,4 mL, 5 mL, 6 mL, 7mL, 8 mL, 9 mL, 10 mL,
15 mL, 20 mL, 30 mL, 40 mL, 50 mL, 100 mL, 200 mL veya daha yiiksek olabilir, Tiim
sise icerigi uygulama i¢in cekilebilir veya birden fazla uygulama i¢in birden fazla dozaj
halinde bdliinebilir. Daha yiiksek hacimler i¢in, inflizyon siiresi daha yiiksek hacmin
iletimini saglayacak sekilde uyarlanabilir. Ornegin, infiizyon siiresi en az 1 dakika,
5 dakika, 10 dakika, 20 dakika, 30 dakika, 40 dakika, 50 dakika, 1 saat veya daha uzun
olabilir. Uygulama i¢in ilacin bir miktan ¢ekildiginde, formiilasyon arzu edildigi takdirde
su, salin (or., %0.9) veya bir bagka fizyolojik ¢ozelti icinde ayrica seyreltilebilir.
Anlasilacagi gibi, bir niikleosid analogunun (&r., gemsitabin veya bir tiirev)
formiilasyonlar tasiyicilar, polimerler, lipidler ve baska yardimer maddeler dahil bagka
bilesenler icerebilir. Yukarida saglanan dozajlar aktif bilesen olan niikleosid analogu

bilesenine goredir.

Omegin, enjeksiyonluk gemsitabin olan Gemzar®, sise basina 200 mg veya 1000 mg
aktif madde igeren bir liyofilize formiilasyon olarak saglanmaktadir. Her bir sise,
40 mg/ml. gemsitabin igeren bir slispansiyon (liyofilize edilmis tozun kapladigr hacim
hesaba katilarak, uygulama i¢in hazirlanan konsantrasyon yaklasik 38 mg/mL olabilir)

olusturmak igin, sirastyla 5 mL veya 25 mL %0.9 Sodyum Kloriir Enjeksiyonu, USP, ile
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uygulama ic¢in hazirlanacak sekilde saglamir. Uygulamadan 6nce, uygun miktarda ilag

%0.9 sodyum klortir veya bir bagka fizyolojik ¢ozelti ile ayrica seyreltilebilir.

3. Paketleme ve Mamul Uriinler

Ayrica, paketleme malzemeleri, burada saglanan herhangi bir farmasétik bilesim veya
kombinasyon ve bilesimler ve kombinasyonlarin stromal tiimor kanserleri veya kati
tiimor kanserleri gibi kanserlerin tedavisi i¢in kullanilacagini gosteren bir etiket iceren
mamul {iriinler saglanmaktadir. Ornek mamul iiriinler, tek hazneli veya cift hazneli kaplar

dahil, kaplardir.

Kaplara, simirlayic1 olmaksizin, tiipler, siseler ve siringalar dahildir. Kaplar ayrica

subkutan uygulama icin bir igne igerebilir.

Bir &rnekte, mamul {iriin anti-hiyaliironan maddesi, 0rnegin polimere konjiige edilmis
hiyaliironan pargalayan enzim ve tiimdr-giidiimlii taksan iceren ve baska madde veya
tedavi igermeyen bir farmasdétik bilesim icerir. Bir baska &érnekte, mamul iiriin anti-
hiyaliironan maddesi, or., polimere konjiige edilmis hiyaliironan par¢alayan enzim,
tiimdér-gidiimlii taksan ve bir bagka kemoterapi maddesi (6r., nikleosid analogu) igeren
farmasotik bilesimler igerir, Bu 6mekte, maddeler mamul diriinler olarak paketlenmek

lizere birlikte veya ayn ayn bir sekilde saglanabilir,

Burada saglanan mamul iirlinler ambalajlama malzemeleri icerir. Farmasétik tirtinlerin
ambalajlanmasinda kullanima yonelik ambalajlama malzemeleri teknikte uzman kigilerce
iyi bilinmektedir. Bkz., 6rnegin, ABD Pat. No. 5,323,907, 5,052,558 ve 5,033,252.
Farmasotik paketleme malzemelerinin  6rneklerine, smirlayict olmaksizin, blister
paketleri, siseler, tiipler, inhalatdrler, pompalar, keseler, kiicik siseler, kaplar, siringalar,
siseler ve secilen formiilasyon ve 6ngdriilen uygulama ve tedavi sekli i¢in uygun herhangi

bir paketleme malzemesi dahildir.

Paket se¢imi maddelere ve bu tip bilesimlerin birlikte mi yoksa ayr1 ayrn mu
paketlenecegine baglidir. Genel olarak, paketleme, ig¢inde barindirdigi bilesimler i¢in
reaktif degildir. Bazi1 6rneklerde, bilesenlerin bazilar bir karisim olarak paketlenebilir.
Bazi Orneklerde, tiim bilesenler ayn ayn paketlenir. Dolayisiyla, 6rnegin, bilesenler,

uygulamadan hemen 6nce karistirnildiginda, birlikte dogrudan uygulanabilen ayr ayn
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bilesimler olarak paketlenebilir. Alternatif olarak, bilesenler ayri ayri uygulama igin ayri

ayri bilesimler olarak paketlenebilir.

Bilesenler bir kap i¢inde paketlenebilir. Bilesenler ayn1 kap i¢inde ayr ayn bir sekilde
paketlenebilir. Genel olarak, bu tip kaplarin 6rneklerine polimere konjiige edilmis
hiyaliironan pargalayan enzimi igeren bir kapali, sinirl bogluga ve diger bilesenleri veya
bileseni igeren bir ayr1 kapali veya sinirh bosluga sahip olanlar dahildir, béylece miiteakip
alanlar kolayca g¢ikanlabilen bir membranla ayrilir ve bu membranin cikarilmasi
bilesenlerin karismasina veya bilesenlerin ayr ayr bir sekilde uygulanmasina olanak
saglar. Maddeler uygulamadan 6nce diger bilesenlerden aynldig siirece, herhangi bir kap
veva bir baska mamul {irlin kapsanmaktadir. Uygun dlizenlemeler icin, bkz., ABD Pat.

No. 3,539,794 ve 5,171,081'de ac¢iklanan kaplar.

Mamul uriinler dahil secilen bilesimler kitler olarak da saglanabilir. Kitler burada
aciklanan bir farmasétik bilesim ve bir mamul iiriin olarak saglanan bir uygulama 6gesi
igerebilir. Kit 1stege bagl olarak dozajlar, doz uygulama rejimleri ve uygulama sekilleri
i¢in talimatlarimi igeren uygulama talimatlan igerebilir. Kitler ayrica burada agiklanan bir

farmasotik bilesim ve teshis igin bir 6ge icerebilir,

F. AKTIVITE, BIYOYARARLANIM VE FARMAKOKINETILERI
DEGERLENDIRME USULLERI

Buradaki bilesimlerdeki maddelerin 6zellikleri ve aktiviteleri degerlendirilebilir.
Ozellikler ve aktiviteler biyolojik aktivitelerle ve/veya tiimérjenik aktivitelerle ilgili
olabilir. Analizler in vitro veya in vivo olarak gercgeklestirilebilir. Bu tip analizler,
sinirlayict olmaksizin, doku veya timor biyopsilerinde hiyaliironan veya plazmada
¢Oziinebilen hiyaliironan miktarlarinin  él¢glimiinii, kan veya idrardaki hiyallironan
katabolitlerinin &l¢limlerini, plazmada hiyaliironidaz aktivitesinin dl¢limlerini veya
timérlerdeki interstisyal sivi basinci, vaskiiler hacim veya su igerigi Olciimlerini
icerebilir. Analizler doz ve uygulama sekli etkileri dahil, maddelerin etkilerini

degerlendirmek i¢in kullamlabilir.
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1. in Vitro Analizler

a. Bir Hiyalitronan Par¢alayan Enzimin Hiyaliironidaz Aktivitesi

Hiyaliironan pargalayan enzimin aktivitesi teknikte iyi bilinen usuller kullanilarak
degerlendirilebilir. Ornegin, hiyaliironidaz i¢in USP XXII analizi aktiviteyi dolayl
olarak, enzimin hiyaliironik asit veya hiyaliironan (HA) ile 30 dakika siireyle 37 °C'de
tepkimeye girmesine izin verildikten sonra tepkimemis HA miktarnim &lgerek belirler
(USP XXII-NF XVII (1990) 644-645 United States Pharmacopeia Convention, Inc,
Rockville, MD). Herhangi bir hiyaliironidazin aktivitesinin, birim cinsinden,
belirlenmesine yonelik bir analizde bir Hiyallironidaz Referans Standardi (USP) veya
Ulusal Ila¢ Rehberi (NF) Standart Hiyaliironidaz ¢dzeltisi kullanilabilir. Bir drnekte,
aktivite bir mikro-bulaniklik analizi kullanilarak &lg¢iiliir. Bu, hiyaliironik asit serum
albiiminine baglandiginda bir c¢dézinmeyen c¢okelti olusmasina dayanir. Aktivite,
hiyaliironidazin belirli bir zaman periyodu (&r., 10 dakika) boyunca sodyum hiyaliironat
{(hiyaliironik asit) ile enkiibe edilmesi ve daha sonra sindirilmemis sodyum hiyaliironatn
asitlestirilmis serum albiimini eklenerek c¢oktiiriilmesiyle olg¢ilir. Olusan numunenin
bulaniklif1 bir ek gelisme periyodundan sonra 640 nm'de dlgiiliir. Sodyum hiyaluronat
substrati iizerinde hiyaliironidaz aktivitesinden kaynaklanan bulanikliktaki azalma
hiyaliironidaz enzimi aktivitesinin bir Olgiisiidiir. Bir baska ornekte, hiyaliironidaz
aktivitesi, hiyaliironidazla enklibasyondan sonra kalint1 biyotinlenmis hiyaliironik asidin
6lc¢iildiigii bir mikrotitre analizi kullanilarak ol¢tiliir (bkz., 6r., Frost ve Stern (1997) Anal.
Biochem. 251:263-269, ABD Pat. Yayin No. 20050260186). Hiyaliironik asitteki
glikuronik asit kalintilan Uzerindeki serbest karboksil gruplan biyotinlenir ve
biyotinlenmis hiyaliironik asit substrati kovalent olarak bir mikrotitre plakasina baglanir.
Hiyaliironidazla enkiibasyondan sonra, kalint1 biyotinlenmis hiyaliironik asit substrat1 bir
avidin-peroksidaz tepkimesi kullanilarak tespit edilir ve bilinen aktiviteye sahip
hiyaliironidaz standartlariyla tepkimeden sonra elde edilenle karsilastirilir. Teknikte
hiyaliironidaz aktivitesini 6l¢mek i¢in bagka analizler de bilinmektedir ve bunlar buradaki
usullerde kullanilabilir (bkz., &r., Delpech vd., (1995) Anal. Biochem. 229:35-41;
Takahashi vd., (2003) Anal. Biochem. 322:257-263).

Bir modifive edilmis ¢Oziinebilen hivalliironidaz (6r., PEG'lenmis rHuPH20) gibi bir

hiyaliironan parcalayan enzimin bir yayici veya dagitici madde olarak gbrev yapma
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kabiliyeti de degerlendirilebilir. Omegin, tiiysiiz farelerin her bir yanindaki yan deriye
Omegin subkutan veya intradermal olarak, bir hiyaliironan parcalayan enzimle veya bu
olmadan tripan mavi boyas: enjekte edilebilir. Daha sonra boya alaninin érnegin bir
mikro-kumpasla 6l¢iilmesiyle hiyaliironan pargalayan enzimin bir yayict madde olarak
gdrev yapma kabiliyeti belirlenir (bkz., 6r., ABD Yayinlanmus Patenti No. 20060104968).
Bir hiyaliironidaz gibi bir hiyaliironan par¢alayan enzimin bir kemoterapi maddesi gibi
bir baska maddeyle birlikte uygulanmasinin bu maddenin farmakokinetik ve
farmakodinamik 6zellikler {izerindeki etkisi de in vivo olarak Ornegin yukanda
aciklandig1 ve asagida Omek 1'de gosterildigi gibi bir klinik deneme ortaminda hayvan
modeli ve/veya insan hastalar kullanilarak degerlendirilebilir. Bir hiyaliironidaz olmayan
bir hiyaliironan pargalayan enzimin fonksiyonel aktivitesi bu analizlerin herhangi biri
kullanilarak bir hiyaliironidazla karsilastirilabilir. Bu, bir hiyaliironan par¢alayan enzimin
fonksiyonel olarak esdeger bir miktarinin belirlenmesiyle gerceklestirilebilir. Ornegin, bir
hiyaliironan par¢alayan enzimin bir yayic1 veya dagitici madde olarak gérev yapma
kabiliyeti fare yan derisine tripan mavisiyle enjekte edilmesiyle (6r., subkutan veya
intradermal olarak) degerlendirilebilir ve ayni yayillma miktarnini elde etmek igin gercken
miktar, dmegin, 100 birim bir Hiyaliironidaz Referans Standardi olarak belirlenebilir.
Dolayisiyla, gereken hiyaliironan parcalayan enzim miktart fonksiyonel olarak 100
hiyaliironidaz birimine esittir. Ornegin bir tiimérde, bir modifiye edilmis hiyaliironidaz
gibi bir modifive edilmis hivaliironan parcalayan enzimin hidrolik iletkenligi (K} de, bir
modifiye edilmis hiyallironan pargalayan enzim terkibinin aktivitesini degerlendirmek
icin Olgiilebilir.

Peg'lenmis hiyaliironidaz dahil bir moditiye edilmis hiyaliironidaz gibi bir modifiye
edilmis hiyalironan parcalayan enzimin yukarida agiklanan hiyaliironanla iliskili
hastaliklar ve rahatsizliklarla iligkili isaretlerin herhangi biri veya daha fazlasim1 veya
herhangi bir baska iliskili isaret veya fenotipi etkileme kabiliveti yukarda agiklanan
analizlerin herhangi biri veya daha fazlas1 kullamlarak degerlendirilebilir. Omegin, bir
modifiye edilmis hiyaliironidaz gibi bir modifiye edilmis hiyaliironan pargalayan enzimin
hiyaltironan seviyelerini veya igerigini, halolarm olusmasi veya boyutunu, interstisyal
s1v1 basineini, su icerigini ve/veya damar hacmini azaltma kabiliyeti yukarndaki in vitro,
ex vive ve/veya in vive analizlerin herhangi biri veya daha fazlasi kullanilarak

degerlendirilebilir. Bir 6rmekte, bir modifiye edilmis hiyaliironidaz bir tiimori olan bir
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hastaya veya uygun bir hayvan modeline uygulanabilir ve hiyaliironan seviyeleri,
halolarin olusmasi ve boyutu, interstisyal sivi basinci, su igerigi ve/veya damar hacmi
izerindeki etki degerlendirilebilir ve modifiye edilmis hiyaliironidaz uygulanmamis olan
hastalar veya hayvan modelleriyle karsilastirilabilir. Baz1 érneklerde, modifiye edilmis

hiyaliironidaz bir kemoterapi maddesi gibi bir baska maddeyle uygulanabilir.

HA sentezi veya pargalanmasi lizerindeki etkiler dahil hiyaliironidaz aktivitesini
degerlendirmek icin ¢esitli baska analizler teknikte uzman kisilerce bilinmektedir ve
bunlara sinirlayict olmaksizin burada agiklananlar veya teknikte bilinenler, drnegin,
hiyaliironan par¢alanmasini dlgen in vitro analizler (bkz., 6r., Frost ve Stern (1997) Anal.
Biochem. 251:263-269), érnegin bir HA baglayict protein veya bir baska anti-HA
tepkime maddesi kullanarak HA i¢in doku veya baska numunelerin boyanmasi (bkz., ér.,
Nishida vd. (1999) J. Biol. Chem., 274:21893-21899), tanecik ayirma analizi (Nishida
vd., 1999; Morohashi vd. (2006) Biochem Biophys. Res. Comm., 345:1454-1459); bir
has geni igin HAS mRNA ekspresyonunun &lgiilmesi veya degerlendirilmest (Nishida

vd., 1999) dahildir.

b. Taksan Aktivitesi

Tiibiilin birlesmesini inhibe etmek i¢in arzu edilen bir biyolojik aktiviteye sahip olanlan
belirlemek igin bilesikleri test etmek igin standart fizyolojik, farmakolojik ve
biyokimyasal prosediirler mevcuttur. Sitotoksisite ve tiibiilin polimerizasyonu gibi
biyolojik aktiviteyi degerlendirmek i¢in in vitro ve in vivo analizler kullanilabilir (bkz.,

or., Hidaka vd. (2012) Biosci. Biotechnol. Biochem., 76:349-352).

Omegin, burada saglanan taksan bilesikleri bir mikrotiibiil stabilizasyonu analizinde test
edilebilir (Barron vd., (2003} Anal. Biochem., 315:49-56). Tiibiilin birlesmesi veya bunun
inhibisyonu bir absorbans veya floresan bi¢iminde bir tiibiilin polimerizasyonu analizinde
izlenebilir. Ornegin, bir optik yogunluk bazli tiibiilin polimerizasyonu analizi
kullanulabilir, c¢linki bir mikrotiibiil polimerinin konsantrasyonu mikrotiibiilleri
tarafindan sagilan 1s1tk miktanyla orantilidir. Bu tip bir analizin o6rnegi Tiibiilin
polimerizasyonu HTS Analizidir (Katalog No. BK004P veya BKOO6P; Cytoskeleton,
Denver, CO). Mikrotiibilllere bir floresan raportériin  eklenmesi sayesinde

polimerizasyonun floresan artisiyla izlendigi bir floresan bazli analiz de kullanilabilir
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(Katalog No. BKO11P, Cytoskeleton, Denver). Bu tip analizlerde, tiibiilin paklitaksel,
vinblastin veya doseletaksel gibi bir taksan bilesigi ile enkilbe edilebilir ve
polimerizasyon zaman iginde élgiilebilir, Ornegin, bir floresan analizinde, 360 nm'de
uyarma ve 420 nm'de emisyonla floresandaki degisimler izlenerek polimerizasyon
6lciilebilir. Tibiilin birlesimi ayrica yaklasik olarak 350 nm'deki gdriinen absorpsiyona
esit olan 151k sagilmasiyla da izlenebilir. Analizde, topaklagsmay1 énlemek i¢in genellikle
biiytikbag hayvan serum albiimini (BSA) kullamlir. Ayrica, sinyal:giiriilti oranim
arttirmak i¢in bir tiibiilin polimerizasyonu arttiricist olan gliserol kullanilmaz. Bir kontrol
olarak, mikrotlibiil destabilize edici ilag olan, tibiilin1 stabilize eden ve

depolimerizasyonu etkilemeyen vinblastin kullanilir,

¢. Antikanser Aktivitesi

Hiyaliironan parcalayan enzim, tiimér-glidiimlii taksan ve/veya diger kemoterapi maddesi
(6r., niikleosid analogu) dahil burada aciklanan bilesikler ve maddelerin ve bunlarin
formiilasyonlarmin antikanser aktivitesi, dérnegin, bir kanser hiicresi kiiltiiriiniin tirevle
enkiibe edilmesi ve daha sonra kiiltiirdeki hiicre biiylimesi inhibisyonunun
degerlendirilmesiyle in vitro olarak incelenebilir. Bu tip testler i¢in uygun hiicrelere fare
P388 lisemi, B16 melanom ve Lewis akciger kanseri hiicrelerini yani sira insan meme
MCF7, yumurtalik OVCAR-3, A549 akciger kanseri hiicreleri, MX-1 (insan meme
timorl hiicresi), HT29 (kolon kanseri hiicresi hatt1), HepG2 (karaciger kanseri hiicresi

hatt1) ve HCT116 (kolon kanseri hiicresi hatlart) dahildir.
2. In Vivo Hayvan Modelleri

Burada saglanan bilesimler veya kombinasyonlarin hiyaliironan seviyesi veya igerigi,
interstisyal sivi basmci, su icerigi, damar hacmi ve tiimér boyutu, hacmi ve biiyiimesi
tizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in hayvan modelleri kullanilabilir. Ek olarak,
bilesimler veya kombinasyonlarin farmakokinetiklerini veya tolere edilebilirligini

degerlendirmek i¢in hayvan modelleri kullanilabilir.

Hayvan modellerine, sinirlayici olmaksizin, fareler, sicanlar, tavsanlar, kdpekler, gine
domuzlar1 ve insan olmayan primat modelleri, érnegin sinomolgus maymunlan veya
rhesus makaklar1 dahildir. Hayvan modellerine genetik modellerin yam sira ksenogref

modelleri dahildir. Omegin, ksenogref modellerine, maddelerin test edilmesinden énce,
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uygun test hayvanlarinda, or., tiiysiiz farelerde tiimorlerin olusturulabildigi modeller
dahildir. Baz1 6meklerde, bagisiklik eksikligi olan farelere, 6rnegin tiysiiz fareler veya
SCID farelerine bu kanserin bir hayvan modelini olusturmak i¢in d&rnegin bir
hiyaliironanla iligkili kanserden bir tlimor hiicresi hatti nakledilir. Hiyaliironanla iligkili
kanserlerden olanlar dahil 6rnek hiicre hatlarma, sinirlayict olmaksizin, sunlar dahildir:
PC3 prostat karsinom hiicreleri, BxPC-3 pankreas adenokarsinom hiicreleri, MDA-MB-
231 meme karsinom hiicreleri, MCF-7 meme tiimora hiicreleri, BT474 meme timorii
hiicreleri, Tramp C2 prostat timori hiicreleri ve Mat-LyLu prostat kanseri hiicreleri ve
burada agiklanan hiyaliironanla iliskili olan, or., yiiksek seviyelerde hiyaliironan igeren
diger hiicre hatlar1. Bir 6rnek pankreas kanseri hayvan timér modeli BxPC-3 pankreas
adenokarsinom hiicreleri kullanilarak hayvanlarda timdérlerin olusturulmasim igerir

(bkz., 6r. Von Hoff vd. (2011) J. Clin. Oncol., 29:4548-54).

Hayvanlardaki, timdér olusumuna neden olacak sekilde bir veya daha fazla genin
cikarildigi genetik modeller de kullanilabilir. Bu tip genetik olarak islenmis fare modelleri
(GEMM) hastaligin molekiiler ve klinik dzelliklerini sergileyebilir. Ornegin, bir drnek
pankreas kanseri genetik modeli endojen mutantlarin, Kras ve Trp353 alelleri, pankreasa
6zel ekspresyonunu igerir, bu da bir fenotip eksikligi sergileyen mutant fareler olugturur
(KPC fareleri olarak adlandirilir; LSL-Kras®'?P, LSL-Trp53R!172H Pdx-1-Cre). KPC
farelerinde niikleosid analogu gemsitabine karsi direng dahil insan hastalifina benzer
6zellikler sergileyen birincil pankreas timorleri olusur (bkz., 6r., Frese vd. (2012) Cancer

Discovery, 2:260-269).

Burada saglanan bilesimler veya kombinasyonlar hastahk (zerindeki etkileri
degerlendirmek icin farelere uygulanabilir. Ornegin, hiyaliironan seviyeleri
degerlendirilebilir veya Olgiilebilir. Bir bagka Ornekte, tlimér biiylimesi veya tiimér
hiicresi inhibisyonu iizerindeki etkiler degerlendirilebilir. Ornegin, EDso degerleri, yani,
hayvanda tiimor biiylimesini %350 inhibe etmek icin gereken madde miktar belirlenebilir.

Hayatta kalma oranlar da belirlenebilir.

3. Farmakokinetikler ve tolere edilebilirlik

Burada saglanan kombinasyonlar ve bilesimlerin etkisini  degerlendirmek igin,

farmakokinetik ve tolere edilebilirlik ¢alismalarnn hayvan modelleri kullanilarak
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gerceklestirilebilir veya hastalarla klinik calismalar sirasinda gerceklestirilebilir. Hayvan
modellerine, sinirlayict olmaksizin, fareler, sicanlar, tavsanlar, kopekler, gine domuzlarn
ve insan olmayan primat modelleri, drmedin sinomolgus maymunlart veya rhesus
makaklart dahildir. Baz1 6rneklerde, farmakokinetik ve tolere edilebilirlik ¢alismalari
saghkli hayvanlar kullanilarak gergeklestirilir. Baz1 6rneklerde, galismalar kanserin
hayvan modelleri gibi buradaki bir kombinasyon veya bilesimle terapisi diisiiniilen bir

hastaligin hayvan modelleri kullamlarak gergeklestirilir.

Burada saglanan kombinasyonlar veya bilesimlerin farmakokinetik ozellikleri
uygulamadan sonra miiteakiben verilenler gibi parametrelerin - 6lgiilmesiyle
degerlendirilebilir: maksimum (en yiiksek) kemoterapi maddesi konsantrasyonu (Cmaks),
tepe noktasi zamani (yani, maksimum kemoterapi maddesi konsantrasyonunun
gerceklestifi zaman; Tmaks), minimum kemoterapi maddesi konsantrasyonu (yani,
kemoterapi maddesi dozlari arasindaki minimum konsantrasyon; Cmin), eliminasyon
varilanma siiresi (Ti2) ve egrinin altindaki alan (yani, zamana kargi konsantrasyon
grafigiyle olusturulan egrinin altindaki alan). Kemoterapi maddesinin subkutan olarak
uygulandigi durumlarda, maddenin mutlak biyoyararlammu subkutan uygulamadan sonra
kemoterapi maddesinin egrisinin altindaki alanin (AUCs.) intravendz uygulamadan sonra
kemoterapi maddesinin AUC'si (AUCs) ile karsilagtirilmasiyla belirlenir. Mutlak
biyoyararlanim (F), F = {[AUC]sc * dozs) / (JAUC]w % dozy) formiili kullanilarak
hesaplanabilir. Subkutan uygulamadan sonra plazmadaki kemoterapi maddesi
konsantrasyonu, kan numunelerinde kemoterapi maddesinin konsantrasyonunun

degerlendirilmesi icin uygun teknikte bilinen herhangi bir usul kullamilarak dlcilebilir.

Birlikte uygulanan maddenin (6r., niikleosid analogu) yiiksek wveya diisiik
konsantrasyonlariin etkisini degerlendirmek i¢in, farmakokinetik c¢alismalarda doz
araliklan ve farkli doz uygulama sikligi uygulanabilir. Biyoyararlanim gibi subkutan
olarak uygulanan kemoterapi maddesinin farmakokinetik ozellikleri ayrica polimere
konjiige edilmis hiyaltiironan pargalayan enzim ve/veya timor-glidimli taksan ile birlikte
uygulanarak veya bunlar olmadan degerlendirilebilir. Omegin, kopeklere, 6r., tazilara,
polimere konjiige edilmis hiyaliironan parcalayan enzim ve/veya timor-giidimli taksan
ile kombinasyon halinde veya tek basina bir veya daha fazla uygulama yolu kullanilarak

bir kemoterapi maddesi (6r., gemsitabin gibi niikleosid analogu) uygulanabilir. Bu tip
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calismalar, bir hiyaliironidaz gibi bir anti-hiyaliironan maddesiyle birlikte uygulamanin
kemoterapi maddelerinin biyoyararlanim gibi farmakokinetik Ozellikleri Gzerindeki

etkisini degerlendirmek icin gergeklestirilebilir.

