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OZET

PAKLITAKSEL, PAKLITAKSEL ANALOGLARI VEYA PAKLITAKSEL
KONJUGATLARININ FARMASOTIK BILESIMLERI VE IiLGILI PREPARASYON VE
KULLANIM YONTEMLERI

Cremophor barlbHlrinayan hidrofobik ajanlar paklitaksel, paklitaksel analoglarClve bunlarnl
konjugatlarC{&rnedin ANG1005) icin faydalCblan farmasotik bilesimler. Bilesimler ayrica, bir
opsiyonel tonisite ajanld bir tamponlama ajanld bir hacim artflclCajan ve s@z konusu
bilesimlerin ve hazlflanmaslda ve s6z konusu bilesimlerin kanser tedavisine ayn(amanda

dahil edilmesinin Cremophor Yéntemleri olmayan bir ¢éziicl ajan igcermektedir.
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1. Bir liyofilize bilesim olup, asag(dakini icermektedir:

(a) ANG1005, burada ANG1005 asagldaki yaplyh sahiptir:
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(b) bir opsiyonel tonisite ajan[;]

(¢) bir tamponlama ajan(

(d) bir hacim artlricT ajan;

(e) bir cozme ajanld] burada s6z konusu ¢b6zme ajanObir yad asidin bir
polioksietilen esteridir; ve

(f) %0.2 ila 10 oranda DMSO.

2. Istem 1'e gére liyofilize bilesim olup, burada séz konusu tonisite ajan3odyum kloriirdiir;
burada sdz konusu tamponlama ajanldglisin, sitrik asit veya laktik asittir;
burada sdz konusu ¢ézme ajan[ISolutol HS 15%ir;
burada s6z konusu hacim artlclclajan manitol veya sorbitoldur;
burada DMSO miktar[1%5ten daha az, daha 6zellikle %1'den daha az, daha da &zellikle
%0.2 ve %1.0 araslhdadlrj ve/veya burada s6z konusu bilesim policksetillenmis hint
yagm biyik olgide barbdiinamaktadl] oOzellikle burada s®z konusu bilesim
polioksetillenmis hint yagdnlbarnd finamaktad ]

3. Istem 1'e gore liyofilize bilesim olup, asa¢jdakileri icermektedir:
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Bilesik

Yiizde (su olmayan ag(rKca)

ANG1005

%0.1 ila 5

Tonisite ajand %1 ila 15

Tamponlama %1 ila 10
ajanO

Hacim artETajan [%0 ila 15

Solutol HS 15 %40 ila 75

DMSO %0.2 ila 10

4, Istem 3'e gére liyofilize bilesim olup, asad@hkileri icermektedir:

7. S0z konusu tamponun, laktik asit veya sitrik asit oldugu ve s6z konusu hacim artc]

5

5.
10 6.
15

8. Kanser tedavisinde kullani@a ydnelik Istem 5% gére liyofilize bilesim olup, séz konusu

liyofilize bilegim.

Bilesik Yiizde (su olmayan ag[rl[Eca)
ANG1005 %1.8ila 2.3

Tonisite ajan] %9ila 11

Tampon %4.5ila 6

Hacim articl[&jan |%8 ila 10

Solutol HS 15 %69 ila 75

DMSO 0.2ila 2

S6z konusu tonisite ajaniinl sodyum kloriir oldudu, s6z konusu tamponlama ajan(nin

glisin oldugu ve sz konusu hacim artFEL &jan@ manitol oldugu, Istem 3 veya 4'e gore

istem 1’e gore liyofilize bilesim olup, asa§idakileri icermektedir

Bilesik Yiizde (su olmayan agrl[Kca)
ANG1005 %1.8ila 4.0

Tampon %0.1ila 6

Hacim artEcl3jan |%2ila 10

Solutol HS 15 %80 ila 95

DMSO %0.2ila 1

ajan@ manitol oldugu, Istem 6'ya gore liyofilize bilesim.
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9.

yontem, s6z konusu kanserin tedavi edilmesi icin yeterli miktarda sz konusu bilesimin
buna ihtiyac[Cblan bir hastaya uygulanmasblCigermektedir, 0zellikle burada s6z konusu
kanser bir beyin, over, akciger, karaciger, dalak veya bbbrek kanseridir, daha &zellikle
burada sdz konusu beyin kanseri, gliyoblastom, astrositom, gliyoma, meduloblastom ve
aligodendroma, ndroglioma, ependimoma ve meningiomadan olusan gruptan

secilmektedir.

Istem 5'e gére liyofilize bilegimi barlddn bir szinaz kap.

10. Bir kit olup, asaddikileri icermektedir:

(a) Istem 5'e gore skzilinaz kap; ve

(b) kullanima yénelik talimatlar.

11. Istem 1’e gore bir liyofilize farmasétik bilesimi hazFlamaya ydnelik bir yéntem olup, séz

konusu yontem asagldikileri icermektedir:

(a) bir karGImnl olusturulmasligin  bir birinci ¢ézme ajanba s6z konusu
konjugatil ¢dziindlrilmesi;

(b) adm (a)'nid karsim Dk bir ikinci ¢dzme ajannlnl eklenmesi;

(c) suyun ve bir tamponlama ajanilnl s6z konusu karlsima opsiyonel olarak
eklenmesi;

(d) adim {c)'nin karlsImnlnl liyofilize edilmesi; burada stz konusu liyofilizasyon,
s0z konusu birinci ¢dzme ajanCiniktariinl en az %20 oranlbda bir azalmasOile
sonuclanmaktadlt] ancak sdz konusu ikinci ¢ozme ajanCimiktarbbiyilk &lglide

azaltmamaktadIrl

12. Istem 11’e gére ydntem olup, burada s6z konusu birinci ¢c6zme ajanDMSO‘dur;

burada sbz konusu ikinci ¢cdzme ajanldbir yad asidin bir polioksietilen esteri, dzellikle
Solutol HS 15'dir;
burada adloh (b)nin karsm[Jad (c)'de liyofilize edilmeden 6nce filtrelenmektedir.
burada s6z konusu karlslm, adlm(c)de liyofilize edilmeden 6nce bir flakonun igine
yerlestirilmektedir;
burada stz konusu yéntem ayrich adh (e)'ye ait s6z konusu liyofilize Grliniinin yeniden
suspansiyon halinde tutulmasllitermektedir.
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13. Istem 12’ye gdre ydntem olup, burada su ve bir tamponlama ajanCadmm (c)de

eklenmektedir ve soz konusu adlm (d)'deki liyofilize etme asagldikileri icermektedir:

5 (1) $6z konusu karEImnl dondurulmasd
(i) s0z konusu suyun en azidan bir boéliminin giderilmesi icin yeterli olan bir
birinci slcaklkta ve bashta s6z konusu dondurulmus Griintin kurutulmaslve
(iii) s6z konusu Urlindn, sz konusu birinci ¢bziiciinin en azindan bir bélimadniin
giderilmesi icin yeterli bir ikinci sichklkta ve bashkta kurutulmasld
10
dzellikle burada s6z konusu birinci ¢ézlcli, DMSO'dur ve sz konusu ikinci ¢ozlcii Solutol
HS 15'ir.
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TARIFNAME

PAKLITAKSEL, PAKLITAKSEL ANALOGLARI VEYA PAKLITAKSEL
KONJUGATLARININ FARMASOTIK BILESIMLERI VE IiLGILI PREPARASYON VE
KULLANIM YONTEMLERI

Onceki Teknik

Bulus, istemlerde belirlendigi (izere paklitaksel konjugatlar@ formilasyonlarQle ilgilidir.

Sulu ¢ozeltideki ¢oziinmezlikten dolayl]paklitaksel ve paklitaksel analoglaribi hidrofobik
ajanlar tipik olarak ya sulu olmayan veya surfaktan tamponlarida ¢ézindirilmektedir ya da
bir hastaya uygulanmashidan dnce sulu ¢ozeltide artEhl¢ozindrlik icin hidrofilik ksImlara
tutturulmaktad(lr]l Paklitaksel, her bir ml'nin 6 mg paklitaksel, 527 mg’lKl saflastilmhs]
Cremophor® EL (polioksetillenmis hint yag[l ve hacim cinsinden %49.7 oranlitda suyu
allbim[sl alkol USP ve etanol baridirdi@Cbir formilasyonda ticari olarak tedarik edilmektedir.
Uygulamadan o&nce, formiile edilen paklitaksel, bir sodyum klortir/dekstroz veya Ringer
cozeltisinde dekstrozda seyreltilmektedir. Cremophor, asltlduyarllKl (6rnedin, anafilaktik)
reaksiyonlara yol acabildigi icin, paklitaksel alan hastalar, bu reaksiyonlarm meydana
gelmesinin 6nlenmesi icin deksametazon ile énceden tedavi edilmektedir. Bu reaksiyonlardan
dolay[] paklitaksel, askllduyarlllkl etkilerinin en aza indirilmesi igin 4 saat boyunca

uygulanmaktadItl

Standart paklitaksel formilasyonlarmh Cremophor'un dahil edildigi icin yiiksek orandaki yan
etkilerden dolay[Jalternatif formilasyonlar olusturulmaktadlc] Bu formilasyonlar, bir ¢dzinir
bilesik ile paklitakselin iliskisine dayanmaktad[r]l Abraksan, paklitakselin albiimine badland@™]
paklitaksel formilasyonudur. Liposomal paklitaksel formilasyonlarld aynd zamanda

onerilmektedir.

Paklitaksel gibi hidrofobik ajanlar mevcut formilasyonlarClya arzu edilmeyen yardmcO
maddeler barkrdid¥a da imalatCZor oldudu igin, bu tir ajanlar@ yeni formilasyonlarnh
ihtiya¢ duyulmaktadlcl

WO 2004/060403 A2 numarallCpatent dokiiman[dbir ajanil ae kan-beyin bariyeri boyunca
tagmaya yonelik bir taslylcl olarak aprotinini agklamaktadlr]
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WO 2006/089290 Al numaralCpatent dokiman[d bir taksan ve albuimin igeren bir
nanopartikiilin uygulanmasl Ve ayrich bir diger kemoterapétik ajanCliygulanmashlgeren

hiperproliferatif hastalklar[ledavi etmeye ybnelik ydntemleri a¢klamaktadlIr]

WO 02/43765 A2 numaralll patent dokimanld cremophor®-icermeyen paklitaksel
formilasyonlar[@¢klamaktad ]

WO 2007/009229 Al, WO 2006/086870 Al ve WO 2008/144919 Al numaralCpatent
dokimanlardilaclar@ iletimi icin tagiIcldr olarak aprotinin polipeptitlerini acklamaktad [t

Bulusun K(sa A¢Klamas[]

Ac¢Klanan, (a) bir hidrofobik ajan(Jpaklitakseli, bir paklitaksel analogunu veya bir konjugatC
{6rnegin, ANG 1005) (i) bir polipeptit vektdriinii; ve (ii) terap6tik ajan[@lnl bir polipeptide veya
burada ac¢klanan herhangi bir hidrofobik ajana konjuge edildidi, paklitaksel ve bir paklitaksel
analogundan olusan gruptan secilen bir terapdtik ajanCkapsayan); (b) bir opsiyanel tonisite
ajan@{ornedin, sodyum Klorlir( veya burada agKlanan herhangi bir tonisite ajan@l}j (¢) bir
tamponlama ajanmJ(6rnedin, glisin, laktik asit, veya sitrik asit veya burada acKlanan
herhangi bir tamponlama ajanly (d) bir hacim arttEL&jan{6rnedin, manitol, sorbitol, veya
burada aglklanan herhangi bir hacim artlclcajan); ve (e) 6rnegdin ¢bzme ajan(ninl Cremophor
olmad[@libir gbzme ajanml{Grnegin, Solutol HS 15 gibi bir yag asidin polioksietilen esterini
veya burada aclklanan herhangi bir ¢cézme ajanl kapsamaktadlt] Polipeptit vektdrl, SEKANS
KIMLIK NUMARALARI:1 ila 105 ve 107 ila 116 (drnedin, AngioPep-1 (SEKANS KIMLIK
NUMARASI:67); AngioPep-2 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:97), veya AngioPep-7'den (SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 112)) olugan gruptan secilen bir amino asit sekansfh biyiik 6lglide
ozdes olan (6rmedin en az %70, %80, %90, %95 veya %100) bir amino asidi
kapsayabilmektedir. Belirli yaplandlomalarda, tamponlama ajanld ¢zeltiyi 6'dan daha az
pHta (6rnegin, pH 4 ila 6) tutmaktadlt] Belirli yapldndinalarda, bilesim ayrich %0.01 ila 10
orandida (6rnedin, %8, %6, %5, %4, %3, %2, %1, %0.75, %0.5, %0.2 veya %0.1'den
daha az) DMSOyu kapsamaktadlcl Belirli yaplandlrinalarda, bilesim blyik élglide Cremophor
icermemektedir (6rnedin, Cremophorsuz). Bilesim suda c¢6zlindirilebilmektedir. Bir

yaplandlnada, mevcut bulus sunlarCkeren bir liyofilize bilesim ile ilgilidir.

(a) ANG 1005, burada ANG1005 su yaplyh sahiptir:



paklitaksel
.. . 'pakiitaksel

\]/‘\”, Bhe Fhe: B1- Gly- Gly-Sa- Arg- Ry \N Arg- Asn-Asn-Fim -~ The- Gu-Gu- Br
# i
0 1]

(b) bir opsiyonel tonisite ajan(]
5 (¢} bir tamponlama ajan[
(d) bir hacim artficLajan;

(e} bir ¢bzme ajan[dburada s6z konusu ¢ozme ajan[bir yad asidin bir polioksietilen

10 esteridir; ve
(f) %0.2 ila 10 DMSO.

Belirli yapl@ndirnalarda, liyofilize bilesim, Tablolar 1 ila 4ten herhangi birinde gdsterilen

15 miktarda ajanlar igermektedir.

Tablo 1

Bilesik Yiizde (su olmayan ag(rlkca)
ANG1005 %0.11ila5
Tonisite ajan] %0 ila 15
Tamponlama ajan %1 ila 10
Hacim artitEl3jan %0 ila 15
Solutol HS 15 %40 ila 75
DMSO %0.2 ila 10
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Bilesik Yiizde (su olmayan adrlKca)
ANG1005 %1.8ila 2.3
Tonisite ajan] %09 ila 11
Tampon %4.5ila 6
Hacim artfll&jan %8 ila 10
Solutel HS 15 %69 ila 75
DMSO %0.2ilal

Bilegik Yiizde (su olmayan ag(rlkga)
ANG1005 %1.8ila 4.0
Tampon %0.1ila 6
Hacim artkkclajan %2 ila 10
Solutol HS 15 %80 ila 95
DMSO %0.2ila 1

Tablo

Bilesik Yiizde (su olmayan aglrlKca)
ANG1005 %2.0ila 3.0
Tampon %0.5ila 6
Hacim artELajan %4 ila 7
Solutol HS 15 %385 ila 95
DMSO %0.2ila 0.6

Bu bilesimlerde, tonisite ajan[dmevcut ise, sodyum klorlr olabilmektedir, tamponlama ajan(
glisin, laktik asit, veya sitrik asit olabilmektedir ve/veya hacim artficl]ajan manitol
olabilmektedir. Bilesim, yaklaskl %0.1, %0.2, %0.3, %0.4, %0.5, %0.6, %0.7, %0.8, %0.9,
%1.0 1.1, 1.2, %1.3, %1.4, %1.5, %1.6, %1.7, %1.8, %1.9, %2.0, %2.1, %2.2, %2.3,
%2.4, %2.5, %2.6, %2.7, %2.8, %3.0, %3.2, %3.5, %4.0, veya %5.0 oranidda veya bu
degerlerin herhangi birinin herhangi bir arali@inda ANG1005ten Uretilebilmektedir. ANG1005,
ayrlch bir sulu ¢dzeltide seyreltilebilen, yeterli miktarda Solutol HS 15, ve/veya DMSO

¢ozundurilebilmektedir.

Yukaridaki bilesimler szdlfinaz hale getirilebilen bir kapta bulunabilmektedir. Kap, ayrica
kullan[ma yonelik (6rnegin, burada agklananlar gibi herhangi bir hastallgInl tedavisine yonelik

bilesimi uygulamaya yonelik) talimatlar kapsayan bir kitin bir parcas[dlabilmektedir.
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AcKlanan, bir hastallktan, 6rnedin kanser gibi burada agKklanan herhangi bir hastallktan
{6rnegin, over, beyin, akciger, karaciger, dalak veya bobrek kanseri} muzdarip olan hastaya
yukar(diki yonlerin bir bilesimini uygulamaya yonelik bir ydntemdir. Yéntem, hastal@Inl tedavi
edilmesi veya profilaktik olarak tedavi edilmesi icin yeterli bir miktarda bilesimin hastaya
uygulanmashlkapsamaktadlt]l Belirli yapldndlinalarda, kanser, gliyoblastom, astrositom,
gliyom, meduloblaston, ve oligodendroma, norogliyoma, ependimoma ve meningiyomadan
olusan gruptan segilen bir beyin kanseridir. Baska bir yonde, bulus, sunlarliceren mevcut
bulusun bir liyofilize farmasétik bilesimini hazldamaya yonelik bir yontem &zelligini
tagmaktadIr]

(a) bir karlsIm@l olusturulmasUligin bir birinci ¢6zme ajanlda s6z konusu konjugatlnl
¢ozindurilmesi;

(b) adm (a)'nM karEmMa bir ikinci ¢cozme ajan(nlnl eklenmesi;

(c} s6z konusu karlslmha suyun ve bir tamponlama ajan opsiyonel olarak eklenmesi;

(d) adlm {c)nin karsmblnl liyofilize edilmesi; burada stz konusu liyofilizasyon, stz
konusu birinci ¢dzme ajan@m miktarMda en az %20 oranbda bir azalma ile
sonuglanmaktadlr] ancak séz konusu ikinci ¢dzme ajanllnl miktar@Tblylk 6Glglde
azaltmamaktadi(c

Aclklanan, (a) bir karglm @l olusturulmasCicin bir birinci ¢dzme ajaninda (Grnegin DMSO veya
burada agKlanan herhangi bir bu tiir ajan) bir hidrofobik ajanda ¢dzindriilmeyi; (b) admh
(aYndl kar§mibb bir ikinci ¢bzme ajanmlnl (6rnedin Solutol HS 15 gibi yad asidin
polioksietilen esteri veya burada a¢lklanan herhangi bir bu tiir ajan) eklenmesi; (c) karlsima
opsiyonel olarak suyun ve bir tamponlama ajaninl eklenmesi; (d) adlm (c)'nin kar[Siohninl
liyoflize edilmesi; burada liyofilizasyon, (érnegin, liyofilize Griiniin toplam agrlgininl %0.2,
%0.4, %0.6, %0.8, %1.0, %1.5, %2, %3, %4, %5, %8'den daha az bir nihai bélime)
birinci ¢ézme ajanininl miktarmlnl en az %5 (6rnedin %10, %20, %30, %50, %75, %90,
%95, veya %99) oranlbda bir azalmasOile sonuclanmaktad Belirli yaplandinalarda,
liyofilize ikinci ¢dzme ajan@i miktar@ blylk Jlglide azaltmamaktadiel Belirli
yapl@ndionalarda, hidrofobik ajan, paklitaksel veya bir paklitaksel analogu kapsamaktad(tl
Hidrofobik ajan, (a) bir polipeptit vektori ve (b) ajaniil vektére konjuge edildigi burada
aclklanan bir ajand{6rnegdin, paklitaksel ve bunlari ajanlar( kapsayabilmektedir. Polipeptit
vektorii, SEKANS KIMLIK NUMARALARI:1 ila 105 ve 107 ila 116 (&rnedin, AngioPep-1
(SEKANS KIMLIK NUMARASI:67); AngioPep-2 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:97), veya
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AngioPep-7‘den (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 112)) olusan gruptan secilen bir amino asit
sekanshia biiylik dlciide 6zdes olabilmektedir. Ozel yapl@ndEinalarda, konjugat ANG 1005tir.
Belirli yaplandlrinalarda, su ve tamponlama ajanlJadm {c)de eklenmektedir ve adlm (d)
liyofizleme, (i) kar§Imnl dondurulmashl](ii) suyun en az bir bdliminin {(6rnedin, en az
%50, %60, %70, %80, %90, %95, %99, %99.5, %99.9 veya %99.99) gideriimesi igin
yeterli bir birinci slchklkta ve baslbita dondurulmus Grantn kurutulmasd ve (i) birinci
¢oziicliniin en az bir bélimiindn giderilmesi icin (6rnegin, en az %5 (6rnegin, %10, %20,
%30, %50, %75, %90, %95 veya %99} veterli bir ikinci slchkllkta ve baslngta Granin
kurutulmashiTkapsamaktadle] Adm (b)nin karlsm(J adm (c) liyofilize edilmeden &nce
filtrelenebilmektedir veya adm {(c) liyofizlemeden once bir flakonun veya kab@l igine
yerlestirilebilmektedir. Yontem ayrich, (c) liyofilize Grindn yeniden slspansiyon halinde
tutulmasniCRapsayabilmektedir.

AcKlanan, admlar (a) bir polipeptit vektérine konjuge edilen paklitaksel veya paklitaksel
analogunu kapsayan bir konjugatl DMSO'da c¢oziindirilmesini, boylelikle kar(slminl
olusturulmashlJ(b) karslma Solutol HS 15in eklenmesini; (c) suyun, bir tamponlama ajaninlJ
ve opsiyonel olarak tuz veya bir hacim artElcldjan(nl karSima eklenmesini; ve (d) karSimdan
suyu ve DMSOyu gideren kosullar altlida karlsImA liyofilze edilmesini kapsayan bir
farmasoétik bilesim Gretmeye yonelik bir yontemdir. Sclutol HS 15, suyun, tampon ajanlnl ve
opsiyonel tonisite ajaninl, karSimda konjugatil ¢cozlindrlGgind muhafaza eden bir miktarda
eklendigi, karlsima eklenmeden dnce su, bir tamponlama ajan¥e opsiyonel olarak bir tonisite
ajan¥eya bir hacim artfIajan ile kargtEIdbilmektedir. Tamponlama ajan[14 ve 6 arasida
bir pH'ta ¢dzeltiyi muhafaza edebilmektedir. DMSO, adm (a) ¢oziindirmeden 6nce pH 3.5 ve
4.5 aras[nfa asitlestirilebilmektedir. Belirli yapIandimmalarda, liyofilizasyon, karlsimhda Solutol
HS 15'in miktarlCbiyilk dlclide azaltmamaktadlr]l Konjugat, burada aglklanan polipeptitlerin
(6rnedin, AngioPep-2) herhangi birini kapsayabilmektedir. Ozel vyapl@ndrinalarda,
paklitaksel-polipeptit konjugatCANG1005dir.