Gtivenlik ve tolere edilebilirligi degerlendirme caligmalar1 da teknikte bilinmektedir ve
burada kullanilabilir. Buradaki kombinasyon ve bilesimlerin uygulanmasinin ardindan,
her tiirlii olumsuz reaksiyonun gelisimi izlenebilir. Olumsuz reaksiyonlara, sinirlayici
olmaksizin, enjeksiyon bdlgesi reaksiyonlari, érnegin ddem veya sisme, bas agrisi, ates,
yorgunluk, tslime, ates basmasi, bag donmesi, iirtiker, hinlti veya goégiis sikismasi,
bulanti, kusma, tirperme, sirt agrisi, gdgiis agnisi, kas kramplar, nébetler veya kasilmalar,
kan basinci degisiklikleri ve anafilaktik veya ciddi asiri-duyarlilik tepkileri dahildir. Tipik
olarak, kemoterapi maddesi ve/veya anti-hivaliironan maddesi, 6rne8in bir polimere
konjiige edilmis hiyaliironan pargalayan enzim ve/veya timor-giidiimli taksanin dozdaki
viiksek veya diislik konsantrasyonlarinin etkisini degerlendirmek i¢in, giivenlik ve tolere

edilebilirlik ¢alismalarinda doz araliklan ve farkli doz uygulama siklig1 uygulanabilir.

G. KOMBINASYON TERAPIiSi USULLERI VE KULLANIMLARI

Burada saglanan kombinasyonlar ve bilesimler kanserleni ve oOzellikle kati tlimor
kanserlerinin tedavisine yonelik terapi usullerinde kullanilabilir. Usullerde, bir anti-
hiyaliironan maddesi, érnegin bir polimere konjlige edilmis hiyaliironan pargalayan
enzim (&r., bir hiyaliironidaz, &rnegin bir PH20, 6r., PEGPH20) ve bir taksan
formiilasyonunun (&r., bir alblimine bagl taksan formiilasyonu) bir kombinasyon terapisi
bir kati tiimorii olan bir hastaya uygulanir. Bazi orneklerde, bir baska niikleosid analogu
madde ve Ozellikle kat1 tiimorler icin bir tedavi olan ve/veya deaminasyonla inhibisyona
duyarli olan bir niikleosid analogu madde (6r., gemsitabin veya bunun tiirevi) de
uygulanabilir. Burada oldugu gibi, bir polimere konjiige edilmis hiyaliironan parcalayan
enzim ve bir taksan formiilasyonu ile bir kombinasyon rejiminde, bir niikleosid
analogunun intratiimdr miktan ve dolayisiyla sitotoksik etkileri, niikleosid analogunun
maddelerin sadece biriyle (yani, polimere konjiige edilmis hiyaliironan pargalayan enzim
veya taksan formiilasyonu) birlikte uygulandigindaki etkilerden cok daha yiiksektir.
Omegin, etkiler sinerjistik olabilir. Burada saglanan kombinasyon terapisinde

gozlemlenen niikleosid analogu intratimd&r aktivitesi miktar ve seviyesi, mevcut tedavi
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rejimlerini asan yiiksek etkinlik ve hayatta kalma dahil, mevcut terapilerle simdiye kadar

elde edilemeyen sonuclar saglar.

1. Kanserler

Bir anti-hiyaliironan maddesi, or., polimere konjlige edilmis hiyaliironan pargalayan
enzim, taksan formiilasyonu ve/veya bir niikleosid analogunun kombinasyon terapisi
kanser hiicreleri, neoplazmalar, timérler ve metastazlarin tedavisi icin kullamlabilir.
Burada saglanan kombinasyon terapisi anti-timor etkinligi sergiler ve timor
biliylimesinde bir yavaslama veya azalma, tiimor hacminde bir diislis ve bazi vakalarda
tlimoriin eliminasyonu veya yok edilmesini saglar. Kombinasyon terapisi, bir tekli veya
ikili kombinasyon terapisi olarak aym maddelerle tedavi edilen hastalara kiyasla,
hastalarin hayatta kalma siiresinde artis saglar. Tedavisi zor olan pankreas kanseri gibi

kanserler i¢in kombinasyon terapisi mevcut usullere kiyasla énemli faydalar saglar.

Ornegin, kombinasyon terapisi akciger ve brons, meme, kolon ve rektum, bdbrek, mide,
Ozafagus, karacifer ve intrahepatik safra kanali, idrar kesesi, beyin ve diger sinir sistem,
bas ve boyun, agiz boglugu ve girtlak, serviks, uterine corpus, tiroit, yumurtalik, testis,
prostat, habis melanom, kolanjiyokarsinom, timom, melanom olmayan deri
kanserlerindeki gibi bir kati tiimdriin yani sira hematolojik tiimdrleri ve/veya habislikleri,
ornegin ¢ocukluk 16semisi ve lenfomlari, multipl miyelom, Hodgkin hastalig, lenfositik
ve kiitandz menseli lenfomlar, akut ve kronik lésemi, ornegin akut lenfoblastik, akut
miyelositik veya kronik miyelositik 16semi, plazma hiicresi neoplazmasi, lenfoid
neoplazmasi ve AIDS ile iligkili kanserleri tedavi etmek i¢in kullanilabilir. Tipik olarak,
kombinasyon terapisi kati timdrlerin, 6rmegin kati timorli stroma kanserlerinin tedavisi
icin kullanilir. Ornek tiimérlere, érnegin, pankreas tiimérleri, yumurtahk tiimorleri,
akciger tiimorleri, kolon tiimorleri, prostat tiimdrleri, serviks tiimdrleri ve meme tiimorleri

dahildir.

Kanserler, ozellikle, bir hiyaliironan pargalayan enzim gibi bir anti-hiyaliironan
maddesiyle hedetleme igin uygun olan hiyaliironan bakimindan zengin kanserler olabilir.
(egsitli hiyaliironan bakimindan zengin kanserler belirlenmistir. Hiyaliironan bakimindan
zengin tiimorlere, sinirlayict olmaksizin, prostat, meme, kolon, yumurtahik, mide, bag ve

boyun ve diger timorler ve kanserler dahildir. Bazi durumlarda, hiyaliironan seviyeleri
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kdotii prognozla, émegin diisiik hayatta kalma orani ve/veya niiksetme olmadan hayatta
kalma orani, metastazlar, anjiyogenez, diger dokulara/alanlara saldiran kanser hiicresi ve
diger kot prognoz gostergeleriyle korelasyon gosterir. Bu tip korelasyon, drnegin,
yumurtalik kanseri, SCC, ISC, prostat kanseri, akciger kanseri, 6rnegin kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri (NSCLC), meme kanseri, kolon kanseri ve pankreas kanseri
dahil hiyaliironan bakimindan zengin tiirevlerde gdzlemlenmektedir (bkz., Srnegin
Anttila vd., (2000) Cancer Research, 60:150-155; Karvinen vd., (2003) British Journal of
Dermatology, 148:86-94; Lipponen vd., (2001) Eur. Journal of Cancer, 849-856; Pirinen
vd., (2001) Int. J. Cancer: 95: 12-17; Auvinen vd., (2000) American Journal of Pathology,
156(2):529-536; Ropponen vd., (1998) Cancer Research, 58: 342-347). Dolayisiyla,
hiyaliironan bakimindan zengin kanserler, kanserin bir veya daha fazla semptomunu
tedavi etmek i¢in, bir hiyaliironidaz gibi bir anti-hiyaliironan maddesi uygulanarak tedavi

edilebilir.

Hiyaliironan bakimindan zengin kanserleri tedavi etme &rneklerinde, bir hiyaliironan
parcalayan enzim gibi anti-hiyaliironan maddesi kendi basina bir terapétik madde olarak
gbrev yapabilir ve/veya diger birlikte uygulanan veya kombinasyon terapilerinin
aktivitesini gelistirebilir. Omegin, hiyaliironidaz gibi hiyaliironan pargalayan enzimler,
timorlere  enjekte  edildiklerinde dogrudan  antikarsinojenik  etkilere  sahiptir.
Hiyaliironidaz farelere nakledilen tiimdrlerin bilylimesini dnler (De Maever vd., (1992)
Int. J. Cancer 51:657-660) ve karsinojenlere maruz kalindiginda timor olusmasini inhibe
eder (Pawlowski vd. (1979) Int. J. Cancer 23:105-109). Hiyaliironidaz beyin kanserinin
{glivomlar) tedavisinde tek terapotik madde olarak etkilidir (bkz., Uluslararas1 Pat.
Yayint WO198802261).

Hiyaliironidazlar dahil hiyaliironan pargalayan enzimler gibi anti-hiyaliironan maddeleri
ayrica kemoterapi maddelerinin tiimdrlere iletimini arttirmak igin de kullanilabilir.
Hiyaliironan par¢alayan enzim, érnegin, bir veya daha fazla baska kemoterapi maddesi
veya bagka anti-kanser maddesi veya tedavi (Or., bir taksan formiilasyonuyla tedavi
ve/veya bir niikleosid analoguyla tedavi) ile kombinasyon halinde, eszamanli olarak veya
bunlardan 6nce, uygulanabilir. Bazi durumlarda, enzimler gelencksel kemoterapiye
direncli olan timérlerin duyarliligim arttirabilir. Ornegin, rHuPH20 gibi hivaliironidazlar

dahil hiyallironan par¢alayan enzimler bir hastaya timér bdlgesi ¢evresindeki diflizyonu
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artirmak (Or., timér bolgesinde ve civarinda kemoterapi maddelerinin dolagimim
ve/veya konsantrasyonunu arttirmak ic¢in), dmegin hiyaliironik asit parcalamayla timor
hiicresi hareketliligini inhibe etmek ve/veya tiimor hiicresi apoptoz esigini diisiirmek igin
etkili bir miktarda uygulanabilir. Bu, timér hiicresini/hiicrelerini, timor hiicresinin
kemoterapi maddelerinin etkisine daha duyarli hale geldigi bir anoikis durumuna
getirebilir. Bir hiyallironidaz gibi bir hiyallironan parcalayan enzimin uygulanmasi ayrica
onceden kemoterapi direngli olan pankreas, mide, kolon, yumurtalik ve meme
timdrlerinde tedaviye cevap verme tetikleyebilir (Baumgartner vd. (1988) Reg. Cancer
Treat. 1:55-38; Zanker vd. (1986) Proc. Amer. Assoc. Cancer Res. 27:390). Bir
hiyaliironidaz gibi hiyaliironan pargalayan enzim tipik olarak kemoterapi veya diger anti-

kanser maddelerinin kati timérlere niifuz etmesini arttirir, bdylece hastaligi tedavi eder.

Tedavi icin Hastalarm Secimi

Usuller, tedavi icin bir hiyaliironanla iliskili timor veya kanseri olan hastalarin segilmesi
icin asamalar igerir. Bu tip usullere, bir hastamin bir hiyaliironanla iligkili hastalig
olduguna dair, hastanin bir hiyallironan pargalayan enzim gibi bir anti-hiyaliironan
maddesiyle tedaviye cevap verme olasilign olduguna dair ve/veya bir doku, hiicre veya
stvi gibi hastamin bir numunesinin yiiksek hiyaliironan ekspresyonu igerdigine dair
herhangi bir isaret dahil, hiyaliironanla iligkili hastalik isarelerinin tespit edilmesine
yonelik usuller dahildir. Isaretlerin tespit edilmesine yénelik drnek analizler asagida
aciklanmaktadir ve bunlara bir hastanin bir numunesindeki HA seviyesi ve/veya nispi HA
seviyelerinin dlgiilmesine yonelik analizler, hiyaliironan parcalayan enzimlerin hastanin
bir numunesi Uzerindeki etkilerinin analiz edilmesine yonelik analizler ve diisiik
hiyaliironidaz ekspresyonu veya aktivitesi, yiiksek interstisyal siv1 basinci, damar hacmi
ve su igerigi gibi belirli hiyaliironanla iligkili hastalik/rahatsizliklarla tipik olarak iliskili
olan okumalarin oOl¢iilmesine yonelik analizler dahildir. Genel olarak, hastalarin
numunelerindeki proteinlerin ve/veya niikleik asitlerin tespitine veya in vifro olarak
tedavinin hiicreler/dokular tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesine yonelik herhangi

bir bilinen analiz kullanilabilir.

Burada saglanan usullerde tedavi igin secilen hastalara, hastalifn veya rahatsizhig
olmayan hastalara kiyasla veya normal dokulara yiksek, anormal veya birikmis HA

ekspresyonu olmayan numunelere kiyasla, yiikksek, anormal veya birikmis hiyaliironan
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seviyeleri olan hastalar dahildir. Bir hastanin herhangi bir numunesi veya dokusu test
edilebilir ve bir normal numune veya dokuyla karsilastinlabilir. Hiyaliironan seviyeleri
herhangi bir kaynaktan, dérnegin bir doku (4r., biyopsiyle), timor, hiicreler veya kan,
serum, idrar veya diger viicut sivilarindan 8lgiilebilir. Ornegin, burada agiklandig gibi,
kat1 timdrlerdeki HA birikmesi profilleri genel olarak hiicre ¢cevresinde (periseliiler) veya
stromal olarak siniflandimlmaktadir. Yiiksek plazma HA seviyeleri Wilm tlimdri,
mezotelyom ve karaciger metastazlann olan hastalarda en belirgin  gekilde
gozlemlenmektedir. Dolayisiyla, hastaliga veya rahatsizliga bagh olarak, hiyaliironan
seviyeleri i¢in farkh bir numune &l¢iilebilir. Numune segimi teknikte uzman kisilerin bilgi

seviyesi dahilindedir.

Hiyaliironidaz substrati seviyelerini élgmek ic¢in kullanilan analiz hastalik veya
rahatsizligin bir fonksiyonudur ve Ozel hastalik veya rahatsizlifa gore secilebilir.
Teknikte vzman kisiler, sinirlayici olmaksizin, imminohistokimya usulleri ve ELISA

usulleri dahil, hiyaliironan tespit edilmesine yonelik usullere aginadir.

Bir ornekte, isaretleri tespit etme agamasi, 6rnegin, hastanin bir hiyaliironan parcalayan
enzimle tedavi ig¢in uygun olan bir hiyaliironanla iliskili rahatsizlik veya hastalia sahip
olup olmadifim belirlemek igin, bir hastamn tedavi edilmesinden énce gergeklestirilir.
Bu ornekte, isaret tespit edildigi takdirde (Or., hastanin bir hiicre, doku veva sivisinin
yiiksek hiyaliironan ekspresyonu igerdigi veya hiyallironan parcalayan enzime cevap
verdigi belirlendigi takdirde), hastaya bir hiyaliironan par¢alayan enzimin uygulandigi bir
tedavi asamasi gerceklestirilir. Bir 6rnekte, iserat tespit edilmediginde (Or., hastanin bir
hiicre, doku veya sivisinin normal veya yiiksek olmayan hiyallironan ekspresyonu
icerdigi veya hiyaliironan parcalayan enzime cevap vermedigi belirlendigi takdirde), bir

baska tedavi segenegi segilebilir.

Bir baska Ornekte, isaretleri tespit etme agamasi, drnegin, anti-hiyaliironan maddesiyle
tedavinin hastalik veya rahatsizligin tedavisi iizerinde bir etkiye sahip olup olmadigini
belirlemek igin bir hastanin tedavisinden sonra veya hastanin tedavi siireci sirasinda (0r.,
hiyaliironan pargalayan enzim (6r., ¢oziinebilen modifiye edilmis hiyaliironidaz) gibi
anti-hiyaliironan maddesiyle tedavi (bir birlikte uygulanan maddeyle veya bu olmadan))
gergeklestirilir. Bu tip bir Ornekte, isaret tespit edilmedigi veya tedavi Oncesindeki

miktar/seviyeye kiyasla veya bir baska numuneye kivasla diislik olan bir miktar veya nispi
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seviyede tespit edildigi takdirde, tedaviye devam edilir, bir tur daha tedavi gergeklestirilir
veya bir baska tedavi, bir kombinasyon terapisi basglatilir. Bu tip bir baska érnekte, isaret
tedavi oncesindekiyle veya bir baska drnekle ayni1 seviyede tespit edildigi takdirde, bir

baska tedavi segenegi segilebilir.

Hiyaliironanla iligkili hastaliklar ve rahatsizliklarin isaretlerin tespit edilmesine yonelik
analizlere bir hastanin bir dokusu, hiicresi ve/veya viicut sivisindaki, érnein bir
tiimdrdeki hiyallironan ve/veya hiyaliironidaz ekspresyonu miktarinin (0r., nispi miktar)
Ol¢lilmesine yonelik analizler dahildir. Bu tip analizlere, 6rnegin hasta numunelerinde HA
ekspresyonu, Hiyaliironan sentaz 1 (HAS1) ekspresyonu, Hiyaliironan sentaz 2 {(HAS2)
ekspresyonu, Hiyaliironan sentaz 3 (HAS3) ekspresyonu, HALO'larin (hiyaliironan dahil
proteoglikanlar bakimindan zengin olan hiicre ¢evresindeki matris bélgeleri) meveudiyeti
ve hiyaliironidazlar gibi hiyallironan pargalayan enzimlerin mevcudiyetini tespit edebilen

analizler dahildir.

Protein ve niikleik asit seviyelerinin tespit edilmesine yonelik analizler teknikte iyi
bilinmektedir ve hiyaliironan, hiyaliironan sentaz veya difer protein ve/veya niikleik asit
ekspresyonlarim  6lgmek icin buradaki usullerde kullamilabilir, Bu tip analizlere,
simirlayict  olmaksizin, ELISA, SDS-PAGE, Western Blot, PCR, RT-PCR,
immiinohistokimya, histoloji ve akis sitometrisi dahildir. Ornegin, doku veya
numunedeki hiyaliironan mevcudiyeti veya miktarim1 belirlemek igin, bir hastanin bir
numunesi, &rnegin bir doku numunesi (6r., bir hasta veya hayvan modelinin bir
timdrinln bir biyopsisi veya bir stroma numunesi), bir sivi1 (0r., kan, idrar, plazma,
tiikiiriik veya bir baska numune), bir hiicre veya hiicre numunesi veya ekstrakti veya bir
baska numune, drnegin, histolojik boyama, érnegin sabitlenmis veya dondurulmus doku
kesitlerinde immiinohistokimya (IHC), immiinofloresan hiicre boyama, pull-down
analizleri ve akis sitometrisi kullanilarak anti-HA antikorlarnn veya HA baglayici
proteinlerle boyanabilir. Bir bagka 6rnekte, numune, 6r., biyopsi, HA mRNA miktarini

degerlendirmek icin RT-PCR ile analiz edilebilir.

Kanserde hiyaliironan ekspresyonunun tespitine yonelik bilinen usullere, simirlayic
olmaksizin, mesane kanseri olan hastalarn idrar veya mesane dokusu ekstraktlarindaki
HA seviyelerinin 6l¢lilmesine yonelik Lokeshwar vd., (1997) Cancer Res. 57: 773-777'de

agiklanan ELISA benzeri analiz dahildir. Analiz ig¢in, idrar veya ekstraktlar mikro-
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gozenekli plakalar iizerine kaplanir {bir standart olarak kullanmilan gobek bagi HA's1 da
kaplanir), ardindan burada aciklananlar gibi bir isaretlenmis (0r., biyotinlenmis) HA
baglayici protein ile enkiibe edilir (6r., 16 saat oda sicakhi@), yikanir ve gbzeneklere
baglanan HA-baglayici proteinin miktart bir avidin-biyotin tespit maddesi substrati
kullanilarak tayin edilir. Bu tip usuller teknikte iyi bilinmektedir. Bir 6rnekte, HA-iligkili
mesane kanseri olan bir hastanin idrarn normal hastalarin (saghkli denekler veya baska
gastro-iiriner hastaliklari veya rahatsizliklan olan hastalar) idrar/ekstraktlarina kiyasla 2-
9 kat yiliksek olan HA seviyelerine sahip olmustur; dolayisiyla idrardaki HA seviyeleri
normal dencklere kiyasla yiiksek oldugu, 6r., normal deneklere kiyasla yaklasik 2 kat ila
yaklasik 9 kat, or., yaklasik 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 veya 9 kat yiiksek oldugu takdirde isaret
tespit edilir.

Bir baska 6rnekte, timor hiicrelerindeki in vitro hiyalironan ekspresyonu ve iiretimi
vukarida agiklanan vsullerin herhangi biri kullanilarak degerlendirilebilir. Benzer sekilde,
hiicreler tarafindan in vitro, ex vivo veya in vivo hiyallironan sentaz tiretimi (6r., HASI,
HAS2 veya HAS3) ve/veya ekspresyonu da, 6rnegin, ELISA, SDS-PAGE, Western Blot,

PCR, RT-PCR, immiinohistokimya, histoloji veya akis sitometrisi ile degerlendirilebilir.

Bir bagka omekte, kan veya plazma gibi hastanim bir numunesindeki hiyaliironidaz

aktivitesi miktart drnegin bir bulaniklik analiziyle belitlenir.

Bir bagka drnekte, bir hastadan bir hiicre veya bir baska doku, 6r., bir tlimér hiicresi izole
edilir ve O0rnegin tedaviye cevap olarak tiimor hiicreleri gibi hiicreler veya dokularin
biliylimesi, proliferasyonu ve/veya hayatta kalma siirelerini 6lgmek ic¢in bir klonojenik
analiz veya herhangi bir bagka analiz kullanilarak hiyaliironan parcalayan enzimle in vitro
tedaviye hilicre veya dokunun cevap verip vermedigini belirlemek i¢in bir ¢calismada
kullanilir. Omnegin, bir hastanin kanser hiicreleri bir hiicre-dis1 matris veya protein
karisimi, 6rnegin Matrigel® (BD Biosciences) markasiyla satilan kansimin ylizeyi
izerine ekilir. Bu drnekte, hiyaliironanla iligkili isaret hiicre veya dokunun hiyaliironan
par¢alayan enzim uygulamasina duyarlihigidir. Bu 6rnekte, hiicrelerin proliferasyonu,
biiyiimesi veya hayatta kalma siiresi gibi herhangi bir 6zelligi hiyallironan pargalayan
enzim eklenmesiyle inhibe edildigi veya bloke edildigi takdirde, hastanin hiyaliironan

parcalayan enzim igeren bilesimlerle tedavi igin uygun olabilecegi belirlenir.
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Hiyaliironan ekspresyonu seviyelerinin belirlenmesine yonelik analizlere ek olarak,
tedavi icin bir hasta segmek ve/veya tedavi etkinligi ve/veya siiresini degerlendirmek icin
baska analizler kullamilabilir, Interstisyal sivi basinci (IFP) uygun bir prob veya arag
kullanilarak &lgiilebilir. Ornegin, kanser dokulari veya ilgili diger dokulardaki IFP'yi
dlemek igin doniistiiriicii uglu bir kateter kullamlabilir. I¢ boslugundan kateterin
gecirildigi bir cerrahi igne daha sonra tiimoriin merkezine yerlestirilir. Kateter bu
konumda tutulurken igne geri ¢ekilir. Daha sonra uygun bir veri alma birimi kullanilarak
[FP (mmHg) élgiilebilir (Ozerdem vd. (2005) Microvasc. Res. 70:116-120). Diger IFP
6leme usullerine 1gne-igi-fitil usulii dahildir (Fadnes vd. (1977) Microvasc. Res. 14:27-
30).

Damar hacmi émegin ultrasonla goriintiileme kullanilarak 6l¢iilebilir. Bu usulde, tespit
edilen giiglii ultrason dalgasi yansimalart saglamak i¢in hiper-ekolu mikro-kabarciklar
kullanulir. Bir hasta veya hayvan modeline drnegin intravenéz olarak enjekte edildiginde
mikro-kabarciklar boyutlan sayesinde damar boslugu boyunca hareket eder. Doku su
igerigini, Ornegin tiimdér dokusu su igerigini degerlendirme analizleri de teknikte
bilinmektedir, Omegin, bir timériin numuneleri ahnabilir, blotlanabilir, tartilabilir ve
hizla dondurulduktan sonra liyofilize edilebilir. Daha sonra su agirhign doku 1slak

agirhgi/kuru (yani liyofilize edilmis) agirhigr seklinde rapor edilir.

Bir tiimor hiicresinin in vitro olarak hiicre ¢evresi matrisleri (halolar) olusturma kabiliveti
bir tanecik ayirma analizi kullanilarak degerlendirilebilir. Kiiglik tanecikler (formalinle
sabitlenmis kirmizi kan hiicreleri) Ornegin bir biiyiik topaklasan kondroitin siilfat
proteoglikam olan agrekan varhifinda diisiik yogunluklu timér hiicresi kiiltiirlerine
eklenebilir. Tanecikler ¢oktlikten sonra, kiiltiirlerin 400x biiyiitme ile izlenmesiyle timor
hiicreleri tarafindan herhangi bir halo olusturulup olusturulmadigi belirlenebilir. Bu,

hiicrelerin ¢evresindeki taneciklerin ¢ikarildig: alanlar olarak gérsellestirilebilir.

Tespit usullerinin herhangi biri igin, isaret (6r., HA ekspresyonu, hiyaliironan pargalayan
enzime cevap verme, HA-sentaz ekspresyonu veya hiyaliironidaz aktivitesi) tipik olarak,
isaretin tespitinin okumanin kontrol numunesine kiyasla yiiksek veya diisiik oldugunun

belirlenmesini icerecegi sekilde, bir kontrol numunesiyle karsilastinhr,

Ornegin, kontrol numunesi bir baska doku, hiicre veya viicut sivisi, érnegin bir normal

doku, hiicre veya viicut s1visi, éregin test edilen numuneye benzer olan, ancak farkl bir
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hastadan, 6rnegin normal olan (yani, bir hastalik veya rahatsizligi olmayan veya test
edilen hastadaki hastalik veya rahatsizlik tipine sahip olmayan) bir hastadan, 6rnegin bir
hiyaliironanla iligkili hastalik veya rahatsizligi olmayan bir hastadan izole edilen bir doku,
hiicre veya viicut sivist veya benzer bir hastalik veya rahatsizlifa sahip olan, ancak
hastalig1 o kadar ciddi olmayan ve/veya hiyaliironanla iligkili olmayan veya nispeten daha
az hiyaliironan eksprese eden ve dolayisiyla daha diisiik bir seviyede hivaliironanla iliskili
olan bir baska hastadan bir benzer doku olabilir. Omegin, test edilen hiicre, doku veya
stvi bir kanseri olan bir hastadan oldugunda, kanseri daha az ciddi olan, 6rnegin bir erken
asamada, farklilagmis veya bir bagka tip kanseri olan bir hastanin bir dokusu, hiicresi veya
sivis1 ile karsilastinlabilir. Bir bagka 6rnekte, kontrol numunesi bilinen bir miktarda veya
nispi miktarda HA iceren bir sivi, doku, ckstrakt (or., hiicre veya g¢ekirdek ckstrakti),
niikleik asit veya peptid terkibi, hiicre hatti, biyopsi, standart veya bir baska numune,
drnegin nispeten diisiik seviyelerde HA eksprese ettii bilinen bir tiimér hiicresi hatti,
O6rnegin HCT 116 hiicre hatti, HT29 hiicre hatti, NCI H460 hiicre hatti, DU145 hiicre
hatti, Capan-1 hiicre hatti ve bu tip hicre hatlart kullanilarak olusturulan timor
modellerindeki tlimorler gibi diisiik seviyelerde HA eksprese eden burada aciklanan

6rnek tiimdr hiicresi hatlar gibi bir numune olabilir,

Anlagilacagi gibi, 6zel degisim, 6r., HA'daki artis veya azalma kullanilan analize baghdir.
Ornegin, bir ELISA'da, belirli bir dalga boyundaki absorbanstaki veya protein
miktarindaki artig veya azalma miktar1 (6r., bir standart egri kullanilarak belirlenen} bir
kontrole gére ifade edilebilir. RT-PCR gibi bir PCR analizinde, 6rnegin standartlar
kullanilarak teknikte uzman kisilerce bilinen usuller kullanilarak kontrol ekspresyon

seviyeleriyle kiyaslanabilir (6r., degisim oran olarak ifade edilir).

Ornegin, bir hastanin bir numunesindeki hiyaliironan miktar test edildiginde, isaretin
tespiti hastanin numunesindeki (6r., kanserli hiicre, doku veya sivi) HA miktarinin énceki
paragrafta agiklanan bir kontrol numunesi gibi bir kontrol numunesine kiyasla yliksek
oldugunun belirlenmesi olabilir. Bir 6rnekte, bilinen bir miktarda veya nispi miktarda HA
igeren bir sivi, doku, ekstrakt (6r., hiicre veya ¢ekirdek ekstrakti), niikleik asit veya peptid
terkibi, hiicre hatt1, biyopsi, standart veya bir bagka numune, érnegin nispeten diisiik
seviyelerde HA eksprese ettigi bilinen bir timor hiicresi hatti, 6rnegin HCT 116 hiicre

hatti, HT29 hiicre hatti, NCI H460 hiicre hatti, DU 145 hiicre hatti, Capan-1 hiicre hatti ve
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bu tip hiicre hatlar1 kullamilarak olusturulan tiimér modellerindeki tiimérler gibi diigiik
seviyelerde HA eksprese eden burada aciklanan O6mek tiimor hiicresi hatlart gibi bir
numune olabilen kontrol numunesine kiyasla doku, hiicre veya sividaki HA miktan
vaklasik 0.5-kat, 1-kat, 2-kat, 3-kat, 4-kat, 5-kat, 6-kat, 7-kat, 8-kat, 9-kat, 10-kat, 11-kat,
12-kat, 13-kat, 14-kat, 15-kat, 20-kat veya daha yliksek oranda yiiksek oldugu takdirde,

kanserin hiyaliironan bakimindan zengin bir kanser oldugu belirlenir.

Ek olarak, bu tip usullerde, hiicreyle iligkili hiyaliironan seviyesi diigiik, orta veya ylksek
seklinde puanlanabilir. Ornegin, timor alaninin %30, %35, %40, %50, %60, %70, %75,
%80, %85, %90 veya daha fazlasi kalict HA sinyali sergiledigi takdirde, HA ekspresyonu
yiiksek veya orta kabul edilir. Tipik olarak, en azindan orta ila yiiksek HA's1 olan

hastalarin tedavisi burada kapsanmaktadir.

2. Dozaj ve Uygulama

Bir anti-hiyaliironan maddesi, 6rnegin bir hiyaliironan pargalayan enzim ve bir timor-
giidiimlii taksan i¢eren burada saglanan kombinasyon terapisi ve 1stege bagh olarak bir
niikleosid analoguyla ek kombinasyon terapdtik olarak yararh bir etki uygulamak i¢in
yeterli bir miktarda uygulanir, Tipik olarak, aktif maddeler tedavi edilen hastada
istenmeyen yan etkiler olusturmayan veya yukaridaki maddelerin biriyle tekli tedavi igin
gereken dozajlar ve miktarlara kiyasla gézlemlenen yan etkileri en aza indiren veya
azaltan bir miktarda uygulamr. Ornegin, burada agiklandig: gibi, bir polimere konjiige
edilmis hiyaliironan parcalayan enzim ve bir tiimor-gliidimli taksanin kombinasyon
terapisinin birlikte uygulanan bir nlikleosid analogu, 6r., bir gemsitabin icin ylksek
tiimor-ici iletim ve yiiksek tlimdr-ici yarilanma omrii sagladigl bulunmustur. Dolayisiyla,
bilinen teknikteki usuller (6r., gemsitabin mono-terapisi veya bir baska maddeyle birlikte
ikili terapi) kullanilarak uygulanan bir niikleosid analogunun miktarlarina kiyasla burada
saglanan kombinasyon terapisinde uygulanabilen bir niikleosid analogunun (&r.,
gemsitabin) miktar: diserken, hemen hemen ayni veya daha iyi terapdtik etkinlik elde
edilir. Uygulanan daha disiik dozaj sayesinde, niikleosid analogu (6r., gemsitabin)
uygulamasiyla iligkili yan etkiler, Ornegin bagisiklik bastirilmasi veya miyelo-

bastirilmasi, azalir, en aza indirilir veya 6nlenir.
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Teknikte uzman kisiler bir hastaya uygulanacak olan anti-hiyaliironan maddesi, or.,
polimere konjlige edilmis hiyaliironan parcalayan enzim, timor-giidimli taksan ve istege
bagl olarak bir niikleosid analogu dahil aktif maddelerin tam miktarlarini belirleyebilir,
Ornegin, bu tip maddeler ve kanserler ve kati tiimérler gibi hastaliklar1 ve rahatsizliklar
tedavi etmek i¢in kullanimlar teknikte iyi bilinmektedir. Dolayisiyla, bu tip maddelerin
bir bilesim veya kombinasyon terapisindeki dozajlan bu madde icin belirli bir uygulama

sekli altindaki standart doz uygulama rejimlerine gore segilebilir.

Anlagilacagi gibi tam doz ve tedavi stiresi tedavi edilen doku veya timdriin bir
fonksiyonudur ve bilinen test protokolleri kullamlarak veya in vivo veya in vitro test
verilerinden ekstrapolasyonla deney yoluyla belirlenebilir ve/veya 6zel maddenin bilinen
doz uygulama r¢jimlerinden belirlenebilir. Konsantrasyonlarimin ve dozaj degerlerinin
tedavi edilen bireyin yasi, bireyin agirligi, uygulama sekli ve/veya hastaligin kapsami
veya ciddiyeti ve uzman tibbi personel tarafindan dikkate alinan diger faktdrlere gore
degisebildigi belirtilmelidir. Genel olarak, dozaj rejimlen toksisiteyi sinirlayacak sekilde
secilir. Ilgili doktorun toksisite veya kemik iligi, karaciger veya bobrek veya baska doku
fonksiyonu bozukluklarindan dolayr terapiyi nasil ve ne zaman sonlandiracagimi, ara
verecegini veya daha diisiik dozaja ayarlayacagim bilecegi belirtilmelidir. Buna karsilik,
ilgili doktor ayrica klinik cevap yeterli olmadigi takdirde nasil ve ne zaman tedaviyi daha
viiksek seviyelere ayarlayacagini bilecektir (toksik yan etkiler hari¢). Yine anlasilacag
gibi, herhangi bir 6zel hasta i¢in, dzel dozaj rejimleri hastanin ihtiyacina ve uygulama
yapan kisinin veya bilesimlerin uygulanmasini denetleyen kisinin profesyonel kanaatine
gore zaman iginde ayarlanmalidir ve burada verilen konsantrasyon araliklar sadece 6rmek

olarak verilmektedir ve bunlarin kapsamini ve uygulamasini kisitlayic nitelikte degildir.

Ornegin, bir hiyaliironidaz, &rnegin bir PH20 (6r., PEGPH20) gibi polimere konjiige
edilmis hiyaliironan pargalayan enzim tlimorle iliskili hiyaliironan1 parcalamak veya
bdlmek igin terapdtik olarak etkili bir miktarda uygulanir. Bir kanser veya kati tiimér,
ormegin bir HA bakimindan zengin tiimor gibi bir hastalik veya rahatsizligin tedavisi i¢in
uygulanacak olan bir ¢oziinebilen hiyaliironidaz gibi bir hiyaliironan pargalayan enzimin
miktan standart klinik tekniklerle belirlenebilir. Ek olarak, en uygun dozaj araliklarinin
belirlenmesine yardimci olmasi i¢in in vitro analizler ve hayvan modelleri kullanilabilir.

Deney yoluyla belirlenebilen tam dozaj 6zel enzime, uygulama sckline, tedavi edilecek
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olan hastaligin tipine ve hastaligin ciddiyetine bagl olabilir. Omek dozaj arahiz1 yaklasik
50 Birim ila 50,000,000 Birim bir polimere konjiige edilmis bir hiyaliironan parcalayan
enzim veya bir polimere konjlige edilmis bir baska hiyaliironan pargalayan enzimin
fonksiyonel olarak esdeger bir miktaridir. Anlasilacag: gibi, bir birim aktivite bir standart
aktivite, Ornegin hiyaliironidaz aktivitesinin analiz edildigi bir mikro-bulaniklik

analizinde dlciilen bir aktivite halinde normallestirilir.

Dolayisiyla, 6rnegin, bir PEG gibi bir polimere konjiige edilmis bir hiyaliironidaz,
ornegin bir PH20 gibi bir hiyaliironan par¢alayan enzim yaklagik 10 ila 50,000,000 Birim,
10 ila 40,000,000 Birim, 10 ila 36,000,000 Birim, 10 ila 12,000,000 Birim, 10 ila
1,200,000 Birim, 10 ila 1,000,000 Birim, 10 ila 500,000 Birim, 100 ila 100,000 Birim,
500 ila 50,000 Birim, 1000 ila 10,000 Birim, 5000 ila 7500 Birim, 5000 Birim ila 50,000
Birim veya 1,000 ila 10,000 Birim miktarinda uygulanabilir. Genel olarak, bir polimere-
konjiige edilmis hiyallironan parcalayan enzim bir hastaya yaklasik 0.01 pg/kg ila
25 mg/kg, 6megin 0.0005 mg/kg (0.5 ng/kg) 1la 25 mg/kg, 0.5 ug /kg ila 10 mg/ke,
0.02 mg/kg ila 1.5 mg/kg, 0.01 pg/'kg ila 15 pg/kg, 0.05 png/kg ila 10 pg/'kg, 0.75 pg/kg
ila 7.5 pg/kg veya 1.0 pg/kg ila 3.0 pg/kg arasinda bir miktarda uygulanir. Polimere-
konjiige edilmis hiyallironan par¢alayan enzim agirhf tipik olarak yaklasik 70 kg ila
75 kg olan bir ortalama yetiskin insan hastaya en az veya yaklasik en az 0.0005 mg/kg
{hastanin), 0.0006 mg/kg, 0.0007 mg/kg, 0.0008 mg/kg, 0.0009 mg/kg, 0.001 mg/kg,
0.0016 mg/kg, 0.002 mg/kg, 0.003 mg/kg, 0.004 mg/kg, 0.005 mg/kg, 0.006 mg/kg,
0.007 mg/kg, 0.008 mg/kg, 0.009 mg/kg, 0.01 mg/kg, 0.016 mg/kg, 0.02 mg/kg,
0.03 mg/kg, 0.04 mg/kg, 0.05 mg/kg, 0.06 mg/kg, 0.07 mg/'kg, 0.08 mg/kg, 0.09 mg/kg,
0.1 mg/kg, 0.15 mg/kg, 0.2 mg/kg, 0.25 mg/kg, 0.30 mg/kg, 0.35 mg/kg, 0.40 mg/kg,
0.45 mg/kg, 0.5 mg/kg, 0.55mgkg, 0.6 mg/kg, 0.7mgkg, 0.8 mgkg, 0.9mgke,
1.0 mg/kg, 1.1 mg/kg, 1.2mgkg, 1.3 mgkg, 14mgkg 1.5mgkg 1.6 mgkg,
1.7 mg/kg, 1.8 mg/kg, 1.9 mg/ke, 2 mg/kg, 2.5 mg/ke, 3 mg/kg, 3.5 mg/kg, 4 mg/kg,
4.5 mg/kg, 5mg/kg, 5.5mgkg, 6 mgkg 65mgkg 7mgkg 7.5 mgke, 8 mgke,
8.5 mg/kg, 9 mg/kg, 9.5 mg/kg, 10 mg/kg, 11 mg/kg, 12 mg/kg, 13 mg/kg, 14 mg/kg,
15 mg/kg, 16 mg/kg, 17 mg/kg, 18 mg/kg, 19 mg/kg, 20 mg/kg, 21 mg/kg, 22 mg/kg,
23 mg/kg, 24 mg/kg, 25 mg/kg veya daha yiiksek bir dozajda uygulanabilir.
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Burada saglanan bir PEG'lenmis hiyaliironidaz (6r., PEGPH20) gibi bir polimere-konjiige
edilmis hiyaliironan parcalayan enzim uygulama yapilan hastanin kiitlesine gore yaklasik
1 Birim/kg ila 800,000 Birim/kg, 6rnegin 10 ila 800,000 Birim/kg, 10 ila 750,000
Birim/kg, 10 ila 700,000 Birim/kg, 10 ila 650,000 Birim/kg, 10 ila 600,000 Birim/kg, 10
ila 550,000 Birim/kg, 10 ila 500,000 Birim/kg, 10 ila 450,000 Birim/kg, 10 ila 400,000
Birim/kg, 10 ila 350,000 Birim/kg, 10 ila 320,000 Birim/kg, 10 ila 300,000 Birim/kg, 10
ila 280,000 Birim/kg, 10 ila 260,000 Birim/kg, 10 ila 240,000 Birim/kg, 10 ila 220,000
Birim/kg, 10 ila 200,000 Birim/kg, 10 ila 180,000 Birim/kg, 10 ila 160,000 Birim/kg, 10
ila 140,000 Birim/kg, 10 ila 120,000 Birim/kg, 10 ila 100,000 Birim/kg, 10 ila 80,000
Birim/kg, 10 ila 70,000 Birim/kg, 10 ila 60,000 Birim/kg, 10 ila 50,000 Birim/kg, 10 ila
40,000 Birim/kg, 10 ila 30,000 Birim/kg, 10 ila 20,000 Birim/kg, 10 ila 15,000 Birim/kg,
10 ila 12,800 Birim/kg, 10 ila 10,000 Birim/kg, 10 ila 9,000 Birim/kg, 10 ila 8,000
Birim/kg, 10 1la 7,000 Birim/kg, 10 ila 6,000 Birim/kg, 10 ila 5,000 Birim/kg, 10 ila 4,000
Birim/kg, 10 ila 3,000 Birim/kg, 10 1la 2,000 Birim/kg, 10 1la 1,000 Birim/kg, 10 ila 900
Birim/kg, 10 ila 800 Birim/kg, 10 ila 700 Birim/kg, 10 ila 500 Birim/kg, 10 ila 400
Birim/kg, 10 ila 300 Birim/kg, 10 ila 200 Birim/kg, 10 ila 100 Birim/kg, 16 ila 600,000
Birim/kg, 16 ila 500,000 Birim/kg, 16 ila 400,000 Birim/kg, 16 ila 350,000 Birim/kg, 16
ila 320,000 Birim/kg, 16 ila 160,000 Birim/kg, 16 ila 80,000 Birim/kg, 16 ila 40,000
Birim/kg, 16 ila 20,000 Birim/kg, 16 ila 16,000 Birim/kg, 16 ila 12,800 Birim/kg, 16 ila
10,000 Birim/kg, 16 ila 5,000 Birim/kg, 16 ila 4,000 Birim/kg, 16 ila 3,000 Birim/kg, 16
ila 2,000 Birim/kg, 16 ila 1,000 Birim/kg, 16 ila 900 Birim/kg, 16 ila 800 Birim’kg, 16
ila 700 Birim/kg, 16 ila 500 Birim/kg, 16 ila 400 Birim/kg, 16 ila 300 Birim/kg, 16 ila
200 Birinv/kg, 16 ila 100 Birim/kg, 160 ila 12,800 Birim/kg, 160 ila 8,000 Birim/kg, 160
ila 6,000 Birim/kg, 160 ila 4,000 Birim/kg, 160 ila 2,000 Birim/kg, 160 ila 1,000
Birim/kg, 160 ila 500 Birim/kg, 500 ila 5000 Birim/kg, 1000 ila 100,000 Birim’kg veya
1000 ila 10,000 Birim/kg arasinda bir miktarda uygulanabilir. Bazi1 érneklerde, bir
polimere-konjlige edilmis hiyaliironan pargalayan enzim, oOrnegin bir PEG'lenmis
hiyaliironidaz (6r., PEGPH20) gibi bir hiyaltironan pargalayan enzim yaklasik 1 Birim/kg
ila 1000 Birim/kg, 1 Birim/kg ila 500 Birim/kg veya 10 Birim/kg ila 50 Birim/kg

miktarinda uygulanabilir,

Genel olarak, PEG'lenmis hiyaliironidazin 6zgiil agirlign yaklasik 10,000 U/mg ila 80,000

U/mg, d6rnegin 20,000 U/mg ila 60,000 U/mg veya 18,000 U/mg ila 45,000 U/mg oldugu
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durumda, genel olarak hastanin kiitlesine gore yaklasik 1 Birim/kg (U/kg), 2 U/kg, 3
U/kg, 4 U/kg, 5 U/kg, 6 U/kg, 7 U/kg, 8 U/kg, 8 U/kg 10 U/kg, 16 U/kg, 32 U/kg, 64
U/kg, 100 U/kg, 200 U/kg, 300 U/kg, 400 U/kg, 500 Urkg, 600 U/kg, 700 U/kg, 800 U/kg,
900 U/kg, 1,000 U/kg, 2,000 U/kg, 3,000 U/kg, 4,000 U/kg, 5,000 U/kg, 6,000 U/kg,
7,000 U/kg, 8,000 U/kg, 9,000 U/kg, 10,000 U/kg, 12,800 U/kg, 20,000 U/kg, 32,000
U/kg, 40,000 U/kg, 50,000 U/kg, 60,000 U/kg, 70,000 U/kg, 80,000 U/kg, 90,000 U/kg,
100,000 U/kg, 120,000 U/kg, 140,000 U/kg, 160,000 U/kg, 180,000 U/kg, 200,000 U/kg,
220,000 U/kg, 240,000 U/kg, 260,000 U/kg, 280,000 U/kg, 300,000 U/kg, 320,000 U/kg,
350,000 U/kg, 400,000 U/kg, 450,000 U/kg, 500,000 U/kg, 550,000 U/kg, 600,000 U/kg,
650,000 U/kg, 700,000 U/kg, 750,000 U/kg, 800,000 U/kg veya daha yiiksek bir miktar
uygulanir. Ornegin, 60,000 U; 70,000 U; 80,000 U; 90,000 U; 100,000 U; 200,000 U;
300,000 U; 400,000 U; 500,000 U; 600,000 U; 700,000 U; 800,000 U; 900,000 U;
1,000,000 U; 1,500,000 U; 2,000,000 U; 2,500,000 U; 3,000,000 U; 3,500,000 U;
4,000,000 U veya daha fazlasi uygulanir.

Buradaki drneklerde, bir albiimine bagli taksan (6r., alblimine bagli paklitaksel) gibi bir
timor-giidiimlii taksan tiimér-ici iletim saglamak igin yeterli terapdtik olarak etkili bir
miktarda uygulamir, Baz1 orneklerde, bir albiimine bagh taksan (or., albiimine bagh
paklitaksel) gibi bir tiimdr-giiddiimlii taksan tedavinin olmadigr duruma kiyasla timor-igi
deaminaz (0r., sitidin deaminaz) protein seviyelerini diistirmek, érnegin seviyeleri en az
veya vaklasik en az %10, %20, %30, %40, %50, %60, %70, %80, %90 veya daha yiiksek
oranda diisiirmek veya azaltmak icin terapotik olarak etkili bir miktarda uygulanir. Ozel
omeklerde, bir albliimine bagl taksan (6r., alblimine bagh paklitaksel) gibi bir tiimor-
giidiimlii taksan tedavinin olmadifi duruma kiyasla bir birlikte uygulanan niikleosid
analogunun (6r., gemsitabin veya tiirevi) timor-i¢i seviyesini arttirmak igin terapétik
olarak etkili bir miktarda uygulanir. Ornegin, tiimdr-igi gemsitabin en az veya yaklasik
en az %10, %20, %30, %40, %50, %60, %70, %80, %90 veya daha yiiksek oranda
arttirilir. Bir kanser veya kat tiimor, ornegin bir HA bakimindan zengin tiimér gibi bir
hastalik veya rahatsizligin tedavisi i¢in uygulanacak olan bir albiimine bagh taksan (6r.,
albimine baglh paklitaksel) gibi bir timor-gidimlii taksanin miktan standart klinik
tekniklerle belirlenebilir. Ek olarak, en uygun dozaj araliklarinin belirlenmesine yardimei
olmas! i¢in in vitro analizler ve hayvan modelleri kullanilabilir. Deney voluyla

belirlenebilen tam dozaj 6zel taksana, Ozel formiilasyona (0r., nanotanecik veya lipozom
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formiilasyonu), uygulama sekline, tedavi edilecek olan hastaligin tipine ve hastaligin

ciddiyetine bagh olabilir.

Tipik olarak, bir albiimine baglh taksan (6r., albiimine baglh paklitaksel) gibi bir timor-
giidiimlii taksan bir hastaya hastanin viicut yiizey alanma (BSA; m?) gére yaklasik 1
mg/m? ila 1000 mg/m? arasinda, érnegin 10 mg/m? ila 500 mg/m?, 50 mg/m? ila 400
mg/m?, 25 mg/m? ila 300 mg/m? arasinda ve genel olarak en az veya yaklasik en az 20
mg/m’, 30 mg/m?, 40 mg/m*, 50 mg/m?’, 60 mg/m?, 70 mg/m?, 80 mg/m’, 90 mg/m°, 100
mg/m?, 150 mg/m?, 200 mg/m?, 250 mg/m?, 300 mg/m’ oraninda uygulamr. Bazi
durumlarda, mevcut formiilasyonlar veya dozaj rejimlerine kiyasla hastalara bir alblimine
bagli taksan (6r., alblimine bagh paklitaksel) gibi bir timor-giidimli taksanin diisiik
dozajlart uygulanabilir. Ornegin, bir albiimine bagli taksan (6r., albiimine bagh
paklitaksel) gibi bir tiimdr-glidiimlii taksan bir hastaya en az veya yaklasik en az 50
mg/m?® veya 100 mg/m?, ancak 260 mg/m>, 200 mg/m” veya 150 mg/m?den daha diisiik
bir miktarda uygulamir. Bazi 6meklerde, uygulama basma uygulanan dozaj mevcut
dozajlar ve dozaj rejimleri ile aynidir, ancak dozaj programi uygulama déngiisii basina
daha diisiitk bir miktarda niikleosid analogunun uygulanacag sekilde azaltilir, Baz
durumlarda, meveut formilasyonlar veya dozaj rejimlerine kiyasla hastalara bir alblimine
bagh taksan (&r., albiimine bagh paklitaksel) gibi bir timdr-giidiimlii taksanin daha
yiiksek dozajlar1 uygulanabilir. Ornegin, bir albiimine bagli taksan (6r., albiimine bagh
paklitaksel) gibi bir timor-glidiimlii taksan bir hastaya en az veya yaklasik en az 300
mg/m?, érnegin 300 mg/m? ila 1000 mg/m’arasinda bir miktarda uygulanir. Teknikte
uzman kisiler mg/kg cinsinden olan karsilik gelen dozajlar1 bir hastanin boyu ve kilosuna
gore donlistiirebilir veya belirleyebilir. Omegin, BSA (boy (cm) x agirlik (kg)/3600)?

formiiliiyle belirlenir. Bir ortalama yetiskinin BSA's1 1.73 m?dir.

Buradaki 6rneklerde, kombinasyon terapisi istege bagli olarak ayrica bir niikleosid
analogunun (0r., bir gemsitabin veya tlirevi veya bir baska analog) uygulanmasini igerir.
Gemsitabin, tiimor-ici iletim saglamak icin yeterli terapotik olarak etkili bir miktarda
uygulanir. Ozel érneklerde, niikleosid analogu (6r., bir gemsitabin veya tiirevi veya bir
bagka analog) buradaki kombinasyon terapisinde, tek basina uygulandigindaki tiimor-igi
seviyveye kiyasla en az 1.5-kat, 2-kat, 3-kat, 4-kat, 5-kat, 10-kat veya daha yliksek bir

oranda artan bir timér-igi seviye elde edilecek bir miktarda birlikte uygulanir. Bir kanser
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veya kati tiimdr, émegin bir HA bakimindan zengin tiimér gibi bir hastalik veya
rahatsizligin tedavisi i¢in uygulanacak olan bir niikleosid analogu (6r., bir gemsitabin
veya bunun tlirevi veya burada agiklanan bir baska analog) miktan standart klinik
tekniklerle belirlenebilir. Ek olarak, en uygun dozaj araliklarinin belirlenmesine yardimci
olmasi igin in vitro analizler ve hayvan modelleri kullamlabilir. Deney yoluyla
belirlenebilen tam dozaj zel niikleosid analoguna, 6zel formiilasyona, uygulama sekline,

tedavi edilecek olan hastaligin tipine ve hastaligin ciddiyetine baglh olabilir.

Tipik olarak, bir niikleosid analogu (6r., gemsitabin veya bunun tiirevi veya bir baska
analog) bir hastaya hastanin viicut yiizey alanina (BSA; m?) gére yaklasik 100 mg/m? ila
2500 mg/m’arasinda, Srnegin yaklasik 500 mg/m® ila 2000 mg/m’, 750 mg/m® ila
1500 mg/m?, 1000 mg/m? ila 1500 mg/m?* veya 500 mg/m? ila 1500 mg/m® arasinda ve
genellikle en az veya yaklasik en az veya yaklasik 500 mg/m?, 600 mg/m?, 700 mg/mm?,
800 mg/m’, 900 mg/m*, 1000 mg/m’, 1250 mg/m*, 1500 mg/m>, 1750 mg/m?,
2000 mg/m® veya daha yiiksek bir miktarda uygulamr. Bazi durumlarda, mevcut
formiilasyonlar veya dozaj rejimlerine kiyasla hastalara bir niikleosid analogunun (or.,
gemsitabin veya bunun tiirevi veya bir bagka analog) daha diigiik dozajlar1 uygulanabilir.
Omegin, bir niikleosid analogu (6r., gemsitabin veya bunun tiirevi veya bir baska analog)
bir hastaya en az veya yaklasik en az 200 mg/m? veya 500 mg/m?, ancak 1000 mg/m?
veya 1250 mg/m®den daha diisiik bir miktarda uygulamr. Bazi durumlarda, uygulama
basina uygulanan dozaj mevcut dozajlar ve dozaj rejimleri ile aynidir, ancak dozaj
programi uygulama dénglsii basina daha diisiik bir miktarda niikleosid analogunun
uygulanacagi sekilde azaltilir. Teknikte uzman kisiler mg/kg cinsinden olan karsilik gelen

dozajlan belirleyebilir.

Burada saglanan maddeler intravendz, subkutan, intratiiméral, intradermal, agiz yoluyla
veya baska uygulama yollartyla uygulanabilir. Ozel yol uygulanan maddeler arasinda
farklilik gdsterebilir veya ayni olabilir. Ornegin, maddelerin bir veya daha fazlas1 veya
tiimii subkutan olarak uygulanabilir. Ozel érneklerde, burada bir polimere konjiige
edilmis hiyaliironan pargalayan enzimin subkutan olarak uygulanmasi kapsanmaktadir.
Bu tip dmeklerde, polimere konjiige edilmis hiyaliironan pargalayan enzim, bir eszamanh
intraventz dozaj rejimi olarak benzer timdr aktivitesi saglamak icin kan akisinda 1-8

saat, 6rnegin 1-2 saat enzim biyoyararlanimi elde edilmesine olanak saglayan bir dozaj
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rejiminde uygulanir. Buradaki orneklerde, tiimor-gidiimli taksan ve/veya nikleosid
analogu da subkutan olarak uygulanabilir. Bir veya daha fazla maddenin 6zel subkutan
formiilasyonu veya birlikte formiilasyonu, maddenin yeterli biyoyararlaniminin

saglanacagi ve enjeksiyon bolgesi reaksiyonlarinin en aza indirilecegi sekilde saglanir.