AcKlanan, yukarlda acklanan yoéntemlerden herhangi biri ile Uretilen bir farmasotik

bilesimdir.

“Tamponlama ajan[Tile, bir ¢ézeltinin pH’M{érnedin, herhangi bir pH 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0,
4.5,5.0,5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5, 10.0, 10.5, 11.0, 11.5, 12.0, 12.5, 13.0, ve
13.5 araslida) aksi halde pH’Ctlegistirebilen ajanlaril eklenmesi lizerine belirli bir aralld igin

muhafaza edebilen herhangi bir bilesik veya bilesikler grubunu ifade etmektedir. Ornekleyici



10

15

20

25

30

35

tamponlama ajanlarburada a¢klanmaktadIcl

“Tonisite ajand ile, bir sulu gtzeltinin ozmolaritesini degstiren herhangi bir ajan ifade
edilmektedir (6rnedin, 10, 20, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 750, 1000, 1500,
veya 2000 mM arastaki herhangi bir aralklveya aral @0l herhangi biri). Sodyum kloriir gibi,
iyonik tuzlar, tonisitenin ayarlanmasCicin kullan3bilmektedir. Ek tonisite ajanlarCburada
agklanmaktadlcl

“Hacim artElclajan” ile, bir dehidrasyon veya liyofilizasyon prosediriini takip eden bir
kimyasal bilesimin fiziksel formunu degistiren bir bilesik ifade edilmektedir. Ornekleyici hacim
artcel djanlar burada acklanmaktad(rl

“Cozanl ajan” ile, dzel bir bilesidi cézehilen herhangi bir ¢ozlicl ifade edilmektedir (6rnedin,
paklitaksel veya bir paklitaksel analogunu barBdidn bir bilegik veya konjugat gibi bir
hidrofobik bilegik). Hidrofobik bilesikler igin uygun olan ornekleyici ¢bzme ajanlar burada
agklanmaktadlcl

“Vektor” ile, bir 6zel hiicre tipine (6rnedin, karaciger, akciger, dalak veya kas) veya BBB
boyunca tagnhbilen bir polipeptit gibi bir bilesik veya moleklil ifade edilmektedir. Vektdr, bir
ajana tutturulabilmektedir (kovalent olarak veya olmayarak) veya konjuge edilebilmektedir ve
béylelikle ©zel bir hiicre tipine veya BBB boyunca ajanltasiyabilmektedir. Belirli
yaplandlrinalarda, vektdr, kanser hicrelerinin veya beyin endotelyal hiicrelerinin (zerinde
bulunan reseptorlere badlanabilmektedir ve boylelikle kanser hiicresini veya BBB boyunca
transistozis ile tashhbilmektedir. Vektor, hiicre veya BBB bitiinlidl etkilenmeden ylksek
seviyelerde transendotelyal tagihanil elde edilebildidi bir molekiil olabilmektedir. Vektor,
polipeptit veya bir peptidomimetik olabilmektedir ve dodal olarak olusabilmektedir veya
kimyasal sentez veya rekombinant genetik teknolojisi ile Uretilebilmektedir.

“Konjugat” ile bir ajana baglantl@nan bir vektor ifade edilmektedir. Konjugasyon, bir
badlant@y[cgibi yapCblarak kimyasal veya drnegin bir raportdr molekil ile (Ornegin yesil
floresan protein, B-galaktosidaz, Histag, vb.) bir flizyon proteini gibi, 6rnedin rekombinant

genetik teknolojisi ile yapLdlarak genetik olabilmektedir.

“Bir 6zel hiicre tipine etkili bir sekilde taghbn” bir vektdr veya konjugat ile, konjuge edilmemil

ajana klyhsla, ya bir kontrol maddesi ya da bir konjugat@ durumunda en az %10 (6rnegin,
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%25, %50, %100, %200, %500, %1,000, %5,000 veya %10,000) oranika daha hilylk
olan hicre tipinde birikebilen (6rnedin, ya hiicre artfImE tagsihadan ya da hiicreden
azaltl(s! atlmhdan ya da bunlaril bir kombinasyonundan dolayl{ bir vektér veya konjugat

ifade edilebilmektedir.

“Biylik oOlglide saf” veya “izole edilmis” ile, diger kimyasal bilesenlerden ayrl@n bir bilesik
(6rnegin, bir polipeptit veya konjugat) ifade edilmektedir. Tipik olarak, bilegen, diger
bilesenlerden agllkta en az %30 oranda bagms(z oldujunda biiylk dlclide saftlcl Belirli
yaplandnalarda, preparasyon, dider bilesenlerden adltllkta en az %50, %60, %75, %85,
%90, %95, %96, %97, %98 veya %99 oranhda badmsZr] Bir saflastfmis] polipeptit,
ornedin bu tir bir polipeptidi kodlayan bir rekombinant poliniikleotidin ekspresyonu ile veya
polipeptidin kimyasal olarak sentezlenmesi ile elde edilebilmektedir. Saflk] herhangi bir
uygun yéntemle, drnedin, kolon kromatografisi, poliakrilamid jel elektroforez veya HPLC
analizi ile dlgllebilmektedir.

Bir maddeden “biylk olclide badlmsizl olan” bir farmasétik bilesim, bir bilesimde bir
maddenin miktarmln, bir bilesimin kuru agdikta %5, %4, %3, %2, %1, %0.5, %0.3, %0.2,
%0.1, %0.05 veya %0.01'inden daha az oldugunu ifade etmektedir.

“Bliylk 6lclide 6zdes” ile, bir referans amino aside veya niikleik asit sekansk en az %35,
%40, %50, %55, %60, %65, %70, %75, %85, % 90, %95, hatta %99 oraninda 6zdeslik
sergileyen bir polipeptit veya niikleik asidi ifade etmektedir. Polipeptitlere yonelik olarak,
karsl@stlrina sekanslar@lnl uzunlugu genel olarak en az 4 (6rneginen az 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 50, veya 100) aminc asit olacaktl) Nikleik asitlere
yonelik olarak, karslastlrina sekanslarninl uzunlugu genel olarak, en az 60 nikleotit, tercihen
en az 90 nilkleotit, veya daha tercihen en az 120 nikleotit veya tam uzunlukta
olabilmektedir. Burada bosluklarnl orijinal polipeptidin amino asitlerine 6zdes veya benzer
olan bir analogun amino asitleri arasioida bulunabildigi anlaslthalldir] Bosluklar, amino asit,
orijinal polipeptide ©zdes veya benzer olmayan bir veya daha fazla amino asit
kapsamayabilmektedir. Vektérlerin (polipeptitlerin) biyolojik olarak aktif analoglarCbununla
kapsanmaktadlrl Yizde 6zdeslik, 6rnegin, varsayl@n bosluk addklarkullan@@rak, Wisconsin
Genetics Yazllmh Paketi Sirim 7.0'da n algoritmasLIGAP, BESTFIT veya FASTA ile

saptanabilmektedir.

“Fragment” ile, bir orijinal veya ebeveyn sekansnl bir bdliminden veya s6z konusu
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ebeveyn sekanshlil bir analogundan kaynaklanan bir polipeptit ifade edilmektedir.
Fragmentler, bir veya daha fazla amino asidin kesikligine sahip olan polipeptitleri
kapsamaktadlr) burada kesiklik, aminc-ug (N-ucu}, karboksi ug (C-ucu) veya proteinin ig
klsmbdan kaynaklanabilmektedir. Bir fragment, orijinal sekansinl karslIkl gelen bélimii ile
ayn[d sekans[d kapsayabilmektedir. Burada acKlanan vektdrin (polipeptit) fonksiyonel
fragmentleri tarifname ile kapsanmaktadtl Fragmentler, en az 5 (0rnedin, enaz 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 28, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 75, 100,
veya 150) amino asit olabilmektedir. Bulusa ait fragmentler, 6rnedin 7, 8, 9 veya 10 amino
asit ila 18 amino asitlik bir polipeptidi kapsayabilmektedir. Fragmentler, burada agklanan
modifikasyonlardan herhangi birini barbdkabilmektedir (6rnedin, asilasyon, amidasyon,
amino asit ikameleri).

*Dodal olarak olusan amino asit” bir memelide dodal olarak lretilmeyen veya bulunmayan bir

amino asittir.

“Ajan” ile, herhangi bir bilesik, drnegin, bir antikor, veya bir terapétik ajan, bir markdr, bir

izleyici, veya bir goriintlileme bilesidi ifade edilmektedir.

“Terapotik ajan” ile, bir biyolojik etkinlige sahip olan bir ajan ifade edilmektedir. Baz(d
durumlarda, terapétik ajan, bir hastal§nl semptomlarmnl, bir fiziksel veya mental durumun,
bir hasarlnl veya bir enfeksiyonun tedavi edilmesi icin kullanIthaktadflve merkezi sinir sistemi
seviyesinde aktif olan anti-kanser ajanlarl ] antibiyotikleri, anti-anjiyojenik ajanlarClve
molekiilleri kapsamaktadlrl

“Kiiclk molekulld ilag” ile, 1000 g/mol veya daha az (6rnegin, 800, 600, 500, 400, veya 200
g/mol’dan daha az) bir molekill agfligng sahip olan bir ilag ifade edilmektedir.

“Slje” ile bir insan veya insan olmayan hayvan ifade edilmektedir (6rnegin, bir memeli).
Bir sUjede bir hastal@n] rahatsZ@Inl veya durumun “tedavi edilmesi” ile, bir terapétik ajanml
sujeye uygulanmasile hastal@In] rahatsZIJnl veya durumun en az birinin azaltlthasfade

edilmektedir.

Bir siljede bir hastal@In} rahats@@Inl veya durumun “profilaktik olarak tedavi edilmesi” ile, bir
terapétik ajanil siljeye uygulanmasClile hastalidin, rahatsZ@n veya durumun olusum
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sK G0l azalthas[ornedin, dnlenmesi) ifade edilmektedir.

“Kanser” ile, benzersiz o6zelliginin, diizenlenmemis blylime, farklldsma eksikligi veya
dokulara istila etme ve metaztaz yetenedi ile sonuclanabilen normal kontrollerin kayb[oldugu
herhangi bir hiicresel profilerasyonu ifade etmektedir. Kanser, herhangi bir doku veya
herhangi bir organda gelisebilmektedir. Kanserin, shlilama olmada, beyin, karaciger, akciger,
bobrek veya dalak kanserini kapsamas[] amaglanmaktadltl Ek kanserler burada
agklanmaktadlrl

“Uygulanmaslve “uygulama” ile, shlflama olmadan, oral olarak, intra-arter olarak, intra-
nazal olarak, intraperitoneal olarak, intravendz olarak, intramuskiler olarak, subkiitan olarak,
transdermal olarak veya agZztlan[kapsayan bir iletim bicimi ifade edilmektedir. Bir glnlik
dozaj, bir zaman periyodu boyunca bir, iki veya daha fazla zamanda uygulanacak olan uygun
bir formda bir, iki veya daha fazla doza boliinebilmektedir.

“Terapdtik olarak etkili” veya “etkili miktar” ile, tedavi edilen hastal@inl veya durumun
herhangi bir semptomunun iyilestirilmesi, azaltlthas[ddnlenmesi, geciktirilmesi, bastlmas]
veya durdurulmasCicin yeterli olan bir terapdtik ajan miktarOfade edilmektedir. Terapotik
olarak etkili miktarda bir ajan[l, bir hastal@veya durumu iyilestirmesi gerekmemektedir
ancak hastal@n veya durumun baslanglclnlIgeciktirecek, engelleyecek veya oGnleyecek
sekilde veya hastalkl veya durum semptomlarOyilestirilecek veya hastal@lnl veya durumun
kosulu degistirilecek, ornedin daha az siddetli olacak veya iyilesme bir bireyde hEZlandFl3cak
sekilde bir hastall@h veya duruma yonelik bir tedavi saglayacaktlr]

Bir “aralkl’ veya “maddeler grubu”, bir 6zel karakteristie nispeten bahsedilmekte ise
{6rnedin slchklK] konsantrasyon, zaman ve benzeri), bulus, burada her bir ve her spesifik
eleman¥e buradaki alt-aralKlarlnl ve alt-gruplarl kombinasyonu ile ilgilidir ve bunlarCglkta
dahil etmektedir. Bu ylizden, drnegin, 9 ila 18 arasloda amino asidin uzunluguna istinaden,
burada her bir ve her ayrCuzunlugun, ornedin 18, 17, 15, 10, 9 uzunlugu ve bunlariol
arastaki herhangi bir saynnl spesifik olarak dahil edildigi anlagIhalldIr] Bu yiizden, spesifik
olarak bahsedilmedikge, burada bahsedilen her bir aral@nl kapsaylc[bldudu anlaglaldir]
Ornegin, 5 ila 19 amino asit uzunlujunda ifadesinde 5 ila 19 dahil edilecektir. Bu durum
benzer sekilde, sekanslar, uzunluk, konsantrasyonlar, elementler ve benzeri gibi diger

parametrelere istinaden gegcerlidir.
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Burada belirlenen sekanslari, bélgelerin, bélimlerin her biri, bu sekilde acklanan her bir ve
her ayr(kekans[1bdlgeyi ve bolimi bunun yan(Eid her bir ve her oclasChlt-sekans[Jalt-
bdlgeyi, ve alt bolimud, bu tir sekanslarln, alt bolgelerin ve alt bélimlerin 6zel olaslklar]
veya bunlarll bir kombinasyonunu haric tutugu sekilde, pozitif olarak 6zel olaslKlar(]
kapsadiglekilde belirlenmesine bakImaksZIAl kapsamaktadlE] Ornedin, bir bolgeye yénelik
olarak bir dislaylcTan(m su sekilde okunabilmektedir: “s6z konusu polipeptidin 4, 5, 6, 7, 8
veya 9 amino asitten daha kish olmas$artiylal. Bir negatif slflamaninl bagka bir 6rnedi su
sekildedir: SEKANS KIMLIK NUMARASI:Y'ye ait bir polipeptidin hari¢ tutulmasCle SEKANS
KIMLIK NUMARASI: X'i kapsayan bir sekans; vb. Negatif shlHaman@ ek bir érnedin su
sekildedir: s6z konusu polipeptidin SEKANS KIMLIK NUMARASI:Z'yi (kapsamamasCiveya

bundan olusmamassartida.

Bulusun diger ozellikler ve avantajlar(d asadldbki AyrklDA¢klamadan, Sekillerden ve
Istemlerden belirgin olacakt[F]

Sekillerin Kisa A¢Klamas[]

Sekil 1 ANG1005'i kapsayan bir farmasotik bilesim hazilamaya yonelik bir érnekleyici
yéntemin bir sematik tasviridir.

Sekil 2 zaman icin klinik kullanim kosullarCaltibda D5W'de 1.0 mg/ml‘ye Enjeksiyon ile
seyreltiimesi icin suland[tlith SJANG1005'in HPLC profillerini gosteren bir grafiktir.

Sekil 3 2.0 mg/mL ve ~6sa depolamada numuneden toplanan ve DMSQ'da ¢dzlindiirlilen
santriflij edilen sedimentin HPLC profilini gésteren bir grafiktir.

AyrntilAgkKlama

Paklitaksel ve paklitaksel analoglarilIveya bunlaridl konjugatlarlI(6rnedin, ANG1005)
kapsayan hidrofobik terapétik ajanlar icin faydal[blan farmasotik formilasyonlar ve bu tir
formilasyonlar ile farmasottik bilesimler Uretmeye ve uygulamaya yoénelik yéntemler
gelistiriimistir. Hidrofobik terapotik ajanlar (6rnedin, paklitaksel) sKIKla hidrofobik
gozlcllerde ¢bzundurllmektedir (ve, aslioda, skilkla gerektirmektedir). Paklitaksele yonelik
yayglnl olarak kullanl@n ¢dzuciler, hastalar tarafloban iyice tolere edilemeyen Cremophor ve
DMSOyu kapsamaktadltl Cremophor, dzellikle, anafilaktik tepkimelere yol acabilmektedir,
bdylelikle kortikosteroidler gibi ajanlar ile 6n tedavi gerektirmektedir. Bu tir kétl bir sekilde
tolere edilen c¢ozicilerden kaghllhasClicin, 6rnekleyici polipeptit-paklitaksel konjugating,

11
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ANG1005 yonelik yeni formilasyonlar gelistirilmistir. Burada acklanan formilasyonlar,
Cremophor kullanlthadan dretilebilmeleri, disiik bozunum ve ylksek etkinlikte aktif ajan ile
sonuclanacak sekilde minimal DMSO konsantrasyonlarl barnHrinasCigin hazltlanabilmeleri,
ve geleneksel ydntemler kullanlhadan (retilebilmeleri bakimndan avantajlidic]l Kotd bir
sekilde tolere edilen yardmhcCinaddeleri bardEimayan bilegimler, yiiksek dozlarda hastalara
uygulanabilmektedir, daha hElDblarak uygulanabilmektedir {(6rnegdin, intraventz uygulama
durumunda), daha sklkla uygulanabilmektedir veya bu tir yardibhcCmaddelere tolerans(nl
artifidbilmesi igin ajanlar (6rnegdin, kortikosteroidler) ile dn tedavilere ihtiyag duyulmasl]

onleyebilmektedir.

ANG1005’e yonelik bir formiilasyon[n gelistirilmesi

Ornekleyici hidrofobik ajan@ ANG1005 bir yeni formilasyonunun gelistiriimesinde, ilk olarak
cesitli ¢ozlicllerde ve ¢éziiclilerin kombinasyonlariida bunun ¢ézinlirligini test ettik. Ornek
1'de oOzetlendigi lizere ve paklitaksel ile oldugu lizere, ANG1005, sulu gozeltilerde disiik
¢6zUndrllige sahiptir ancak DMSQ’da oldukga c¢oziindrdir (120 mg/ml). ANG1005 aynOd
zamanda 75°C'de (6 mg/ml) etanol ile Solutol HS 15%te (BASF, Parsippany, N.].) ¢ézin(rd(r.
Duslk toksisitesi ve ilag ile uyumundan dolay[dSolutol HS 15, bir ¢6zlcil ajan olarak
secilmistir. Bununla birlikte, Solutol HS 15°in kendi basbh ¢oziindUrilmesi, ANG1005‘in biyik
oranda bozunumu ile sonuclanmisti] ANG1005'in ¢dziindiridlmesi icin, Solutol HS 15, en az
65°C'ye EIEImEtE] Ek olarak, tamponlanmamislSolutoliin 25°C'den 50°C'ye [Sltlmashlnl, pH']
6.0'dan 9.0'a artEd[@ belirtiimelidir. Bu ylzden, yiiksek slcakIGInl ve yilksek pH'M
kombinasyonu muhtemelen, bu kosullar altifkla ANG1005'in gézlemlenen diizensizligine katk[]

saglamaktad[]

AslfTbozunumdan kaghllthasCicin, ANG1005 ilk olarak, 50°C Solutolin eklenmesinden dnce
(bakmz Ornek 2) asitlestirilmis DMSO’da (pH 3.5 ila 4.0) ¢oziindirilmistir. ANG1005'n
daha fazla stabilize edilmesi icin, ANG1005'in ¢ozlinirligin muhafaza eden pH 5.0'da glisin
ile 6n karltimayla Solutol HS 15 asitlestirilmistir. Bunu gerceklestirerek ANG1005'in
bozunumu en aza indirilmistir. ANG1005in ¢OzUnlrligu etkilenmeden ANG1005'in
eklenmesinden 6nce Solutole en fazla %20 (Ornegin, %1, %5, %10, veya %15) oraninka
tamponun eklenmesi mumkin iken, Solutol ile blylk miktarda tamponun karEticIhas]

tamamlanmaml¢éziinme ile sonuclanmaktad(dl

ANG1005 stabilitesinin temin edilmesi igin, formilasyon, ANG1005 pH 6 ve yukarlsinda artan
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bir sekilde diizensiz oldugunu gb6zlemledidimiz icin, pH 5'te glisin ile tamponlam(E sulu
gozeltide seyreltilmistir. Asetat ve fosfatClkapsayan bu pH aralldindaki diger tamponlar
degerlendirilmistir, ancak bunlar formiilasyon ile daha az uyumludur. Ayn[2amanda nihai pH'[]
4'e indirgeyerek ANG1005‘in stabilize edilmesine callslihstlr] ancak sonucta olusan liyofilize
kek bir berrak ¢ézeltiye yeniden dizenlenmemigtir.

Ornekleyici ANG1005 bilesimi asagdaki Tablo 5te sunulmaktad(cl

Tablo 5: Enjeksiyona yonelik ANG1005'te Bilesen

Fonksiyonu
Bilesen Amag Hedef Miktar/Y[g@ |Hedef Miktar/flakon
ANG1005 API 60 g 120 mg
Sodyum klorir, USP Ozmolarite 290 g 580 mg
Glisin Tampon 150 g 300 mg
Manitol Hacim artEcLajan 260 g 520 mg
Solutol HS 15 APT'nlol gozlilmesi 2000 ml 4 ml
DMSO Liyofilizasyondan énce APT'nA 500 mit 1 mit
¢cBzllmesi
HCI pH ayarlamasO pH'[ ayarlanmas[kin
Enjeksiyonluk su, USP Coziicu Yeterli miktara kadar 10|20 miye
Ll

!Liyofilizasyon ile giderilmis

Hacim arttlcL ajanlar ayn[zamanda liyofilize Grliniin yeniden diizenlenmesini kolaylagtlrIthas[]
igin eklenmistir. FormdilasyonlarCbarbdan hem manitol hem de sorbitol dederlendirilmistir.

Manitol stin bir kek vermistir.