Bir baska Ornekte, maddelerin bir veya daha fazlasi veya timil intravendz olarak
uygulanabilir. Bu tip bir érnekte, maddelerin bir veya daha fazlasi veya tiimii itme veya
inflizyonla uygulanabilir. itme veya infiizyon 1 dakika ila 60 dakika ve genellikle
yaklagik 10 dakika ila 40 dakika ve en fazla 60 dakika olabilir. Maddeler eszamanl
inflizyonla veya miiteakip inflizyonla uygulanabilir. Bir &mekte, burada saglanan
kombinasyon terapisinde uygulanan maddeleri ikisi veya tim li¢li eszamanl infiizyon
olarak uygulanir. Bu tip bir 6rnekte, uygulanan maddeler ayni poset icinde birlikte
inflizyon i¢in ayni bilesim i¢inde saglanir. Bazi durumlarda, uygulanan maddeler ayri
bilesimler igin saglanir, ancak inflizyondan hemen énce bir inflizyon iiriinli olarak tek bir
poset i¢inde birlestirilir. Bir bagska dmekte, uygulanan maddeler eszamanli olarak veya
hemen hemen eszamanl olarak infiizyonla veya miiteakip inflizyonla uygulanir ve ayn

inflizyonlar i¢in ayn posetler iginde asilir,

3. Dozaj Rejimi: Uygulama Sikhigi ve Dingiisii

Polimere konjiige edilmis hiyaliironan pargalayan enzim gibi anti-hiyaliironan maddesi
timor-giidiimlil taksandan dnce, ayn1 anda veya hemen hemen aynm anda, sirayla veya
fastlali olarak uygulanabilir. Ornegin, anti-hiyaliironan maddesi, 6r., polimere konjiige
edilmis hiyaliironan pargalayan enzim ve timor-giidiimlii taksan birlikte veya ayri ayn
olarak uygulanabilir. Ayr1 ayn olarak uygulandig takdirde, birbirinin hemen ardindan
uygulanabilir, drnegin birbirinden 30 saniye ila 15 dakika, érnegin 15 dakika, 14 dakika,
12 dakika, 10 dakika, 5 dakika, 2 dakika, 1 dakika veya 30 saniyeden kisa arayla
uygulanabilir. Baz1 durumlarda, anti-hiyaliironan maddest, 6r., polimere konjiige edilmis
hiyallironan pargalayan enzim ve tiim&r-giidiimlii taksan sirayla ve/veya fasilali olarak
uygulanir. Bu tip orneklerde, anti-hiyaliironan maddesi, or., hiyaliironan pargalayan
enzim dnce uygulanabilir veya timor-giidiimlii taksan 6nce uygulanabilir. Genel olarak,
bir hiyaliironan pargalayan enzim gibi anti-hiyaliironan maddesi timor-giidiimlii
taksandan once uygulanir. Ornegin, anti-hiyaliironan maddesi veya hiyaliironan

pargalayan enzim timor-giidiimlii taksanin uygulanmasindan en az veya en az vaklasik
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veya yaklasik 5 dakika, 15 dakika, 30 dakika, 1 saat, 2 saat, 3 saat, 4 saat, 6 saat, 8 saat,
12 saat, 16 saat, 18 saat, 20 saat, 22 saat, 24 saat, 30 saat, 36 saat, 40 saat veya 48 saat

dnce uygulanir.

Buradaki kombinasyon terapisi Orneklerinde, niikleosid analogu anti-hiyallironan
maddesi (0r., hiyaliironan pargalayan enzim) ve/veya tiimdr giiddiimlii taksandan once,
aynt anda veya hemen hemen aym anda, sirayla veya fasilali olarak uygulanabilir.
Niikleosid analogu anti-hiyaliironan maddesi (0r., hiyaliironan pargalayan enzim) ve/veya
timor gidimli taksanin birisi veya her ikisiyle birlikte veya ayr ayn bir sekilde
uygulanabilir. Ayn ayrn uygulandigi takdirde, niikleosid analogu anti-hiyaliironan
maddesi, Ornegin hiyallronan pargalayan enzim ve/veya timor-giidimli taksan
uygulamasindan hemen 6nce veya sonra uygulanabilir, drneginden birbiriyle 30 saniye
ila 15 dakika arayla, Ornegin anti-hiyaliironan maddesi (0r., hiyaliironan parcalayan
enzim) ve/veya timdér-giidimlii taksandan 15 dakika, 14 dakika, 12 dakika, 10 dakika,
5 dakika, 2 dakika, 1 dakika veya 30 saniye'den daha kisa siireyle arayla uygulanabilir.
Genel olarak, niikleosid analogu hiyaliironan pargalayan enzim gibi anti-hiyaliironan
maddesinden sonra uygulanir. Bazi durumlarda, niikleosid analogu hiyaliironan
parcalayan enzim gibi anti-hiyaliironan maddesi ve tiimdér-giidiimlii taksandan sonra
uygulanir. Qrnegin, niikleosid analogu anti-hiyaliironan maddesinin (6r., hiyaliironan
parcalayan enzim) ve/veya tiimor-giidiimlii taksanin uygulanmasindan en az veya en az
vaklasik veya yaklasik 5 dakika, 15 dakika, 30 dakika, 1 saat, 2 saat, 3 saat, 4 saat, 6 saat,
8 saat, 12 saat, 16 saat, 18 saat, 20 saat, 22 saat, 24 saat, 30 saat, 36 saat, 40 saat veya

48 saat sonra uygulanir.

Buradaki bir érnekte, anti-hiyaliironan maddesi, érnedin hiyaliironan pargalayan enzim,
diger maddelerden ayr bir sekilde uygulanir ve tiimoér-giidiimli taksandan hemen dnce
veya sonra uygulanir. Ornegin, hiyaliironan pargalayan enzim tiimér-giidiimlii taksandan
15 dakika, 14 dakika, 12 dakika, 10 dakika, 5 dakika, 2 dakika, 1 dakika veya 30 saniye
Once veya sonra uygulanir. Bazi drneklerde, ntkleosid analogu anti-hiyaliironan maddesi
{(or., hiyaliironan parcalayan enzim) ve timor-glidimli taksandan sonra uygulanir.
Omegin, niikleosid analogu hiyaliironan parcalayan enzim ve tiimér-giidiimlii taksanin

uygulanmasindan en az veya en az yaklasik veya yaklasik 5 dakika, 15 dakika, 30 dakika,
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| saat, 2 saat, 3 saat, 4 saat, 6 saat, 8 saat, 12 saat, 16 saat, 18 saat, 20 saat, 22 saat,

24 saat, 30 saat, 36 saat, 40 saat veya 48 saat sonra uygulanir.

Bir baska drnekte, anti-hiyaliironan maddesi, érnegin hiyaliironan pargalayan enzim,
niikleosid analogundan 6nce uygulanan tliimor-giidiimlii taksandan 6nce uygulanir.
Ornegin, anti-hiyaliironan maddesi (6r., hiyaliironan parcalayan enzim) tiimér-giidiimlii
taksanin uygulanmasindan en az veya en az yaklasik veya yaklasik 5 dakika, 15 dakika,
30 dakika, 1 saat, 2 saat, 3 saat, 4 saat, 6 saat, 8 saat, 12 saat, 16 saat, 18 saat, 20 saat,
22 saat, 24 saat, 30 saat, 36 saat, 40 saat veya 48 saat 6nce uygulanir. Bu tip bir 6rnekte,
niikleosid analogu timor-gidimlii taksanin uygulanmasindan en az veya en az yaklasik
veva yaklasik 5 dakika, 15 dakika, 30 dakika, 1 saat, 2 saat, 3 saat, 4 saat, 6 saat, 8 saat,
12 saat, 16 saat, 18 saat, 20 saat, 22 saat, 24 saat, 30 saat, 36 saat, 40 saat veya 48 saat

sonra uygulanir.

Uygulama siklig1 ve zamanlamasi ve dozaj miktarlari arzu edilen bir siire boyunca aktif
maddelerin siirekli ve/veya uzun siireli bir etkisini siirdiirmek i¢in bir uygulama déngiisii
boyunca periyodik olarak uygulanabilir. Kombinasyonlar veya bilesimler saat basi, giinde
bir, haftada bir, ayda bir, yilda bir veya sadece bir kez uygulanabilir, Uygulama
ddngiisiiniin siiresi deneme yoluyla belirlenebilir ve tedavi edilecek olan hastaliga,
hastaligin ciddiyetine, 6zel hastaya ve tedaviyi uygulayan doktor tarafindan bilinen diger
hususlara baglidir. Burada saglanan bir kombinasyon terapisi ile tedavi siiresi bir hasta,
iki hafta, bir ay, birkag ay, bir yil, birka¢ vil veya daha uzun olabilir. Dozajlar tedavi
siireci sirasinda birden fazla uygulama dongiisii halinde béliinebilir. Oregin, bir
modifiye edilmis hiyaliironidaz enzimi bir y1l veya daha uzun bir periyot boyunca haftada
iki kez uygulanabilir. Tedavi kesilmedigi halde hastalik semptomlarnn devam ettigi
takdirde, tedaviye bir siire daha devam edilebilir. Tedavi siireci boyunca, hastalik ve/veya

tedavi ile ilgili toksisite veya yan etkilere dair kanitlar izlenebilir.

Ek olarak, maddelere maruz kalmaya bir ara vermek i¢in, uygulama déngiisiine tedavi
kesintisi periyotlan eklenebilir. Tedaviye ara verme siiresi onceden belirlenmis bir stire
olabilir veya hastanin nasil cevap verdigine bagh olarak veya gbzlemlenen yan etkilere
bagl olarak deneme yoluyla belirlenebilir. Omegin, tedaviye bir hafta, iki hafta, bir ay
veva birkag ay ara verilebilir. Genel olarak, tedaviye ara verme periyodu bir hasta i¢in bir

doz uygulama rejimi dongiisiine dahil edilir.
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Omegin, bir mek doz uygulama rejimi 28 giinliik bir tedavi dongiisii veya uygulama
dongiisidir. Madde, 6rmegin anti-hiyaliironan maddesi, or., polimere konjlige edilmis
hiyaliironan pargalayan enzim, timdr-giidimli taksan ve/veya niikleosid analogu,
haftada bir kez veya haftada iki kez uygulanabilir. Ornegin, madde ilk 3 hafta boyunca
haftada bir kez veya haftada iki kez uygulanabilir, ardindan bir hafta doz uygulanmaz.
Dolayisiyla, drnegin, bir hastaya 28 giinliik bir déngii siirecinde madde giin 1, 4, §, 11,
15 ve 18'de (veya giin 0, 3, 6, 9, 12 ve 15'te) hattada iki kez uygulanabilir ve ardindan
tedaviye bir hafta ara verilebilir. Bir baska &drnekte, bir hastaya 28 giinlliik bir dongii
stirecinde madde giin 1, 8 ve 16'da haftada bir kez uygulanabilir ve ardindan tedaviye bir
hafta ara verilebilir. Bir baska Ornekte, 28 giinlin tamami boyunca haftada bir kez veya
haftada iki kez uygulanabilir. Dolayisiyla, 6rnegin, bir hastaya 28 giinliik déngiinlin
tamamu boyunca madde giin 1, 4, 8, 11, 15, 18, 21 ve 24'te (veya giin 0, 4, 7, 11, 14, 18,
21 veya 25'e) haftada iki kez uygulanabilir. Baz1 érneklerde, bir hastaya 28 giinliik
ddéngiiniin tamami1 boyunca madde giin 1, 8, 16 veya 24'te haftada bir kez uygulanabilir.
Anlasilacag gibi, yukaridaki agiklama sadece drnek amaglidir ve yukaridakilerin degisik
halleri kullanmilabilir. Ayrica, burada saglanan kombinasyon terapisinde uygulanan tim
maddelere benzer uygulama dongiileri uygulanabilir veya her bir uygulanan madde kendi

doz uygulama rejiminde kullanilabilir,

Teknikte uzman kisiler tam uygulama dongiisiinii ve doz uygulama programin
belirleyebilir. Yukarida belirtildigi gibi, uygulama doéngiisii herhangi bir arzu edilen
uzunlukta olabilir. Dolayisiyla, 28 giinliik uygulama dongiisii herhangi bir uzunluktaki
siire boyunca tekrarlanabilir. Tedaviyi uygulayan doktor, hastaya 0zel kisisel hususlara
ve tedavi edilecek olan hastahiga bagli olarak hastanin ihtiyaclarini karsilayan bir

uygulama dongiisli ve doz uygulama rejimi benimseyebilir.

Genel olarak, niikleosid analogu, Ornegin gemsitabin veya tiirevinin uygulama
zamanlamasi tipik olarak anti-hiyallironan maddesi, or., polimere konjiige edilmis
hiyaliironan pargalayan enzim ve/veya timér giidimlii taksanin uygulama dongiistiniin
bir fonksiyonudur. Ornegin, niikleosid analogu bir uygulama déngiisiinde anti-
hiyaliironan maddesinin, &megin hiyaliironan pargalayan enzimin ve/veya timor-
giidimli taksanin birinci uygulamasindan sonra ve/veya donglideki herhangi bir veya

daha fazla miiteakip uygulamadan sonra uygulanabilir. Bazi érncklerde, anti-hiyaliironan

160



20

25

EP-17891

maddesi, or., hiyaliironan parcalayan enzim ve/veya timor-gudiimlii taksanin uygulama
dongiisi sirasinda niikleosid analogu her bir miiteakip anti-hiyaliironan maddesi (or.,
hiyaliironan pargalayan enzim) ve/veya tiimor-giidiimlii taksan uygulamasindan sonra,
doénglide hiyallironan pargalayan enzim ve/veya tiimor-giidiimli taksanin her iki
uygulamasinin birinden sonra uygulanir veya ddngiide haftada bir kez, iki haftada bir kez,
lic haftada bir kez veya ayda bir kez uygulanabilir. Baz1 6rneklerde, niikleosid analogu
anti-hiyaliironan maddesi, or., hiyaliironan par¢alayan enzim ve/veya timor-gidimli
taksanin uygulama dongiisii basina sadece bir kez uygulanmir. Ek 6rnekte, niikleosid
analogu uygulama déngiileri arasinda fasilah olarak uygulamr. Omegin, niikleosid
analogu birinci uygulama dongiisii siwrasinda uygulanmaz, ancak bir ikinci dongi
sirasinda uygulanir, ardindan lglincli dongii atlanir ve tekrar bir dordiincli uygulama
ddnglisl sirasinda uygulanir ve bu sekilde veya bunun herhangi bir degisik halinde devam

eder.

Buradaki kombinasyon terapisinin 6zel oOrneklerinde, usuller bir anti-hiyaliironan
maddesi ve bir timor-giidiimlii taksanin ayni anda veya hemen hemen aym anda, érnegin
egzamanl olarak uygulanmasini igerir. Anti-hiyaliironan maddesi ve tlimor-giidiimlii
taksan Onceden belirlenmis sayida hafta boyunca haftada iki ke veya haftada bir kez
uygulama sikligiyla uygulanabilir. Ozellikle, anti-hiyaliironan maddesi haftada iki kez
uygulanir ve tiimdr-giidiimlii taksan haftada bir kez uygulanir. Istege bagh olarak, bir
niikleosid analogu da kombinasyon terapisinde uygulanabilir. Ornegin, niikleosid analogu
onceden belirlenmis bir sayida hafta boyunca haftada bir kez uygulanir ve tipik olarak
niikleosid analogu anti-hiyalironan maddesi ve timdr-gidimli  taksanin
uygulanmasindan bir hafta sonra uygulanir. Usul ayrica anti-hiyallironan maddesinin
uygulanmasindan 6nce, eszamanli olarak, fasilah olarak veya sonra bir kortikosteroidin
uygulanmasini igerebilir. Uygulama dongiisii herhangi bir zaman periyodu boyunca
olabilir ve tedaviyi uygulayan doktor veya klinisyen tarafindan belirlenebilir. Tipik
olarak, onceden belirlenmis hafta sayisi 3 veya 4 haftadir, ancak daha uzun olabilir.
Uygulama déngiisii, hastaligin durumuna ve hastanin cevabina bagh olarak birden fazla

kez tekrarlanabilir.
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4. EKk Kombinasyon Tedavileri

Burada saglanan kombinasyon terapisi tek basina veya baska terapiler veya tedavilerle ek
kombinasyon halinde kullanilabilir. Burada saglanan kombinasyonlar veya bilesimler
ayrica baska terapotik veya farmakolojik maddelerle veya tedavilerle, Ornegin
prosediirlerle formiile edilebilir veya bunlarla birlikte, daha dnce, fasilali olarak veya daha
sonra uygulanabilir. Omegin, bu tip maddelere, sinirlayici olmaksizin, diger biyolojik
maddeler, anti-kanser maddeleri, kiigiik molekilli bilesikler, dagitici maddeler,
anestetikler, damar biizliciiler ve ameliyat ve bunlarin kombinasyonlar1 dahildir. Bu tip
maddeler ayrica yan etkileri iyilestiren, azaltan veya onleyen bir veya daha fazla madde
icerebilir. Bazi durumlarda, kombinasyon terapisi birincil timoéri uzaklastiran veya
tedaviden 6nce hastanin bagisiklifini bastiran bir veya daha fazla kanser tedavisivle
kombinasyon halinde kullanilabilir. Ornegin, burada saglanan kombinasyon terapisine ek
olarak ek kemoterapi veya radyasyon terapisi kullanilabilir. Bu tip ek terapi bir hastanin
bagisiklik sistemini zayiflatma etkisine sahip olabilir. Bazi érmeklerde, cerrahi miidahale
ve/veya badisiklik sisteminin zayiflatilmasini gerekli olmayabilir. Burada birlestirilebilen
diger érnek usullere bagisiklik sistemini zayiflatmadan tiimor veya neoplastik hiicrelerin
proliferasyon hizini azaltan bir bilesigin uygulanmas: (&r., tiimdr bastiricr bilesikler
uygulanarak veya timor hilcresine dzel bilesikler uygulanarak) veya bir anjiyogenez

inhibe edici bilesigin uygulanmasi dahildir.

Bir ikinci madde veya maddeler veya tedavi veya tedavilerin bir terkibi bir defada
uygulanabilir veva belirli zaman araliklariyla uygulanan gesitli sayida daha kiiciikk doza
boliinebilir. Secilen madde/tedavi terkipleri dmegin birkag saat, giin, hafta veya ay
boyunca bir tedavi siirecinde bir veya daha fazla doz halinde uygulanabilir. Bazi
durumlarda, kesintisiz uygulama yararlidir. Anlasilacagi gibi, tam dozaj ve uygulama
siireci endikasyona ve hastanin tolere edebilirligine baghdir. Genel olarak, buradaki ikinci

maddeler/tedaviler i¢in doz uygulama rejimleri teknikte uzman kisilerce bilinmektedir.

a. Kortikosteroidler

Burada saglanan kombinasyon terapisi tek bagina veya bir veya daha fazla
kortikosteroidle ek kombinasyon halinde kullamlabilir. Bir kortikosteroid, bir polimere

konjlige edilmis hiyaliironan parc¢alayan enzim veya bir baska maddenin uygulanmasinin
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bir veya daha fazla olumsuz etkisini, 6zellikle olumsuz kas-iskelet etkisini 1yilestirmek
veya azaltmak i¢in terapotik olarak etkili olan bir miktarda uygulamir. Terapotik olarak
etkili bir miktar bir veya daha fazla semptomu veya olumuz etkiyi iyilestirmek, énlemek,
ortadan kaldirmak veya azaltmak i¢in yeterli dozajdir. Gelisme veya basarili 6n-tedavi
gostergelerine CTCAE 6lgeginde bir ilgili puan veya CTCAE 6l¢eginde derecelendirme

veya ciddiyette bir degisimin saglanamadifinin belirlenmesi dahildir.

Kortikosteroidler bobrekiistii bezi korteksinde iiretilen bir steroid hormonu siifidir.
Kortikosteroidler stres tepkisi, bagisiklik tepkisi ve iltihap, karbonhidrat metabolizmas,
protein katabolizmasi, kan elektrolit seviyeleri ve davrams diizenlenmesi gibi ¢ok ¢esitli
fizyolojik sistemlerde rol oynar. Bunlara, ¢ok sayida baska fonksiyonu olan anti-
enflamatuvar maddeler olan gliikkokortikoidler ve baslica olarak boébrekler lizerine etki

ederek tuz ve su dengesini kontrol eden mineralokortikoidler dahildir.

Gliikokortikoidler bir steroid hormunu, o6r., gliikokortikoid reseptoriine baglanan
kortikosteroid siifidir.  Glikokortikoidler, glitkokortikoid reseptoriine baglanarak
etkilerini gdsterir. Diger aktivitelerin yani sira, aktiflestirilmis glitkokortikoid kompleksi
cekirdekte anti-enflamatuvar proteinlerin ekspresyonunu arttinir ve diger transkripsiyon
faktorlerinin  sitozolden ¢ekirdege gecisini Onleyerek sitozolde pro-enflamatuvar

proteinlerin ekspresyonunu bastirir,

Genel olarak, herhangi bir kortikosteroid, or., gliikokortikoid, burada saglanan usuller
veva kombinasyonlarda kullanilabilir. Glikokortikoidlere sentetik ve sentetik olmayan
glitkokortikoidler dahildir. Omek gliikokortikoidlere, sinirlayict olmaksizin, sunlar
dahildir: alklometazonlar, algestonlar, beklometazonlar (0r. beklometazon dipropionat),
betametazonlar (6r. betametazon 17-valerat, betametazon sodyum asetat, betametazon
sodvum fosfat, betametazon wvalerat), budesonidler, klobetasoller (6r. klobetasol
propionat), klobetazonlar, klokortolonlar (6r. klokortolon pivalat), kloprednoller,
kortikosteronlar, kortizonlar ve hidrokortizonlar (6r. hidrokortizon asetat), kortivazoller,
deflazakortlar, desonidler, desoksimetazonlar, deksametazonlar (6r. deksametazon 21-
fosfat, deksametazon asetat, deksametazon sodyum fosfat), diflorazonlar (&r. diflorazon
diasetat), diflukortolonlar, difluprednatlar, enoksolonlar, fluazakortlar, flukloronidler,
fludrokortizonlar (6r., fludrokortizon asetat), flumetazonlar (6r. flumetazon pivalat),

flunizolidler, flosinolonlar (6r. flosinolon asctonid), flosinonidler, flokortinler,
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flokortolonlar, florometolonlar (6r. florometolon asetat), fluperolonlar (6r., fluperolon
asetat), fluprednidenler, fluprednisolonlar, flurandrenolidler, flutikazonlar (6r. flutikazon
propionat), formokortallar, halsinonidler, halobetazoller, halometazonlar, halopredonlar,
hidrokortamatlar, hidrokortizonlar (6r. hidrokortizon 21-biitirat, hidrokortizon aseponat,
hidrokortizon asetat, hidrokortizon buteprat, hidrokortizon biitirat, hidrokortizon sipionat,
hidrokortizon hemisiiksinat, hidrokortizon probiitat, hidrokortizon sodyum fosfat,
hidrokortizon sodyum siiksinat, hidrokortizon valerat), loteprednol etabonat,
mazipredonlar, medrizonlar, meprednizonlar, metilprednizolonlar (metilprednizolon
aseponat, metilprednizolon asetat, metilprednizolon hemisiiksinat, metilprednizolon
sodyum siiksinat), mometazonlar (6r., mometazon furoat), parametazonlar (Or.,
parametazon  asetat), prednikarbatlar, prednizolonlar (6r. prednizolon 25-
dietilaminoasetat, prednizolon sodyum fosfat, prednizolon 2 1-hemisiiksinat, prednizolon
asetat; prednizolon farnesilat, prednizolone hemisiiksinat, prednizolon-21 (beta-D-
glitkuronid), prednizolon metasiilfobenzoat, prednizolon steaglat, prednizolon tebiitat,
prednizolon tetrahidroftalat), prednizonlar, prednivaller, prednilidenler, rimeksolonlar,
tiksokortollar, triamsinolonlar (6r. triamsinolon asetonid, triamsinolon benetonid,
triamsinolon heksasetonid, triamsinolon asetonid 21-palmitat, triamsinolon diasetat). Bu
glitkokortikoidler ve bunlarin tuzlari érnegin Remington's Pharmaceutical Sciences, A.

Osol, ed., Mack Pub. Co., Easton, Pa. (16. baski, 1980)'de detayh olarak agiklanmaktadir.

Bazi orneklerde, glhikokortikoid kortizonlar, deksametazonlar, hidrokortizonlar,
metilprednizolonlar, prednizolonlar ve prednizonlar arasindan secilir. Bir 6zel 6rnekte,

gliikokortikoid deksametazondur.

Kortikosteroid terapdtik olarak etkili bir dozda saglanir. Terapotik olarak etkili
konsantrasyon bilinen in vitro veya in vivo sistemlerde testlerle deneme yoluyla
belirlenebilir. Ornedin, olumsuz etkileri iyilestirmek igin segilen bir kortikosteroidin
uygulanacak miktar standart klinik tekniklerle belirlenebilir. Ek olarak, en uygun dozaj
araliklarinin belirlenmesine yardimer olmasi igin hayvan modelleri kullanilabilir. Deney
yoluyla belirlenebilen tam dozaj 6zel terapotik terkibe, rejime ve doz uygulama

programina, uygulama sekline ve hastahi@in ciddiyetine bagl olabilir.

Bilesimdeki bir secilen terapétik maddenin konsantrasyonu absorpsiyon, pasiflesme ve

viicuttan atilma hizlan, fizikokimyasal ézellikler, dozaj programi ve uygulanan
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miktarinm yam sira teknikte uzman kisilerce bilinen diger faktérlere baglidir. Ornegin,
anlasilacag gibi, tam dozaj ve tedavi stiresi hastalik veya rahatsizlik, tedavi edilen doku,
hasta veya denck ve miktar1 ve dozaj rejimi dahil anti-hiyaliironan maddesinin bir
fonksiyonudur. Kortikosteroidin dozu ayrica hastanin yast ve saghg, polimere konjiige
edilmis hiyaliironan pargalayan enzimin dozu (6r., PEG'lenmis hiyaliironan pargalayan
enzimin dozu), kortikosteroidin kuvveti ve uygulama sekline bagl olarak degisebilir.
Omegin, konsantrasyonlarin ve dozaj degerlerinin hiyaliironan pargalayan enzimin
terapotik dozu ve dozaj rejimiyle degisecegi belirtilmelidir. Ek olarak, kortikosteroid arzu
edilen sonuglan elde etmek igin giinliik, haftalik veya aylik olarak veya daha uzun zaman
periyotlart boyunca uygulanabilir. Ozel dozaj hacmi degisebilir ve dozaj rejimine,
uygulama sikligina ve arzu edilen uygulama hizina baghdir. Konsantrasyonlarin ve dozaj

degerlerinin ayrica tedavi edilen bireyin yasina gore de degisebilecedi belirtilmelidir.