Liyofilizasyon

DMSO/Solutol/tampon preparasyonu arzu edilmeyen seviyelerde DMSO barhdrdi Gl ve
yeterince stabil olmad@licin, DMSO’nun azaltlthas(Ye ANG1005'in artitIfhasCicin tasarlanan
bir liyofilizasyon protokolli gelistirilmistir. Cok sayldh alternatif liyofilizasyon déngusi, DMSO
iceriginin en aza indirilmesi icin dederlendirilmistir (yani, ikincil kurutman@l uzunlugunun ve
sChkIGAA artfthas] bakAZ Ornek 3). Liyofilizasyon kosullarCasadda ayrfxMMolarak
a¢klanmaktad[rl Bir birinci liyofilizasyon protokoll denenmistir ve bu prosediir %1'den daha
fazla DMSO konsantrasyonlarUlile sonuglanmistlel Bu prosedirin ayribkl@dr(] Tablo 6’da

gdsterilmektedir.
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Tablo 6

Enjeksiyona yonelik ANG1005 igin Liyofilizasyon Déngilisii
Admh SGaklk Vakum Tutma siiresi
Yiikleme <-40°C Atmosferik UYGULANAMAZ
Dondurma <-40°C Atmosferik 3+ 1 saat
Birincil Kurutma 2-25°C 50 mT 90 + 1 saat
Ikincil Kurutma >22°C 50 mT 9 + 1 saat
Tkama 222°C 5-10 mmHg UYGULANAMAZ

Bir optimize iki adihlCkurutma prosediiri kullanl@rak, %1'den daha da aza DMSO
konsantrasyonunu indirgeyebildik. K&hcas[d Griniin donduruimasniCtakiben, liycfilizasyon,
driinden suyun godunun giderilmesi igin yeterli bir siire boyunca ve bir raf sichklGlnh
gerceklestiriimektedir. Raf slcakl@Ylkseltiimistir ve Grlin DMSO’nun giderilmesi igin uygun
bir sicakl@a kurutulmustur. Tam kosullar, kurutulan numunenin hacmine, kullan@@n bashka
ve slchklKklara ve kullanll@n formiilasyon ve tamponlara baglCblarak dedisecektir. Burada
acKklanan prosedire dayanarak, teknikte uzman kisi, burada a¢Klanan bilesimlerin (retilmesi

icin uygun kurutma kosullarnldaptayabilecektir.

Bir drnekleyici prosediirde, formiil, -70 ve +25°C {6rnedin, -40°C ) arasioda bir sichklkta
yliklenmektedir. Sichklklsonrasita, ¢dzeltinin sogutulmasliin yeterli olan ayarl[bir sicakl&a
artlriimaktadcl{(-40°C gibi 0°C ve -70°C araslodaki herhangi bir siciklk) ve slcaklk] driinin
dondurulmasikin yeterli bir siire boyunca ve tercihen liyofilizasyon kekinin ¢okelmeyeceginin
temin edilmesi igin yeterli bir siire boyunca bu skchklkta tutulmaktadltl -40°C'de, en az 12
saatlik (6rnedin en az 15, 18, 20, 24, 36 veya 48 saat) dondurma siiresinin kekin
cokelmemesinin temin edilmesi igin gerekli oldugunu saptadkl Dondurmay}akiben, vakum,
birincil kurutma dongusi icin rlinden suyun giderilmesi igin yeterli olan bir basinka (6rnegin,
10-500 mT gibi 20, 50, 100, 200, veya 500 mT) ve slchkllkia (6rnegin -25°C gibi -15 ila -
35°C) ayarlanmlgticl Bu amagla, 10 ila 100 mT arasldaki basbklar, bulgularda minimal
varyasyon ile test edilmistir. Kurutma stresi, Urinde bulunan suyun blylk bir bolimanin
(6rnegdin, en az %50, %60, %70, %80, %90, %95, %98, %99, %99.5, %99.9) gideriimesi
icin yeterli bir sire boyunca (6rnegin, en az 6 saat, 12 saat, 1 gln, 2 giin, 4 giin, 6 giin, 8
giin, 10 giin, veya 14 giin) olabilmektedir. Birincil kurutma doénglsinii takiben, DMSO’nun
giderilmesi igin bir ikincil kurutma déngiisii gergeklestirilmistir. Urlin, DMSO'nun giderilmesi
icin 10-30°C (6rnegin, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, veya 27°C ) arasinba daha yiksek
bir sichklgh artfIh e Tercih edilen bir yaplandlthada, raf sicbklg2 saat boyunca 27°C'ye
artElthStrlve sonrasida bir saat boyunca 27°C'de tutulmustur. Raf sichkl Gl $onrasda, 30
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dakika boyunca 23 ve 27°C arasiia artmSt]l(veya muhafaza edilmistir) ve sonrasta en
az bir 10 saat daha (6rnegin, en az 15, 20, 25, 30, 40, 48, 60, veya 72 saat) bu sicaklkta
tutulmustur.  Kallotd DMSO’nun  erimesinin  dnlenmesi igin, Urin 25°C’hin  altinda
tutulabilmektedir. Bu ydnteme yoénelik bir drnekleyici protokol Tablo 7'de gdsterilmektedir.

Liyofilizasyon, bir Hull Freezer Dryer, Model 72FS100-SS20C kullanl@rak gergeklestirilmistir.

Tablo 7
Segment Callsima ScaklK Zaman
1 Yik Ayar Noktas[ -40°C UYGULANAMAZ
DONDURMA
2 Raf[Art] -40°C 0 dakika
3 Raf(Tut -40°C 420 ila 1440 dakika
BIRINCIL KURUTMA

Adimh 4 ila 7've ybnelik olarak vakum kontrcliinii 50mT'ye ayarla &
yogusturucu kontrolinii -50°C'ye ayarla

4 Raf[Artd -25°C 120 dakika

5 Raf[Tut -25°C 5760 dakika
IKINCIL KURUTMA

6 Raf[ArtE] 27°C 120 dakika

7 Raf[Tut 27°C 60 dakika

8 Raf[ArtH] 23 ila 27°C 30 dakika

9 RafTut 23 ila 27°C 900 ila 1200 dakika

Uriiniin Suland@Iimas]

Uriiniin  laboratuar analizi veya bir hastaya enjeksiyondan once, liyofilize riin
sulandfldbilmektedir. Herhangi bir tampon, ¢ozlci ve tamponun(tamponlarh) ve
g6zlcinin(cozicilerin) kombinasyonu sulandliina icin kullanl3dbilmektedir; tam tampon
énemli degildir. Bununla birlikte, aktif ajan@l ¢ozeltide yeterince stabil olmasCre kullanl@n
tamponun{tamponlarld veya ¢ozicundn{¢dzicilerin) hastalara uygulama igin ¢ozeltilerde
hastalar taraflidan yeterince iyi tolere edilmesi sklikla arzu edilmektedir. ANG1005'in
durumunda, Uriin, pH 6.0’ yukarBlhda daha az stabil oldugu icin, pH'J6.0'M altinda
muhafaza eden bir sulandlmna c¢oziclsi/tamponunun  kullanlohasC] genellikle arzu
edilmektedir. ANG1005%e ydnelik olarak, bir tercih edilen ¢&zicl sistemi, etanol ve laktat
Ringer/%/5 Dekstrozun bir kombinasyonudur. Bu sistemde etanol, Uriint barbkEn flakona
eklenmektedir, nazikce kartlhaktadlrlve sonrasioda laktat Ringer/%5 Dekstroz Urinin
gobzlindurulmesi icin eklenmektedir. Seyrelticiler olarak enjeksiyon (WFI) veya saline yonelik

olarak geleneksel suyun kullanm[JANG1005'in bozunumuna yol acan, yiksek pH seviyeleri
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vermistir.

Cozinmeyi

takiben,

karGImh ayrich su veya dider tampon sistemlerinde

seyreltiimektedir. Liyofilize Urinin sulandiithasbb yonelik 6rnekleyici kosullar asagdaki
Ornek 4'te ayrlch agklanmaktadIr]

Formiilasyon Bilesimleri

Yukarlde aclkland(@liizere, hastalara uygulama igin uygun olan ornekleyici hidrofobik ajan,

ANG1005'in  formiilasyonlarml] gelistirdik.

Liyofilizasyondan once,

formUilasyon,

belirli

yaplandmnalarda, DMSO'nun ¢nemli bir oranlObarbidbilmektedir. Bu tir bilesimler,
Tablolar 8A ve 8B'de gosterildidi Uzere su bilesenlere (6rnedin kuru adlk) sahip

olabilmektedir. Tablo 8C, liyofilizasyondan 6nce sulu g¢bzeltide gesitli bilesenin &rnekleyici

konsantrasyonlar bl gostermektedir.

Tablo 8A Suyu kapsamayan agKca yiizde

Bilesik Yiizde (agKca) Tercih edilen yiizdeler Ornekleyici
yizdeler
ANG1005 %0.1ila 5 %1ila3 %1.8
Tonisite ajanomegin, %1 ila 15 %5 ila 12 %8.6
sodyum Kklor(r)
Tampon (Grnegin, glisin) %1 ila 10 %3ila 7 %4.5
Hacim artFic[ajan (Grnedin, %0 ila 15 %5 ila 12 %7.7
manitol)
Solutol HS 15 %40 ila 75 %50 ila 70 %61.1
DMSC %3 ila 20 %10 ila 20 %16.3
Tablo 8B Sulu ¢ozeltide yiizde (6nliyofilizasyon)
Bilesik Yiizde Tercih edilen Daha tercih Ornekleyici
(agkca) yizdeler edilen ylizdeler yiizdeler
ANG1005 %0.05 ila 1.5 %90.1ila 1.0 %0.2 ila 0.8 %0.55
Tonisite ajanC] %0.1ila 10 %0.5ila 6 %1 ila 3 %2.7
(6rnegin, sodyum
klorir)
Tampon (6rnegin, %0.05 ila 5%- %0.1 ila 4 %0.5 ila 1.5 %1.4
glisin)
Hacim artElajan %0 ila 5 %0.2 ila 4 %1.0ila 3.0 %2.4
(6rnedin, manitol)
Sclutol HS 15 %1 ila 40 %3 ila 30 %10 ila 25 %19.0
DMSO %0.5ila 15 %1 ila 10 %2 ila 8 %5.0
Su %25 ila 85 %50 ila 80 %65 ila 75 %69.0
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Tablo 8C: Konsantrasyonlar (mg/ml) onliyofilizasyon sulu gézeltisi

Bilesik Konsantrasyon Tercih edilen Daha Tercih Edilen Ornekleyici
(mg/ml) Konsantrasyonlar | Konsantrasyonlar Konsantras-
yonlar

ANG1005 0.1ila 10.0 2ila? 4ila 6.5 6.0
Tonisite ajan] 5ila 200 10ila 100 10 ila 50 29
(6rnegin, sodyum
klarar)
Tampon (6rnedin, 1ila 200 3ila 100 Sila 25 15
glisin)
Hacim arttklajan Oila 100 2ila 50 Sila 35 26
(6rnedin, manitol
Solutol HS 15 10 ila 400 20ila 300 50 ila 250 206
DMSO lila 200 15ila 200 30 ila 100 55

Bilesim tipik olarak liyofilizasyondan once suda seyreltilmektedir (liyofilizasyon kosullarC]
bakimbdan asaglyk baknlz). Codu klinik uygulamalara yonelik olarak, g¢ozelti, ANG1005'in

tek dozluk uygulamas(ikin uygun miktarlara béliinmektedir (6rnegdin, yaklaskl 10, 20, 30, 60,
90, 120, 150, 200, 240, 300, 400, veya 500 mg). Liyofilizasyondan sonra {ornedin burada

agklanan kosullar altlbda),

DMSO konsantrasyonu biylk oranda azalt@dbilmektedir.

Liyofilizasyondan sonra, bulusa ait bir ANG 1005 bilesimi, Tablo 9'da gosterildigi zere

asagldbki karakteristiklere (6rnegin kuru adldik) sahip olabilmektedir.

Tablo 9
Bilesik Yiizde (ag[fkga) Tercih edilen Daha tercih | Ornekleyici yiizdeler
(acKlanan) yiizdeler edilen yiizdeler (%0.5 DMSO)
(acKlanan)
ANG1005 %0.1ila 5 %1.5ila 3 %1.8ila 2.3 2.11
Tonisite ajan] %0 ila 15 %0 ila 12 %9ila 11 10.18
(ornegin, sodyum
klorir)
Tampon (6rnedin, %1 ila 10 %3ila 7 %4.5 ila 6 5.27
glisin}
Hacim artlekl ] ajan %0 ila 15 %5 ila 12 %8 ila 10 9.13
(6rnedin, manitol}
Solutol HS 15 %40 ila 75 %50 ila 70 %69 ila 75 72.32
DMSO %0.01 ila 10 %0.1ila 5 %0.2 ila 0.5 0.50
Hidrofobik ajanlar

Herhangi bir hidrofobik ajan(], bilesimlerde ve yéntemlerde kullanldbilecedi agKlanmaktadlr]

Ornekleyici bilegikler asagidh agKlanmaktadIE]

17



10

15

Paklitaksel ve ilgili bilesikler

Bulus, ANG1005, bir AngioPep2-paklitaksel konjugat iceren bir liyofilize bilesim ile ilgilidir.
Burada aclkklanan formilasyonlarin, paklitaksel, paklitaksel analoglar(]veya bunlar(nl

konjugatlarOle kullanIdbilmektedir. Paklitaksel su form(ile sahiptir:

CgHsOC

Paklitakselin yap(sal analoglar( 16,911,549 numarallll.S. Patent dokiman(nka ac¢klanmaktad(c]

ve su formll ile agklanabilmektedir:

lo]LILITYE

HO

Ol
O
Q
O
I

@

CeHsOC

burada R;; -CHs; -CsHs, veya bir, 2 veya 3 C;-C,; alkil ile ikame edilen fenil, C;-C5 alkoksi,
halo, C;-C; alkiltiyo, triflorometil, C;-Cs, dialkilamino, hidroksil veya nitro; ve -2-furil, 2-tienil,
1-naftil, 2-naftil veya 3,4-metilendioksifenilden olusan gruptan segilmektedir; R,; -H,-
NHC(O)H,-NHC({O)C;-Cy, alkil (tercihen -NHC(O)C4-Cq alkil), -NHC(O)fenil, bir, 2 veya 3 C;-C4
alkil ile ikame edilen -NHC{O)fenil, C;-C5 alkoksi, halo, C;-C; alkiltiyo, triflorometil, C-Cq
dialkilamino, hidroksi veya nitro, -NHC{O)C(CHs)=CHCHs;, -NHC(O)OC(CHs);, -NHC(C)OCH;
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fenil, -NH,, -NHSO,-4-metilfenil, -NHC(O){CH,);COOH, -NHC(O)-4-(S50;H)fenil, -OH,
-NHC(O)-1-adamantil, -NHC({O)O-3-tetrahidrofuranil, -NHC(O)O-4-tetrahidropiranil,
-NHC(O)CH,C(CHj3)s, -NHC(O)C(CH3)3,-NHC(O)OC,-Cyq  alkil, -NHC(O)NHC;-Cy
alkil, bir, 2 veya 3 C;-C4 alkil ile ikame edilen -NHC(O)NHPh,-NHC(O)NHPh, C;-C; alkoksi,
halo, C;-C; alkiltiyo, triflorometil, C,-Cq dialkilamino veya nitro, -NHC(O )Cs-Cq sikloalkil,
-NHC(O)YC(CH,CH3),CH3, -NHC(O)C(CH3),CH,Cl,-NHC(O)C(CH;),CH,CH;, fthalimido, -NHC(O)-
1-fenil-1siklopentil, -NHC{O)-1-metil-1- sikloheksil, -NHC(S)NHC(CH3);, -NHC(O)YNHCC(CHs);
veya -NHC{O)NHPh'den olusan gruptan secilmektedir; R;, genel olarak R, ve Rs'ten birinin,

-H olmamas@ncak R; ve R;'lin her ikisi -H olmas3artida - H, -NHC(O)fenil veya
-NHC(O)YOC(CH3)3'ten olusan gruptan secilmektedir; R4, -OH,-OAc {(-OC(0O)CH3;), -OC(O)CCH,
C(Cl)s, -OCOCH, CH, NH;" HCOO",-NHC(O)fenil, -NHC(O)YOC(CHs)s, -OCOCH; CH, COOH ve
bunun farmasétik olarak kabul edilebilir kabul edilebilir tuzlarindan, -OCO(CH,);COOH ve
bunun farmasdtik olarak kabul edilebilir tuzlardan ve -OC(0)-Z-C{O)-R"den olusan gruptan
segilmektedir [burada Z, etilen(-CH,CH,-), propilen (-CH>CH,CH,-), -CH=CH-, 1,2-sikloheksan
veya 1,2-fenilendir, R’, -OH, -OH baz[[}NR;R’5, -OR'3, -SR’;,-OCH,C(O)NR'4R’s'tir burada R,
-H veya -CHs, R’5 is -(CH,).NR’sR’; veya (CH;).N*R’sR’;R’sXtir. burada n, 1 ila 3'tir, R’y -H
veya -C;-C, alkildir, R'’s -H. -C;-C4 alkil, benzil, hidroksietil, -CH,CO,H veya dimetilaminoetildir,
R’s ve R -CH3, -CH,CH5, benzildir veya NR'sR7'nin nitrojeni ile birlikte R’ ve R, pirrolidino,
piperidino, morfolino veya N-metilpiperizino grubunu olusturmaktad(rj R's -CH3,-CH>CH; veya
benzil, X" halojeniirdlir ve baz NHs;, (HOC;H4)3N, N(CHs)s, CH3N(C3H4)2NH, NH3(CH:)sNH,, N-
metilglukamin, NaOH veya KOH],-OC{O)(CH,). NR* R*tiir [burada n, 1 ila 3'tiir, R?, —-H veya -
C:-GCs alkildir ve Rs, -H veya-C;-C; alkyl], -OC(O)CH{(R")NH,'dir [burada R", -H, -CHsz, -CH,
CH(CH3),, -CH(CH3)CH,CHj3, -CH(CHj3),, -CH, fenil,-(CH)asNH;, -CH,CH, COOH,
-(CH,);NHC(=NH)NH,;, amino asit prolinin kallnt[SLFOC(O)CH=CH,,
-C(0)CH,CH,C(O)NHCH,CH,S05  Y*,-OC(0O)CH,CH,C(O)NHCH,CH,CH,S05 Y 'den  olusan
gruptan secilmektedir burada Y*, Na* veya N*(Bu).,-OC(Q)CH,CH,C(O)OCH,CH,OH'dir; Rs,
Rs'in -OH olmas[3arthda, R4'Un -H olmas[3artliyla ve ayrlca Rs'in -H olmas[IR4'lin -H olmamas]
sarthda -H veya -OH'dir; Rs, R; a-Ry;:-R7; oldugunda -H:-H'dir burada R;; ve Rz 'den biri -
H'dir ve R;; ve Ry 'den dideri -X'tir burada X halodur ve Rg -CHs'tiir; Rg, R; a-H: B-Ry4
oldujunda -H:-H'dir burada R;s ve Rg siklopropil halkaslnl olusturulmasUligin bir araya
getirilmektedir; Ry, -H veya -C(O)CHs; ve bilesigin ya bir asidik ya da bazik fonksiyonel
grubu barndifnasCdurumunda bunun farmasétik olarak kabul edilebilir tuzlar i)

Ozel paklitaksel analoglar[d ((azidofenil)ureido)taksoid, (20,5,7p,90,10p3,13a)-5,10,13,20-
tetrase-toksitaks-11-en-2,7,9-triol, (20,50,9a,10p)-2,9,10-triasetoksi-5-((B-D-
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glukopiranosil)oksi}-3,11-siklotaks-11-en-13-on, 1 p-hidroksibakkatin I, 1,7-dihidroksitaksinin,
1-aseti-5,7,10-deasetil-bakkatin I, 1-dehidrcksibakkatin VI, 1-hidroksi-2-deasetoksi-5-
desinnamoil-taksinin j, 1-hidroksi-7,9-dideasetilbakkatin I, 1-hidroksibakkatin I, 10-asetil-4-
deasetiltaksoter, 10-deasetoksipaklitaksel, 10-Deasetil bakkatin III dimetil stlfoksit disolvat,
10-deasetil-10-(3-aminobenzoil)paklitaksel, 10-deasetil-10-(7-(dietilamino)kumarin-3-
karbonil)paklitaksel, 10-deasetil-9-dihidrotaksol, 10-deasetilbakkatin III, 10-
deasetilpaklitaksel, 10-deasetiltaksinin,  10-deasetiltaksol,  10-deoksi-10-C-morfolinoetil
dosetaksel, 10-O-asetil-2-O-(sikloheksilkarbonil)-2-debenzoiltaksoter,  10-O-sec-aminoetil
dosetaksel, 11-desmetillaulimalid, 13-deckso-13-asetiloksi-7,9-diasetil-1,2-dideoksitaksin, 13-
deoksibakkatin  III, 14-hidroksi-10-deasetil-2-O-debenzoilbakatin  III,  14-hidroksi-10-
deasetilbakkatin III, 14p-benzoiloksi-13-deasetilbakkatin v, 14B-benzoiloksi-2-
deasetilbakkatin VI,  14p-benzoiloksibakkatin IV,  19-hidroksibakkatin  III, 22"-
metilendosetaksel, 2’,2"-metilenpaklitaksel, 2’-(valil-losil-lisil-PABC)paklitaksel, 2"-asetiltaksol,
2’-0-asetil-7-0-(N-(4'-fluoreseinkarbonil)alanil)taksol, 2,10,13-triasetoksi-taksa-4(20),11-
dien-5,7,9-triol, 2,20-O-diasetiltaksumairol N, 2-(4-azidobenzoil)taksol, 2-deasetokstaksinin J,

2-debenzoil-2-m-methoksibenozil-7-trietilsilil-13-okso-14-hidroksibakkatin  III 1,14-karbonat,

2-O-(sikloheksilkarbonil)-2-de-benzoilbakkatin I1 13-O-(N-(sikloheksilkarbonil)-3-
sikloheksilizoserinat), 20,  7B,9q,10B,130-pentaasetoksiltaksa-4  (20), 11-dien-5-ol,
2a,50,7B,9¢,13u-pentahidroksi-10p-asetoksitaksa-4(20),11-dien, 20,7p,90,10pB,13-

pentaasetoksi- 118-hidroksi-5a-(3’-N,N-dimetilamino-3'-fenil)-propicniloksitaksa-4(20),12-
dien, 2a,7p-diasetoksi-5a,10p,13p-trihidroksi-2(3-20)abeotaksa-4(20), 11-dien-9-on, 2a,9a-
dihidroksi-10p,13a-diasetoksi-5a-(3"-metilamino-3’-fenil}-propioniloksitaksa-4(20),11-dien,
2a-hidroksi-7p,9«,10pB,13u-tetraasetoksi-5a-{2"-hidroksi-3'-N,N-dimetilamino-3’-fenil)-
propioniloksitaksa-4(20),11-dien, 3'-(4-azidobenzamido)taksol, 3"-N-(4-
benzoildihidrosinnamoil}-3’-N-debenzoilpaklitaksel, 3'-N-m-amingbenzamido-3'-
debenzamidopaklitaksel, 3'-p-hidroksipaklitaksel, 3,11-siklotaksinin NN-2, 4-deasetiltaksol,
5,13-diasetoksi-taksa-4(20),11-dien-9,10-diol, = 5-O-benzoillenmis  taksinin K,  5-O-
fenilpropioniloksitaksinin A, 5a,13a-diasetoksi-10p-sinnamoiloksi-4(20),11-taksadien-9a-ol,
6,3'-p-dihidroksipaklitaksel, 6-a-hidroksi-7-deoksi-10-deasetilbakkatin-III, 6-fluoro-10-
asetildosetaksel, 6-hidroksitaksol, 7,13-diasetoksi-5-cinnamiloksi-2(3-20)-abeo-taksa-
4{20),11-dien-2,10-diol, 7,9-dideasetilbakkatin VI, 7-(5-Biyotinilamidopropanoil)paklitaksel,
7-asetiltaksol, 7-deoksi-10-deasetilbakkatin-III, 7-deoksi-9-dihidropaklitaksel, 7-
epipaklitaksel, 7-metiltiyometilpaklitaksel, 7-O-(4-benzoildihi-drosinnamoil)paklitaksel, 7-O-
{N-(4"-fluoreseinkarbonil)alaniDtaksol, 7-ksilosil-10-deasetiltaksol, 8,9-tek-epoksi brevifolin, 9-
dihidrobakkatin I11, 9-dihidrotaksol, 9a-hidroksi-2a,10p, 13a-triasetoksi-5a-(3"-N,N-
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dimetilamino-3'-fenil)-propioniloksitaksa-4(20), 11-dien, bakkatin III, bakkatin III 13-O-(N-
benzoil-3-sikloheksilizoserinat), BAY59, benzoiltaksol, BMS 181339, BMS 185660, BMS
188797, brevifoliol, butitaksel, sefalomannin, dantaksusin A, dantaksusin B, dantaksusin C,
dantaksusin D, dibromo-10-deasetilsefalomannin, DJ927, dosetaksel, Flutaks 2,
glutarilpaklitaksel 6-aminoheksancl glukuronid, IDN 5109, IDN 5111, IDN 5127, IDN 5390,
izolaulimalid, laulimalid, MST 997, N-(paklitaksel-2’-O-(2-amino)fenilpropionat)-O-(p-
glukuronil)karbamat, N-(paklitaksel-2"-0-3,3-dimetil bitanoat)-O-(p-glukuronil)karbamat, N-
debenzoil-N-(3-(dimetilamino)benzoil)paklitaksel, nonataksel, oktreotid-konjuge paklitaksel,
Paklitaksel, paklitaksel-transferrin, PNU 166945, poli(etilen glikol)-konjuge paklitaksel-2’-
glisinat, poliglutamik asit-paklitaksel, protaks, protaksel, RPR 109881A, SB T-101187, SB T-
1102, SBT-1213, SB T-1214, SB T-1250, SB T-12843, tasumatrol E, tasumatrol F, tasumatrol
G, taksa-4(20),11(12)-dien-5-il asetat, taksa-4(20},1 1(12)-dien-5-ol, taksan, takssinin N,
takskultin, taksezopidin M, taksezopidin N, taksin, taksinin, taksinin A, taksinin M, taksinin
NN-1, taksinin NN-7, taksol C-7-ksiloz, taksol-sialil konjugat, taksumairol A, taksumairol B,
taksumairol G, taksumairol H, taksumairol I, taksumairol K, taksumairol M, taksumairol N,
taksumairol O, taksumairol U, taksumairol V, taksumairol W, taksumairol-X, taksumairol-Y,
taksumairol-Z, taksusin, taksuspinanan A, taksuspinanan B, taksuspin C, taksuspin D,
taksuspin  F, taksuiunnanin C, ftaksuiunnanin S, taksuiunnanin T, taksuiunanin U,
taksuiunnanin V, tRA-96023, ve vallifoliyolii kapsamaktad] Dider paklitaksel analoglar[J1-
deoksipaklitaksel, 10-deasetoksi-7-deoksipaklitaksel, 10-O-deasetilpaklitaksel 10-
monosuksinil ester, 10-siiksinil paklitaksel, 12b-asetiloksi-2a,3,4,4a,5,6,9,10,11,12,12a,12b-
dodekahidro 4,11-dihidroksi-12-(2,5-dimetoksibenziloksi}-4a,8,13,13-tetrametil-5-okso-7,11-
metano-1H-siklodeka(3,4)benz(1,2-b)okset-9-il 3-{tert-biiti-loksikarbonil}amino-2-hidroksi-5-
metil-4-heksaenoat, 130-nm albiimin-baglCpaklitaksel, 2’-paklitaksel metil 2-glukopiranosil
silksinat, 3’-(4-azidofenyil)-3'-defenilpaklitaksel, 4-fluoropaklitaksel, 6,6,8-trimetil-
4,4a,5,6,7,7a,8,9-oktahidrosiklopenta(4,5)siklohepta(1,2-c)-furan-4,8-diol 4-(N-asetil-3-
fenilizoserinat), 6,6,8-trimetil-4,4a,5,6,7,7a,8,9 oktahidrosiklopenta(4,5)siklchepta(1,2-
c)-furan-4,8-diyol4-(N-tert-butoksikarbonil-3-fenilizoserinat), 7-(3-metil-3-
nitrosotiobiitiril)paklitaksel, 7-deoksipaklitaksel, 7-stiksinilpaklitaksel, A-Z-CINN 310, AI-850,
alblimin-bagld paklitaksel, AZ 10992,izotaksel, MAC321, MBT-0206, NK105, Paklieks,
paklitaksel poliglumeks, paklitaksel-EC-1 konjugat(Jpolilaktofat, ve TXD 258'i kapsamaktadIt]
Diger paklitaksel analoglarld 4,814,470, 4,857,653, 4,942,184, 4,924,011, 4,924,012,
4,960,790; 5,015,744, 5,157,049; 5,059,699; 5,136,060, 4,876,399; ve 5,227,400 Numaralld
U.S. Patent dokimanlarinda agklanmaktadlrl
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Diger hidrofobik ajanlar

Diger hidrofobik ajanlar, analjezikler ve antiinflamatuar ajanlar (6rnegin, aloksiprin,
auranofin, azapro-pazon, benorylat, diflunisal, etodolak, fenbufen, fenoprofen kalsiyum,
flurbiprofen, ibuprofen, indometasin, ketoprofen, meklofenamik asit, mefenamik asit,
nabumeton, naproksen, oksifenbutazon, fenilbutazon, piroksikam, sulindak), antihelmintikler
(6rnegin, albendazol, bephenium hidroksinaftoat, kambendazol, diklorofen, ivermektin,
mebendazol, oksamnikuin, oksfendazol, oksantel embonat, pirazikantel, pilantel embonat,
tiabendazol), antiaritmik maddeler (&rnedin, amiodaron HCI, disopiramit, flecainid asetat,
kinidin sdlfat, anti-bakteriyel ajanlar (6rnedin, benetamin penisilin, sinoxacin, siprofloksasin
HCI, klaritromisin, klofazimin, klorosasilin, demesilisiklin, doksisiklin, eritromisin, etiyonamid,
imipenem, nalidiksik asit, nitrofurantoin, rifampisin, spiramisin, sulphabenzamid,
sulfadoksine, sulfamerazin, sulfasetamid, sulfadiazin, sulfafurazol, sulphametoksazol,
sulfapiridin, tetrasiklin, trimetoprim), phtldsma onleyiciler (Grnedin, dikumarol, dipiridamol,
nikumalon, fenindion), antidepresanlar (6rnedin, amoks-apin, maprotilin HCI, mianserin HCl,
nortriptilin HCI, trazodon HCI, trimipramin maleat), antidiyabetikler (6rnedin, asetoheksamid,
klorpropamid, glibenklamid, gliklazid, glipizid, tolazamid, tolbutamid), anti-epileptikler
{6rnedin, beklamid, karbamazepin, klonazepam, etotoin, metoin, metsiiksimid,
metilfencbarbiton, okskarbazepin, parametadion, fenasemid, fenobarbiton, fenitoin,
fensiiksimid, primidon, sultiam, valproik asit), mantar onleyici ajanlar (6rnegin, amfoterisin,
butokonazel nitrat, klotrimazol, ekonazol nitrat, flukonazol, flusitosin, griseofulvin,
itrakonazol, ketokonazol, mikonazol, natamisin, nistatin, sulkonazol nitrat, terbinafin HCI,
terkonazol, tiokonazol, undesenoik asit), gut oOnleyici ajanlar (Ornedin, allopurinol,
probenesid, sulfin-pirazon), antihipertansif ajanlar (6rnegin, amlodipin, benidipin, darodipin,
dilitazem HCI, diazoksid, feledipin, guanabenz asetat, isradipin, minoksidil, nikardipin HCI,
nifedipin, nimodipin, fenoksibenzamin HCI, prazosin HCI, reserpin, terazosin HCI),
antimalaryaller (érnegin, amodiakuin, klorokuin, klorproguanil HCl, halofantrin HCIl, meflokuin
HCl, proguanil HCI, pirimetamin, kuinin silfat), anti-migraine agentsmigren onleyici ajanlar
(6rnegin, dihidroergotamin mesilat, ergotamin tartrat, metisergid maleat, pizotifen maleat,
sumatriptan siiksinat), anti-miiskarinik ajanlar {érnegin, atropin, benzheksol HCl, biperiden,
etopropazin HCl, hiossiamin, mepenzolat bromir, oksifensilsimin HCI, tropikamid), anti-
neoplastik ajanlar ve imminosipresanlar (6rnedin, aminoglutetimid, amsakrin, azatioprin,
busilfan, klorambusil, siklosporin, dakarbazin, estramustin, etoposid, lomustin, melfalan,
merkaptopurin, metotreksat, mitomisin, mitotan, mitozantron, prokarbazin HCI, tamoksifen

sitrat, testolakton), anti-protazoal ajanlar (6rnedin, benznidazol, kliokuinol, dekokuinat,
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diiodohidroksi-kuinolin, diloksanid furoat, dinitolmid, furzolidon, metronidazol, nimorazol,
nitrofurazon, ornidazol, tinidazol), anti-tiroid ajanlar (6rnegin, karbimazol, propiyltiyourasil),
anksiolitik, sedatifler, hipnotikler ve noroleptikler (6rnegin, alpra-zolam, amilobarbiton,
barbiton, bentazepam, bromazepam, bromperidol, brotizolam, butobarbiton, karbromal,
klordiazepoksid, klormetiazol, klorpromazin, klobazam, klotiazepam, klozapin, diazepam,
droperidol, etinamat, flunanison, flunitrazepam, fluopromazin, flupentiksol dekanoat,
flufenazin dekanoat, flurazepam, haloperidol, lorazepam, lormetazepam, medazepam,
meprobamat, metakualon, midazolam, nitrazepam, oksazepam, pentobar-biton, perfenazin
pimozid, proklorperazin, sulpirid, temazepam, tiyoridazin, triazolam, zopiklon), p-Blokdrler
(6rnedin, asebutolol, alprenoclol, atenolol, labetalol, metoprolol, nadolol, oksprenolol, pindolol,
propranolol), kardiyak inotropik ajanlar (Grnegin, amrincn, digitoksin, digoksin, enoksimaon,
lanatosid C, medigoksin), kortikosteroidler (6rnedin, beklometazon, betametazon, budesonid,
kortizon asetat, desoksimetazon, deksametazon, fludrokortizon asetat, flunisolid,
flucortolone, flutikazon propiyonat, hidrokortizon, metilprednizolon, prednizolon, prednizon,
triamsinolon), diyliretik: asetazolamid, amilorid, bendrofluazid, bumetanid, klorotiazid,
klerthalidon, etakrinik asit, fruse-mide, metolazon, spironolakton, triamteren), anti-parkinson
ajanlarC(6rnedin, bromokriptin mesilat, lisurit maleat), gastrointestinal ajanlar {(6rnegin,
bisakodil, simetidin, sisaprid, difenoksilat HCl, domperidon, famotidin, loperamid, mesalazin,
nizatidin, omeprazol, ondansetron HCI, ranitidin HCl, siilfasalazin), histamin H, -reseptér
antagonistleri (6rnegin, akrivastin, astemizol, sinarizin, siklizin, siproheptadin HCI,
dimenhidrinat, flunarizin HCI, loratadin, meklozin HCI, oksatomid, terfenadin), lipid
dizenleyici ajanlar (6rnedin bezafibrat, klofibrat, fenofibrat, gemfibrozil, probucol), nitratlar
ve diger anti-anjinal ajanlar (6rnegin, amil nitrat, gliseril trinitrat, izosorbit dinitrat, izosorbit
mononitrat,  pentaeritritol  tetranitrat), opioid analjezikler ~ (6rnegin,  kodein,
dekstropropioksifen, diamor-fine, dihidrokodein, meptazinol, metadon, morfin, nalbupin,
pentazosin), seks hormonlard (6rnedin, klomifen sitrat, danazol, etinil dstradiol,
medroksiprogesteron asetat, mestranol, metiltestosteron, noretisteron, norg-estrel, dstradiol,
konjuge &strojenler, progesteron, stanozolol, stibestrol, testosteron, tibolon), ve uyar(cl@r(]
(6rnedin, amfetamin, deksamfetamin, deksfenfluramin, fenfluramin,  mazindol)

kapsamaktadi(]

Polipeptit konjugatlar(:]

Bir aktif ajanObir polipeptidi kapsayan konjugatlar burada acklanan formilasyonda
kullanabilmektedir. 2006/0182684, ve 2006/0189515 Numaral(JU.S. Patent Basvuru
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YayDlarinda ve Aralkl20,2007'de dosyalanan 61/008,880 Numaral (.S. Gegici Basvurusunda
acKland(dllizere, polipeptit-ajan konjugatlarCgelistirdik. Bu tur konjugatlar, burada agklanan
herhangi bir polipeptidi, paklitaksel veya bir paklitaksel analogu (&rnedin, burada
acklananlar) ve bir badlantl@ylcJ(6rnedin burada aclklananlar) gibi bir hidrofobik ajanl]
kapsayabilmektedir. Paklitaksel konjugatlar, N-ucunda ester baglantldr@racliilida, konumlar
10 ve 15%te lisinler aracliilyla i paklitaksel molekiile konjuge edilen AngioPep-2 peptidi
(SEKANS KIMLIK NUMARASI: 97) kapsayan ANG 1005 ile érneklendirilmektedir. ANG 1005'in

yapL3u sekildedir:

Al 0 gy
) l—li'f 1
. ~.
': N Lw '\\Vf’f‘i{/ 7
'\\ o 9 A, ¥ (r_ _Paklitaksel o, . Pakiitaksel
/’ NI - ~L\,/‘ T e A
n\/_“’;‘ N (] /C) QAC
=== « ; = s ”l
\ iF NH ’

;L R % l;:.‘. L ‘T
o N ’
\)\T,’ Phe-Phe-Tyr-Gly-Gly-Ser-Arg-Gly - Arg-Asn-Asn-Phe

. Thr-Glu-Glu-T'yr
N i N
T Y
O

OH O (8]

Belirli yaplandloinalarda, konjugatlar, kan-beyin bariyerini (BBB) gecebilmektedir veya
karaciger, akciger, bobrek, kas hiicreleri gibi belirli hiicre tiplerine tercihe baglTolarak
hedeflenebilmektedir veya tiimér hiicrelerine (burada aclklanan herhangi bir hiicre tipinde)
hedeflenebilmektedir. Bu peptitlere konjuge edilen bu ajanlar, 6rnedin, reseptcr-aracll
endositozis ile (6rnegin bir LRP reseptérii aracliflvla) hedeflenen hiicrelere artllth sl tutulum
sergileyebilmektedir. Konjuge edilen ajanlar, alternatif olarak veya ek olarak, hiicreden
artflth(s] stabilite veya azaltlhs! atlih sergileyebilmektedir (&rnegin P-glikoprotein aracli
atMdan dolay}l

Polipeptitler

Bilesimlerin ve yéntemlerin, burada agklanan herhangi bir polipeptidi, 6rnedin, Tablo 10°da
acKlanan polipeptitlerden herhangi birini (8rnedin, SEKANS KIMLIK NUMARALARI: 1 ila 97,
99, 100, 101, veya 107 ila 112 gibi SEKANS KIMLIK NUMARALARI: 1 ila 105 ve 107 ila
112'den herhangi birinde belirlenen bir polipeptit) ve bunun herhangi bir fragmentini,

analogunu, tiirevini veya varyant@lkapsayabilmektedir. Belirli yaplandtinalarda, polipeptit,
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burada a¢Kklanan bir polipeptide en az %35, %40, %50, %60, %70, %80, %90, %95, %99
veya hatta %100 oraninbda d&zdeslie sahip olabilmektedir. Polipeptit, burada agklanan
sekanslardan birine gore bir veya daha fazla (0rnegin, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, veya 15) ikameye sahip olabilmektedir. Diger modifikasyonlar asaglda daha ayrntlld
olarak ac¢Kklanmaktadlt]

Ayn[dzamanda acklanan, bu polipeptitlerin fragmentleridir (6rnegini bir fonksiyonel
fragment). Belirli yapllandrinalarda, fragmentler, dzel bir hiicre tipinde (6rnedin karaciger,
akciger, bébrek, dalak veya kas) girebilmektedir veya birikebilmektedir veya BBB'yi
gegebilmektedir. Polipeptidin kesikligi, ya polipeptidin N-ucundan, polipeptidin C-ucundan ya
da bunun bir kombinasyonundan 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, veya daha fazla amino
asit olabilmektedir. Diger fragmentler, polipeptidin i¢ bolimlerinin silindigi sekanslarCd

kapsamaktad(d]

Ek polipeptitler, 2006/0189515 Numaral[l).S. Patent Basvurusunda agklanan deneylerden
veya yodntemlerden biri veya teknikte bilinen herhangi bir ydntem kullan@@rak
tanMlanabilmektedir. Ornedin, bir aday vektér, Taksol ile konjuge edilen ve bir laboratuar
hayvanbb uygulanan, geleneksel polipeptit sentezi ile Uretilebilmektedir. Bir biyolojik olarak
aktif vektdr, 6rnedin, bir konjugat ile tedavi edilmeyen bir kontrole klyhsla (rnegin konjuge
edilmemis ajan ile tedavi edilen) timor hiicreleri ile enjekte edilen ve konjugat ile tedavi
edilen bir hayvannl sagkal mninl artflithasCikin etkililigine bagl[dlarak tanmlanabilmektedir.

Baska bir 6rnekte, bir biyolojik olarak aktif polipeptit, in situ serebral perfiizyon deneyinde
parenkimada yerine bagl[Jolarak tanmilanabilmektedir. CELLIAL™ Technologies tarflodan
gelistirilen model gibi, in vitro BBB deneyleri, bu tiir vektdrlerin tanmlanmasigin
kullanT@bilmektedir.

Dider  dokulardaki  birikimin  saptanmasibh  yonelik  deneyler ayn[d sekilde
gerceklestirilebilmektedir.  Bir  polipeptidin  etiketli  konjugatlar[J bir  hayvana
uygulanabilmektedir ve farkiCbrganlardaki birikim élgiilebilmektedir. Ornedin, tespit edilebilir
etikete konjuge edilen (Ornegdin, Cy5.5 bir yakiMR floresan spektroskopi etiketi) bir
polipeptit, canlCin vivo gdrsellestirmesine olanak saglamaktadl] Bu tir bir polipeptit, bir
hayvana uygulanabilmektedir ve bir organda polipeptidin varl@tespit edilebilmektedir, bu
ylizden arzu edilen organda polipeptidin birikim hzInlnl ve miktarinlnl saptanmashb clanak
saflamaktadE] Diger yapl@ndltinalarda, polipeptit, bir radyoaktif izotop (&rnedin, 2°I) ile
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etiketlenebilmektedir. Polipeptit sonrasiiida bir hayvana uygulanmaktadltl Bir sire sonra,
hayvan feda edilmektedir ve hayvanld organlar(d¢Kkbrithaktadlcl Her bir organdaki
radyoizotop miktarl] sonrasibda teknikte bilinen herhangi bir ara¢ kullanl3rak
Olculebilmektedir. Etiketli kontrollin miktarCblmadan 6zel bir organda bir etiketlenmis aday
polipeptidin miktarmnl karsldstflithasOle, dzel bir dokudaki bir aday polipeptidin birikim hzd
veya miktarChday polipeptidin yetenedi dogrulanabilmektedir. Uygun negatif kontroller, bir
ozel hiicre tipine tashimad(@lbilinen herhangi bir polipeptidi kapsamaktadItl
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Peptit numaras[]5, SEKANS KIMLIK NUMARASI:5in sekanshldkapsamaktadll ve C-ucunda
amidlestiriimektedir (baknlzldrnedin Sekil 1),

Peptit Numaras[167, SEKANS KIMLIK NUMARASI:67inin sekans@kapsamaktadd ve C-ucunda
amidlegtirilmektedir (bak@Zdrnedin Sekil 1).

Peptit Numaras[076, SEKANS KIMLIK NUMARASI:76'n0 sekanshdkapsamaktadd ve C-ucunda
amidlestiriimektedir (bak@zZ érnegdin Sekil 1).

Peptit Numaras[191, SEKANS KIMLIK NUMARASI:91'in sekanshdkapsamaktadltl ve C-ucunda
amidlestiriimektedir (bakzZornedin Sekil 1).

Peptit NumarasC1107, SEKANS KIMLIK NUMARASI:97'nin sekanshIdkapsamaktadE]l ve C-ucunda
amidlestiriimektedir.

Peptit Numaras[1109, SEKANS KIMLIK NUMARASI:109°un sekansflJkapsamaktadf] ve C-ucunda
amidlestirilmektedir.

Peptit Numaras[1110, SEKANS KIMLIK NUMARASI:110un sekansBlkapsamaktadll ve C-ucunda
amidlestirilmektedir.