Tam doz ve tedavi siiresi bilinen test protokolleri kullanilarak veya in vivo veya in vitro
test verilerinden ekstrapolasyonla deney yoluyla belirlenebilir. Yine anlasilacag: gibi,
herhangi bir 6zel hasta icin, 6zel dozaj rejimleri hastanin ihtiyacina ve uygulama yapan
kisinin veya bilesimlerin uygulanmasini denetleyen kisinin profesyonel kanaatine gore
zaman i¢inde ayarlanmahdir ve burada verilen konsantrasyon arahklarn sadece dmek
olarak verilmektedir ve bunlarin kapsamini ve uygulamasini kisitlayici nitelikte degildir.
Genel olarak, dozaj rejimleri toksisiteyi sinirlayacak sekilde secilir ve burada olumsuz
yan etkileri iyilestirecek sekilde segilir. ilgili doktorun toksisite veya kemik iligi,
karaciger veya bobrek veya baska doku fonksiyonu bozukluklarindan dolayi terapivi nasil
ve ne zaman sonlandiracagini, ara verecegini veya daha diisiik dozaja ayarlayacagini
bilecegi belirtilmelidir. Buna karsilik, ilgili doktor ayrica klinik cevap yeterli olmadigi
takdirde nasil ve ne zaman tedaviyi daha yiiksek seviyelere ayarlayacagini bilecektir
(toksik yan etkiler haric). Bir terapdtik maddenin uygulanmasi Birlesik Devletler Gida ve
Ilag idaresi tarafindan belirlenmis olan veya Physician's Desk Reference'de yaymlanmus

maksimum dozaj seviyelerini agmamalidir.

Genel olarak, uygulanan kortikosteroidin dozu 6z¢l kortikosteroide baglidir, ¢linkii farkl
kostikosteroidlerin kuvvetleri farkhdir (bkz., asagidaki Tablo 4). Kortikosteroid veya
gliikkokortikoid, ornegin deksametazon, agiz yoluyla (tabletler, s1vi veya s1vi1 konsantresi)

(PO), intravendz olarak (IV) veya intramiiskiiler olarak uygulanabilir. Kortikosteroid
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tipik olarak bir bolus olarak uygulanir, ancak, doz anti-hiyaliironan maddesi, drnegin, bir
PEG'lenmis hiyaltironidazin uygulanmasiyla iliskili bir veya daha fazla yan etkinin

iyilestirilmesi igin etkili oldugu siirece, bir zaman periyodu boyunca uygulanabilir.

Table 4. Gliikokortikoid uygulamasi

Gliikokortikoid (yol) Esdeger Kuvvet (mg)
Hidrokortizon (IV veya PO) 20
Prednizon 5
Prednizolon (IV veya PO) 5
Metilprednizolon sodyum siiksinat (IV) 4
Deksametazon (IV veya PO) 0.5-0.75

Kortikosteroid, hiyaliironan pargalayan enzimin uygulanmasiyla iligkili bir veya daha
fazla yan etkiyi iyilestirmek i¢in etkili olan herhangi bir miktarda uygulanabilir.
Dolayisiyla, kortikosteroid, or., gliikokortikoid, 70 kg'lik bir yetiskin hastaya, érmegin,
doz basina yaklasik 0.1 ila 100 mg, 0.1 ila 80 mg, 0.1 ila 60 mg, 0.1 ila 40 mg, 0.1 ila 30
mg, 0.1 ila 20 mg, 0.1 1la 15 mg, 0.1 1la 10 mg, 0.1 ila 5 mg, 0.2 ila 40 mg, 0.2 ila 30 mg,
0.2 1la 20 mg, 0.2 ila 15 mg, 0.2 1la 10 mg, 0.2 ila 5 mg, 0.4 ila 40 mg, 0.4 ila 30 mg, 0.4
ila20 mg, 0.4 ila 15 mg, 0.4 ila 10 mg, 0.4 1la 5 mg, 0.4 ila4 mg, 1 ila20 mg, 1 ila 15 mg
veya | 1la 10 mg arasinda bir miktarda uygulanabilir. Tipik olarak, kortikosteroid, 6rnegin
bir glitkkokortikoid bir ortalama yetigkin insan hastaya doz basina yaklasik 0.4 ila 20 mg
arasinda bir miktarda, 6rnegin, yaklasik 0.4 mg, 0.5 mg, 0.6 mg, 0.7 mg, 0.75 mg, 0.8 mg,
0.9 mg, 1 mg, 2 mg, 3 mg, 4 mg, 5 mg, 6 mg, 7 mg, & mg, 9 mg, 10 mg, 11 mg, 12 mg,
13 mg, 14 mg, 15 mg, 16 mg, 17 mg, 18 mg, 19 mg veya 20 mg miktarinda uygulanir.

Kortikosteroid, ornegin, vaklasik 70 kg ila 75 kg agirhiginda olan bir ortalama yetiskin
insan hastaya, yaklasik 0.001 mg/kg (hastanm), 0.002 mg/kg, 0.003 mg/kg, 0.004 mg/kg,
0.005 mg/kg, 0.006 mg/kg, 0.007 mg/kg, 0.008 mg/kg, 0.009 mg/kg, 0.01 mg/kg,
0.015 mg/kg, 0.02 mg/kg, 0.025 mg/kg, 0.03 mg/kg, 0.035 mg/kg, 0.04 mg/kg,
0.045 mg/kg, 0.05 mg/kg, 0.055mgkg, 0.06 mg/kg, 0.065 mg/kg, 0.07 mgkg,
0.075 mg/kg, 0.08 mg/kg, 0.085mg/keg, 0.09mgkg, 0.095mgkg, 0.1 mgkg,
0.15 mg/kg, 0.2 mg/kg, 0.25 mg/'kg, 0.30 mg/kg, 0.35 mg/kg, 0.40 mg/kg, 0.45 mg/kg,
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0.50 mg/kg, 0.55 mg/kg, 0.60 mg/kg, 0.65 mg/kg, 0.70 mg/kg, 0.75 mg/kg, 0.80 mg/kg,
0.85 mg/kg, 0.90 mg/kg, 0.95 mg/kg, 1 mgkg, 1.05mgkg, 1.1 mgkg, 1.15 mg/kg,
1.20 mg/kg, 1.25 mg/kg, 1.3 mg/kg, 1.35 mg/kg veya 1.4 mg/kg dozda uygulanabilir.

Uygulanan dozaj, kortikosteroid uygulamasi hiyallironan pargalayan enzimin
uygulanmasiyla iliskili bir veya daha fazla olumsuz yan etkiyi iyilestirdigi siirece,
degisebilir. Bir drnekte, gliikokortikoid, dérnedin, deksametazon dozaj:i tedavi dongiisii
basima giderek azalan dozajlarda uygulanir. Dolayisiyla, bu tip tedavi rejimlerinde,
kortikosteroid dozu giderek azaltilir. Omegin, deksametazon bir hiyaliironan pargalayan
enzimin uygulanmasindan 6nce, 4 mg'lik bir ilk dozda uygulanir ve her bir miiteakip
hiyaliironan pargalayan enzim uygulamasindan sonra deksametazon dozu azaltilir,
bdylece bir sonraki hiyallironan pargalayan enzim, or. PEG'lenmis hivaliironidaz
uygulamasi i¢in doz 3 mg olur, daha sonra anti-hiyaliironan maddesi, or. PEG'lenmis
hiyaliironidaz uygulamast basina 2 mg ve daha sonra anti-hiyalironan maddesi, 6r.
PEG'lenmis hiyaliironidaz uygulamasi bagina 1 mg olur. Kortikosteroid dozu hiyaliironan
parcalayan enzim, or., bir PEG'lenmis hiyaliironidazin uygulanmasiyla iliskili bir veya

daha fazla yan etkinin azaltilmasinda etkili oldugu stirece, her tiirlii doz kapsanmaktadir,

Uygulama zamani, kortikosteroid uygulamasi bir PEG'lenmis hiyaliironidaz  gibi
hiyaliironan pargalayan enzimin uygulanmasiyla iligkili bir veya daha fazla olumsuz yan
etkiyi iyilestirdigi siirece, degisebilir. Kortikosteroid hiyaliironan pargalayan enzim, or.,
PEG'lenmis hiyaliironan pargalayan enzim ile sirayla, fasilali olarak, ayni zamanda veya
aym bilesim icinde uygulanabilir. Ormegin, kortikosteroid hiyaliironan pargalayan
enzimin, Or., PEG'lenmis hiyaliironidazin uygulanmasindan 6nce, uygulanmasi sirasinda,
eszamanli olarak veya sonra uygulanabilir. Bir baska &mekte, kortikosteroid ve
hiyaltironan pargalayan enzim, 6r. PEG'lenmis hiyaliironidaz fasilali olarak uygulanir.
Genel olarak, kortikosteroid hiyaliironan pargalayan enzimin, or., PEG'lenmis
hiyaliironidazin uygulanmasindan 6nce uygulanir. Ornegin, kortikosteroid, &r.,
glikokortikoid, o6megin deksametazon, anti-hiyaliironan maddesi, Ornegin bir
PEG'lenmis hiyaliironan pargalayan enzimin uygulanmasindan yaklasik 0.5 dakika,
1 dakika, 2 dakika, 3 dakika, 4 dakika, 5 dakika, 6 dakika, 7 dakika, 8 dakika, 9 dakika,
10 dakika, 15 dakika, 20 dakika, 25 dakika, 30 dakika, 45 dakika, 1 saat, 2 saat, 3 saat,
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4 saat, 5 saat, 6 saat, 7 saat, 8 saat, 9 saat, 10 saat, 11 saat, 12 saat, 18 saat, 24 saat,

36 saat veya daha uzun bir siire once uygulanabilir.

Baz1 orneklerde, kortikosteroid hiyaliironan pargalayan enzimin, érnegin PEG'lenmis
hiyaliironan pargalayan enzimin uygulanmasiyla ayni zamanda uygulanir. Bu érnekte,
kortikosteroid hiyaliironan parcalayan enzim, ér., PEG'lenmis hiyaliironidaz ile birlikte
veya ayr1 bir sekilde uygulanabilir. Tipik olarak, kortikosteroid hivaliironan pargalayan
enzim, 6rnegin PEG'lenmis hiyaliironan pargalayan enzimden ayr bir sekilde uygulanir.
Bazi Orneklerde, kortikosteroid hiyaliironan parcalayan enzim, érnegin PEG'lenmis
hiyaliironan parcalayan enzimin uygulanmasindan yaklasik 0.5 dakika, 1 dakika,
2 dakika, 3 dakika, 4 dakika, 5 dakika, 6 dakika, 7 dakika, 8 dakika, 9 dakika, 10 dakika,
15 dakika, 20 dakika, 25 dakika, 30 dakika, 45 dakika, 1 saat, 2 saat, 3 saat, 4 saat, 5 saat,
6 saat, 7 saat, 8 saat, 9 saat, 10 saat, 11 saat, 12 saat, 18 saat, 24 saat, 36 saat veya daha

uzun Ir siire sonra uygulanir.

Genel olarak, kortikosteroid hiyaliironan pargalayan enzimin, 6rmegin bir PEG'lenmis
hiyaliironidazin uygulanmasindan énce uygulanir. Oregin, kortikosteroid, &r.,
glitkokortikoid, 6megin, deksametazon, hiyalironan pargalayan enzimin, or. bir
PEG'lenmis hiyaliironidazin uygulanmasindan 1 saat énce uygulamr. Bir bagka &mekte,
kortikosteroid hiyallironan pargalayan enzimin, or., bir PEG'lenmis hiyaliironan
parcalayan enzimin uygulanmasindan 5 dakika 6nce uygulanir. Bir baska ornekte,
kortikosteroid hiyaliironan parcalayan enzimin, &r., bir PEG'lenmis hiyaliironidazin
uygulanmasmdan hem oOnce ve hem de sonra uygulamir. Bu ornekte, kortikosteroid,
omegin deksametazon, hiyaliironan pargalayan enzimin, or., bir PEG'lenmis hiyaliironan
parcalayan enzimin uygulanmasindan bir ila bes dakika Once ve anti-hiyaliironan
maddesinin, 6r., bir PEG'lenmis hiyaliironan pargalayan enzimin uygulanmasindan sekiz
saat sonra uygulanir. Bir baska Ornekte, kortikosteroid, Ornegin deksametazon,
hiyallironan parcalayan enzimin, or., bir PEG'lenmis hiyaliironan parcalayan enzimin
uygulanmasindan bir saat 6nce ve anti-hiyaliironan maddesinin, 6r., bir PEG'lenmis

hiyaliironan parg¢alayan enzimin uygulanmasindan sekiz ila on iki saat sonra uygulanir.

Kortikosteroid dozu uygulama zamam, hiyallironan pargalayan enzim, omegin bir
PEG'lenmis hiyallironidazin uygulanmasivla iligkili bir veya daha fazla yan etkiyi

azalttigi siirece, her tiirlii doz uygulama rejimi kapsanmaktadir. Ek olarak, kortikosteroid
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dozu veya doz uygulama rejimi bir kanser veya kati tliimor tedavisine dahil edilen burada
saglanan hiyaliironan parcalayan enzim veya bir baska maddenin terapdtik etkisini

engellemez veya azaltmaz.

b. Anti-Kanser Maddeleri ve Diger Tedaviler

Burada saglanan kombinasyon terapisi tek bagina veya baska anti-kanser maddeleriyle ek
kombinasyon halinde kullanilabilir. Anti-kanser maddeleri veya tedavileri ameliyat,
radyasyon, ilaglar, kemoterapi maddeleri, polipeptidler, antikorlar, peptidler, kiiciik

molekiiller veya gen terapisi vektorleri, virtisler veya DNA olabilir.

Buradaki kombinasyon terapisinin uygulanmasindan sonra, aym anda veya Once
uygulanabilen 0rnek anti-kanser maddelerine, sinirlayict olmaksizin, sunlar dahildir:
Akivisinler; Avisin; Aklarubisinler; Akodazoller; Akroninler; Adozelesinler;
Aldeslékinler; Alemtuzumablar; Alitrenoinler (9-Cis-Retinoik Asitler); Allopurinoller;
Altretaminler; Alvosidibler; Ambazonlar; Ambomisinler; Ametantronlar; Amifostinler;
Aminogliitetimidler;  Amsakrinler;  Anastrozoller;  Anaksironlar;  Ankitabinler;
Antramisinler; Apazikonlar; Argimesnalar; Arsenik Trioksitler; Asparaginazlar;
Asperlinler; Atrimustinler; Azakitidinler; Azetepalar, Azotomisinler; Banoksantronlar;
Batabulinler; Batimastatlar; Canli BCG; Benaksibinler; Bendamustinler; Benzodepalar;
Beksarotenler; Bevasizumab; Bikalutamidler; Bietaserpinler; Birikodarlar; Bisantrenler;
Bisnafid Dimesilatlar; Bizelesinler; Bleomisinler; Bortezomibler; Brekinarlar;
Bropiriminler; Budotitanlar; Busiilfanlar; Kaktinomisinler; Kalusteronlar; Kanertinibler;
Kapesitabinler; Karasemidler; Karbetimerler; Karboplatinler; Karbokonlar; Karmofurlar;
Polifeprosanlarla Karmustinler; Karmustinler; Karubisinler; Karzelesinler; Sedefingoller;
Selekoksibler; Kemadotinler; Klorambusiller; Sioteroneller; Sirolemisinler; Sisplatinler;
Kladribinler; Klanfenurlar, Klofarabinler; Krisnatoller; Siklofosfamidler; Sitarabin
lipozomallar; Sitarabinler; Dakarbazinler; Daktinomisinler; Darbepoetin  Alfalar;
Daunorubisin  lipozomallar;  Daunorubisinler/Daunomisinler;  Daunorubisinler;
Desitabinler;  Denilokin  Diftitokslar;  Deksniguldipinler;  Deksonaplatinler;
Deksrazoksanlar; Dezaguaninler; Diazikonlar; Dibrospidiyumlar;  Dienogestler;
Dinalinler; Disermolidler; Dosetakseller; Dofekidarlar; Doksifluridinler; Doksorubisin
lipozomallar; Doksorubisin  HCL; Doksorubisin  HCL lipozom enjeksivonu;

Doksorubisinler;  Droloksifenler; Dromostanolon  Propionatlar, Duazomisinler;
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Ekomustinler; Edatreksatlar; Edotekarinler; Eflornitinler; Elakridarlar; Elinatidler; Elliott
B Cozeltileri; Elsamitrusinler; Emitefurlar; Enloplatinler; Enpromatlar; Enzastaurinler;
Epipropidinler;  Epirubisinler;  Epoetin  alfalar;  Eptaloprostlar;  Erbulozoller;
Esorubisinler; Estramustinler; Etanidazoller; Etoglusidler; Etoposidd fostatlar; Etoposid
VP-16'lar; Etoposidler; Etoprinler; Eksemestanlar; Eksisulindler; Fadrozoller;
Fazarabinler; Fenretinidler; Filgrastimler; Floksuridinler; Fludarabinler; Florourasiller;
S5-florourasiller;  Floksimesteronlar;  Flurositabinler;  Foskidonlar;  Fostriesinler;
Fostriesinler;  Fotretaminler;  Fulvestrantlar;  Galarubisinler;  Galokitabinler;
Gemsitabinler; Gemtuzumablar/Ozogamisinler; Gerokinoller; Gimatekanlar;
Gimerasiller; Gloksazonlar; Glufosfamidler; Goserelin - asetatlar; Hidroksitireler;
[britumomablar/Tiuksetanlar; Idarubisinler; Ifosfamidler; [lmofosinler; Ilomastatlar;
Imatinib mesilatlar; Imeksonlar; Improsilfanlar; Indisulamlar; Inprokonlar; Interferon
alfa-2a'lar; Interferon alfa-2b'ler; Interferon Alfalar; Interferon Betalar; Interferon
Gamalar; Interldkin-2'ler ve diger Interlékinler (rekombinant Interldkinler dahil);
intoplisinler; Iyobenguanlar [131-1]; Iproplatinler; Irinotekanlar; Irsogladinler;
Iksabepilonlar; Ketotreksatlar; L-Alanosinler; Lanreotidler; Lapatinibler;
Ledoksantronlar; Letrozoller; Lokovorinler; Loprolidler; Léprorelinler (Loprorelidler);
Levamisoller;  Leksakalsitoller;  Liarozoller;  Lobaplatinler;  Lometreksoller;
Lomustinler/CCNU'lar; Lomustinler; Lonafarnibler; Losoksantronlar; Lurtotekanlar;
Mafosfamidler; Mannosiilfanlar; Marimastatlar, Masoprokoller; Maytansinler;
Mekloretaminler; Mekloretaminler/Azot hardallar; Megestrol asetatlar; Megestroller;
Melengestroller; Melfalanlar; MelfalanslL-PAM; Menogariller; Mepitiostanlar;
Merkaptopurinler;  6-Merkaptopurin;  Mesnalar;  Metesindler;  Metotreksatlar;
Metoksalenler; Metomidatlar; Metoprinler; Meturedepalar; Miboplatinler;
Miproksitenler; Misonidazoller; Mitindomidler; Mitokarsinler; Mitokrominler;
Mitoflaksonlar; Mitogillinler; Mitoguazonlar; Mitomalsinler; Mitomisin  C'ler;
Mitomisinler; Mitonafidler; Mitokidonlar; Mitosperler; Mitotanlar; Mitoksantronlar;
Mitozolomidler;  Mivobulinler;  Mizoribinler;  Mofarotenlar;  Mopidamoller;
Mubritinibler; Mikofenolik  Asitler; Nandrolon Fenpropionatlar; Nedaplatinler;
Nelzarabinler; Nemorubisinler;  Nitrakrinler; Nokodazoller; Nofetumomablar;
Nogalamisinler; Nolatreksedler; Nortopiksantronlar; Oktreotidler; Oprelvekinler;

Ormaplatinler; Ortatakseller; Oterasiller, Oksaliplatinler; Oksisuranlar; Oksotfenarsinler;
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Paklitakseller; ~ Pamidronatlar;  Patubilonlar;  Pegademaslar;  Pegaspargazlar;
Pegfilgrastimler; Peldesinler; Peliomisinler;  Pelitreksoller; Pemetreksedler;
Pentamustinler; Pentostatinler; Peplomisinler; Perfosfamidler; Perifosinler; Pikoplatinler;
Pinafidler; Pipobromanlar; Piposiilfanlar; Pirfenidonlar; Piroksantronlar; Piksantronlar;
Plevitreksedler; Plikamisid Mitramisinler; Plikamisinler; Plomestanlar; Plomestanlar;
Porfimer sodyumlar; Porfimerler; Porfiromisinler; Prednimustinler; Prokarbazinler;
Propamidinler; Prospidyumlar; Pumitepalar; Puromisinler; Pirazofurinler; Kinakrinler;
Ranimustinler; Rasburikazlar; Riboprinler; Ritrosiilfanlar; Rituksimablar; Rogletimidler;
Rokinimeksler; Rufokromomisinler; Sabarubisinler; Safingoller; Sargramostimler;
Satraplatinler; Sebriplatinler; Semustinler; Simtrazenler; Sizofiranlar; Sobuzoksanlar;
Sorafenibler; Sparfosatlar; Sparfosik Asitler; Sparsomisinler; Spirogermanyumlar;
Spiromustinler;  Spiroplatinler;  Spiroplatinler;  Skalaminler;  Streptonigrinler;
Streptovarisinler; Streptozosinler; Sufosfamidler; Sulofenurlar; Sunitinib Malat; 6-
tioguanin (6-T(); Takedinalinler; Talklar; Talisomisinler; Tallimustinler; Tamoksifenler;
Tarikidarlar; Tauromustinler; Tekogalanlar; Tegafurlar; Teloksantronlar; Temoporfinler;
Temozolomidler; Teniposidler/VM-26'lar; Teniposidler; Teroksironlar; Testolaktonlar;
Tiamiprinler; Tioguaninler; Tiotepalar; Tiamiprinler; Tiazofurinler; Tilomisoller;
Tiloronlar; Timkodarlar; Timonasikker; Tirapazaminler; Topiksantronlar; Topotekanlar;
Toremifenler; Tositumomablar; Trabektedinler (Ekteinaskidin 743); Trastuzumablar;
Trestolonlar; Tretinoinler/ATRA; Trisiribinler; Trilostanlar; Trimetreksatlar; Triplatin
Tetranitratlar; Triptorelinler; Trofosfamidler; Tubulozoller; Ubenimeksler; Urasil
Hardallari; Uredepalar; Valrubisinler; Valspodarlar; Vapreotidler; Verteporfinler;
Vinblastinler; Vinkristinler; Vindesinler; Vinepidinler; Vinfluninler; Vinformidler;
Vinglisinatlar; Vinlosinoller; Vinlérosinler; Vinorelbinler; Vinrosidinler; Vintriptoller:
Vinzolidinler; Vorozoller; Ksantomisin A'lar (Guamesiklinler); Zeniplatinler;

Zilaskorblar [2-H]; Zinostatinler; Zoledronat; Zorubisinler; ve Zosukidarlar; 6rnegin:

Aldeslokinler (6r. PROLEUKIN®); Alemtuzumablar (6r. CAMPATH®);
Alitretinoinler (6r. PANRETIN®); Allopurinoller (6r. ZYLOPRIM®);
Altretaminler (6r. HEKSALEN®); Amifostines (6r. ETHYOL®); Anastrozoller
(or. ARIMIDEX®); Arsenik Trioksitler (r. TRISENOX®); Asparaginazlar (or.
ELSPAR®); Canli BCG (6r. TICE® BCG); Beksarotenler (6r. TARGRETIN®);

Bevasizumab (AVASTIN®), Bleomisinler (6r. BLENOXANE®); Busiilfan
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intravendz (6r. BUSULFEX®); Busiilfan agiz yoluyla (6r. MYLERAN®);
Kalusteronlar (6r. METHOSARB®); Kapesitabinler (6r. XELODA®);
Karboplatinler (6r. PARAPLATIN®); Karmustinler (6r. BCNU®, BiCNU®);
Polifeprosanlarla Karmustinler (6r. GLIADEL® Watfer); Selekoksibler (or.
CELEBREX®); Klorambusiller (6r. LEUKERAN®); Cisplatinler (or.
PLATINOL®); Kladribinler (6r. LEUSTATIN®, 2-CdA®); Siklofosfamidler (&r.
CYTOXAN®, NEOSAR®); Sitarabinler (6r. CYTOSAR-U®); Sitarabin
lipozomallar (6r. DepoCyt®); Dakarbazinler (6r. DTIC-Dome): Daktinomisinler
(6r. COSMEGEN®); Darbepoetin Alfalar (6r. ARANESP®); Daunorubisin
lipozomallar (6r. DANUOKSOME®); Daunorubisinler/Daunomisinler (&r.
CERUBIDINE®); Denilokin Diftitokseler (6r. ONTAK®); Deksrazoksanlar (6r.
ZINECARD®); Dosetakseller (6r. TAXOTERE®); Doksorubisinler (or.
ADRIAMYCIN®, RUBEX®); Doksorubisin lipozomallar, 6rnegin Doksorubisin
HCL lipozom enjeksiyonlan (6r. DOXIL®); Dromostanolon propionatlar (or.
DROMOSTANOLONE® ve MASTERONE® Injection); Elliott B Cozeltileri (6r.
Elliott's B Solution®); Epirubisinler (6r. ELLENCE®); Epoetin alfalar (or.
EPOGEN®); Estramustinler (6r. EMCYT®); FEtoposid fosfatlar (or.
ETOPOPHOS®); FEtoposid VP-16'lar (6r. VEPESID®); FEksemestanlar (&r.
AROMASIN®); Filgrastimler (6r. NEUPOGEN®); Floksuridinler (6r. FUDR®);
Fludarabinler {6r. FLUDARA®); Florourasiller, ér., 5-FU'lar (6r. ADRUCIL®);
Fulvestrantlar  (6r. FASLODEX®); Gemsitabinler (6r. GEMZAR®);
Gemtuzumablar/Ozogamisinler (6r. MYLOTARG®); Goserelin asetatlar (0r.
ZOLADEX®); Hidroksiiireler (6r. HYDREA®); Ibritumomablar/Tiuksetanlar (6r.
ZEVALIN®); Idarubisinler (6r. IDAMYCIN®); Ifosfamidler (6r. IFEX®);
Imatinib mesilatlar (6r. GLEEVEC®); Interferon alfa-2a'lar (6r. ROFERON-A®);
Interferon alfa-2b'ler (6r. INTRON A®); Irinotekanlar (6r. CAMPTOSAR®);
Letrozoller (6r. FEMARA®); Lokovorinler (6r. WELLCOVORIN®,
LEUCOVORIN®); Levamisoller (6r. ERGAMISOL®); Lomustinler/CCNU'lar
(or. CeeBU®); Mekloretaminler/Azot hardallar (6r. MUSTARGEN®); Megestrol
asetatlar (6r. MEGACE®); Melfalanlar/L-PAM'lar (6r. ALKERAN®);
Merkaptopurin, ér., 6-metkaptopurinler (6-MP'ler; 6r. PURINETHOL®); Mesnalar
(6r. MESNEX®); Metotreksatlar; Metoksalenler (6r. UVADEX®); Mitomisin
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C'ler (6r. MUTAMYCIN®, MITOZYTREX®); Mitotanlar (6r. LYSODREN®);
Mitoksantronlar {6r. NOVANTRONE®); Nandrolon Fenpropionatlar (6r.
DURABOLIN-50®); Nofetumomablar (6r. VERLUMA®); Oprelvekinler (or.
NEUMEGA®); Oksaliplatinler (6r. ELOKSATIN®); Paklitakseller (6r.
PAXENE®, TAXOL®), Pamidronatlar (6r. AREDIA®); Pegademaslar (0r.
ADAGEN®); Pegaspargazlar (6r. ONCASPAR®); Pegfilgrastimler (or.
NEULASTA®); Pentostatinler {6r. NIPENT®): Pipobromanlar (6r. VERCYTE®);
Plikamisin/Mitramisinler (6r. MITHRACIN®); Porfimer sodyumlar (0r.
PHOTOFRIN®); Prokarbazinler (6r. MATULANE®); Kinakrinler (or.
ATABRINE®); Rasburikazlar (6r. ELITEK®); Rituksimablar (6r. RITUXAN®);
Sargramostimler (6r. PROKINE®); Streptozosinler (6r. ZANOSAR®); Sunitinib
Malatlar (6r. SUTENT®); Talklar (6r. SCLEROSOL®); Tamoksifenler (or.
NOLVADEX®); Temozolomidler (6r. TEMODAR®); Teniposidler/VM-26'lar
(6r. VUMON®); Testolaktonlar (6r. TESLAC®); Tioguaninler, dmegin, 6-
tioguanin  (6-TG); Tiotepalar (6r. THIOPLEX®); Topotekanlar (or.
HYCAMTIN®); Toremifenler (6r. FARESTON®); Tositumomablar (&r.
BEXXAR®); Trastuzumablar (6r. HERCEPTIN®); Tretinoinler/ATRA (6.
VESANOID®); Urasil Hardallar; Valrubisinler (6r. VALSTAR®); Vinblastinler
(6r. VELBAN®); Vinkristinler (6r. ONCOVIN®); Vinorelbinler (or.
NAVELBINE®); ve Zoledronatlar (6r. ZOMETA®).