Angiopep-1'in  (SEKANS KIMLIK NUMARASI:67) ve Angiopep-2'nin (SEKANS KIMLIK
NUMARASI:97) amin gruplar] ajanlarlnl konjugasyonuna yodnelik bdélgeler olarak
kullanhaktadlr] Konjugasyonda amin gruplarlil roliniin ve bunlaridl bu vektdrlerin toplam
tasimha kapasitesi Uzerindeki etkisine callsllhasCicin, Angiopep-1 ve Angiopep-2 sekanshh
dayanarak yeni vektorler, dedisken reaktif amin gruplarOve degisken toplam yiik ile

tasarlanmistir] Bu polipeptitler Tablo 11'de gdsterilmektedir.
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Tablo 11 Degisken amin grup hedeflerine sahip

vektorler
Polipeptit Ismi Polipeptit Sekanslar[] Reaktif aminler (konumlar) |Yiik SEKANS
KIMLIK
No.
Angiopep-3* Ac!-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY 2 (10,15) +1 107
Angiopep-4b RFFYGGSRGKRNNFKTEEY 3(1,10,15) +3 108
Angiopep-4a Ac'-RFFYGGSRGKRNNFKTEEY 2 (10,15) +2 109
Angiopep-5 Ac'-RFFYGGSRGKRNNFRTEEY 1(10) +2 110
Angiopep-6 TFFYGGSRGKRNNFRTEEY 2(1,10) +2 111
Angiopep-7 TFFYGGSRGRRNNFRTEEY 1(1) +2 112
*Angiopep-3, Angiopep-2'nin bir asetillenmis formudur.
Ac asetilasyonu temsil etmektedir.

Modifiye edilmis polipeptitler

Ac¢Klanan bilegimler ve yéntemler ayn[(Zamanda, burada agKlanan bir amino asit sekansalal
(8rnedin AngioPep-3, -4a, -4b, -5, -6, veya -7 gibi SEKANS KIMLIK NUMARALARI: 1 ila 105
ve 107 ila 116'dan herhangi birinde acgklanan bir sekansa sahip olan polipeptit) bir
modifikasyonuna sahip olan bir polipeptifi kapsayabilmektedir. Belirli yaplandlinalarda,
modifikasyon, arzu edilen biyolojik etkinligi biylik oranda ortadan kaldnamaktadlr]l Baz[(J
yaplandlalarda, modifikasyon, biyolojik etkinlikte bir azalmaya yol agabilmektedir (6rnegdin
en az %5, %10, %20, %25, %35, %50, %60, %70, %75, %80, %90, veya %95 ile). Diger
yaplandimalarda, modifikasyon, biyolojik etkinlik lizerinde hic etkiye sahip dedildir veya
{Ornegin, en az %5, %10, %25, %50, %100, %200, %500 veya %1000 ile) orijinal
polipeptidin biyolojik etkinligini artltdbilmektedir. Modifive edilen polipeptit, bazCdurumda
gerek duyulabilen veya arzu edilebilen bir polipeptidin bir veya daha fazla karakteristigini
optimize edebilmektedir veya buna sahip olabilmektedir. Bu tlr karakteristikler, in vive
stabiliteyi, biyoyararlanm (] toksisiteyi, immiinobiyolojik etkinligi veya immiinolojik kimligi
kapsayabilmektedir.

Aclklanan polipeptitler, ya posttranslasyonel isleme gibi dodal prosesler ya da teknikte bilinen
kimyasal modifikasyon teknikleri ile modifiye edilen amino asitleri veya sekanslar™
kapsayabilmektedir. Modifikasyonlar, polipeptit omurgashbld amino asit yan-zincirlerini ve
amino- veya karboksi-ucunu kapsayan bir polipeptitte herhangi bir yerde meydana
gelebilmektedir. AynXipte modifikasyon, belirli bir polipeptitte birkac bdlgede aynveya
dedisken derecelerde bulunabilmektedir ve bir polipeptit bir tipte modifikasyondan daha
fazlashl barlnd Fabilmektedir. Polipeptitler, ubikutin ekleme sonucunda dallanabilmektedir ve
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bunlar dallanma ile veya olmayarak siklik olabilmektedir. Siklik, dallCdve dallOsiklik
polipeptitler, posttranslasyonel dodal proseslerden kaynaklanabilmektedir veya sentetik
olarak duretilebilmektedir. Diger modifikasyonlar, pegilasyon, asetilasyon, asilasyon,
asetomidometil (Acm) grubunun eklenmesi, ADP-ribosilasyon, alkilasyon, amidasyon,
biyotinilasyoni karbamoilasyon, karboksietilasyon, esterifikasyon, fiavine kovalent tutturma,
bir hem klsmih kovalent tutturma, bir nikleotidin veya nikleotit tlrevinin kovalent
tutturmas( ] ilaciol kovalent tutturmas[dbir markorin (6rnegin, floresan veya radyoaktif)
kovalent tutturmasl[d bir lipit veya lipit tiirevinin kovalent tutturmas[d fosfatidilnositoliin
kovalent tutturmas[d capraz badlama, siklizasyon, disllfit bagTolusumu, demitlasyon,
kovalent capraz badlarl olusumu, sistein olusumu, piroglutamat olusumu, formilasyon,
gama-karboksilasyon, glikosilasyon, GPI diibel olusumu, hidroksilasyon, iyodinasyon,
metilasyon, miristoilasyon, oksidasyon, proteolik isleme, fosforilasyon, prenilasyon,
rasemizasyon, selenoilasyon, slilfasyon, amino asitlerin arginilasyon ve ubikutin ekleme gibi
proteinlere transfer-RNA araclavesini kapsamaktad [E]

Bir modifiye edilmis polipeptit ayrich, polipeptit sekansida (6rnedin, polipeptidin biyolojik
etkinligini bu tiir dedisikliklerin biyik &lclide degistirmedidi) ya konservatif ya da konservatif
olmayan (drnedin, D-amingo asitleri, desamino asitleri) sekilde bir amino asit araya
eklemesini, delesyonu, veya ikamesini kapsayabilmektedir.

ikameler konservatif (yani burada bir kalRtClaynCigenel tip veya gruptan diger ile yer
degistirmektedir) veya konservatif olmayan {yani, burada bir kalbt[baska tipte bir amino asit
ile yer degistirmektedir) olabilmektedir. Ek olarak, bir dogal olarak olusmayan amino asit, bir
dogal olarak olusan amino asit ile ikame edilebilmektedir (yani, dodal olmayarak olusan
konservatif amino asit ikamesi veya bir dogal olmayarak olusun konservatif olmayan amino

asit ikamesi).

Sentetik olarak Uretilen polipeptitler, DNA tarafidan dogal olarak kedlanmayan amino
asitlerin ikamelerini (6rnegin, dodal olmayarak olusan veya dogal olmayan amino asit)
kapsayabilmektedir. Dogal olmayarak olusan amino asitlerin érnekleri; D-amino asitlerini,
sisteininin bir slfur atomuna tutturulan bir asetilaminometil grubuna sahip olan bir amino
asidi, bir pegile amino asidi, n'nin, 2 ila 6 oldudgu formil NH»(CH,),COOH'in omega amino
asitlerini, sarkosin, t-bitil alanin, t-bitil glisin, N-metil izoldsin ve norldsin gibi nétral polar
olmayan amino asitleri kapsayabilmektedir. Fenilglisin, Trp, Tyr, veya Phe ile ikame
edilebilmektedir; sitrulin ve metiyonin sulfoksit nétr polar olmayan sisteik asit asidiktir ve
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ornitin baziktir. Prolin, hidroksiprolin ile ikame edilebilmektedir ve konformasyon sunan
ozellikleri al kbyabilmektedir.

Analoglar, ikameli mutajenez ile Uretilebilmektedir ve orijinal polipeptidin biyolojik etkinligini
alkbyabilmektedir. “Konservatif ikameler” olarak tanlmlanan ikamelerin drnekleri Tablo 12'de
gosterilmektedir. Bu ikamelerin arzu edilmeyen bir degisiklik ile sonuglanmashalinde, o
zaman Tablo 12'de “6rnekleyici ikameler” olarak adlandtldn veya amino asit slflaribb
istinaden burada ayrich agklanan sekilde diger tipte ikameler, tanlIhaktadl]ve Uriinler

taranmaktadIc]

Fonksiyonda veya immiinolojik kimlikteki énemli modifikasyonlara, (a) drnedin bir tabaka
veya helisel konformasyon olarak, ikame alanibda polipeptit omurgas(lnl yapSinlnl (b) hedef
bolgesinde molekdiliin yukiinin veya hidrofobiklidinin veya (c¢) yan zincirin yG@hhD muhafaza
edilmesi Uzerinde etkileri bakhdan blyik élclide farklTKl gosteren ikamelerin segilmesi ile
ulaslthaktadltl Dodal olarak olusan kallbk[@r, ortak yan zincir 6zelliklerine baglColarak

gruplara ayrlaktad ]

(1) hidrofobik: norlésin, metiyonin (Met), Alanin (Ala), Valin (Val), Lésin (Leu), Izolésin
(Ile), Histidin (His), Triptofan (Trp), Tirosin (Tyr), Fenilalanin (Phe),

(2) nétral hidrofilik: Sistein (Cys), Serin (Ser), Treonin (Thr)

(3) asidik/negatif olarak yikli: Aspartik asit (Asp), Glutamik asit (Glu)

(4) bazik: Asparajin (Asn), Glutamin (GIn), Histidin (His), Lisin {Lys), Arjinin (Arg)

(5) zincir yonelimini etkileyen kallnk@@r: Glisin (Gly), Prolin {Pro);

(6) aromatik: Triptofan (Trp), Tirosin (Tyr), Fenilalanin (Phe), Histidin {His),

(7) polar: Ser, Thr, Asn, GIn

(8) bazik pozitif yikli: Arg, Lys, His, ve;

(9) yukld: Asp, Glu, Arg, Lys, His
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Dider konservatif amino asit ikameleri Tablo 3'te listelenmektedir.

Tablo 12: Amino asit ikamesi

Orijinal kalm@t Ornekleyidi ikame Konservatif ikame
Ala (A) Val, Leu, Ile Val
Arg (R) Lys, GIn, Asn Lys
Asn (N) GIn, His, Lys, Arg GIn
Asp (D) Glu Glu
Cys (C) Ser Ser
Gin (Q) Asn Asn
Glu (E) Asp Asp
Gly (G) Pro Pro
His (H) Asn, GIn, Lys, Arg Arg
lle (I) Leu, Val, Met, Ala, Phe, norl@sin Leu
Leu (L) Norlosin, Ile, Val, Met, Ala, Phe Ile
Lys (K} Arg, GIn, Asn Arg
Met (M} Leu, Phe, Ile Leu
Phe (F) Leu, Val, Tle, Ala Leu
Pro (P) Gly Gly
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Ser Ser
Trp (W) Tyr Tyr
Tyr (Y) Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val (V) Ile, Leu, Met, Phe, Ala, norlésin Leu

Ek analoglar

Acklanan polipeptitler ve konjugatlar, teknikte bilinen aprotinine ait polipeptit analoglarnl]
kapsayabilmektedir. Ornegin, 5,807,980 Numaral[J.S. Patent dokiiman[dBavin Pankreas
Tripsin  Inhibitérii  (aprotinin)-kékenli  inhibitdrlerin ~ yand s, SEKANS  KIMLIK
NUMARASI: 102'nin polipeptidini kapsayan, bunlarll preparasyonuna ve terapétik kullan(onh
yonelik bir yéntemi agklamaktadll Bu polipeptitler, bir anormal gortinim veya anormal
tromboz gibi doku faktdrl ve/veya faktér Villa miktarOle karakterize edilen bir durumun
tedavisine yonelik olarak kullanlmaktadF]l 5,780,265 Numaral(JU.S. Patent dokiuman(]
SEKANS KIMLIK NUMARASI:103Un plazma kalikreinini inhibe edebilen serin proteaz
inhibitorlerini acKlamaktadl] 5,118,668 Numaral[U.S. Patent dokiiman[JSEKANS KIMLIK
NUMARASI: 105 kapsayan Bovin Pankreas Tripsin Inhibitérii varyantlardCa¢Klamaktad(c]
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Aprotinin amino asit sekansCSEKANS KIMLIK NUMARASI:98), Angiopep-1 amino asit sekansd
(SEKANS KIMLIK NUMARASI:67) ve SEKANS KIMLIK NUMARASI:104 bunun yan3[Ea biyolojik
olarak aktif analoglarinl baz[lsekanslar[d WO 2004/060403 Numaral(Uluslararas[Bagvuru
Yayhlnda bulunabilmektedir.

Bir aprotinin analogunu kodlayan bir &rnekleyici niikleotit sekansCJSEKANS KIMLIK
NUMARASIL: 106'da gosterilmektedir (atgagaccag atttctgcct cgageccgecg tacactgggc
cctgcaaage tegtatcatc cgttactict acaatgcaaa ggcaggectg tgtcagacct tegtatacgg cggctgcaga
gctaagcgta acaacttcaa atccgeggaa gactgcatge gtacttgegg tggtgcttag;

GenbankasCerisim Numaras[] X04666). Bu sekans, SEKANS KIMLIK NUMARASI:98'de
bulundugu iizere, bir valinin yerine bir konum 16’da bir lisin kodlamaktadlEl SEKANS KIMLIK
NUMARASI:106'n niikleotit sekansida bir mutasyon, konum 16'da bir valine sahip olan
SEKANS KIMLIK NUMARASI:98'in polipeptidinin (iretiimesini degistirmek (izere teknikte
bilinen yontemler ile gergeklestirilebilmektedir. Ek mutasyonlar veya fragmentler teknikte

bilinen herhangi bir teknik kullanl@rak elde edilebilmektedir.

Aprotinin analoglarilnl  dider ornekleri, UluslararasC]  Bagvuru Numaras[l
PCT/CA2004/000011'de acklanan sentetik aprotinin sekansCkullanl@rak (ya da bunun bir
b&lIUmO) bir protein BLAST'L{Genbankas[Jwww.nc-bi.nlm.nih.gov/BLAST/) gerceklestirilerek
bulunabilmektedir. Ornekleyici aprotinin analoglarlJerisim NumaralarEICAA37967 (GI:58005)
ve 1405218C (GI1:3604747) ‘de bulunmaktad[rl

Polipeptit tiirevlerinin ve peptidomimetiklerin preparasyonu

Yalnzta dodal olarak olugan amino asitlerden olusan polipeptitlere ek olarak, peptidomimetik
veya polipeptit analoglarOaynCzamanda kullanldbilmektedir. Polipeptit analoglar(d kallpl
polipeptidinin dzelliklerine analog ozelliklere sahip polipeptit clmayan ilaglar olarak farmasotik
endistrisinde yaygl olarak kullanlthaktadlcl Polipeptit olmayan bilegikler, “polipeptit
mimetikler” veya peptidomimetik olarak isimlendirilmektedir (Fauchere ve ark., Infect.
Immun. 54:283-287,1986; Evans ve ark., J. Med. Chem. 30:1229-1239, 1987). Terapotik
olarak faydalCpolipeptitlere yapsal olarak iliskin olan polipeptit mimetikleri, bir esdeger veya
arttih 5] terapdtik veya profilaktik etkinin Gretilmesi icin kullanl3bilmektedir. Genel olarak,
peptidomimetikler, dodal olarak olusan reseptdr-baglaycl]polipeptitler gibi paradigma
polipeptidine (yani, bir biyolojik veya farmakolojik etkinlide sahip olan bir polipeptit) yap(sal
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olarak benzerdir ancak teknikte bilinen yontemler ile (Spatola, Peptide Backbone
Modifications, Vega Data,1(3):267, 1983); Spatola ve ark. (Life Sci. 38:1243-1249, 1986);
Hudson ve ark. (Int. ]. Pept. Res. 14:177-185, 1979); ve Weinstein. B., 1983, Chemistry and
Biochemistry, of Amino Acids, Peptides and Proteins, Weinstein eds, Marcel Dekker, New-
York) -CH,NH-, -CH,S-, -CH,-CH;- -CH=CH- (cis and trans), -CH,S0-, -CH(OH)CH,-, -COCH,-
vb. gibi badlant@@r ile opsiyonel olarak vyeri dedistirilebilen bir veya daha fazla peptit
baglantlsnk sahiptir. Bu tir polipeptit mimetikleri, daha ekonomik Uretimi, daha fazla
kimyasal stabiliteyi, artlcthls] farmakolojik &zellikleri (6rnegin, yarEdmir, absorpsiyon,
guglulik, etkinlik), azaltlthig antijenlidi ve diderlerini kapsayan dodal olarak olugan
polipeptilere goére dnemli avantajlara sahip olabilmektedir.

Polipeptitler, 6zel hiicre tiplerine (6rnegin burada acklananlar) girerken etkili olabilirken,
bunlarl etkililigi proteazlarnl varlide azaltl3bilmektedir. Serum proteazlarGpesifik substrat
gerekliliklerine sahiptir. Substrat, yarthaya yonelik olarak hem L-amino asitlerine hem de
peptit badlariib sahip olmalldlr] Ayrich, serumdaki proteaz etkinliginin en dnemli bilegenini
temsil eden eksopeptidazlar genellikle, polipeptidin birinci peptit bagdizerinde etki
etmektedir ve bir serbest N-ucunu gerektimektedir (Powell ve ark., Pharm. Res. 10:1268-
1273, 1993). Bu dogrultuda, polipeptitlerin modifiye edilmis versiyonlariinl kullanlthasC]
slklkla avantajlidir] Modifiye edilmis polipeptitler, IGF-1've gére biyolojik etkinlik veren orijinal
L-amino asit polipeptitlerinin yaplsdl karakteristiklerini alkbymaktadlt) ancak avantajlChir
sekilde proteaz ve/veya eksopeptidazlar ile yarlihaya kolayllkla yatkinl degildir.

Bir konsensus sekansnlnl bir veya daha fazla amino asidinin aynClipte D-amino asidi ile
sistematik ikamesi (6rnegdin, L-lisinin yerinde D-lisin) daha stabil polipeptitlerin tretilmesi icin
kullanl3dbilmektedir. Bu ylizden, bir polipeptit tiirevinin veya peptidomimetigin timii L, tim(
D veya karSIKID, L polipeptit olabilmektedir. Bir N-ucu veya C-ucu D-amino asidinin varlGibir
polipeptidin /7 vivo stabilitesini artirinaktad(r] glinkd peptidazlar bir substrat olarak bir D-
amino asidi kullanamayabilmektedir {Powell ve ark., Pharm. Res. 10:1268-1273, 1993). Ters-
D polipeptiler, L-amino asitlerini barlid(chn bir polipeptide gére bir ters sekansta diizenlenen,

D-amino asitlerini barmdEan polipeptitlerdir. Bu yiizden, bir L amino asit polipeptidinin C-ucu

kallnksL1D-amino asit polipeptidi icin N-ucu clmaktadltlve benzeri. Ters D-polipeptitleri, L-

amino asit polipeptitleri ile aynOiclincil konformasyonu ve dolaylsyla aynOletkililigi

allkkbymaktadlrlancak /n vitro ve in vivo enzimatik bozunuma daha stabildir ve bu yiizden

orijinal polipeptitten daha fazla terapétik etkililife sahiptir (Brady and Dodson, Nature
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368:692-693, 1994; Jameson ve ark., Nature 368:744-746, 1994). Ters-D- polipeptitlere ek
olarak, bir konsensilis sekanshl]veya bliylk olgude ozdes bir konsensis sekans(]
varyasyonunu iceren shlandlthis] polipeptitler teknikte iyi bilinen ydntemler ile
iiretilebilmektedir (Rizo and Gierasch, Ann. Rev. Biochem. 61:387-418, 1992). Ornedin,
sKIstEIm S polipeptitler, disllfit kdprilerini olugturabilen sistein kallbtIarBIn eklenmesi ile
uretilebilmektedir ve boylelikle, bir siklik polipeptidi ile sonuglanmaktadlt]l Siklik polipeptitler
serbest N- veya C-uglarlbbh sahip dedildir. Bu dogrultuda, bunlar, elbette peptit uclaroda
yarlhayan endopeptidazlaribb yatkinl olmalarinb ragmen eksopeptidazlar ile proteolize yatknl
dedildir. N-ucu veya C-ucu D-amino asitlerine sahip polipeptitlerin ve siklik polipeptitlerin
amino asit sekanslarCbEaskla, N-ucu veya C-ucu D-amino asidi kalmtEhn varl @ HShida
karslKl geldikleri polipeptitlerin sekanslarbh veya bunlarl@l dairesel yapl@rlbh genellikle

Ozdegstir.

Bir intramolekiiler disllfit bagMbarinddn bir siklik tirevi, amino ce karboksi uglar[Libi
siklizasyon igin segilen konumlarda uygun S-korumalCkistein veya homosistein kallok[@rnl]
dahil ederken geleneksel kat[faz sentezi ile hazldanabilmektedir (Sah ve ark., J. Pharm.
Pharmacol 48:197, 1996). Zincir kurulumunun tamamlanmasbCiakiben, siklizasyon ya {1) bir
S-S bagdlarhlnl olusturulmaslikin, iki serbest SH-fonksiyonuna karsKlgelen bir uyumlu destek
oksidasyonu ile S-koruyucu grubunun secici olarak giderilmesi, bunu takiben geleneksel
Uriniin destek ve uygun saflastima prosediriinden giderilmesi ile ya da (2) polipeptidin

tamamlanmiglyan zincir koruyucu grubun uzaklastlclhasCle birlikte destekten gideriimesi,

bunu takiben yiksek derecede seyreltilmis sulu ¢ozeltide serbest SH-fonksiyonlarnlnl

oksidasyonu ile gergeklestirilebilmektedir.

Bir intramolekiiler amid baghiCbarfdlran siklik tirevi, siklizasyon icin secilen konumda,
uygun amine ve karboksil yan zincir korumalCamino asit threvlerini dahil ederken geleneksel
katOfaz sentezi ile hazllanabilmektedir. Intramolekiler-S-alkil badlarmObardican siklik
tirevleri, siklizasyon icin secilen konumda uygun bir amino-korumallJan zincir ve bir uygun
S-korumalOsistein veya homosistein kallbkECdile bir amino asit kallkSnCdahil ederken
geleneksel kat(dlaz kimyas(ie hazltlanabilmektedir.

Bir polipeptidin N-ucu veya C-ucu kallmtl@r[dizerine etki eden peptidazlara direng vermeye

yonelik baska bir etkili yaklagimh, modifive edilmis polipeptit peptidaz icin artkl bir substrat

olmayacak sekilde, polipeptit uglarlnda kimyasal gruplarlnl eklenmesidir. Bir kimyasal
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modifikasyon, uclardan birinde veya her ikisinde polipeptitlerin glikosilasyonudur. Belirli
kimyasal modifikasyonlar, Ozellikle N-ucu glikosilasyonu, insan serumunda polipeptitlerin
stabilitisine artlrdl @ ostermistir (Powell ve ark., Pharm. Res. 10:1268-1273, 1993). Serum
stabilitesini artlcdn diger kimyasal modifikasyonlar, bir asetil grubu gibi bir veya yirmi
araslda karbona sahip bir diglk alkilden olugan, bir N-ucu alkil grubunun ilavesini ve/veya
bir C-ucu amidinin veya ikameli amid grubunun ilavesini kapsayabilmektedir, ancak bunlarla
shddegildir. Ozellikle, mevecut bulusa ait olan bilesimler ve ydntemler, bir N-ucu asetil
grubunu vefveya bir C-ucu amid grubunu taslybn polipeptitlerden clusan modifiye edilmis

polipeptitleri kapsayabilmektedir.

Ayn[Zamanda mevcut bulug ile dahil edilenler, tiirevin polipeptidin arzu edilen fonksiyonel
etkinligini tutmaskartiyla normalde polipeptidin parcasColmayan ilave kimyasal kSInilarC]
baridtdn dider tipte polipeptit tlrevleridir. Bu tiir tirevlerin ornekleri, {1) amino ucunun
veya baska bir serbest amino grubunun N-asil tiirevleri, burada asil gurubu bir alkanil grubu
{6rnegin, asetil, heksanoil, oktanoil) bir aroil grubu (6rnegin benzoil) veya F-moc
{floroenilmetil-O-CO-) gibi bir engelleyici grup olabilmektedir; (2} karboksi ucunun veya
baska bir baska bir serbest karboksi veya hidroksil grubunun esterleri; (3) amonyak ile veya
uygun bir amin ile tepkimeyle (retilen karboksi-ucunun veya baska serbest karboksil
grubunun amidi; (4) fosforilatlanm(sl tirevleri; (5) bir antikora veya diger biyolojik liganda

veya diger tipteki tlirevlere konjuge edilen tiirevleri kapsamaktad [l

Ek amino asit kallnk@@rmnl polipeptitiere ilavesinden kaynaklanan daha uzun polipeptit
sekanslarCaynZamanda acklanmaktadlr] Bu tiir daha uzun polipeptit sekanslarlnl yukar(da
acklanan polipeptitler ile ayn[biyolojik etkinlie (6rnedin 6zel hiicre tiplerine girmesi) sahip
olmasCbeklenmektedir. Onemli sayldh ilave amino asitlere sahip olan polipeptitler haric
tutulmamaktayken, baz[biylk polipeptitlerin, etkili sekansCinaskeleyen, béylelikle bir hedefe
baglanmayJonleyen (6rnedin LRP veya LRP2 gibi LRP reseptor ailesinin bir Gyesi) bir
konfiglirasyonu Ustlenebildigi anlaslifaktadlr] Bu tirevler yarinalCantagonistler olarak etki
edebilmektedir. Bu ylizden, mevcut bulus polipeptitleri veya bir uzantlh sahip olan burada
acKlanan polipeptitlerin tirevlerini kapsarken, arzu edilebilir sekilde uzant[Jpolipeptidin veya
tiirevin hiicre hedefleme etkinligini ortadan kaldinamaktad(rl

Kullan@bilen diger tirevler, alanin kalbkl@rnlnl kish bir gerilmesi ile veya proteolize yonelik

bir varsayl@dn hélge ile ya dogrudan ya da bir aralaylclaracll@lila birbirlerine kovalent olarak

baglantl@nan burada agKklanan iki ayn[eya iki farklCpolipeptitten olusun cift polipeptitlerdir
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(6rnedin, katepsin ile, bakizl érnedin, 5,126,249 Numaral (U.S. Patent dokiiman¥e 495 049
Numaral(d Avrupa Patent dokiman(l Polipeptitlerlerin  multimerleri, aynd veya farki]
polipeptitierden veya bunlarl tdrevlerinden olusturulan molekillerin  polimerinden

olugsmaktadlcl

Mevcut bulus ayn[Famanda, amino- veya karboksi-ucunda, veya her iki ucunda, farklCbir
proteinin bir amino asit sekansiB baglantl@nan burada agklanan bir pelipeptidi veya bunun
fragmentini barddlcdn kimerik veya flizyon proteinleri olan polipeptit tlirevierini
kapsamaktadIt] Bu tir bir kimerik veya flizyon proteini, bir nlkleik asit kodlayan proteinin
rekombinant ekspresyonu ile uretilebilmektedir. Ornedin, bir kimerik veya fiizyon proteini,
mevcut bulugta kullanI@n bir polipeptidin en az 6 amino asidini bardcdbilmektedir ve arzu
edilen sekilde bulusta kullanl@n bir polipeptide esit veya bundan daha blyuk bit fonksiyonel
etkinlige sahiptir.

Polipeptit tirevleri, arzu edildiginde, fonksiyonel olarak esdeder molekiil, veya fonksiyonel
olarak artrIms]veya azaltIthslmolekil saglamak (izere ikame, ilave veya delesyon veya bir
amino asit kallmktOlle amino asit sekanslaril degistirilmesi ile Gretilebilmektedir. Tirevler,
birincil amino asit sekansClolarak, fonksiyonel olarak esdeder amino asit kalBkI@rmC]
barmd@n dedistiriimis sekanslarOkapsayan burada acKlanan polipeptitlerin (6rnegin,
SEKANS KIMLIK NUMARALARI:1 ila 105 ve 107 ila 106) tiimiin veya bir k& QbarhdnlarC
kapsamaktadl] ancak bunlarla smAECHegildir. Ornedin, sekanshl icindeki bir veya daha fazla
amino asit kalmtSLbir gekinik alterasyon ile sonuglanan, bir fonksiyonel esdeder olarak etki
eden bir benzer polariteye sahip baska bir amino asit ile ikame edilebilmektedir. Sekansinl
icindeki bir amino aside yonelik ikame, amino asidin ait oldugu shfdl dijer (yelerinden
secilebilmektedir. Ornedin, pozitif olarak yiikli (bazik) amino asitleri, arjinin, lisin ve histidini
kapsamaktadir] Polar olmayan (hidrofobik} amino asitler, 18sin, izolésin, alanin, fenilalanin,
valin, prolin, triptofan ve metiyonini kapsamaktadlr]l Yidkslz amino asitler, serin, treonin,
sistein, tirosin, asparajin ve glutamini kapsamaktadlt] Negatif yuklu (asit) amino asitleri,
glutamik asidi ve aspartik asidi kapsamaktad[t] Amino asit glisin, ya polar clmayan amino asit
ailesine ya da ylksuz (nétral) polar amino asit ailesine dahil edilebilmektedir. Bir amino asit
ailesinin iginde yapan ikamelerin genel olarak konservatif ikameler oldugu anlasIfhaktad[rl

Peptidomimetikleri kimliklemeye yoénelik tahliller

Yukarida ac¢Kland@iizere, ydntemler ile kimliklenen polipeptitlerin omurga geometrisini ve
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farmakofor gdsterimini  (peptidomimetikler} kopyalamasOicin (retilen peptidil olmayan
bilesikler, daha fazla metabolik stabilite, daha yiksek glgclilik, daha uzun etki suresi ve daha

iyi biyoyararlanim &zelliklerine sahip olabilmektedir.

Peptidomimetik bilegikler, teknikte bilinen birlesimsel kitiiphane ydntemlerindeki cesitli
yaklaslmlardan herhangi biri kullanl@rak elde edilebilmekte olup, sunlarCkapsamaktad(td
biyolojik kitiphaneler; uzamsal olarak adreslenebilir paralel katlfaz veya c¢ozelti faz[]
kitliphaneleri; ters evrisim gerektiren sentetik kitliphane y&ntemleri; ‘bir-boncuk bir -bilesik’
kitliphane yéntemi; ve afinite kromatografi se¢imini kullanan sentetik kitliphane yéntemleri.
Bivolojik kiitliphane yaklasm Cpolipeptit kitlphanelerine shiflyken, diger dort yaklasi
polipeptide, peptit olmayan oligomere veya bilesiklerin kiglik molekil kitiphanelerine
uygulanabilirdir (Lam, Anticancer Drug Des. 12:145, 1997). Molekiler kuatiiphanelerin
sentezine yonelik yontemlerin drnekleri teknikte bulunabilmektedir, ornedin: DeWitt ve ark.
{Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6909, 1993); Erb ve ark. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:11422,
1994); Zuckermann ve ark., J. Med. Chem. 37:2678, 1994); Cho ve ark. (Science 261:1303,
1993); Carell ve ark. (Angew. Chem, Int. Ed. Engl. 33:2059, 1994 ve ayn[&serde 2061); ve
Gallop ve ark. (Med. Chem. 37:1233, 1994). Bilesiklerin kiitiiphaneleri, ¢ézeltide (6rnegin,
Houghten, Biotechniques 13:412-421, 1992) veya boncuklar (Lam, Nature 354:82-84, 1991),
cipler (Fodor, Nature 364:555-556, 1993), bakteriler veya sporlar (5,223,409 Numaral(l.S.
Patent dokimanl}j plazmidler (Cull ve ark., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:1865-1869, 1992)
Uzerinde veya (Scott and Smith, Science 249:386-390, 1990) veya lusiferaz ve uygun bir
substratil Griine ddnusimindn saptanmasClile tespit edilen enzimati etiket (zerinde

sunulabilmektedir.

Kullan3@bilen bir polipeptit kimliklendiginde, diferansiyel ¢oziintrigi (6rnegin, g¢oktiirme),
santrifiijlemeyi, kromatografiyi (6rnegin, afinite, iyon dedisimi, boyut dElanm/e benzeri)
kapsayan,

ancak bunlarla shldColmayan herhangi bir saylda standart yontem ile veya polipeptitlerin,
peptidomimetiklerin veya proteinlerin saflastitithasCicin kullanl3n herhangi bir dider standart
teknik ile izole edilebilmekte veya saflastiEldbilmektedir. Bir kimliklenen ilgili polipeptidin
fonksiyonel Ozellikleri, teknikte bilinen herhangi bir fonksiyonel tahlili kullan@rak
dederlendirilebilmektedir. Arzu edilen sekilde, hiicre ici sinyallemede asad[bklm reseptor
fonksiyonunu degerlendirmeye yonelik tahlil kullanl@bilmektedir (6rnedin, hiicre

profilerasyonu).
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Ornedin, peptidomimetik bilesikler su lic-fazlCproses kullanBrak elde edilebilmektedir: (1)
burada agklanan o©zel hicre tiplerinin hedeflenmesi igin gerekli olan ikincil yapnldl
bélgelerinin kimliklenmesi igin mevcut bulusa kullanl@n polipeptitlerin taranmas[1(2) omurga
geometrisinin refine edilmesi ve bu vekillere karsllkl gelen organik platformlarinl saglanmas(]
icin konformasyonel olarak shlfandEldn dipeptit vekillerinin kullanthasd ve {3) dogal
polipeptidin arzu edilen etkinlidinin taklit edilmesi icin tasarlanan adaylari kiitliphanelerinde
organik farmokoforlarinl gdsterilmesi icin en iyi organik platformlari kullanlthasl] Daha
ayrinkIblarak Gg su sekildedir. Faz 1'de, &ncl aday polipeptitler taranmaktadltive bunlaril
yapLktkinlikleri icin gerekliliklerin kimliklenmesi icin ksaltimaktadE] Orijinal olan bir dizi
polipeptit analogu sentezlenmektedir. Faz 2'de, en iyi polipeptit analoglar[dkonformasyonel
olarak shlbndEl&n dipeptit vekilleri  kullan@@rak incelenmektedir.  Indolizidin-2-on,
indolizidin-9-on ve kuinolizidinone amino asitleri (stAskyla I°aa, I°aa ve Qaa), en iyi polipeptit
adaylar@l omurga geometrisinin ¢al&lthasOcin platformlar olarak kullanIhaktadE Bu ve
ilgili platformlar (Halab ve ark., Biopolymers 55:101-122, 2000; ve Hanessian ve ark.
Tetrahedron 53:12789-12854, 1997 eserinde incelenen), farmakoforlarid farklClyonlere
yonlendirilmesi igin polipeptidin spesifik bodlgelerinde uygulanabilmektedir. Bu analoglarnl
biyolojik dederlendirmesi, etkinlik icin geometrik gerekliliklerini taklit eden gelismis Oncii
polipeptitleri kimliklemektedir. Faz 3%e, en aktif &ncli polipeptitlerden paltformlar, dogal
polipeptitlerin etkinliginden sorumlu olan farmakoforlaridl organik vekillerini géstermesi icin
kullanlthaktadltl Farmakoforlar ve vyapO iskeleleri bir paralel sentez formatinda
birlestirilmektedir. Polipeptitlerin ve yukarldbki fazlarll tirevine teknikte bilinen ydntemler

kullan@@rak dider sekillerde ulasl@bilmektedir.

Polipeptitler, polipeptit tirevleri, peptidomimetikler veya mevcut bulusta kullanl@n diger
kiiglik molekiillerden saptanan yagfonksiyon iliskileri, benzer veya daha iyi ézelliklere sahip
olan analog molekiiler yapl3dr(nl rafine edilmesi ve hazilanmasCicin kullanl@bilmektedir. Bu
dogrultuda, mevcut bulusta kullan@@n bilesikler ayn[d zamanda, burada acklanan
polipeptitlerin yap[] polarite, yiik karakteristikleri ve yan zincir 6zelliklerini paylasan

molekiilleri kapsamaktadlcl

Ozet olarak, burada acgKlanana dayanarak, teknikte uzman kisiler, bir ajan@ o6zel hiicre
tiplerine (6rnegin, burada acklananlara) hedeflenmesine yonelik bilesiklerin kimliklenmesi igin
faydalCdlan polipeptitler ve peptidomimetikler tarama tahlillerini gelistirebilmektedir. Tahliller,
distk-giripg Kt M yiiksek-giripc ktMMVeya ultra-yiiksek girip ¢ktlMtarama formatlarinb yonelik
olarak gelistirilebilmektedir. Tahliller, ctomasyona uygun olan tahlilleri kapsamaktad|r]
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Konjugatlar

Burada acglklanan polipeptitler veya bunlarln tiirevleri bir ajana baglantl@nabilmektedir.
Ornegin, polipeptit (6rnedin, burada acKlanan herhangi biri) bir terapdtik ajana, bir
diagnostik ajana, veya bir etikete tutturulabilmektedir. Belirli yapldndtinalarda, polipeptit, bir
hastal@nl veya durumun teshisine yonelik olarak radyo goriintileme ajanCIibi bir tespit
edilebilir bir etiket ile baglantldanabilmekte veya etiketlenebilmektedir. Bu ajanlar(nl érnekleri,
antikorun bir hastall@a veya durum-spesifik antijene (6rnegin, teshis veya terapiye yonelik
olarak) badlanddtadyo goriintileme ajanEantikor-vektér konjugatmlkapsamaktadE) Dider
badlama molekiilleri ayn[zamanda bulus ile tasarlanmaktadlr]l Diger durumlarda, polipeptit
veya tlrev, bir hastal@nl veya durumun tedavi edilmesi i¢in bir terapotik ajana
baglantl@nmaktadtl veya  bunlarl karlSimlarCd ile  baglant@@nabilmekte  veya
etiketlenebilmektedir. Hastallkd veya durum, ajan@ BBB hoyunca veya bir 6zel hiicre tipinin
igine taghimashh olanak saglayan kosullar altida bir bireye bir vektor-ajan konjugatninl
uygulanmaslile tedavi edilebilmektedir. Her bir polipeptit en az 1, 2, 3, 4, 5, 6, veya 7 ajanll
kapsayabilmektedir. Diger yap@ndlrinalarda, her bir ajan buna tutturulanen az 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 10, 15, 20 veya daha fazla polipeptide sahiptir. Konjugatlar; bir siijenin karacigeri,
akcideri, bobredi, dalaglveya kas[hibi 6zel bir hiicre tipinde veya dokuda ajan@l birikimini
(6rnedin, artih Sltutulum veya azaltIhslgidermeden dolaydestekleyebilmektedir.

Ajan, o©zel bir hicre tipine veya BBB boyunca tagimadan sonra vektdrden serbest
blrakM@bilmektedir. Ajan, Ornedin, enzimatik yarlma veya vektdr ve ajan arasidaki bir
kimyasal badgl baska bir kopmas(Clile serbest blrak[@bilmektedir. Serbest blraklIdn ajan

sonrasloda, vektoriin yoklugunda amaclanan kapasitesinde islev gérebilmektedir.

Terapdtik ajan/ar. Bir terapétik ajan herhangi bir biyolojik olarak aktif ajan olabilmektedir.
Ornedin, bir terapotik, bir hastal§ tedavi edilmesi icin (6rnedin kanser hiicrelerinin
oldarilmesi icin) bir ilag, hap, bir ajan yayklradyasyon, bir seller toksin (6rnegin, bir
kemoterapétik ajan), bunun bir biyolojik olarak aktif fragmanCiveya bunun bir kar(slm
olabilmektedir veya bu bir bireydeki bir hastalginl veya durumun tedavi edilmesi igin bir ajan
olabilmektedir. Bir terapdtik ajan, fungal, bakteriyel veya diger mikroorganizma (6rnegin
mikroorganizma veya virus), sdriingen gibi hayvan veya bitki kdkenli bir drin veya bir
sentetik Oriin olabilmektedir. Bir terapttik ajan vefveya bunun biyolojik olarak aktif
fragmenti, enzimatik olarak aktif ajan ve/veya bunun fragmenti olabilmektedir veya tnemli
ve/veya esas selliler yolagml inhibe edilmesi veya bloke edilmesi ile veya dnemli ve/veya esas
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dodal olarak olusan selliler bilesen ile yarlslihasCile etki edebilmektedir. Dider terapétik

ajanlar, antikorlarC¥e antikor fragmentlerini kapsamaktad ]

Antikkanser gjan/ar. Teknikte bilinen herhangi bir antikanser ajan bir konjugatlnl bir parcas(]
olabilmektedir. Belirli yapI@dndieinalarda, ajan paklitaksel veya bir paklitaksel analogudur
{6rnedin burada agKlananlar). Beynin kanserleri, BBB boyunca etkili bir sekilde tagbbn bir
vektori  (6rnegin, AngioPep-1, AngioPep-2, AngioPep-3, AngioPep-4a, AngioPep-4b,
AngioPep-5, veya AngioPep-6) barlndiran bir konjugat ile tedavi edilebilmektedir. Karaciger,
akciger, bobrek veya dalak kanserleri, uygun hiicre tipine etkili bir sekilde taslnkn bir vektére
konjuge edilen bir antkanser ajanOile tedavi edilebilmektedir (&rnedin, AngioPep-7).
Ornekleyici ajanlar; abareliks, aldeslokin, alemtuzumab, alitretinoin, allopurinol, altretamin,
amifostin, ana-kinra, anastrozol, arsenik trioksid, asparajinaz, azasitidin, BCG Canl[]
bevakuzimab, beksaroten, bleomisin, bleo-misin, bortezombi, bortezomib, busiilfan, busdlfan,
kalusteron, kapesitabin, karboplatin, karblisin, selekoksib, se-tuksimab, klorambusil, sisplatin,
kladribin, klofarabin, siklofosfamid, sitarabin, dakarbazin, daktinomisin, aktinomisin D,
dalteparin (6rnedin, sodyum), darbepoetin alfa, dasatinib, daunorubisin, daunomisin,
desitabin, denildkin, Denildkin diftitoks, deksrazoksan, dosetaksel, doksorubisin,
dromostanolon propionat, ekulizumab, epirubisin (6rnedin, HCl), epoetin alfa, erlotinib,
estramustin, etoposid (&rnedin, fosfat), eksemestan, fentanil (6rnedin, sitrat), filgrastim,
floksuridin, fludarabin, florourasil, 5-FU, fulvestrant, gefitinib, gemsitabin (&rnedin, HCI),
gemtuzumab ozogamisin, goserelin (6rnegin, asetat), histrelin (6rnegin, asetat), hidroksilire,
ibritumomab tiuksetan, idarubisin, ifosfamid, imatinib (6rnegin, mesilat), Interferon alfa-2b,
irinotekan, lapatinib ditosilat, lenalidomid, letrozol, I6kovorin, 6prolid (drnedin, asetat),
levamizol, lomustin, CCNU, mekloretamin {(nitrojen hardall]] megestrol, melfalan (L-PAM),
merkaptopurin  (6-MP), mesna, metotreksat, metokssalen, mitomisin C, mitotan,
mitoksantron, nandrolon fenpropionat, nelarabin, nofetumomab, oprelvekin, oksaliplatin,
paklitaksel, palifermin, pamidronat, panitumumab, pegademaz, pegaspargaz, pegfilgrastim,
peginterferon alfa-2b, pemetreksed (6rnegin, disodyum), pentostatin, pipobroman, plikamisin
{mitramisin), porfimer (6rnegin, sodyum), prokarbazin, kuinakrin, rasburikaz, rituksimab,
sargramostim, sorafenib, streptozosin, sunitinib (6rnedin, maleat), talk, tamoksifen,
temozolomid, teniposid (VM-26), testolakton, talidomid, tiyoguanin (6-TG), tiyotepa,
tiyotepa, tiyotepa, topotekan (6rnegin, hcl), toremifen, Tositumomab/I-131 (tositumomab),
trastuzumab, trastuzumab, tretinoin (ATRA), urasil hardalldvalrubisin, vinblastin, vinkristin,

vinorelbin, vorinostat, zoledronat, ve zoledronik asidi kapsamaktadlcl
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Tespit edilebifir etiketler. Tespit ve teshis amaclyla, konjugat etiketlenebilmektedir. Tespit
edilebilir etiketler veya markorlar, bir radyo etiket, bir floresan etiket, bir nukleer manyetik
rezonans aktif etiket, bir luminesan etiket, bir kromofor etiket, PET taraylclslicin bir pozitron
yayan izotop, kemiluminesans etiket veya bir enzimatik etiket olabilmektedir. Ornekleyici
radyasyon yayan radyo goriintlileme ajanlar{tespit edilebilir radyo etiketler) indiyum-111,
teknityum-99, veya disiuk dozlu ivodin-1317 kapsamaktadt] Gama ve beta yayan
radyonuklitler, %’Cu, ®Ga, v, 'YIn, *™Tc, ve 2'TI) kapsamaktadld Pozitron yayan
radyoniiklitler, *F, >>Co, %°Cu, %Cu, %Cu, *°Ga, **Ga, ¥Rb, ve **Y kapsamaktadlt] Floresan
etiketler, Cy5.5, Alexa 488, vyesil floresan Protein (GFP), fluoresein, ve rodamini
kapsamaktadlrl Kemiluminesans etiketler, lusiferaz ve p-galaktosidaz[] kapsamaktadicl
Enzimatik etiketler peroksidaz ve fosfatCkapsamaktad(t] Bir histag, bir tespit edilebilir etiket
olabilmektedir. Ornedin, konjugatlar, ayrich bir etiketi kapsayabilen, bir vektér kismVe bir
antikor klsmdantikor veya antikor fragmenti) kapsayabilmektedir. Bu durumda, etiket, ya
vektore ya da antikora tutturulabilmektedir,