H. ORNEKLER

Asagidaki Ornekler sadece acgiklama amaciyla verilmektedir ve bulusun kapsamim
kisitlayict nitelikte degildir.

Ornek 1

Bir Insan Pankreas Tiiméri Ksenogref Modelinde PEGPH20 ve Nab-Paklitaksel
Kombinasyon Tedavisinin Antitiimor Etkisi

Bir insan pankreas kanseri ksenogref modeli nanotanecikli albiimine bagli (nab)-
paklitaksel ile kombinasyon halinde PEGPH20'nin antitimdr etkileri  igin

degerlendirilmigtir.
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BxPC3 pankreas kanseri hiicre hatti tiimdr hiicreleri (Amerikan Doku Kiiltiir Koleksiyonu
(ATCC) CRL-1687) yaklasitk %80 hiicre doluluk oranina kadar biyitilmis,
tripsinlenmis, toplanmus, bir kez HBSS (Hank dengeli tuz ¢ozeltisi, Mediatech Inc.)
icinde yikanmustir. Asilamadan 6nce hiicreler iki kez steril HBSS ile yikanmis, Tripan
Mavisi Ayirma araciligryla hiicre konsantrasyonu ve yasayabilirlifini belirleyen bir
Nexcelom Cellometer (Nexcelom Bioscience; Lawrence, MA) otomatik sayma araci
kullanilarak sayilmis ve hayvanlara asilanmadan &nce buz iizerinde HBSS ile 1 x 10°
hiicre/mL konsantrasyona kadar seyreltilmistir. Yaklasik 6 haftalik erkek tiiysiiz fareler
{Atimik NCr nu/nu fareleri, Taconic Laboratories, Inc.) intramiiskiiler olarak (IM) 0.05
mL hiicre slspansiyonuyla, peritibial olarak, sol arka bacaktan (tibia periosteum
yakininda) asilanmustir. Hayvanlardaki tiimdrler haftada iki kez degerlendirilmis ve
yaklasik 350 - 400 mm® ortalama tiimér hacmine kadar biylimelerine izin verilmistir.
Gergek timoér hacimlert VisualSonics Vevo 770  yilksek-¢oziiniirliikli  ultrason

{VisulaSonics Inc.; Toronto, Ontario, Kanada) kullanilarak belirlenmistir.

Tlimor tagiyan hayvanlar grup basina 8 hayvan iceren 8 tedavi grubu halinde boliinmis
ve intravendz olarak sunlarla tedavi edilmistir: 1) arag (API tamponu); 2) PEGPH20 (4.5
mg/kg); 3) nab-paklitaksel (3 mg/kg; diisiik doz); 4) nab-paklitaksel (10 mg/kg; orta doz);
5) nab-paklitaksel (30 mg/kg; yiiksek doz); 6) PEGPH20 (4.5 mg/kg) + nab-paklitaksel
(3 mg/kg); 7) PEGPH20 (4.5 mg/kg) + nab-paklitaksel (10 mg/kg); veya 8) PEGPH20
(4.5 mg/kg) + nab-paklitaksel (30 mg/kg). PEGPH20 ve nab-paklitaksel ayri ayn
uygulanmustir. Once PEGPH20 hemen ardindan nab-paklitaksel uygulanmistir.
Tedavilerin dozu ve siklig1 3 giinde bir 0.1 mL/25 g fare veya 4.0 mL/kg ile Gin 0'da
toplam 6 enjeksiyon olmustur (yani, Giin 0, 3, 6, 9, 12, 15).

Tiim farelerin timor hacimleri haftada 2 kez VisualSonics ultrason sistemi kullanilarak
cekilen gdriintlilerle oOlglilmistir. Tiimér hacmi bir 3D-mod goriintilleme yazilim
programi (VisualSonics® Vevo 770®, v 3.0.0) kullamlarak hesaplanmistir. Tiimor
biiyiimesi inhibisyon yilizdesi (% TGI) asagidaki denklemle hesaplanmistir:

[1-(Tu=To) / {Ca-Co)] x 100%

Yukaridaki denklemde, Tn tedaviden sonraki belirtilen zaman noktasinda ilgili glin "n"'de
tedavi grubundaki ortalama tiimdr hacmidir; To tedaviden o6nce Giin 0'da tedavi

grubundaki ortalama timdr hacmidir; C, aragla tedaviden sonra belirtilen zaman
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noktasmda ilgili giin "n"'de kontrol grubundaki ortalama timér hacmidir; ve Cy tedaviden

once Gin 0'da kontrol grubundaki ortalama tiimor hacmidir.

Sonuglar Sekil 1'te gosterilmektedir. Sonuglar, nab-paklitakselin yiiksek ve orta dozlarda
tiimdr blylimesini inhibe ettigini, bunun PEGPH20 mevcudiyetinde gelistirildigini
gostermektedir. Ornegin, tiimdr hacminin 6lcildigii son zaman noktasinda, orta ila
yiiksek nab-paklitaksel dozlarn (10 mg/kg ve 30 mg/kg) tiimdr bliylimesini arag kontrole
kiyasla sirasiyla %62 (p<0.01) ve %74 (p<0.01) inhibe etmistir. PEGPH20 varliginda,
10 mg/kg dozda nab-palitaksel tedavi gruplari i¢in timor bliylimesi inhibisyonu %72'ye
{p<0.01) yiikselmis ve 30 mg/kg dozda nab-palitaksel tedavi gruplar i¢in %91'e (p<0.01)
yiikselmistir. Bu, orta nab-paklitaksel dozu i¢in etkinlikte PEGPH20 araciligiyla %19'luk
ve yiiksek nab-paklitaksel dozu igin %26'lik bir artistir. 4.5 mg/mg PEGPH20 ile tedavi
edilen gruplarda veya PEGPH20 varlifinda ve olmadan 3 mg/kg disik dozda nab-
paklitaksel ile tedavi edilen gruplarda herhangi bir 6nemli tiimor biiyiimesi inhibisyonu

gozlemlenmemistir.
Ornek 2

Bir Insan Pankreas Tiimorii Ksenogref Modelinde PEGPH20, Nab-Paklitaksel ve

Gemsitabin Kombinasyon Tedavisinin Antitiimor Etkisi

A. Tiimér Biiyiimesi Inhibisyonu

Ornek 1'de agiklanan insan pankreas kanseri ksenogref modeli kullanilarak gemsitabin
tedavisi ile ek kombinasyon halinde PEGPH20 ve nab-paklitaksel kombinasyon
terapisinin antitiimor etkileri degerlendirilmistir. Calisma gergeklestirilmeden oOnce,
gemsitabin i¢in bir uygulama sekli ve doz seviyesi secilmistir. Bunun icin, tiimor tasiyan
fareler 21 giin (giin 0, 7, 14 ve 21) degisik gemsitabin dozlanyla (60 mg/kg, 120 mg/kg,
180 mg/kg ve 240 mg/kg) haftada bir kez tedavi edilmis ve timdr hacmi yukarida
agiklandigr gibi izlenmistir. Sonuglar Sekil 2'de gosterilmektedir. Sonuglar, gemsitabinin
sadece araca kiyasla test edilen tiim dozlarda tiimdr biliylimesini inhibe ettigini
gostermektedir. Miiteakip PEGPH20 timlesik kemoterapi ¢aligmalarinda kullanilmak
{izere 180 mg/kg'lik optimum-alti bir doz secilmistir. Ug anti-kanser maddesinin,

PEGPH20, gemsitabin ve nab-paklitaksel, birlestirilmesinin potansiyel faydalarm

175



EP-17891

degerlendirmek i¢in, hem gemsitabin ve hem de nab-paklitakselin optimume-alti dozlar

secilmistir.

Timdr tagiyan fareler grup basina 12 hayvan iceren 8 tedavi grubu halinde boliinmiis ve
sunlarla tedavi edilmistir: 1) arag (API tamponu); 2) PEGPH20 (4.5 mg/kg); 3) nab-
paklitaksel (10 mg/kg); 4) gemsitabin (180 mg/kg); 5) PEGPH20 (4.5 mg/kg) + nab-
paklitaksel (10 mg/kg); 6) PEGPH20 (4.5 mg/kg) + gemsitabin (180 mg/kg); 7) nab-
paklitaksel (10 mg/kg) + gemsitabin (180 mg/kg); veya 8) PEGPH20 (4.5 mg/kg) + nab-
paklitaksel (10 mg/kg) + gemsitabin (180 mg/kg). PEGPH20 ve nab-paklitaksel
intraven6z olarak uygulanmis ve tedavilerin dozu ve siklig1 dort haftalik bir doz dongiisii
boyunca haftada 2 kez (2x/hafta) olmustur. Gemsitabin doz dénglsiiniin ili¢ haftasi
boyunca 7 giinde bir PEGPH20 ve/veya nab-paklitakselden 24 saat sonra intraperitoneal
olarak uygulanmustir. Test edilen gruba bagli olarak, dort haftalik bir dongiide maddelerin

uygulanmasi i¢in doz uygulama programi Table 5'te verilmektedir.

Tablo 5: Doz Uygulama Program

Program

Gin 0

Giin 1 (giin 0 uygulamasindan
24 saat sonra)

Gin 4

Gin 7

Giin 8 (giin 7 uygulamasindan
24 saat sonra)

Giln 11

Gin 14

Giin 15 (giin 14 uygulamasindan

24 saat sonra)

Glin 18

Tedavi

ara¢ veya PEGPH20 + nab-paklitaksel (her biri
intravenz)

gemsitabin (intraperitoneal)

ara¢ veya PEGPH20 + nab-paklitaksel (her biri
intravendz)

arag veya PEGPH20 + nab-paklitaksel (her biri
intravendz)

gemsitabin (intraperitoneal)

arag veya PEGPH20 + nab-paklitaksel (her biri
intravendz)

arag veya PEGPH20 + nab-paklitaksel (her biri
intravenéz)

gemsitabin (intraperitoneal)

arag veya PEGPH20 + nab-paklitaksel (her biri
intravendz)
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Program Tedavi

Giin 21 arag veya PEGPH20 =+ nab-paklitaksel (her biri
intravendz)

Gun 25 ara¢ veya PEGPH20 + nab-paklitaksel (her biri
intravenz)

Tiimér hacmi ve timdr biiyiimesi inhibisyonu Ornek 1'de agiklandif: gibi belirlenmistir.
Sonuglar Sekil 3'te gosterilmektedir. Sonuclar, tek basina gemsitabin, tek basina
PEGPH20 ve PEGPH20 + gemsitabinin bir miktar antitim&r aktivitesi sergiledigini,
ancak antitimér etkisinin PEGPH20, nab-paklitaksel ve gemsitabin ile tedavi edilen
hayvanlarda goriilen en yiiksek antitiimor etkisiyle, nab-paklitaksel iceren terapilerde cok
daha yliksek oldugunu gdstermektedir. Tablo 6'da sonuglar glin 26'daki tlimoér hacmi
Olctimlerinden belirlenen araca goére biiyiime inhibisyonu yiizdesi olarak
gosterilmektedir. Sonuglar, hayvanlarin nab-paklitaksel ve gemsitabin ile tedaviye ek
olarak PEGPH20 ile tedavi edilmesinin araca gdre %81 timdr biiytimesiinhibisyonu
sagladigim1 ve PEGPH20 olmadan nab-paklitaksel ve gemsitabin tedavisinin sadece
%66k bir tiimor biiylimesi inhibisyonu sagladifim gdstermektedir. Dolayisiyla,
sonuglar, nab-paklitaksel ve gemsitabin kombinasyon terapisine ek olarak PEGPH20'nin

ctkinlikte %23'k bir artis sagladigini gdstermektedir.

Tablo 6: Gemsitabin ve/veya nab-paklitaksel ile kombinasyon halinde

PEGPH20'nin antitimor etkisi

Tedavi Tiimér Biiyiimesi Inhibisyonu p-degeri (arag
(arac¢ kontroliine gore %) kontroliine gore)
gemsitabin 25 0.0110
PEGPH20 + gemsitabin 38 <(.0001
PEGPH20 39 <0.0028
nab-paklitaksel 63 <0.0001
nab-paklitaksel + 66 <(0.0001
gemsitabin
PEGPH20 + nab- 71 <0.0001
paklitaksel
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Tedavi Tiimér Biiyiimesi Inhibisyonu p-degeri (arag
(arac¢ kontroliine gore %) kontroliine gore)
PEGPH20 + nab- 81 <0.0001

paklitaksel + gemsitabin

B. Orta Hayatta Kalma Siiresi

Bolim A'da belirtildigi gibi ilk dért haftalhik doz uygulama dongiisiiniin ardindan, doz
uygulama dongiisi iki kez tekrarlanmis ve hayatta kalma son noktasina kadar olan siire
zaman icinde izlenmistir. Kisaca, her bir doz uygulama dongiisiinde, hayvanlar dort hafta
stireyle haftada iki kez intravendz olarak ara¢ veya nab-paklitaksel (10 mg/kg) ile veya
bu olmadan PEGPH20 (4.5 mg/mL) ile tedavi edilmistir. Her bir dongiide, gemsitabin
uygulanan gruplara gemsitabin doz dongilsiiniin ii¢ haftas1 boyunca 7 giinde bir
PEGPH20 ve/veya nab-paklitakselden 24 saat sonra intraperitoneal olarak uygulanmustir
{180 mg/kg). Hayvan hayatta kalma siiresi yerine kullanilan hayatta kalma son noktasina
kadar olan siire, (a) tiimdr hacminin 2000 mm™nin {istiine ¢ikma siiresi, (b) viicut
agirhiginin %20'y1 asma siiresi veya (c) hayvanin hayatinin tehlikeye girmesi veya 6lme

stiresi olarak tanimlanmistir.

Sonuglar Sekil 4 ve Tablo 7'de verilmektedir. Sonugclar, sadece gemsitabile tedavi edilen
hayvanlann orta hayatta kalma siiresi son noktasina kadar olan slresinin 38 giin
oldugunu, nab-paklitaksel ve gemsitabin ile tedavi edilen hayvanlarin 52 giin oldugunu
ve PEGPH20, nab-paklitaksel ve gemsitabin ile tedavi edilen hayvanlarin 68 giin
oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla, sonuglar, nab-paklitaksel ve gemsitabin ile
tedaviye PEGPH20 eklenmesinin orta hayatta kalma siiresini herhangi bir bagka tedaviye
kiyasla arttirdigimi, etkinligi PEGPH20 olmadan nab-paklitaksel ve gemsitabin ile

tedaviye kiyasla %31 arttirdiini ve sadece gemsitabine kiyasla etkinligi %79 arttirdigin

gdstermektedir.

Tablo 7: Orta Hayatta Kalma Siiresi
Tedavi Orta Hayatta Kalma Siiresi (giin)
gemsitabin 38
nab-paklitaksel + gemsitabin 52
PEGPH20 + nab-paklitaksel + gemsitabin 681
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* Araca gore (p<0.0001)
! nab-paklitaksel + gemsitabine gére (p= 0.0008)

C. Tiimor Biyo-isaretlerinin Olgiimii

Pankreas kanseriyle iliskili karbonhidrat antijen 19-9 (CA19-9) ve karsinoembriyonik
antijen (CEA) biyo-isaretleri terapotik cevabi dlgmek icin test edilmistir. Hayvanlar
boltim A'da agiklandigr gibi tedavi edilmistir. Birinci doz uygulama dongiisiinde giin 0,
6, 13 ve 20'de her bir gruptaki uydu hayvanlardan (n<3) serum alinmustir. Insan CA19-
9u bir CA 19-9 ELISA kiti (Katalog No. CA199T, Calbiotech, Spring Valley, CA} ve
CEA timdr antijeni bir CEA ELISA kiti (Katalog No. CE062T, Calbiotech, Spring
Valley, CA) kullanilarak ol¢iilmiistiir.

Sonuglar Sekil 5'te verilmektedir. Sonuglar, PEGPH20 tedavisi mevcudiyetinin tim
tedavi gruplarinda él¢iilen isaretlerde bir azalma sagladigim gdstermektedir. Ornegin,
giin 20'de, tespit edilen CA19-9 igareti seviyesi yaklasik 40-60 U/mL arasinda PEGPH20
ile tedavi edilen tiim gruplarda benzer olmustur. Buna kargihik, nab-paklitaksel veya nab-
paklitaksel + gemsitabin ile tedavi edilen hayvanlardaki CA19-9 isareti seviyesi
PEGPH20 ile de tedavi edilen hayvanlarinkinin yaklasik iki kati olmug ve yaklagik 110
U/mL olmustur. Sadece gemsitabinle tedavi edilen hayvanlar yaklasik olarak sadece
aracla tedavi edilen kontrole benzer olan CA19-9 seviyeleri sergilemistir. Dolayisiyla,
sonuglar, PEGPH20 + nab-paklitaksel ile tedavi edilen hayvanlarin CA19-9 seviyelerinin
sadece nab-paklitaksel ile tedavi edilen hayvanlara kiyasla diisiik oldugunu; PEGPH20 +
gemsitabin ile tedavi edilen hayvanlarin CA19-9 seviyelerinin sadece gemsitabin ile
tedavi edilen hayvanlara kiyasla diisiik oldugunu; ve PEGPH20 + nab-paklitaksel +
gemsitabin ile tedavi edilen hayvanlarin CA19-9 seviyelerinin nab-paklitaksel +
gemsitabin ile tedavi edilen hayvanlara kiyasla diisiik oldugunu gostermektedir.
PEGPH20 + nab-paklitaksel + gemsitabin ile tedavi edilen hayvanlar icin, PEGPH20
olmadan nab-paklitaksel + gemsitabin ile tedavi edilen hayvanlara kiyasla CA19-9 %49

diismiistiir.

CEA isareti 6lclildligiinde, sonuglar benzer olmustur. Bu isaret kullanildiginda, arag

kontrole kiyasla sadece nab-paklitaksel ile tedavi edilen hayvanlarda giin 20"de CEA

seviyeleri bliylik oOlgiide degismemistir, ¢iinkii CEA bu gruplarda yaklasik 20 ila

25 ng/mL2de olctlmustir. Gemsitabin veya nab-paklitaksel + gemsitabin ile tedavi
179



20

25

30

EP-17891

edilen hayvanlarda, giin 20'de 6lciilen CEA isaretinde yaklagik 15 ng/mL'ye bir miktar
diislis olmustur. PEGPH20 mevcudiyetinde, dlciilen isaretin seviyesi PEGPH20 olmayan
tedavi gruplarina kiyasla énemli 8lgiide diismiistiir, Ornegin, sadece PEGPH20 ile tedavi
edilen hayvanlarda, giin 20'de dlglilen CEA yaklasik 7-8 ng/mL olmustur. PEGPH20 +
gemsitabin, PEGPH20+nab-paklitaksel veya PEGPH20+nab-paklitaksel +gemsitabin ile
tedavi edilen hayvanlarda, glin 20'de CEA seviyeleri ELISA ile 6l¢lim igin ¢ok diisiik

olmustur.
Ornek 3
rHuPH20 Eksprese Eden Hiicre Hatlan

A. Bir Tlk Céziinebilen rHuPH20 Eksprese Eden Hiicre Hattimin Olusturulmasi

Cin Hamsteri Yumurtaligi (CHO) hiicreleri HZ24 plazmidi (DIZI ID NO:52'de verilen)
ile transfekte edilmistir. Coziinebilen sSHASEGP ekspresyonu i¢in HZ24 plazmid vektori
bir pCI vektdr omurgast (Promega), insan PH20 hiyaliironidazindaki amino asit 1-482'yi
kodlayan DNA (DIZI ID NO:49), ECMV viriisiinden (Clontech) bir dahili ribozom giris
bdlgesi (IRES) ve fare dihidrofolat rediiktaz (DHFR) geni igerir. pCI vektér omurgasi
ayrica beta-laktamaz direnci geni (AmpR) kodlayan DNA, bir f1 kopya orijinali, bir
Sitomegaloviriis ani-erken gelistirici/destekleyici bdlgesi (CMV), bir kimerik intron ve
bir SV40 geg poliadenilasyon sinyali (SV40) igerir. Céziinebilen rHuPH20 yapisini
kodlayan DNA insan PH20'sinin dogal 35 amino asitli sinyal dizisinde konum 1'deki
metionini kodlayan DNA'dan 6nce bir Nhel bolgesi ve bir Kozak uzum dizisi ve insan
PH20 hiyaliironidazinda (DIZI ID NO:1'de verilen) amine asit konumu 482've karsilhik
gelen tirosini kodlayan DNA'in ardindan bir durdurma kodonu ve ardindan bir BamHI
sinirlama bélgesi igerir. Dolayisiyla pCI-PH20-IRES-DHFR-SV40pa (HZ24) yapisi
dahili ribozomal giris bolgesi (IRES) tarafindan ayrilan insan PH20'sindeki amino asit 1-
482'yi (DIZ1 ID NO:3'te verilmektedir) ve fare dihidrofolat rediiktazindaki amino asit 1-
186'y1 (DIZI ID NO:53'te verilmektedir) kodlayan CMV destekleyicisi tarafindan

desteklenen tek bir mRNA tiirii saglar.

4 mM Gliitamin ve 18 ml/. Pluronic F68/L. (Gibco) ile takviye edilmis DHFR(-)
hiicreleri i¢in GIBCO modifiye edilmis CD-CHO ortamu iginde biiyiitiilen transfekte

edilmemis CHO hiicreleri transfeksiyon i¢in hazirlanirken bir ¢alkalama sisesi i¢inde 0.5
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x 10° hiicre/m] oraninda ekilmistir. Hiicreler 120 devir/dakika hizda calkalanirken bir
nemli enkiibatérde 37°C'de %5 COs iginde biiyiitiilmiistiir. Ussel bir sekilde biiyiiyen
transfekte edilmemis CHO hiicreleri transfeksiyondan Once yasayabilirlik igin test

edilmistir.

Transfekte edilmemis CHO hiicresi kiiltiiriinden altmuis milyon yasayabilen hiicre pelet
haline getirilmis ve 0.7 mL 2x transfeksiyon tamponu (2x HeBS = 40 mM Hepes, pH 7.0,
274 mM NaCl, 10 mM KCI, 1.4 mM Na:HPQu, 12 mM dekstroz) iginde 2 x 107 hiicre
yogunlugunda tekrar siispansivon haline getirilmigtir. Tekrar silispansiyon haline
getirilmis hiicrelerin her bir béliimiine 0.09 mL dogrusal HZ24 plazmidi (250 pg) (gece
boyunca Cla I ile sindirilerek dogrusallastirilmis) (New England Biolabs) eklenmis ve
hiicre/DNA  ¢ozeltileri oda  sicaklifinda 0.4 cm  bosluklu BTX  (Gentronics)
elektroporasyon kiivetlerine aktarilmistir. Hicrelerle hi¢ plazmid DNA karistirilmadan
bir negatif kontrol elektroporasyon gergeklestirilmistir. Hiicre/plazmid karisimlar: 330 V
ve 960 pF veya 350 V ve 960 pF kapasitér bosalmasiyla elektroporasyona tabi

tutulmustur.

Hiicreler elektroporasyondan sonra kiivetten ¢ikanlmis ve 4 mM Gliitamin ve 18 ml
Pluronic F68&/L (Gibco) ile takviye edilmis DHFR(-) hiicreleri i¢in 5 mL modifiye edilmis
CD-CHO ortamina aktarilmig ve 2 gilin 37°C'de %35 CO: iginde bir nemli enk{ibatdrde
secilmeden 6 goézenekli bir doku kiiltiiri plakasinin bir gézeneginde biiylimeye

birakilmistir.

Elektroporasyondan iki glin sonra, her bir gézenekten 0.5 mL doku kiiltliri ortan
cikanlmis ve Ornek 6'da aciklanan mikro-bulaniklik analizi kullanilarak hiyaliironidaz
aktivitesi mevcudiyeti icin test edilmistir. En yiiksek hiyallironidaz aktivitesi seviyeleri
sergileyen hiicreler doku kiiltiirii gzeneginden toplanmus, sayilmis ve mL basina 1 x 10*
ila 2 x 10* yasayabilen hiicre oraninda seyreltilmistir. Bes 96 gdzenekli yuvarlak tabanl
doku kiiltiirii plakasindaki her bir gézenege hiicre siispansiyonunun 0.1 mL'lik bir bolimii
aktanlmigtir. Hiicre iceren gozeneklere 4 mM GlutaMAX™-1 takviyesi (GIBCO™,
Invitrogen Corporation) igeren ve hipoksantin ve timidin takviyeleri igermeyen yiiz

mikrolitre CD-CHO ortami (GIBCO) eklenmistir (nihai hacim 0.2 mL).

Metotreksat olmadan biiyiiyen 5 plakadan on klon belirlenmistir. Bu HZ24 klonlarinin

altis1 kiiltiirde ¢ogaltilmis ve tek hiicre siispansiyonlart olarak calkalama siselerine
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aktarlmistir. 3D3, 3ES, 2G8&, 2D9, 1E11 ve 4D10 klonlar, ist sol gozenekte 5000
hiicreyle baslanarak, hiicrelerin plakada asaf dogru 1:2 ve plakada enine olarak 1:3
oraninda seyreltildigi bir iki boyutlu sonsuz seyreltme stratejisi kullanilarak 96 gézenekli
vyuvarlak tabanli doku kiiltiirii plakalarina konulmustur. Kiiltiiriin ilk gilinlerinde yeterli
biiylime faktdrlerini saglamak i¢in, sevreltilmis klonlar gbézenek basina 500 transfekte
edilmemis DG44 CHO hiicresi arka planinda biiyiitiilmiistiir. Alt-klon basina, 50 nM
metotreksat igeren 5 plaka ve metotreksat igermeyen 5 plaka seklinde, on plaka

hazirlanmustir.