Antikorfar. Antikorlar ayn(Zamanda bir konjugatl bir pargasCblabilmektedir. Konjugasyona
teknikte bilinen herhangi bir ara¢ kullanl@rak ulagl@bilmektedir (6rnedin, burada acklanan
konjugasyon stratejileri kullanl@rak). Herhangi bir diagnostik veya terapétik antikor, bir veya
daha fazla (6rmedin, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, veya daha fazla) vekttére konjuge
edilebilmektedir. Ek olarak, antikor fragmentleri (6rnegin bir antijene baglanabilen) aynJ
zamanda vektorlere konjuge edilebilmektedir. Antikor fragmentleri, bir antikorun Fab ve Fc
bolgelerini, agdzinciri ve hafif zincirini kapsamaktad(drnedin burada agklanan antikordan
herhangi birinin}. Kanser teshisinde ve terapisinde kullanma ydnelik érnekleyici antikorlar;
ABX-EGF (Panitimumab), OvaRex (Oregovemab), Theragyn (pemtu-momabitrriyum-90),
Therex, Bivatuzumab, Panorex (Edrecolomab), RecoPro (Absiksimab), Bexxar (Tositumomab),
MADb, idiyotipik 105AD7, Anti-EpCAM (Katumaksomab), MAb akcider kanseri (Sitoklonaldan),
Herceptin (Trastuzumab), Rituxan (Rituksimab), Avastin (Bevasizumab), AMD Fab
{Ranibizumab), E-26 (2'inci gen. IgE) (Omalizumab), Zevalin (Rituksan +ittriyum-90)
(Ibritumomab tiuksetan), Cetuksimab, BECZ {Mitumomab), IMC-1Cl1, nuC242-DM1,
LimfoSid (Epratuzumab), LimfoSid Y-90, CEA-Sid (Labetuzumab), CEA-Cide Y-90, CEA-Scan
{Tc-99m-etiketli arsitumomab), LeukoScan (Tc-99m-etiketli sulesomab), LimfoScan (Tc-99m-
etiketli bektumomab), AFP-Scan (Tc-99m-etiketli), Hu-maRAD-HN (+ ittriyum-S0),
HumaSPECT {(Votumumab), MDX-101 (CTLA-4), MDX-210 (her-2 artan ekspresyon), MDX-
210/MAK, Vitaxin, MAb 425, IS-IL-2, Campath (alemtuzumab), CD20 streptavidin, Avidisin,
{albimin + NRLU13), Onkolim (+ iyodin-131) Cotara (+ iyodin-131), C215 (+ staphylococcal
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enterotoksin, MAb akcider/bdbrek kanseri (Pharmacia Corp.’den), nakolomab tafenatoks
{C242 staphylococcal enterotoksin), Nuvion (Visilizumab), SMART M195, SMART ID10,
CEAVac, TriGem, TriAb, NovoMAb-G2 radyo etiketli, Monofarm C, GlioMAb-H (+ gelonin
toksin}), Rituksan (Rituksimab), ve ING-11 kapsamaktadlrl Ek terapftik antikorlar, 5G1.1
(Ekluizumab), 5G1.1-SC (Pekselizumab), ABX-CBL (Gavili-momab), ABX-IL8, Antegren
{Natalizumab), Anti-CD11a (Efalizumab), Anti-CD 18 {Genetech’ten), Anti-LFA1, Antova, BTI-
322, CDP571, CDP850, Korsevin M, D2E7 (Adalimumab), Humira (Adalimumab), Hu23F2G
(Rovelizumab), IC14, IDEC-114, IDEC-131, IDEC-151, IDEC-152, Infliksimab (Remisad),
LDP-01, LDP-02, MAK-195F (Afelimomab), MDX-33, MDX-CD4, MEDI-507 (Siplizumab),
OKT4A, OKT3 (Muromonab- CD3), ve ReoPro (Absiksimab) kapsamaktadlrl

Konjugasyon baglay(dIar(]

Konjugat (&rnedin, bir polipeptit-ajan[] konjugat])] herhangi bir c¢apraz-haglantl@y ]
{konjugasyon) reaktifi veya birgogunun piyasada satl[d@[] teknikte bilinen protokol
kullanldrak elde edilebilmektedir. Bu tiir protokoller ve reaktifler, amino, karboksi, sulfhidril,
karbonil, karbonhidrat vefveya fenol gruplardile reaktif olan capraz-baglaylclar]
kapsamaktadltl Bu tir protokollerin miktar[d zamanClve sartlarClkonjugasyonun optimize
edilmesi icin degistirilebilmektedir. Capraz-badlaylclreaktifler, en az iki reaktif grubu
bard ktnaktad Cve genel olarak homofonksiyonel capraz-badlayclldra (6zdes reaktif gruplar™
barndlcdn) ve heterofonksiyonel capraz-baglaylcliara (Gzdes olmayan reaktif gruplar]
barbidfan) ayrlhaktadel Capraz badlayld@r ya  homobi-fonksiyonel  ve/veya
heterobifonksiyonel olabilmektedir. Ayrlch, capraz-baglay(cl]reaktif kisImlarldl arasifkla bir

‘aralaylcly¥ dahil edebilmektedir ve capraz-bagdlaylCldaki iki reaktif k[SImM dogrudan

baglantli@dnabilmektedir. Baglar, ester baglarlkapsayabilmektedir.

Ornekleyici baglaycl3r, BS® [Bis(siilfosiiksinimidil)subrat], NHS/EDC (N-hidroksisiiksinimit ve
N-etil-(dimetilaminopropil) karbodimid, Silfo-EMCS ([N-e-Maleimidokaproik asit] hidrazit),
SATA (N-siiksinimidil-S-asetiltiyoasetat) ve hidrazidi kapsamaktadEl BS®, erisilebilir birincil
aminleri hedefleyen homobifonksiyonel N-hidroksistiksinimid esterdir. Bir konjugasyon, Sekil
2’de orneklendirilmektedir. NHS/EDC, karboksil gruplarClile birincil amin gruplarlnol
konjugasyonuna olanak sadlamaktadlt] Silfo-EMCS, siilfihidril ve amino gruplarioh dodru
reaktif olan heterobifonksiyonel reaktif gruplardcl(maleimid ve NHS-ester). Siilfo-NHS/EDC
aktivasyonu kullan@rak amin birlestirme, Sekiller 3 ve 4te Orneklendirildigi (izere,
polipeptitler ile terapdtik antikorlardl ¢apraz bagdlanmasCicin kullan@3bilmektedir. Bu, hz[]
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basit ve ¢odaltl3bilir birlestirme teknididir. Sonucta olusan konjugat stabildir ve antikorun
biyolojik etkinligini tutmaktadl Dahas[] givenilir bir sekilde kontrol edilebilen yiksek
konjugasyon kapasitesine ve birlestirme prosediirleri slraslnda bir disik spesifik-olmayan
etkilesime sahiptir. SATA, aminlere dogru reaktiftir ve korunmus siilfhidril gruplarinl’]
eklemektedir. NHS-esteri, stabil amid badlaril olusturulmasOigin  birincil aminler ile
tepkimeye girmektedir. Sulfhidril gruplardhidroksilamin kullan@@rak koruyucu gruptan
uzaklastclabilmektedir. Bu konjugasyon yontemi Sekil 5%e 6rneklendiriimektedir. Hidrazit,
Sekil 6'da gosterildigi (Ozere, karboksil gruplardbirincil aminlere baglantl@masigin
kullanl@bilmektedir ve bu ylizden glikoproteinlerine badlantldnmasOicin faydalldr] Ek
ornekleyici badlantl@y[clidr Sekil 7'de gdsteriimektedir.

Terapétik ajanlar gibi kiicik molekiiller, polipeptitlere konjuge edilebilmektedir (Ornegin,

burada acKlananlar gibi). Ornekleyici kiicik molekiil, paklitaksel, konjugasyon icin faydalC
olan iki stratejik konuma (konum C2’ ve C7) sahiptir. Bir vektériin veya vektoriin paklitaksele

konjugasyonu, su sekilde gerceklestirilebilmektedir (Sekil 8). Klshcas[ Ipaklitaksel konum 2”de

bir siiksinil grubunu tutturmaslCicin oda slcakl@nda ¢ saat boyunca anhidrit siksinik piridin

ile tepkimeye girmektedir. 2’-siiksinil paklitaksel, ksiiksinik asidi kolaylkla serbest blthkabilen

konum 2”de bir yarl@bilir ester badhb sahiptir. Bu vyarl@bilir ester bagayrich arzu

edildiginde, badlayclEr ile cesitli modifikasyonlar igin kullanl@bilmektedir. Sonucta olusan 2'-

O-siiksinil-paklitaksel sonrasiida, oda sichkl@nda dokuz saat boyunca DMSO’da EDC/NHS ile

tepkimeye girmektedir, bunu takiben oda sichklidinda dort saat boyunca bir ek tepkime

suresi boyunca Ringer/DMSO'da vektér ve vektdr eklenmektedir. Sekil 8de tasvir edilen

konjugasyon tepkimesi HPLC ile izlenmektedir. Paklitaksel, 2’-O-siksinil-paklitaksel ve 2’-O-

NHS-slksinil-paklitaksel gibi her bir ara madde, saflastiihaktadlr] ve HPLC, ince siI]
kromatografisi, NMR (*C veya H degisimi), erime noktas[Jkiitle spektrometrisi gibi farkiC]
yaklaglmlar kullan@@rak onaylanmaktadlr]l Nihai konjugat, kiitle spektrometrisi ve SDS-

poliakrilamid jel elektroforezi ile analiz edilmektedir.

Bu durum, her bir vektdr Uzerine konjuge edilen paklitaksel molekillerinin say(snlnl

saptanmaslob olanak saglamaktadlcl

Farmasdotik bilesimler

Hidrofobik ajanlar, bulusa ait sulu ¢bzeltide, farmasétik bilesimlerde skllkla shllCg¢6zindir Gk

sergiledigi icin, bir ¢cdzme ajanl kapsamaktadlr] burada sdz konusu ¢dozme ajanChir yag

asidin bir polioksietilen esteridir. ANG1005’e ait &érnekleyici formUllasyonlarimlz] DMSO ve
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Solutol HS 15 kapsamaktadlt] ancak, dider ¢dzme ajanlarldya bu ajanlar@ yerinde ya da
bunlara ek olarak, bulusun bilesimlerinde faydalld olabilmektedir. Bilesimler ayrich,
tamponlama ajanlarl] opsiyonel olarak tonisite ajanlarbdve hacim artlclcl |ajanlarC]

kapsamaktadlrl

Coziindiiriicii ajanlar

Bilesimler ve yontemler teknikte bilinen herhangi bir ¢dzlndirict ajanlkapsayabilmektedir.
Bu tlir ajanlar, bilesimin kiitlesinin en az %1, %2, %5, %10, %15, %20, %25, %30, %35,
%40, %50, %60 veya %70'ini kaplayabilmektedir. Ornekleyici coziindiriiciiler; suda-¢dziniir
organik ¢oziclleri (6rnegdin, polietilen glikol 300, polietilen glikol 400, etanol, propilen glikol,
gliserin, A-metil-2-pirolidon, dimetilasetamit ve dimetilsiilfoksit), iyonik olmayan surfaktanlar
{6rnegin, Cremophor EL, Cremophor RH 40, Cremophor RH 60, d~a-tokoferol polietilen glikol
1000 siksinat, polisorbat 20, poliserbat 80, Solutol HS 15 (Makrogol 15 Hidroksistearat),
sorbitan monooleat, poloksamer 407, Labrafil M-1944CS, Labrafil M-2125CS, Labrasol,
Gellucire 44/14,Softigen 767 ve PEG 300, 400 veya 1750'deki mono ve di-yag asit esterleri),
suda ¢dziinmeyen lipitler (6rnegin, hint yag[dmisIrlyag[Jpamuk tohumu yagldzeytin yad[J]
verf& G ad[dnane yadldaspir yadldsusam yagldsoya yadldhidrojenlenmis bitkisel yadlar,
hidrojenlenmis soya fasulyesi yagldve hindistancevizi yagve hurma tohumu yagmlnl orta
zincirli trigliseritleri), organik sida@r/yarCkatddr (balmumu, d-a-tokoferol, oleik asit, orta
zincirli mono ve digliseritler), siklodekstrinler (6rnedin o-siklodekstrin, p-siklodekstrin,
hidroksipropil-p-siklodekstrin ve siilfobutileter-p-siklodekstrin), ve fosfolipitler (6rnegin,
hidrojene edilmis soya fosfatidilkolin, distearcilfosfat-dylgliserol, 1-u-dimiristoilfosfatidilkolin,
1-a-dimiristoilfosfatidilgliserol) kapsamaktadlrl Mevcut bulusun liyofilize bilesimlerinde,

¢OzUnduriicii ajan bir yad asidin bir polioksietilen esteridir.

Tamponlama ajanlar(J

Bulusun bilesimleri ayn[ramanda bir veya daha fazla tamponlama ajanl_kapsamaktadir]
Hidrogfobik ajana bagl[balrak, farmasotik bilesimin pH veya tonisitesinin muhafaza edilmesi
arzu edilebilmektedir (6rnedin, aktif ajanminl bozunumunun en aza indirilmesi icin veya
tedavide kullanldidinda ajaninl glivenlidinin veya etkililiginin maksimuma ¢khrlthasOcin).
Herhangi bir 6zel pH veya pH aralldinh tamponlamaya, uygun tamponlama kullan@@rak
ulas@bilmektedir (6rnegin, pH 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0,
8.5, 9.0, 9.5, 10.0, 10.5, 11.0, 11.5, 12.0, 12.5, 13.0, veya bu degerler arasintaki herhangi
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bir aralldh). Tampon, arzu edilen tamponlama etkisine ulaslhasCcin herhangi bir gerekli
kuvvette bulunabilmektedir (6rnedin, 1 mM, 10 mM, 20 mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM, 500
mM, 1.0 M, 1.5 M, veya bu deferler arasiidaki herhangi bir aralk). Ornekleyici tampon
ajanlarsitrik asit/fosfat, asetat, barbital, borat, Britton-Robinson, kakodilat, sitrat, kollidin,
format, maleat, Mcllvaine, fosfat, Prideaux-Ward, slksinat, sitrat-fosfat-borat (Teorell-
Stanhagen), veronal asetat, MES (2- (N-mor-pholino) etansilfonik asit), BIS-TRIS (bis (2-
hidroksietil) iminotris- (hidroksimetil) metan), ADA (N- (2-asetami-do) -2-iminodiasetik asit),
ACES (N- (karbamoilmetil) -2-aminoetansiilfonaik asit), PIPES (piperazin-N, N"-bis (2-
etansiilfonik asit)), MOPSQO (3- (N-morfolino) -2-hidroksipropansiilfonik asit), BIS-TRIS
PROPAN (1,3-bis (tris (hidroksimetil) metilamino) propan), BES (N, N-bis (2-hidroksietil) -2-
amino-etansilfonaik  asit), MOPS (3- (N-morfolino)propanesiilfonik asit), TES (N-
tris(hidroksimetil) metil-2-aminoetansilfonik asit), HEPES (N-(2-hidroksiletil) piperazin-N"-(2-
etansiilfonik asit), DIPSO (3-(N,N-bis(2-hidroksietil)amino)-2-hidroksipropansilfonikasit),
MOBS (4-(N-morfolino)biitanesiilfonik asit), TAPSO (3-(N-tris(hidroksimetil)metilamino)-2-
hidroksipro-panesiilfonik asit), TRIZMA (tris(hidroksimetil-aminometan), HEPPSO (N-(2-
hidroksietil) piperazin-N'-{(2-hideksipropanesiilfonik asit), POPSO (piperazin-N, N’-bis(2-
hidroksipropansiilfonik asit)), TEA (trietanolamin), EPPS (N-{2-hidroksietil) -piperazin-N’-(3-
propansiilfonik asit), TRIKIN (N-tris(hidroksi-metil)metilglisin), GLY-GLY (glisillisin), BISIN
{N,N-bis (2-hidroksietil) glisin), HEPBS (N-{2-hidroksietil)piperazin-N'-(4-bltanesilfonik asit)),
TAPS (N-tris (hidroksimetil)metil-3-amino-propansiilfonik asit), AMPD (2-amino-2-metil-l, 3-

propandiol), ve/veya teknikte bilinen herhangi bir diger tamponu kapsamaktad(tl

Tonisite, bir tamponlama ajanink ek olarak veya bunun yerine, teknikte bilinen herhangi bir
farmasotik olarak kabul edilebilir tuz kullan@Brak muhafaze edilebilmektedir. Ornekleyici
tuzlar, sodyum asetat, sodyum laktat, sodyum klorlr, potasyum kloriir ve kalsiyum klorir{
kapsamaktad[E]l Bu tdr tuzlar ya tamponlama ajanlarCile birlikte ya da kombinasyon halinde,
arzu edilen tonisitenin muhafaza edilmesi igin yeterli bir miktarda bulunabilmektedir (6rnegin,
1 mM, 10 mM, 20 mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM, 500 mM, 1.0 M, 1.5 M, veya bu degerler
arasbdaki herhangi bir aral k).

Diger yardthc[inaddeler

Bulusa ait bilesimler ve yontemler bir hacim artclajankapsamaktad] Hacim artiticl@janlar

ozellikle farmasotik bilesimin bir dehidre (6rnegin, liyofilize) formda sadland@nda arzu

edilmektedir. Liyofilize bilesimler, agllkta %10°dan daha az (&rnedin, %8, %5, %4, %3,
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%2, %1, %0.5, %0.1, %0.05ten daha az) su veya diger ¢oziicliyl barddabilmektedir.
Parental yollar ile uygulanan dehidre bilesimler tipik olarak, bir hastaya uygulanmadan once
bir sulu gozeltide gbziindurildigi igin, dehidrasyon prosesinin yeniden gdziinmeye olanak
sadlayan bir sekilde ilerlemesi énemli olabilmektedir. Hacim artiflcl&janlar, liyofilize Grinin
daha kolaylKla yeniden ¢dzlindiriilebilmesinin temin edilmesi igin eklenebilmektedir. Bu tir
ajanlar teknikte bilinmektedir ve polietilen glikol, polivinil alkol, polivinil pirrolidin, dekstran[]
dekstroz, manitol, sikroz, laktoz, trehaloz ve sorbitol gibi sekerleri; glisin, arjinin, aspartik
asit gibi amino asitleri; ve kolajen, jelatin veya serum albumin gibi ¢oziinlr proteinleri

kapsamaktadlt]

Bilesimler ayrlch, koruyucular({6rnegin, timerosal, benzil alkol, parabenler), polietilen glikol
gibi polimerlerin proteine kovalent tutturulmashl]metal iyonlar ile kompleks olusturmay]
veya malzemenin, poliaktik asit, poliglikolik asit, hidrojeller vb. gibi polimerik bilesiklerin
partikiilat preparasyonlaribh veya Uzerine veya lipozomlarln, mikroemiulsiyonlarin misellerin,
Unilameler veya multilameler keseciklerin, eritrosit hayaletlerin veya sferoplastlarinl lizerine
dahil edilmesini icerebilmektedir. Bu tiir bilesimler, fiziksel hali, ¢6zinlrlidu, stabiliteyi, in
vivo salmb hZzlCve in vivo klerensin hzInCetkileyecektir. Kontrolll ve yavas sallnim
bilesimler, lipofilik depolarda (érnedini yad asitler, mumlar vyadlar) formdilasyonu
kapsamaktadltl Ayn[] zamanda kapsanan, polimerler (drnedin poloksamerler veya
poloksaminler) ile kaplanan partikilat bilesimleridir. Bilesimlerin dijer yapIEndlalar(d
partikiilat formlarCkoruyucu kaplamalar[dproteaz inhibitorlerini veya parenteral, pulmoner,
nazal, oral, vajinal, rektal yollarClkapsayan c¢esitli uygulama yollaribh yoneli gecirgenlik
artrikkll@rCdahil etmektedir. Bir yaplandirinada farmasotik bilesim, parenteral olarak,
parakanseral olarak, transmukozal olarak, transdermal olarak, intramiskiler olarak,
intravendz olarak, intradermal olarak, subkiitan olarak, intraperitoneal olarak, intraventrikiler

olarak, intrakraniyal olarak ve intratiméral olarak uygulanmaktad(r]

Oral kullan(tha yonelik kat[dozaj formlar[(]

Oral kullanma ydnelik formilasyonlar, toksik olmayan farmasétik olarak kabul edilebilir
yardmcinaddeler ile bir karGlmda aktif igerigi(icerikleri} barbidrdn tabletleri kapsamaktadur
ve bu tir formulasyonlar teknikte uzman kisice bilinmektedir (6rnegin, 5,817,307, 5,824,300,
5,830,456, 5,846,526, 5,882,640, 5,910,304, 6,036,949, 6,036,949, 6,372,218). Bu yardmc]
maddeler, drnegdin, inert seyrelticiler veya dolgu maddeleri {(6rnegin, siikroz, sorbitol, seker,
manitol, mikrokristalin seliiloz, patates nisastasinl_kapsayan nisastalar, kalsiyum karbonat,
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sodyum klorlir, laktoz, kalsiyum fosfat, kalsiyum sllfat, veya sodyum fosfat); ufalama ve
dagfina ajanlarmld(6rnedin, mikrokristalin selllozu kapsayan sellloz tlirevleri, patates
nisastasl kapsayan nisastalar, kroskarmelloz sodyum, aljinatlar veya aljinik asit); baglama
ajanlarQornegin, siikroz, glukoz, sorbitol, akasya, aljinik asit, sodyum aljinat, jelatin, nisasta,
onceden jelatinlestiriimis nigsasta, mikrokristalin slllloz, magnezyum aliminyum silikat,
karboksimetilseliloz  sodyum, metilselilz] hidroksipropil metilselliloz, etilseliloz,
polivinilpirrolidon, veya polietilen glikol); ve yaglama ajanlarblJglidantlarC¥e yaplsima Gnleyici
maddeleri {rnegin, magnezyum stearat, cinko stearat, stearik asit, silikalar, hidrojenlenmig
bitkisel yaglar veya talk) kapsamaktadr] Dider farmasotik olarak kabul edilebilir yardbhcC
maddeler renklendiriciler, lezzetlendirici ajanlar, nemlendiriciler, tamponlama ajanlarCive

benzeri olabilmektedir.