3D3 klonu 24 gorsel alt-klon iiretmistir (metotreksat olmayan islemden 13 ve 50 nM
metotreksat isleminden 11). 24 alt-klondan &'inin tstte kalan fazinda oOnemli
hiyaliironidaz aktivitesi 6l¢iilmiis (> 50 Birim/mL) ve bu 8 alt-klon T-25 doku kiiltiiri
siseleri i¢inde ¢ogaltilmistir. Metotreksat islemi protokoliinden izole edilen klonlar
50 nM metotreksat varliginda ¢ogaltilmistir. 3D35M klonu ayrica ¢alkalama sigelerinde
500 nM metotreksat i¢inde ¢ogaltilmis ve 1,000 Birim/ml'den yiiksek hiyaliironidaz
aktivitesi iireten klonlar olusturmustur (klon 3D35M; veya Genl 3D35M). Daha sonra
3D35M hiicrelerinin bir ana hiicre bankas1 (MCB) hazirlanmigtir,

B. Céziinebilen rHuPH20 Eksprese Eden Ikinci Jenerasyon Hiicre Hattinin

Olusturulmasi

Ornek 3A'da agiklanan Genl 3D35M hiicre hatti daha yiiksek metotreksat sevivelerine
uyarlanarak jenerasyon 2 (Gen2) klonlar iiretilmistir. 3D35M hiicreleri olusturulan
metotreksat-igeren kiiltiirlerden 4 mM GlutaMAX-1™ ve 1.0 uM metotreksat iceren CD
CHO ortamina ekilmistir. Hiicreler bir 37°C, %7 CO2 nemli enkiibatoriinde 46 giinliik bir
periyot boyunca biiyiitiillerek ve 9 kez pasajlanarak daha yiiksek bir metotreksat
seviyesine uyarlanmistir. Hiicrelerin ¢ogaltilan popiilasyonu 2.0 pM metotreksath ortam
igeren 96 gozenekli kiiltiir plakalarinda sinirlayict seyreltme ile klonlanmistir. Yaklasik 4
hafta sonra, klonlar belirlenmis ve 3E10B klonu ¢ogaltilmak {izere se¢ilmistir. 3E10B
hiicreleri 4 mM GlutaMAX-1™ ve 2.0 uM metotreksat igeren CD CHO ortaminda 20
pasaj boyunca biiyiitiilmiistiir. 3E10B hiicre hattinin ana hiicre bankast (MCB)

olusturulmus ve dondurulmus ve miiteakip ¢alismalar i¢in kullanilmusgtir.
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3D35M hiicrelerinin 4 mM GlutaMAX-1™ ve 4.0 uM metotreksat iceren CD CHO
ortaminda kiiltiirlenmesiyle hiicre hattinin ¢ogaltilmasina devam edilmistir. 12. pasajdan
sonra, hiicreler bir arastirma hiicre bankasi (RCB) olarak siseler icinde dondurulmustur.
Bir sise RCB'nin buzu eritilmis ve 8.0 uM metotreksat igeren ortam iginde
kiiltirlenmistir. 5 giin sonra, ortam igindeki metotreksat konsantrasyonu 16.0 uM'ye,
18 glin sonra ise 20.0 pM'ye yiikseltilmistir. 20.0 pM metotreksat igeren ortamdaki 8.
pasajdan hiicreler 4 mM GlutaMAX-1™ ve 20.0 uM metotreksat igeren CD CHO ortamm
iceren 96 gozenekli doku kiiltiirii plakalarinda smirlayier seyreltme ile klonlanmistir.
Klonlar 5-6 hafta sonra belirlenmis ve 2B2 klonu 20.0 uM metotreksat i¢eren ortamda
¢ogaltma i¢in se¢ilmistir. 11. pasajdan sonra, 2B2 hiicreleri bir arasgtirma hiicre bankasi

{(RCB) olarak siseler i¢inde dondurulmustur.

Olusan 2B2 hiicreleri ¢éziinebilen rekombinant insan PH20'si (rHuPH20) eksprese eden
dihidrofolat reduktaz eksikligi olan (dhfr-} DG44 CHO hiicreleridir. (’6zliinebilen PH20
2B2 hiicrelerinde yaklasik 206 kopya/hiicre kopya sayisinda mevcuttur. Bir rtHuPH20'ye
6zel prob kullanilarak Spe I-, Xba [- ve BamH I/Hind I1I-sindirilmis genomik 2B2 hiicresi
DNA's1 Aouthern blot analizi su simrlama sindirimi profilini vermigtir: Spe I ile sindirilen
DNA ile 7.7 kb'lik bir ana hibritlenen bant ve dort kiigiik hibritlenen bant (113.9, 716.6,

15.7 ve | 14,6 kb); Xba I ile sindirilen DNA ile 15.0 kb'lik bir ana hibritlenen bant ve iki
kiictik hibritlenen bant (I 13.9 ve  16.5 kb); ve BamH I/Hind III ile sindirilen 2B2 DNA
kullanildiginda gézlemlenen tek bir 1.4 kb'lik hibritlenen bant. mRNA kopyasimin dizi
analizi, tiiretilen cDNA'nin (DIZI ID NO:56) beklenen sitosin (C) verine bir timidin
oldugu gozlemlenen konum 113 1'deki bir baz cifti farki disinda referans diziye (DIZI ID
NO:49) 6zdes oldugunu goéstermistir. Bu etkisiz bir mutasyondur, amino asit dizisi

tizerinde herhangi bir etkisi yoktur.
Ornek 4
rHuPH20 Uretimi ve Saflagtirilmasi

A. 300 L Biyoreaktor Hiicre Kiiltiiriinde Gen2 ¢oziinebilen rHuPH20

Bir sise HZ24-2B2 hiicresi (Ornek 3B) eritilmis ve 20 uM metotreksat ve GlutaMAX-
1™ (Invitrogen) ile takviye edilmis CD-CHO ortamu (Invitrogen, Carlsbad, CA) iginde

36L doner siseler araciliiyla ¢alkalama siselerinden ¢cogaltilmistir. Kisaca, bir sise hiicre
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37°C'deli bir su banyosunda eritilmis, ortam eklenmis ve hiicreler santrifiyjlenmistir.
Hiicreler 125 mL'lik bir c¢alkalama sisesinde 20 mL taze ortamla tekrar siispansiyon
haline getirilmis ve bir 37°C, %7 CO» enkiibatdre yerlestirilmistir. Hiicreler 125 mL'lik
calkalama sisesi iginde 40 mL've kadar ¢ogaltilmistir. Hiicre yogunlugu 1.5 x 10°
hiicre/mL'nin izerine giktiginda, kiiltiir 100 mL'lik bir kiiltiir hacmi iginde 125 mL'lik bir
déner siseye ¢ogaltilmistir. Sise 37°C, %7 CO;'de enkiibe edilmistir. Hiicre yogunlugu
1.5 x 10° hiicre/mL'nin iizerine ¢iktiginda, kiiltiir 200 mL'lik bir kiiltiir hacmi iginde
250 mL'lik bir doner siseye ¢cogaltilmig ve sise 37°C, %7 COz'de enkiibe edilmistir. Hiicre
yogunlugu 1.5 x 10° hiicre/mL'nin tizerine ¢iktifinda, kiiltiir 800 mL'lik bir kiiltiir hacmi
icinde 1 L'lik bir déner siseve ¢ogaltilmus ve 37°C, %7 CO>'de enkiibe edilmistir. Hiicre
yogunlugu 1.5 x 10® hiicre/mL'nin lizerine ¢iktiginda, kiiltiir 5000 mL"ik bir kiiltiir hacmi
icinde 6 L'lik bir doner siseye ¢ogaltilmis ve 37°C, %7 CO»'de enkiibe edilmistir. Hiicre
yogunlugu 1.5 x 10° hiicre/mL'nin {izerine ¢iktiginda, kiiltiir 32 L'lik bir kiiltiir hacmi

iginde 36 L'lik bir doner siseye ¢ogaltilmis ve 37°C, %7 CO;'de enkiibe edilmigtir.

400 L'lik  bir reaktdr sterilize edilmis ve 230 mL CD-CHO ortami eklenmistir.
Kullamlmadan 6nce, reaktor katisikilik igin kontrol edilmistir. Yaklasik 30 L hiicre
cevirme 36 L doner siselerden ml basina 4.0 x 10° yasayabilen hiicre asilama
yogunlugunda ve toplam 260 L. hacminde 400 L'lik biyoreaktdre (Braun) aktarilnustir.
Parametreler sunlardir: sicaklik ayar noktasi, 37°C; Pervane Hiz1 40-55 RPM; Kazan
basinet: 3 psi; Hava Dagilimt 0.5- 1.5 L/Dak.; Ust Hava Akist: 3 L/ Dak.. Hiicre sayimlari,
pH teyidi, ortam analizi, protein tiretimi ve tutulum i¢in reaktdrden giinliik olarak numune
alimmistir. Ayrica, calisma boyunca besin beslemeleri eklenmistir. 120 saatte (giin 5),
10.4 L Besleme no. 1 Ortam (4% CD-CHO + 33 g/LL Gliikkoz + 160 mL/L Glutamax-1™
+ 83 mL/L Yeastolate + 33 mg/L rHulnsulin) eklenmistir. 168 saatte (giin 7), 10.8 L
Besleme no. 2 (2x CD-CHO + 33 g/L Gliikoz + 80 mL/L Glutamax-1™ + 167 mL/L
Yeastolate + 0.92 g/ Sodyum Biitirat) eklenmis ve kiltlir sicakhigy 36.5°C'ye
degistirilmistir. 216 saatte (giin 9), 10.8 L Besleme no. 3 (1x CD-CHO + 50 g/L Gliikoz
+ 50 mL/L Glutamax-1™ + 250 mL/L Yeastolate + 1.80 g/I. Sodyum Biitirat) eklenmis
ve kiiltiir sicaklign 36°C'ye degistirilmistir. 264 saatte (giin 11), 10.8 L. Besleme no. 4 (1x
CD-CHO + 33 g/L Gliikoz + 33 mL/L Glutamax-1™ + 250 mL/L Yeastolate + 0.92 g/L
Sodyum Biitirat) cklenmis ve kiiltiir sicakligi 35.5°C'ye degistirilmistir. Besleme ortamu

eklenmesinin {iretimin son asamalarinda ¢oziinebilen rHuPH20 iiretimini 6nemli &l¢iide
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artirdi@n gézlemlenmistir. Reaktdr 14 veya 15 giinde veya hiicrelerin yasayabilirligi
%40 altina diistiigiinde toplanmustir. Islemle 12 milyon hiicre/mL maksimum hiicre
yogunluguyla ml basina 17,000 Birim nihai iretkenlik elde edilmistir, Hasatta,
mikoplazma, biyo-yiik, endotoksin ve viral in vitro ve in vivo, Transmisyon Elektron

Mikroskopisi (TEM) ve enzim aktivitesi i¢in kiiltiirden numune alinmistir.

Kiiltiir bir peristaltik pompa ile her biri 4-8 pm 6giitlilmiis bir diyatomlu toprak katmani
ve 1.4-1.1 pm ogiitilmis bir diyatomlu toprak katmam igeren dort paralel Millistak
filtreleme sistemi modiilii (Millipore), ardindan bir seliilloz membrani, daha sonra 0.4-
0.11 um ogiitiilmiis bir diyatomlu toprak katmani ve <0.1 um 6giittilmiis bir diyatomlu
toprak katmani igeren bir ikinci tekli Millitask filtreleme sistemi (Millipore), ardindan bir
scliiloz membran1 ve daha sonra bir 0.22 um'lik nihai filtre boyunca bir steril tek
kullanimlik 350 L kapasiteli esnek posete pompalanmistir. Toplanan hiicre kiiltiirii s1visi
pH 7.5'¢ kadar 10 mM EDTA ve 10 mM Tris ile takviye edilmistir. Kiiltiir dort Sartoslice
TFF 30 kDa molekiil agirligi ayirmali (MWCO) polieter siilfon (PES) filtre (Sartorius)
kullanilarak bir teget akish filtreleme (TFF) cihazi, ardindan 10x 10 mM Tris, 20 mM
Na>SOa, pH 7.5, ile tampon degistirmeyle 0.22 pm'lik bir nihai filtre iginden 50 Lik bir

steril saklama posetine 10x yogunlastirilnstir,

Yogunlagtirilmig, diyafiltrelenmis  mahsul  virlis  igin  pasiflestirilmistir.  Virlis
pasiflestirmesinden énce, %10 Triton X-100, %3 tri (n-biitil) fosfat (TNBP) ¢ozeltisi
hazirlanmustir.  Yogunlastirilmis,  divafiltrelenmis mahsul Q kolonu {izerinde
saflastirmadan hemen 6nce 36 L'lik bir cam tepkime kabi iginde 1 saat %1 Triton X-100,
%0.3 TNBP'ye maruz birakilmistir.

B. Gen2 ¢oziinebilen rHuPH20'nin Saflagtiriimas:

Bir Q Sepharose (Pharmacia) iyon degistirme kolonu (9 L regine, H=29 c¢cm, D= 20 cm)
hazirlanmistir. Yikama numuneleri pH, iletkenlik ve endotoksin (LAL) tayini analizi igin
toplanmustir. Kolon 5 kolon hacminde 10 mM Tris, 20 mM Na:SO4, pH 7.5, ile
dengelenmigtir. Virlis pasiflestirmesinin ardindan, yogunlastirilmig, diyafiltrelenmis
mahsul (Ornek 4a) 100 em/saat akis hizinda Q kolonuna yiiklenmistir. Kolon 5 kolon
hacminde 10 mM Tris, 20 mM Na:2SO4, pH 7.5 ve 10 mM Hepes, 50 mM NaCl, pH 7.0
ile yikanmustir. Protein 10 mM Hepes, 400 mM NaCl, pH 7.0 ile 0.22 pm'lik nihai filtre
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icinden steril posete taginmistir. Tasinan numune biyo-yiik, protein konsantrasyonu ve
hiyaliironidaz aktivitesi i¢in test edilmistir. Azse absorbans okumalar takasin basinda ve

sonunda alinmastir,

Daha sonra Phenyl-Sepharose (Pharmacia) hidrofobik etkilesim kromatografisi
gergeklestirilmistir. Bir Phenyl-Sepharose (PS) kolonu (19-21 L regine, H=29 cm, D=
30 cm) hazirlannustir. Yikama toplanms ve pH, iletkenlik ve endotoksin (LAL analizi)
icin numune alinmistir. Kolon 5 kolon hacminde 5 mM potasyum fosfat, 0.5 M amonyum
stilfat, 0.1 mM CaCls, pH 7.0, ile dengelenmistir. 3 sepharose kolonundan protein tagima
Uriinlinlin 2 M amonyum siilfat, 1 M potasyum fosfat ve 1 M CaCl; stok ¢ozeltileriyle
takviye edilmesiyle sirasiyla 5 mM, 0.5M ve 0.1 mM nihai konsantrasyonlar elde
edilmistir. Protein 100 cm/saat akis hizinda PS kolonuna viiklenmis ve kolondan gegen
akis trdni toplanmstir. Kolon 5 mM potasyum fosfat, 0.5 M amonyum siilfat ve 0.1 mM
CaCl; pH 7.0 ile 100 cm/saat hizinda yikanmis ve yikama toplamam akis iirliniine
eklenmistir. Kolon yikamasiyla birlestirilen akis 0.22 pm'lik bir nihai filtreden bir steril
posete gecirilmistir. Akis irlinlinden biyo-yiik, protein konsantrasyonu ve enzim

aktivitesi i¢in numune alinmistir,

Bir aminofenil boronat kolonu (ProMedics) hazirlannistir. Yikama toplanmig ve pH,
iletkenlik ve endotoksin (LAL analizi) i¢in numune alinmistir. Kolon 5 kolon hacminde
5 mM potasyum fosfat, 0.5 M amonyum siilfat ile dengelenmistir. Saflastirilimis protein
iceren PS akis triinii 100 cm/saatlik bir akis hizinda aminofenil boronat kolonuna
yiiklenmistir. Kolon 5 mM potasyum fosfat, 0.5 M amonyum siilfat, pH 7.0, ile
yikanmigtir. Kolon 20 mM bisin, 0.5 M amonyum siilfat, pH 9.0, ile yikanmistir. Kolon
20 mM bisin, 100 mM sodyum kloriir, pH 9.0, ile yikanmistir. Protein 50 mM Hepes,
100 mM NaCl, pH 6.9 ile tasinmis ve bir steril filtre boyunca bir steril posete aktarilmigtir.

Tasinan numune biyo-yiik, protein konsantrasyonu ve enzim aktivitesi i¢in test edilmistir.

Hidroksiapatit (HAP) kolonu (Biorad) hazirlanmistir. Yikama toplanmis ve pH, iletkenlik
ve endotoksin (LAL analizi} igin test edilmistir. Kolon 5 mM potasyum fosfat, 100 mM
NaCl, 0.1 mM CaCl;, pH 7.0, ile dengelenmistir. Aminofenil boronatla saflastirilmig
protein 5 mM potasyum fosfat ve (0.1 mM CaClz nihai konsantrasyonuna kadar takviye
edilmis ve 100 cm/saat akis hizinda HAP kolonuna yiiklenmistir. Kolon 5 mM potasyum
fosfat, pH 7, 100 mM NaCl, 0.1 mM CaCl; ile yikanmustir. Kolon daha sonra 10 mM
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potasyum fosfat, pH 7, 100 mM NaCl, 0.1 mM CaCl, ile yikanmistir. Protein 70 mM
potasyum fosfat, pH 7.0 ile tasinmms ve 0.22 uym'hik bir steril filtre boyunca bir steril
posete aktarilmistir. Tasinan numune biyo-yiik, protein konsantrasyonu ve enzim

aktivitesi i¢in test edilmistir.

HAP ile saflastirilmig protein daha sonra bir virils uzaklastirma filtresinden geg¢irilmistir,
Sterilize edilmis Viosart filtresi (Sartorius) dnce 2 L 70 mM potasyum fosfat, pH 7.0, ile
yikanarak hazirlanmistir. Kullanilmadan énce, filtrelenen tampondan pH ve iletkenlik
icin numune almmistir. HAP ile satlagtirilmig protein bir peristaltik pompa aracilifiyla
20 nM viriis uzaklastirma filtresi boyunca pompalanmigtir. 70 mM potasyum fosfat, pH
7.0, ig¢indeki filtrelenmis protein 0.22 um'lik bir nihai filtre boyunca bir steril posete
aktarilmistir. Viriis filtrelenmis numune protein konsantrasyonu, enzim aktivitesi,
oligosakkarid, monosakkarid ve sialik asit profili igin test edilmistir. Numune ayrica

islemle ilgili katisikliklar i¢in test edilmistir.
Ornek 5

PEG'lenmis rHuPH20 Hazirlanmasi

Bu ormekte, tTHuPH20 enzimin metoksi poli(etilen glikol) biitanoik asidin dogrusal N-
hidroksisiiksinimidil ~ esteri  (mMPEG-SBA-30K) ile tepkimeye sokulmasiyla
PEG"enmistir,

A. mPEG-SBA-30K'nin Hazirlanmasi

PEGPH20 olusturmak igin, rHuPH20 (boyutu yaklasik 60 KDa'dir) kovalent olarak
molekiil agirligr yaklasik 30 kDa olan metoksi poli(etilen glikol) biitanoik asidin bir
dogrusal N-hidroksisiiksinimidil esterine (mPEG-SBA-30K) konjige edilmistir. mPEG-
SBA yapisi asagida gosterilmektedir, burada n = 681.
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rHuPH20'yi PEG'lemek i¢in kullanilan mPEG-SBA-30K'y1 hazirlamak icin kullanilan
usuller drmegin ABD Patenti No. 5.672.662'de agiklanmaktadir. Kisaca, mPEG-SBA-30K

asagidaki prosediire gore hazirlanmistir:

Dioksan i¢inde ¢oziilmiis bir etil malonat (2 egdeger) ¢ozeltisi damla damla azot
atmosferi altinda sodyum hidriir (2 esdeger) ve toliiene eklenmistir. mPEG metan
siilfonat {1 esdeger, MW 30 kDa, Shearwater) toliien i¢inde ¢6zillmiis ve yukaridaki
kangima eklenmistir. Olusan kangim yaklagik 18 saat geri akiga tabi tutulur.
Tepkime karigimi orijinal hacminin yanisina yogunlastirilir, %10 sulu NaCl
¢Ozeltisi ile ckstrakte edilir, %1 sulu hidroklorik asit ile ekstrakte edilir ve sulu
ekstraktlar birlestirilir. Toplanan sulu tabakalar diklorometanla ekstrakte edilir (3x)
ve organik tabaka magnezyum silfatla kurutulur, filtrelenir ve kuruyana kadar
buharlastirilir. Olusan kalinti sodyum kloriir igeren 1 N sodyum hidroksit icinde
¢cOzliliir ve karisim 1 saat karistirlir. Karisumin pH'st 6 N hidroklorik asit eklenerek

yaklagik 3'e ayarlanmir. Karisim diklorometan ile ekstrakte edilir (2x).

Organik tabaka magnezyum siilfat iizerinde kurutulur, filtrelenir, yogunlastirilir ve soguk
dietil eter icine dokiiliir, Cokelti stiziilerek toplanmir ve vakum altinda kurutulur, Olusan
bilesik dioksan icinde ¢6ziiliir ve 8 saat geri akisa tabi tutulduktan sonra kuruyana kadar
yogunlastirilir. Olusan kalinti su iginde ¢6ziiliir ve diklorometanla ekstrakte edilir (2x),
magnezyum siilfat lizerinde kurutulur ve ¢dzelti doner buharlastirici ile
yogunlastirildiktan sonra soguk dietil eter i¢ine dokiliir. Cokelti siizlilerek toplanir ve
vakum altinda kurutulur. Olusan bilesik (1 esdeger) diklorometan icinde ¢oziiliir ve N-
hidroksisiiksinimid (2.1 esdeger) eklenir. Cozelti 0°C'ye sogutulur ve damla damla
diklorometan icindeki bir disikloheksilkarbodiimid (2.1 esdeger) c¢ézeltisine eklenir.
(Cozelti oda sicakliginda yaklasik 18 saat karnistirthir. Tepkime kansimi siizilir,
vogunlastirilir ve dietil eter iginde ¢oktiiriiliir. Cokeltinin siiziilerek toplanmasi ve vakum

altinda kurutulmasiyla elde edilen mPEG-SBA-30K tozu < -15 °C'de dondurulur.

B. mPEG-SBA-30K'nin rHuPH20'ye konjiigasyonu

PEGPH20 yapmak igin, mPEG-SBA-30K'nin kovalent konjligasyonla rHuPH20'deki
amino grubu(gruplarina) baglanmasiyla, asagida gosterildigi gibi, rHuPH20 ve mPEG

arasinda stabil amid baglan saglanmustir, burada n ~ 681.
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O

H3CO‘€CH2CH20)—CHQCH20H200-—N +  H,N—rHuPH20
n

mPEG-SBA l

0

H3CO—GCHQCHQO)'CHZCHZCHQC——H— rHuPH20
n
PEG'lenmis rtHuPH20
Konjiigasyondan énce, Omek 4B'de yapilan rHuPH20 saflastirilmis toplu protein 0.2

m?'lik bir filtreleme almyla 10 kDa polietersiilfon (PES) teget akis filtreleme (TFF)
kasetleri (Sartorius) kullanilarak 10 mg/mL'ye yogunlastirilmis ve pH 7.2'de 70 mM
Potasyum Fosfata karsi tampon degistirilmistir. Yogunlastirilan protein daha sonra

kullanilana kadar 2-8°C'de saklanmistir.

rHuPH20'yi konjlige etmek i¢in, mPEG-SBA-30K (Nektar) oda sicaklifinda karanlikta
en fazla 2 saat siireyle eritilmistir. Parti boyutuna bagh olarak, bir steril 3" karistirma
cubugu bir 1 veya 3 litrelik Erlenmeyer sisesine yerlestirilmis ve tamponu degistirilmis
rHuPH20 proteini eklenmistir, Siseye bir vakum baghigt altinda rHuPH20 granm basina
bes gram mPEG-SBA-30K (10:1 mol oraninda mPEG-SBA-30K: rHuPH20) eklenmis ve
karisim 10 dakika veya mPEG-SBA-30K tamamen c¢oziilene kadar kanstinlmistir,

Karistirma hizi kdpilirmeden girdap olusturulacak sekilde ayarlanmustir.

(Cozelti daha sonra bir sinif 100 baslik altinda ¢ozeltinin peristaltik pompa araciligiyla
0.22 um'lik bir polistiren, selliloz asetat filtre kapsiilii (Corning 50 mL Tubetop filtresi)
boyunca bir steril 3" karistirma ¢ubugu iceren bir yeni 1 veya 3 litrelik Erlenmeyer sisesi
icine filtrelenmistir. PEGPH20 karisiminin hacmi kiitleyle (1 g/mL yogunluk) belirlenmis
ve filtreleme i¢in kullanilan 0.22 pm'lik filtre bir kullanim sonras: biitlinliik testinde

incelenmistir.
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Karigim daha sonra 2-8 °C'deki bir karistirma plakasi iizerine yerlestirilmis ve karanlikta
20 + 1 saat kanstinlmistir. Karistirma hizi yine képilirmeden girdap olusturulacak sekilde
ayarlanmigtir, Tim Erlenmeyer kab, ¢ozeltiyi 151ktan korumak icin, folyoyla sarlnustir,
Karngtirilldiktan sonra, tepkime 25 mM nihai konsantrasyona kadar 1M glisin eklenerek
sulandirilmugtir. pH ve iletkenligi test etmek icin kaptan numuneler alinmigtir. pH ve
iletkenlik daha sonra Q Sepharose saflastirmasina gegmek igin 5 mM Tris Bazi (5.65 L/L)
ve 5 mM Tris, 10 mM NaCl, pH 8.0 (13.35 L/L) eklenerek ayarlanmigtir.

Bir QFF Sepharose (GE Healthcare) iyon degistirme kolonu (Yikseklik = 21.5-24.0 cm,
(Cap =20 cm) 5 kolon hacminde (36 L.) 5 mM Tris, 10 mM NaCl, pH 8.0 ile dengelenerck
hazirlanmustir. Konjiige edilmis iirlin 95 cm/saatlik bir akis hizinda QFF kolonuna
yiiklenmistir. Kolon daha sonra 95 cm/saatlik bir akis hizinda 11 L dengeleme tamponu
(5 mM Tris, 10 mM NaCl, pH 8.0) ve ardindan 268 cm/saatlik bir akis hizinda 25 L
dengeleme tamponuyla yikanmustir. Protein tirlinli daha sonra 268 cm/saatlik bir akis
hizinda 5 mM Tris, 130 mM NaCl, pH 8.0 ile tagimmuistir. Olusan saflastinlnug PEGPH20
0.2 m?lik bir filtreleme alaniyla bir 30 kDa polietersiilfon (PES) teget akis filtreleme
(TFF) kasetleri (Sartorius) kullamlarak 3.5 mg/mL'ye yogunlastinlmis ve pH 6.5'te
10 mM Histidin, 130 mM NaCl'ye kars1 tampon degistirilmistir. Olusan malzeme asagida
Ornek 6'da agiklandig1 gibi enzim aktivitesi igin test edilmistir. PEG'lenmis rHuPH20
malzemesi 3.5 mg/mL konsantrasyonda (nihai enzim aktivitesi 140,000 U/mL) 3 mL'lik
hacimler halinde, bir silikonlu bromobiitil kauguk tapa ve aliiminyum ge¢me kapak iceren
5 mL'lik cam siselere doldurulmus ve dondurulmustur (gece boyunca -80 °C'deki bir
dondurucuda dondurulmus, daha sonra daha uzun sire saklama icin -20 °C'deki bir
dondurucuya konulmustur). PEG'lenmis tHuHP20, rHuPH20 molii basina yaklasik 4.5
mol PEG igermistir.

Ornek 6

(Coziinebilen rHuPH20'nin hiyaliironidaz aktivitesinin belirlenmesi

Hicre kiiltiirleri, plazma, saflagtirma fraksiyonlart ve saflagtinlmis c¢oézeltiler gibi
numunelerdeki ¢dziinebilen rHuPH20in hiyaliironidaz aktivitesi, hiyaliironik asit serum
albliminine baglandiginda bir ¢éziinmeyen ¢okelti olusmasina dayanan bir bulaniklik

analizi veya plastik ¢ok-gozenekli mikro-titre plakalarina kovalent olmayan bir sekilde
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baglanmus biyotinlenmis hiyaliironik asit (b-HA) substratinin sindirilmesiyle enzimatik
olarak aktif tHuPH20 veya PEGPH20 miktarinin dl¢iilmesine dayanan bir biyotinlenmis-

hiyaliironik asit substrat1 analizi kullamlarak belirlenmistir.

A. Mikro-bulamkhk Analizi

(6ziinebilen rHuPH20'nin hiyaliironidaz aktivitesi ¢dzlinebilen rHuPH20'nin belirhi bir
zaman periyodu (10 dakika) boyunca sodyum hiyaliironat (hiyaliironik asit) ile enkiibe
edilmesi ve daha sonra sindirilmemis sodyum hiyalironatin asitlestirilmis serum
alblimini eklenerek ¢oktiirlilmesiyle 6l¢iiliir. Olusan numunenin bulanikhig 30 dakikalik
bir gelisme periyodundan sonra 640 nm'de olgtiliir. Sodyum hiyallironat substrati
lizerinde enzim aktivitesinden kaynaklanan bulanikliktaki azalma ¢éziinebilen rHuPH20
hiyaliironidaz aktivitesinin bir 6l¢iisiidiir. Usul, bir ¢éziinebilen rtHuPH20 analizi ¢alisma
referans standardinin seyreltileriyle olusturulan bir kalibrasyon egrisi kullanilarak

gerceklestirilir ve numune aktivite dlciimleri bu kalibrasyon egrisine gore yapilir.

Numune seyreltiler1 Enzim Seyreltic1 Cozeltileri i¢inde hazirlanmistir. Enzim Seyreltici
(ozeltisi, 33.0 + 0.05 mg hidrolize jelatinin 25.0 mL 50 mM PIPES Tepkime Tamponu
(140 mM NaCl, 50 mM PIPES, pH 5.5) ve 25.0 mL steril enjeksiyonluk su (SWFI) icinde
¢Ozillmesi ve karngim icinde 0.2 mL %25 Biiminat ¢ozeltisinin seyreltilmesi ve 30 saniye
karistinlmasiyla hazirlanmigtir,  Bu, kullanomdan o¢nce en ge¢ 2 saat iginde
gergeklestirilmis ve ihtiyag duyulana kadar buz iizerinde saklanmugtir, Numuneler
hesaplanmis 1-2°U/mL've kadar seyreltilmistir. Genellikle, asama basina maksimum
seyreltme 1:1001 gegmemis ve ilk seyreltme icin ilk numune boyutu en az 20 pL
olmustur. Analizi gerceklestirmek icin gereken numune hacimleri su sekilde olmustur:
Islem-ici Numuneler, FPLC Fraksiyonlar: 80 pL; Doku Kiiltiirii Ustte Kalan Fazlari: 1
mL; Yogunlastirtlmis Malzeme: 80 nL; Saflastirilmis veya Son asama Malzemesi: 80 uL.
Seyreltmeler bir Diislik Protein baglayici 96 gozenekli plakada lig kopya halinde yapilmis
ve her bir seyreltinin 30 pL'si Optilux siyah/saydam tabanli plakalara (BD BioSciences)

aktanlmigtir.

Bir standart egn olusturmak igin Enzim Seyreltici Cozelti icinde 2.5 U/mL
konsantrasyonla bilinen ¢dziinebilen rHuPH20'nin seyreltileri hazirlannms ve t¢ kopya

halinde Optilux plakasina eklenmistir. Seyreltiler 0 U/mL, 0.25 U/mL, 0.5 U/mL, 1.0
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U/mL, 1.5 U/mL, 2.0 U/mL ve 2.5 U/mL igcermistir. 60 pL Enzim Seyreltici Cdzeltisi
iceren "bos tepkime maddesi” gozenekleri plakaya bir negatif kontrol olarak eklenmistir.
Plaka daha sonra &rtiilmiis ve bir 1s1 blogu {izerinde 5 dakika 37°C'de 1sitilmstir. Ortii
kaldirilmis ve plaka 10 saniye ¢alkalanmistir. Calkalandiktan sonra, plaka 1s1 bloguna geri
gotlirtilmiis ve MULTIDROP 384 Sivi Kotarma Cihazi sicak 0.25 mg/mL sodyum
hiyaluronat ¢ozeltisi (100 mg sodyum hiyaliironatin (LifeCore Biomedical) 20.0 mL
SWFI icinde ¢éziilmesi ile hazirlanmigtir. Bu 2-8°C'de 2-4 saat veya tamamen ¢oziilene
kadar yavasca dondiriilerck ve/veya calkalanarak kanstinlmistir) ile hazirlanmigtir.
Tepkime plakast MULTIDROP 384'c aktarilmis ve her bir gézenege 30 pl. sodyum
hiyaliironat dagitmak i¢in baslat tusuna basilarak tepkime baslatilmistir. Plaka daha sonra
MULTIDROP 384'ten ¢ikarilmis ve 10 saniye ¢alkalandiktan sonra plaka ortiisii tekrar
konularak bir 1s1 bloguna aktarilmistir. Plaka 37°C'de 10 dakika enkiibe edilmistir.

MULTIDROP 384, tepkimeyi durdurmak i¢in makinenin Serum Calisma (Cdzeltisi ile
hazirlanmasit ve hacim ayarinin 240 pL'ye degistirilmesiyle hazirlanmstir (75 mL
500 mM Asetat Tampon (Cozeltisi i¢inde 25 mL Serum Stok Cdzeltisi [1 hacim At
Serumu (Sigma) 9 hacim 500 mM Asetat Tampon Cozeltisi ile seyreltilmis ve hidroklorik
asit ile pH 3.1'¢ ayarlanmstir]). Plaka 1s1 blogundan ¢ikarilmis ve MULTIDROP 384
lizerine yerlestirilmis ve gézeneklere 240 pl serum Calisma Cozeltisi dagitilmistir, Plaka
¢ikarilmis ve bir plaka okuyucusu iizerinde 10 saniye ¢alkalanmustir. 15 dakika sonra,
numunelerin bulanikligi 640 nm'de &l¢lilmiis ve her bir numunenin hiyaliironidaz

aktivitesi (U/mL cinsinden) standart egriye uydurmayla belirlenmistir.

Ozgiil aktivite (Birim/mg) hiyaliironidaz aktivitesinin (U/mL) protein konsantrasyonuna

(mg/mL) béliinmesiyle hesaplanmistir.

B. Bivotinlenmis Hiyaluronan Analizi

Biyotinlenmis hiyaliironik asit analizi, plastik g¢ok-gbzenekli mikrotitre plakalarina
kovalent olmayan bir sekilde bagh bir yiiksek molekiil agirlikli (1| 1.2 megadalton)
biyotinlenmis hiyaliironik asit (b-HA)} substratimin  sindirilmesiyle  biyolojik
numunelerdeki enzimatik olarak aktif rHuPH20 veya PEGPH20 miktarm &lger.
Standartlardaki veya numunelerdeki rHuPH20 veya PEGPH20 37 °C'de b-HA ile

kaplanmus bir plakada enkiibe edilir. Bir yikama serisinden sonra, kalan ayrilmanus/bagl
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b-HA Streptavidin Karaturp Peroksidazi konjiigesi (SA-HRP) ile islenir. Sabitlenmis SA-
HRP ve kromojenik substrat, 3,3'.5,5'-tetrametilbenzidin (TMB), arasindaki tepkime
mavi renkli bir ¢dzelti tiretir. Tepkime asitle durdurulduktan sonra, ¢éziinebilen sar
tepkime Uriinlinlin olugmast bir mikrotitre plakast spektrofotometresi kullamilarak
450 nm'deki absorbans okunarak belirlenir. Biyotinlenmis hiyaliironik asit (b-HA)
substrat1 tizerindeki enzim aktivitesinden kaynaklanan 450 nm'deki absorbans azalmasi
coziinebilen tHuPH20 hiyaliironidaz aktivitesinin bir dl¢iisiidiir. Usul, bir ¢dziinebilen
rHuPH?20 veya PEGPH20 referans standardinin seyreltileriyle olusturulan bir kalibrasyon
egrisi kullanilarak gerceklestirilir ve numune aktivite dlgiimleri bu kalibrasyon egrisine

gore vapilir.

Numune ve Kkalibratdr scyreltileri Analiz Seyrelticisi i¢inde hazirlanmistir. Analiz
Seyrelticisi %1 h/h toplanmis plazmanin (uygun tiirlerden) HEPES icindeki %0.1 (a/h)
BSA'va, pH 7.4, eklenmesiyle hazirlanmustir. Bu, giinllik olarak hazirlanmig ve 2-8°C'de
saklanmistir. Tiir tipinin yam sira tahmin edilen hiyaliiromdaz seviyesine bagh olarak, en
az bir numune seyreltisinin kalibrasyon egrisi araligt iginde kalmasii garantilemek i¢in
bir veya birden fazla seyrelti hazirlanmistir. Test numunesi seyreltisi/seyreltilerinin
secimini yonlendirmek igin, uygulanan hiyaliironidaz dozu, uygulama sekli, tiiriin
yaklagik plazma hacmi ve zaman noktasi hakkinda bilinen bilgiler hiyaliironidaz
aktivitesi seviyelerini hesaplamak i¢in kullamilmigtir. Her bir numune seyreltisi
hazirlandigt sekliyle kisa siireli ¢alkalamayla karistirilmis ve her bir seyreltiden sonra
pipet uclar1 degistirilmistir. Genel olarak, seyreltiler bir ilk 50 veya 100 katlik seyreltiyle
baglamis ve bunu ek seri seyreltiler izlemistir. rHuPH20 ic¢in 0.004 ila 3.0 U/mL ve
PEGPH20 i¢in 0.037 ila 27 U/mL olmak lzere, rHuPH20 veya PEGPH20'nin bir yedi-
noktali kalibrasyon egrisi (uygulanan isleme bagh olarak) hazirlanmistir. Her bir test
numunesi seyreltisi ve kalibrasyon egrisi noktasindan yliz mikrolitresi (100 pL) lger
kopya halinde 6nceden gézenek basina 0.1 mg/mL oraninda 100 pL b-HA ile kaplanmis
ve 250 pL PBS iginde %1.0 (a/h) Biiylikbas Hayvan Serum Albiimini ile bloke edilmis
bir 96 gozenekli mikrotitre plakasinin (Immulon 4HBX, Thermo) goézeneklerine
uygulanmistir. Plaka/plakalar bir yapiskan plaka ortiisii ile kaplanms ve 37°C'de yaklasik
90 dakika enkiibe edilmistir. Enkiibasyon perivodunun sonunda yapiskan ortii plakadan
¢ikarilmis, numuneler aspire edilmis ve plaka bes (5) kez gdzenek basina 300 nL Yikama

Tamponuyla (10 mM Fosfat Tamponu, 2.7 mM Potasyum Kloriir, 137 mM Sodyum
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Kloriir, pH 7.4, %0.05 (h/h) Tween 20, PBST ile) bir otomatik plaka yikayicis1 (BioTek
ELx405 Select CW, Program '4HBX1'") kullanilarak yikanmistir. Gozenek basina yiiz
mikrolitre Streptavidin-HRP Konjiigesi Calisma Cozeltisi [20 mM Tris-HCI, 137 mM
Sodyum Kloriir, %0.025 (h/h) Tween 20, %0.1 (a/h) Biiyiikbag Serum Albiimin iginde
Streptavidin-HRP konjiigesi (1:5,000 h/h)] eklenmistir. Plaka 6rtiilmiis ve ¢calkalanmadan
ve 1siktan korunarak yaklasik 60 dakika ortam sicaklifinda enkiibe edilmistir.
Enkiibasyon periyodunun sonunda, yapigkan ortii plakadan ¢ikarilmig, numuneler aspire
edilmis ve plaka bes (5) kez gbzenck bagina 300 pL yukanda aciklanan Yikama
Tamponuyla yikanmistir. Her bir gézenege TMB ¢dzeltisi (ortam sicakliginda) eklenmis
ve oda sicakliginda yaklasik bes (5) dakika 1siktan korunarak enkiibe edilmistir. Daha
sonra gbzenek basina 100 uL olarak TMB Durdurma Cézeltisi (KPL, Katalog no. 50-85-
06) eklenmistir. Her bir gézenegin 450 nm'deki absorbansi bir mikrotitre plakasi
spektrofotometresi kullanilarak belirlenmistir. Her bir plaka iizerindeki Kalibrasyon
Egrisi cevabi bir 4-parametrelt mantiksal egri uydurma kullanilarak modellenmistir. Her
bir bilinmeyenin hiyaliironidaz aktivitesi kalibrasyon egrisiyle interpolasyonla
hesaplanmig, numune seyreltme faktoriine gore diizeltilmis ve U/mL cinsinden rapor

edilmistir,
Ornek 7

Bir Yiiksek Peritiimoral Hiyaliironan (HA) Tiimér Modelinde PEGPH20

Tedavisini Etkisi

Yiksek peritiiméral HA seviyeleri lizerinde PEGPH20 etkisini degerlendirmek icin, bir
BXPC3-Has3 tiimér hiicresi hatt1 olusturularak bir HAY¥ fare ksenogref tiimdr modeli
olusturulmustur. BxPC3 hiicreleri (ATCC Kat. No. CRL-1687) tam RPMI ortamlar
kullanialrak standart kiiltiir kosullar: altinda kiiltiirlenmistir. Insan hiyaliironan sentazi 3
cDNA kopyasmm (DIZI ID NO: 212'de verilmektedir) eksprese etmek igin bir lentiviriis
sistemi olusturulmustur. hHAS3 ¢DNA's1 eksprese eden olusturulan lentiviriis vektdrii
pLV-EF1a-hHAS3-IRES-Hyg olarak adlandinlmistir ve DIZI 1D NO:213'te
verilmektedir. BX-PC3-Has3 stabil hiicre hatti pLV-EFla-hHAS3-IRES-Hyg ile viriis
enfeksiyonu ve ardindan higromisin se¢imiyle olusturulmustur. Tiim deneylerde asin

hHAS3 eksprese edecek sekilde enfekte edilmis hiicreler kullanilmustir.
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HA seviyelerini teyit etmek i¢in, tiimor kesitindeki renk yogunlugu Aperio spektrum
programi ile Olgilmistir. Tumédr su sekilde derecelendirilmistir: timodr kesitinin
%25"inden fazlas1 HA ile kuvvetli boyandiginda HAY™: tiimar kesitinin %10 ila %25'
HA ile kuvvetli boyandiginda HA®™; tiimér kesitinin % 10undan daha az1 HA ile kuvvetli
boyandiginda HAP#*,

5 ila 6 haftalik olan ve agirliklart 20-25 g olan NCr (nu/nu) fareleri sag tibiyal periosteum
yakininda yiiksek basingli tiimérler olusturan BxPC-3-Has3 hiicreleri (5 x 10950 uL) ile
asgtlanmugtir. Kati timor kitlesinin uzunlugu (L) ve genisligi (W) kumpas ile 6l¢tilmiis ve
tiimér hacmi (TV) su sekilde hesaplanmigtir: (L x W?)/2. Tiimérlerin hacmi ¢ap boyunca
yaklasik 1500 ila 2000 mm™'e ulastifinda, fareler iki tedavi grubu halinde bslinmiistiir:
(1) BXPC3 HAY™ sk arac kontrol veya (2) BxPC3 HAY™ PEGPH20.

Hayvanlara 0 saatte ve tekrar 42 saatte ya ara¢ (10 mM Histidin, pH 6.5, 130 mM NaCl)
veya PEGPH20 (4.5 mg/kg) uygulanmustir. Birinci PEGPH20 veya ara¢ kontrol
tedavisiyle (6ldiirmeden 48 saat 6nce, yani t= 0 saat), hayvanlar ayrica intraperitoneal
olarak 240 mg/kg gemsitabin ve intravendz olarak 10 mg/kg paklitaksel (Abraxane®) ile
tedavi edilmigtir, Oldiirmeden iki saat énce (46 saat), hayvanlar intraperitoneal olarak 60
mg/kg oraninda HYPOXYPROBE™ (pimonidazol hidrokloriir; Chemicon International,
Temecula, CA) ve ayrica 0.5 mL BrdU ile tedavi edilmistir. Oldiirmeden bes dakika énce
{48 saat), hayvanlar intravendz olarak 75 uL %75 DMSO 1,1'-dioktadesil-3,3,3',3'-
tetrametilindokarbosiyanin perklorat {(Dil} icinde ¢o6ziilmiis 0.6 mg/mL floresan

karbosiyanin ile tedavi edilmistir.

Hayvanlar 48 saatte dldirilmistir. Timorlerin tamami toplanmisg, dokular aliiminyum
bloklar tizerinde -20°C'ye sogutulmus, értiici OCT ortami (Sakura Finetek, Torrance,
CA) iginde kaplannms ve kesit alimma kadar -80°C'de saklanmistir. Donmug tiimor
kesitleri 10 um'lik kesitler halinde kesilmis ve immiinohistokimya i¢in islenmis veya
mikroskobik olarak gériintiilenmistir. Vaskiiler perfiizyon ve tiimér hipoksisi tizerindeki

etkiler degerlendirilmisgtir.

A. Vaskiiler Perfiizyon

Boyanmamisg, taze donmus kesitler bir floresan mikroskoplu goriintiilleme sistemi (BD

CARYV II Confocal Imager, Sparks, MD; Quentem 512sc kamera (Photometrics, Tucson,
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AZ); MIV2000 motorlu x-y kademesi ve MetaMorph System, Sunnyvale, CA) ile
taranmustir. Biitiin  tlimdr  kesitleri, timor perfizyonunu belirlemek i¢in, floresan
karbosiyanin (Dil) sinyali i¢in 10x'te taranmistir (Uyarma 562 nm/ emisyon 624 nm).
Gorlintiiler bir Image-Pro Analyzer 7.0 (Media Cybermetrics, Bethesda, MD)
kullanilarak analiz edilmistir. Biitiin timor alani ve pozitif boyama alam belirlenmistir.
Her bir tiimordeki vaskiiler perfiizyon tiim tiimdr kesiti boyunca yiizde (sinyal) pozitif

olarak hesaplanmistir.

Sonuglar Tablo 8'de verilmektedir. Sonuglar, PEG-PH20 tedavisinin BxPC3-HAS3
timorlerinde boya perfiizyonuna aracilik ettigini ve kontrol tedavisi uygulanmis
timorlere karst PEGPH20 ile tedavi edilmis farelerden alman tiimérlerde kan damarn
perfiizyonunda 6nemli bir artis oldugunu gostermektedir. Tablo 8'de dzetlendigi gibi,
PEGPH20 ile tedavi edilen hayvanlarda kontrol hayvanlarina kiyasla %116.9 artis

anlamina gelen ortalama 7.24 + 1.78 alanla vaskiiler perflizyonda bir artis gérilmiistiir.

Tablo 8: HAY#sek tiimérlerde Vaskiiler Perfiizyonda PEGPH20-Aracihkh Artis

Tiim tiimér kesitinde ortalama P % artis
% vaskiiler alan
kontrol (n=7) 342+0.53 - -
PEGPH20 (n=6) 7.24 £1.78 <0.0001 116.9

B. Hipoksi

Tedavi edilmis hayvanlarin timoér kesitleri hipoksik boélgeler i¢in pimonidazol
hidrokloriirin (HYPOXYPROBE™) gérsellestirilmesiyle karsilastirilmistir. Ozellikle,
oldiiriildiikten sonra, 6zgiin olmayan boyama i¢in ke¢i serumuyla bloke edilmis olan
donmus kesitlerinin oda sicakliginda 1saat bir 1:50 anti-pimonidazol antikoru
(Hypoxyprobe™-1 Mab-1, fare Ig(G); Chemicon International, Temecula, CA)
seyreltisiyle problanmasiyla pimonidazol ekleme tiriinleri tespit edilmis veya bir 1:100
anti-CD31 antikoru (sican, BD Pharmingen, San Diego, CA) seyreltisiyle problanmasiyla
endotelyal hiicreler tespit edilmistir.  Yikamayla birincil tepkime maddesi
uzaklastirildiktan sonra, ya bir FITC ke¢i anti-fare ikincil antikoru (Hypoxyprobe™-1
Mab-1"1 gorsellestirmek i¢in, 1:100 seyrelti; Vector Labs Burlingame, CA, ABD) veya

bir Texas Kirmizi kegi anti-sican ikincil antikoru (CD31 endotelyal hiicrelerini
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gorsellestirmek i¢in; 1:100 seyrelti; Vector Labs Burlingame, CA ABD) oda sicakliginda
30 dakika siireyle bir ikincil tepkime maddesi olarak kullanilmigtir. Kesitler bir Image-
Pro Analyzer 7.0 (Media Cybermetrics, Bethesda, MD) Gomtiileme Sistemi kullamlarak
gOriintilenmistir. CD31 goriintiileme 1¢in, uyarma dalga boyu 562 nm ve emisyon dalga
boyu 624 nm olmustur. Pimonidazol hidroklorir (HYPOXYPROBE™) goriintiileme

icin, uyarma dalga boyu 490 nm ve emisyon dalga boyu 520 nm olmustur.

Sonuglar Tablo 9'da verilmektedir. Sonug¢lar, HA uzaklastinlmasma aracilhik eden
PEGPH20'nin, BxPC3-Has3 tiimorlerinde daha diigiik hipoksi sagladigini gdstermistir.
Tlim tiimor kesitinde kontrol hayvanlarmin ortalama hipoksik alan yiizdesi %3.98 = 2.70
olmustur. PEGPH20 ile tedavi edilen hayvanlarda 0.86 + 1.07 ortalama alanla tgmorlerde
diistik hipoksi alani olmustur, bu da kontrol hayvanlarina kiyasla, %78 diisiis anlamina

gelir.

Tablo 9: HAY#s¢k tiimorlerde Hipoksik Alanlarda PEGPH20-Aracilikh Azalma

tilm tiimor kesitinde % hipoksi alam P % azalma
kontrol (n=7) 398 +2.70 - -
PEGPH20 (n=6) 0.86 £ 1.07 0.035 78

Ornek 8

Bir Yiiksek Peritiimoral Hiyaliironan (HA) Uclii Negatif Meme Kanseri Timor
Modelinde Birlesik PEGPH20 ve nab-Paklitaksel Tedavisinin EtKisi

MDA-MB-468 {i¢lii negatif meme kanseri (TNBC) hiicre hattit hHAS3A ¢cDNA kopyasini
(DIZI ID NO: 212) asir1 eksprese edecek sekilde olusturulmus ve bdylece bir HAY! s
TNBC modeli olusturulmustur. Tam RPMI ortami kullanilarak standart kiiltir kosullart
altinda kiiltiirlenmis MDA-MB-468 hiicreleri {ATCC Kat. No. HTB-132) yukanda
aciklanan hHAS3 c¢DNA's1 eksprese eden lentiviriis vektori pLV-EF1a-hHAS3-IRES-
Hyg (DIZ1 ID NO:213), ile enfekte edilmis ve ardindan higromisin segimiyle stabil,
hHAS3-eksprese eden hiicre hattt MDA-MB-468/HAS3 olusturulmustur,

RPMI icinde slispansiyon haline getirilmis MDA-MB-468/HAS3 hiicreleri tiliysiiz
farelere enjekte edilmistir. Tiimoér hacmi yukarida agiklandigi gibi Sl¢lilmiistiir. Giin

17'de, tiimér hacmi yaklasik 300 mm™e ulastiginda, hayvanlar intravendz olarak 1) arac;
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2) | mg/kg nab-paklitaksel; 3) 3 mg/kg nab-paklitaksel; 4) 10 mg/kg nab-paklitaksel; 5)
4.5 mg/kg PEGPH20; veya 6) 1 mg/kg nab-paklitaksel ve 4.5 mg/kg PEG20 uygulanan 6
tedavi grubu halinde boliinmiistiir, Tiimér hacimleri 45 giin boyunca 3 ila 4 giinde bir

Sltilmiistiir.

Sonuglar Sekil 6'da verilmektedir. Tedavi grubu 1'deki sadece arac alan hayvanlar ¢alisma
stireci boyunca ilerleyen tiimdr biiyiimesi sergilemistir. Calismanin son giiniinde (giin
62), ortalama tiimor boyutu hacim bakimindan iki katinin biraz tizerine ¢ikmistir. Tedavi
grubu 2 ve 3'teki 1 veya 3 mg/kg nab-paklitaksel uygulanan hayvanlardaki timorler hiicre
naklinden sonra giin 17-27'de (tedaviden 0-10 giin sonra) timor hacminde bir ilk
(vaklasik %30) azalma sergilemis, ancak daha sonra ara¢ kontrol hayvanlarina kiyasla
daha diiglik bir hizla tiimér bliylimesi devam etmistir. Calismanin son giiniinde, ortalama

tiim&r hacmi baslangi¢ hacminin iki katinin biraz altinda olmustur.

PEGPH20 ile tedavi edilen hayvanlar (grup 5) i¢in gozlemlenen tiimdr biiyiimesi sekli
grup 2 ve 3'tekilere benzer olmustur, ancak grup 5 i¢in ortalama tiimdr boyutu son giinde
grup 2 ve 3'tekilerin boyutundan biraz daha kiigiik olmustur. Grup 4'teki 10 mg/kg nab-
paklitaksel uygulanan hayvanlann ortalama tiimér boyutu tedaviden sonraki ilk 10 giin
boyunca (¢alisma giinii 17-27) grup 2, 3 ve 5'tekiyle ayn1 egilimi izlemistir, ancak sonraki
11 glin boyunca diigiik hacimde kalmig ve daha sonra ¢alismanin kalan1 boyunca giderek
%30 daha kii¢iilerek ¢alismanin sonunda ortalama baslangi¢ tiimér hacminin {igte biri

olan bir ortalama timor hacmine ulasmustir.

1 mg/kg nab-paklitaksel ve PEGPH20 kombinasyonu (grup 6) ortalama tiimoér hacminde
onemli bir azalma saglamistir. Bu sonuclar, nab-paklitaksel ve PEGPH20
kombinasyonuyla tedavi ile, ayn1 dozdaki ayr ayn tedavilere kiyasla tiimér biiyiimesi
inhibisyonu iizerinde &nemli dlgiide gelistirilmis bir etki saglayan sinerjistik etkiler
oldugunu gostermektedir. Kombinasyon terapisi timér hacminde tek bir terapi olarak (10
mg/kg nab-paklitaksel (grup 5)) 10 kat daha fazla nab-paklitaksel uygulanan hayvanlar
icin gozlemlenene benzer bir diisiis saglarmstir, bu da ortalama baslangig tiimér hacminin

yaklagik {i¢te biri olan bir nihai ortalama timd6r hacmi saglamistir.

Teknikte uzman kisilerce modifikasyonlar anlasilacagindan, bulus valmzca ekteki

istemlerin kapsamuyla sunurhidir,
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