Tabletler kaplamasZ olabilmektedir veya tabletler opsiyonel olarak gastrointestinal traktta
absorpsiyonun ve dadlhasnil geciktiriimesi ve boylelikle daha uzun bir siire boyunca bir
yavag etkinin sadlanmasClcin bilinen teknikler ile kaplanabilmektedir. Kaplama, 6nceden
belirlenmis sekilde ajan@ salldmasCdigin uyarlanabilmektedir (6rnedin bir kontrollli salloh
formilasyonuna ulaslhasOlicin) veya mideden gecmesinin sonrasida kadar (enterik
kaplama) ajan(&janlar[dsalmamaslicin uyarlanabilmektedir. Kaplama, bir seker kaplama, bir
film kaplama (6rnegin hidroksipropik metilselilloz, metilseliillz) metil hidroksietil-seliiloz,
hidroksipropilseliiloz, karboksimetilsellillz) akrilat kopolimerler, polietilen glikoller, ve/veya
polivinilpirrolidona dayanarak), veya bir enterik kaplama {6rnegin, metakrilik asit kopolimer,
selilloz asetat ftalat, hidroksipropil metilseliloz ftalat, hidroksipropil metilseliiloz asteta
silksinat, polivinil asetat ftalat, selak ve/veya etilseliloza dayanarak) olabilmektedir. Ayrich,
ornedin, gliseril monostearat veya gliseril distearat gibi bir zaman geciktirici malzeme
kullanIdbilmektedir.

Kat(tablet bilesimleri, istenmeyen kimyasal dedisikliklerden (&rnedin, aktif maddelerin
sallmbdan o6nce kimyasal bozunum) bilesimin korunmasUigin uyarlanmisl bir kaplamay[J
kapsayabilmektedir. Kaplama, yukarlda gecgen, Encyclopedia of Pharmaceutical Technology

eserinde agklanan ile benzer sekilde katCdlozaj formunda uygulanabilmektedir.

Oral kullanlma y6nelik formilasyonlar aynZamanda, cignenebilir tabletler veya aktif icerigin

bir inert katC3eyreltici ile karStld Gl{6rnedin patates nisastasllaktoz, mikrokristalin selliloz,

kalsiyum karbonat, kalsiyum fosfat veya kaolin) sert jelatin kapsiiller olarak veya aktif igerigin

su veya bir yag ortam[Jérnedin yerftGlyaddsiI parafin veya zeytin yagCile karBtrIdGO]
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yumusak jelatin kapstller olarak sunulabilmektedir. Tozlar ve granilatlar, drnedin bir mikser,
bir akiskan yatak aparatClveya spreyle kurutma techizat[kullanldrak geleneksel sekilde
tabletler ve kapsiiller altinda yukar(da bahsedilen igerikler kullanIdrak hazldanabilmektedir.

Tedavi yontemleri

Acklanan, burada acgklanan ajanlarOkullanan tedavi yontemleridir. Burada aclklanan
antikanser ajanlarQ¥e konjugatlar(ornedin ANG 1005), teknikte bilinen herhangi bir kanserin
tedavi edilmesi icin kullanldbilmektedir. Burada agklanan peptitleri kapsayan konjugatlar,
BBB'yi (ornedin, AngioPep-6 araclfliyla AngioPep-1) gecebilmektedir veya bu yiizden
herhangi bir beyin veya merkezi sinir sistemi hastal@nl{6rnegin, gliyoblastom, astrositom,
gliyoma, meduloblasyoma ve oligodenroma, nérogliyoma, ependimoma ve meningiyoma gibi
bir beyin kanseri) tedavi etmek (zere kullan@Ebilmektedir. Bu konjugatlar aynCzamanda
karaciger, akcidere, bobrede, dalada veya kasa etkili bir sekilde tashbilmektedir (6rnedin,
AngioPep-7 aracllflyla AngioPep-1) ve bu yiizden, bu dokular ile iliskilendirilen bir hastal@
(6rnedin, hepatoseliller karsinom, karaciger kanseri, kiigik hiicreli karsinom (&rnegin, kiiclk
hiicreli kanser), karlSKl kiigiik hiicreli/bliylk hiicreli karsinom, birlestirilmis kiiclk hicreli
karsinom ve metastatik timdérler gibi bir kanser) tedavi etmek (zere uygun bir terapftik ajan
ile badlantlDolarak kullanl@bilmektedir. Metastatik tlimorler, meme kanserini, kolon
kanserini, prostat kanserini, sarkomayoyldmesane kanserini, néroblastomu, Wilm timoérin,
lenfomay[1JHodgkin disldenfomaylJve belirli T-hicresi lenfomalarinlkapsayan, herhangi bir
doku kanserinden kaynaklanahilmektedir. Bulusun bir bilesimi ile tedavi edilebilen ek
drnekleyici kanserler; hepatoseliler karsinom, meme kanseri, mantle hicreli lenfoma,
Hodgkins dlsTTenfoma, adenoma, skuamdz hiicreli karsinomu, larengeal karsinomu gibi cesitli
karsinomlarCkapsayan bas ve boyun kanserleri, retina kanserleri, 6zofagus kanserleri, ¢oklu
miyelom, over kanseri, rahim kanseri, melanom, kolorektal kanser, mesane kanseri, prostat
kanseri, akcider kanseri (kiiclk olmayan hiicreli akciger karsinomunu kapsayan), pankreas
kanseri, rahim agzlkanseri, bas boyun kanseri, deri kanserleri, nazofaringeal karsinom,
liposarkoma, epitelyal karsinom, ranl hiicreli karsinom, safra kesesi adenokarsinom, parotis
adenokarsinom, endometriyal sarkom, ¢oklu ilaca direngli kanserler; ve tUmor anjiyojenezi ile
iliskili neovaskiilerizasyo, makiler dejenerasyon (ornedin, [slak/kuru AMD), komeal
neovaskllerizasyonu, diyabetik retinopati, neovaskiler glakom, miyopik dejenerasyongibi
profileratif hastallklar ve durumlar ve restenoz ve polikistik bdbrek hastal@gibi diger
profileratif hastalklarClve durumlarCkapsamaktadicl BBB boyunca etkili bir sekilde tagnhn
vektor ile tedavi edilebilen beyin kanserleri, astrositom, pilositik astrositom, disembriyoplastik
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ndroepitelyal timor, oligodendrogliomalar, ependimoma, gliyoblastom multiforme, karlgk
gliyomalar, oligoastrositomlar, medullablastom, retinoblastom, néroblastom germinoma ve

teratomay kapsamaktad|[rl

Bulusa ait bir bilesim, bir siijeye teknikte bilinen herhangi bir yol ile; drnedin, oral olarak,
intraarteriyel olarak, intranazal olarak, intraperitoneal olarak, intravenoz olarak,
intramuskdiler olarak, subkitan olarak, transdermal clarak veya agzéan uygulanabilmektedir.

Ajan, drnegin, bir anti-anjiyojenik bilesik olabilmektedir.

Dozajlar

Burada ag¢klanan ydntemler kullanldrak belirlenen veya burada aglklanan herhangi bir
konjugat veya bilesimin dozajCbirkag unsura badlCblup, sunlarCkapsamaktadlE uygulama
yontemi, tedavi edilecek hastalkK (6rnedin, kanser), hastal@l siddeti, kanserin tedavi
edilecegdi yoksa énlenecedi mi, ve tedavi edilecek sUjenin yag[ kilosu ve saglgl]

AcKlanan ydntemlere gdre, bir slijeye bir vektérin, konjugatl veya bilesimin uygulamasniin,
Ozel bir uygulama bicimin, dozaja veya dozlama sKi@ing shlrlrblimasCamaclanmaktadlr}
bulug, tim uygulama bicimlerini tasarlamaktadlr] Konjugat, veya bilesim, sijeye bir tek doz
halinde veya coklu dozlar halinde uygulanabilmektedir. Ornegin, tarama ydntemleri
kullanldrak burada agklanan veya belirlenen bir bilesik, haftada bir defa, 6rnegin 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 10, 15, 20, veya daha fazla hafta icin uygulanabilmektedir. Herhangi bir belirli
sijejeye yonelik olarak, spesifik dozaj rejimlerinin; bireysel ihtiyaca ve bilesimleri uygulayan
veya uygulamaygozetleyen kisinin profesyonel kararlbb gore zaman icinde ayarlanmas]
gerektigi anlaglaktad® Ornegin, bir bilesimin dozajl]diisik doz burada acKlanan bir
hastal@nl (ornedin kanser) tedavi edilmesi igin yeterli etkinlidi sadlamamakta ise
artfIdbilmektedir. Buna karslIkl olarak, bilesimin dozajldhastall§nl (6rnedin kanser) azalmas[]

veya ortadan kalkmas[halinde azaltIdbilmektedir.

Uzman doktorun sonug olarak uygun miktar ve dozaj rejimine karar verecek olmasinh karsh]

burada agklanan bir terapétik olarak etkili miktarda vektor, konjugat veya bilesim, 6rnegin,

0.0035 ug ila 20 pg/kg viicut agdgiZhin veya 0.010 ug ila 140 ng/kg vicut agldgizhafta

aralidinda olabilmektedir. Arzu edilen sekilde terapétik olarak etkili miktar, ginlik, iki giinde

bir, veya haftada iki defa uygulanan 0.025 ng ila 10 pg/kg, 6rnedin, en az 0.025, 0.035,

0.05, 0.075, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, veya 9.0 ng/kg
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viicut agdfChral Gindadc] Ek olarak, terapotik olarak etkili miktar, haftada bir, iki haftada
bir, haftada li¢ defa veya ayda bir defa uygulanan 0.05 ug ila 20 pg/kg, 6rnedin, en az 0.05,
0.7, 0.15, 0.2, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 10.0, 12.0, 14.0, 16.0, veya 18.0 pg/kg
vicut agMgCaral@inda olabilmektedir. Ayrich bir terapdtik olarak etkili miktarda bir bilegik,
ornegin, iki giinde bir, haftada bir defa, iki haftada bir defa veya her li¢ haftada bir
uygulanan 0.1 mg/m? ila 2,000 mg/m? aral@nda olabilmektedir. Ornegin, ANG1005, her bir,
iki, Ug, dort haftada veya ayda bir veya iki ayda bir 50, 100, 200, 300, 400, 420, 500, 600,
700, 800, veya 1,000 mg/m®de uygulanabilmektedir. Bir &zel drnekte, ANG1005, her (g
haftada bir 300 mg/m? veya 420 mg/m*de uygulanmaktadltl Baska bir yap@ndEnalarda,
terapotik olarak etkili miktar, ginlik, iki giinde bir, giinde iki defa, haftada iki defa, haftalkl
veya iki haftada bir uygulanan bilesigin 1000 pg/m? ila 20,000 ug/m?, drnedin, en az 1000,
1500, 4000, veya 14,000 ug/m? aral GiAkdad ]

Asagldbki 6rneklerin, bulusu shiltlamaktansa orneklerle agklamas@maglanmaktad (]

Ornek 1

ANG1005'in Coziiniirliigi

ANG1005°in ¢oziiniirliigii, ¢ok saylda coziici ve siirfaktanda test edilmistir. Tek ajanlardan
elde edilen bulgular asagldaki Tablo 13'te g6sterilmektedir.

Tablo 13: Tek ajanlar olarak test edilen c¢bziicilerin/sirfaktanlard ANG1005
coziiniirlestirme Listesi

Coziiciiler/siirfaktanlar Coziiniirliik Konsantrasyon
Asetonitril (%100) Hay(£]

EtOH dehidre Hay ]

Metil-tert-biitil-eter Hay ]

Aseton Haylt]

Etil asetat HayE

Etil-biitil alkol Hay[F]

N,N-Dimetilasetamid Evet 25 mg/ml

DMSO Evet 120 mg/ml
Polisorbat 80 (Tween 80) Hay ]

Cremophor EL Hay [

Cremophor ELP (BASF) Hay[

PEG 300 Haylr]
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PEG Hay[]

PEG Hay[
Polivinilpirrolidon {Kollidon 17) Hay ]
Polivinilpirrolidon {Kollidon 19} Haylr]
Siklodekstrin Hay [
Labrafil Hay ]

ANG1005'in ¢oziintrliigl ayn[Zzamanda goziicli/stirfaktan kombinasyonlarinda test edilmistir.

Bu bulgular Tablo 14'te gosteriimektedir.

4 5.25 4.0 (x0.5) Ayarlama yok 4,8 (+0.2) 42°C
5 4,50 4.0 (£ 0.5) Ayarlama yok 4.0 £ 46°C
4.75 4.0 (£ 0.5) Ayarlama yok 4,3 (£ 0.2) 46°C
5.00 4.0 (£ 0.5) Avarlama yok 4.5 (£ 0.2) 46°C
5.25 4.0 (£ 0.5) Ayarlama yok 4,8 (£ 0.2) 46°C
9 4.50 4.0 (£ 0.5) Ayarlama yok 4.0 50°C
10 4,75 4.0 (£ 0.5) Ayarlama yok 4,3 (£ 0.2) 50°C
11 5.00 4.0 (£ 0.5) Ayarlama yok 4,5 (+ 0.2) 50°C
12 5.25 4.0(+0.5) Ayarlama yok 4,8 (+0.2) 50°C
Pilot | Hedef nihai | DMSO pH Solutol/tampon:80/20 |Tampon pH IsEma
pH (%5) (%25} (%70) sCaklgO
13 4.50 4.0 (£ 0.5) pH=5.0 (% 0.5) 5.0 (£ 0.2) 50°C
14 4,75 4.0 (£ 0.5} pH=5.5 (+ 0.5} 55(+0.2) 50°C
15 5.00 4.0 (£ 0.5) pH=6.0 (% 0.5) 55(x0.2) 50°C
16 5.25 4.0 (£ 0.5} pH=6.5 (£ 0.5} 6.0 (£ 0.2) 50°C
Pilot | Hedef nihai| DMSO pH Solutol/su-HCI 80/20 |Tampon pH IsEma
pH (%b) (%25} (%70) sicakllgd
17 5.00 4.0 (£ 0.5} pH=6.0 ( 0.5} 55(x0.2) 50°C

Bu deneylerin bulgularC@sadldbki Tablo 16'da gosterilmektedir.
Tablo 16

Pilot Hedef pH |Saflk (%) | DMSO (ppm)* (Gorligler
1 4.50 95.9 5855 hzl[dberrak sulandit] sonrasiida bulanlkl
2 4.75 94.0 6488 hZLberrak sulandle] TAMAM
3 5.00 95.0 6256 hZ[dberrak sulandlc] TAMAM
4 5.25 95.4 6382 h&[dberrak sulandlt] TAMAM
5 4.50 96.0 6818 hz[dberrak sulandlt] sonrasinda bulan(kl
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6 4.75 94.4 6330 hZ[berrak sulandic] TAMAM
7 5.00 94.6 6806 h&Zdberrak sulandlcl TAMAM
8 5.25 94.0 6930 h@Zdberrak sulandlt] TAMAM
9 4.50 95.2 6235 h&[berrak sulandlt] TAMAM
10 4.75 93.8 6932 hzl[dberrak sulandic] TAMAM
11 5.00 95.1 6302 hzl[dberrak sulandir] TAMAM
12 (ref.) 5.25 93.9 7846 hEberrak sulandEl TAMAM
13 4.50 97.6 7035 bulanKsuland[t] (++)
14 4.75 97.4 7071 hZ[dberrak sulandlr] sonrasia bulanklve
cokelek
15 5.00 95,4-94,3 6818 hzllberrak sulandir] TAMAM
Tablo 14: Kombinasyon halinde test edilen ¢6ziicilerin/siirfaktanlarid ANG1005
g¢oziiniirlestirme Listesi
Coziiciiler/stirfaktanlar Coziiniirliik Konsantrasyon
EtOH/Tween 80 Hayltl
EtOH/Cremophor EL Hay(d
EtOH/Cremophor ELP Hayl
EtOH/PEG HayOl
EtOH/Polivinilpirrolidon Hayltl
Solutol HS15/Tampon {mikrodalga BlEnaslile) |Evet &6 mg/ml
EtOH/Solutol HS15/Tampon (75°C) Evet & mg/ml
DMSO/Solutol HS15/Tampon (50°C) Evet 6 mg/ml
DMSO/Tween80/Tampon (65°C) Evet 6 mag/ml
DMS0O/Cremopher/Tampon (65°C) Evet 6 mg/ml
Ornek 2

ANG1005 Cozunirlestirme kosullard

ANG1005 liyofilizasyona yénelik preparasyonda birkag ¢dziinlirlestirme kosullarbh tabi
tutulmustur. Bu bulgularlil bir 6zeti asaglda gosterilmektedir. Yukaridb agkland@izere,
ANG1005 ilk olarak DMSO'da ¢bzundirilmuistir. Bu karlsima, [SIElrhis] Solutol veya Solutol
tamponu kombinasyonu eklenmistir. Son olarak, glisin tamponu, ANG1005/DM-SO/Solutol
karlsImh[nk eklenmistir. Tablo 15'deki ¢oziin(rllistirme kosullar(bu yizden test edilmistir.
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Tablo 15: ANG1005'in ¢éziniirlestirmesi

Pilot |Hedef nihai pH |DMSO pH|Solutol Tampon pH |IsEma slcakl§C
{%5) {%20) (%75)
1 4.50 4.0 (£ 0.5) Ayarlama yok 4.0 (£ 0.2) 42¢C
4.75 4.0 {£0.5) Ayarlama yok 4,3 (£ 0.2) 42°C
5.00 4.0 (£ 0.5) Ayarlama yok 4.5 (£ 0.2) 42°C
16 5.25 95,9-96.2 7155 h&(berrak sulandl TAMAM
17 5.00 96.5 6163 bulanklsulandlt] {(++)

Bu bulgulara dayanarak, formiilasyonun 40 ve 50°C araslodaki sichklklarda islenebilecegini
saptadkl Cozeltinin pH'[dpH 4.5 sulanditinasChulankl ¢ozeltiler ile sonuglanabilecedi igin,
Solutol HS 15 ile misellerin olugumunun sadlanmaslikin 4.5'in Gzerinde olmalldic] ANG1005'in

eklenmesinden dnce Solutol HS15'in asidifikasyonu bozunumunu en aza indirmektedir.

Ornek 3

Liyofilizasyon Kosullar(]

Coziindlrmeyi takiben, ANG1005 karlglm[kulu tamponda (6rnegin, glisin tamponu, HCI,
manitol ve sodyum Kkloriir ile 5.0'a ayarlanmlisl pH) seyreltiimis, dondurulmus ve liyofilize

edilmistir. Ornekleyici kosullar yukar@daki Tablo 4'te agKlanmaktadd

-70°C ila 25°C araslniaki ylk slchklKlar[$egment bir igin test edilmistir. Segment 2 igin artls]
sUresi, segmentler 1 ve 3'teki slchklklar arasidaki farka gore dedistirilmistir ve altCkaat
kadar olabilmektedir. Segment 3‘Un, en az 12 saat gerceklestirilmesi gerektigini, glinki
zaman cergevelerinin liyofilize kesin bir gokelmesi ile sonugland(Ginl $aptadkl Segmentler 8
ve 9, Urlin slchki@nInl ikincil kurutma skdshda 18°C ila 21°C araslida olmashlnl temin
edilmesi icin yukaridh gosterilen skEhkiKar dahilinde ayarlanabilmektedir. Uriin, erimeden
kaghllhasd icin  25°C'nin  altlda muhafaza  edilmelidir.  Burada  aclklanan
¢ozindrlestirme/liyofilizasyon  protokolleri  kullanldrak, baz[d durumlarda, Tablo 17de
gosterildigi (izere %1'den daha az kalnt[DMSO ile %96'dan daha biiylk safllklile bir Griin
uretebildik.

57



10

15

Tablo 17

Tablo 17: Enjeksiyon icin ANG1005’'in GMP y(jnMa yénelik
énemli bulgular

Co807121 C0907124 (C1007135
SaflK %93.3 %90.9 %96.5
2:1 konjugat %4.6 %6.4 %2.2
Tahlil %93.8 %94.2 %100.4
Su %0.2 %40.1 %0.05
DMSO %8.2 %2.4 %0.6

1007135 y@Ininlnl ve dider yldnlarnl ek karakterizasyonu asadldeki Tablo 18'de
gdsterilmektedir.
Tablo 18
Lot Numaras[] C1007135 | C0108002 | C0308011 (CO608030 (C1108062
Saflkl %96.5 %96.9 %95.5 %95.6 %96.9
2:1 konjugat %2.2 %1.4 %2.0 %2.7 %2.3
Tahlil %100.4 %97.2 %100.7 %102.6 %105.7
Toplam Ilgili Maddeler %3.5 %3.1 %5.0 %4.4 %3.1
Konjuge edilmemis ND ND ND ND ND
AngioPep-2
Konjuge edilmemis %0.9 %0.6 %1.0 %0.7 %0.5
Paklitaksel
1:1 Konjugat ND ND ND ND ND
Bilinmeyen %0.5 %1.0 %1.0 %1.0 %0.4
Su Icerigi %0.05 %0.04 %0.05 %0.12 %0.03
DMSO %0.65 %0.54 %0.37 %0.54 %0.64
ND = tespit edilemedi

Ornek 4

Liyofilize ANG1005’in Yeniden Siispansiyonu

Asagldbki prosediir, sulu gozeltide ANG1005 liyofilize formiilasyonun ¢oziindirilmesi ve

siispansiyon halinde tutulmasOcin gelistirilmistir. Ozetlenen prosediir, 120 mg ANG1005

barmd[ran bir tek flakeon igin uygundur.

ANG1005 flakonu oda sicaklinda dengelenmistir. Flakon sonrasida havalandrlithstE] Bir
18G 1 1/2” idnenin takGIbir 20 cc sltia ile, 4 ml'lik anhidrik etanol flakonun yanhdan
asag[yavasca (yani, yaklaskl 30 saniye) enjekte edilmistir. Flakon sonrasida, 10 dakika
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boyunca bir bas edme karStIIES[lizerine verlestiriimisti, bu etanoliin keki yavasca

nemlendirmesi, boylelikle bir siite benzer suspansiyonun saglanmaslile sonuglanmtl

Flakon sonrasinda karstiriciden ¢Kbrlthistrlve bir 18G 1.5” ignenin takld@lbir 20-cc plastik
skklhga ile, %5 oranda dekstroza sahip 12 mllik Ringer flakonun yanbh asadiyh enjekte
edilmistir. Flakon sonrasiida 5 dakika boyunca bas egme karBtESIOIN (izerine
yerlestirilmistir. Flakon sonraslda, 180 derece dondirilmuistir ve sonrasida 5 dakika daha
bas egme karEticisinda karitrihaya devam edilmistir. Bu noktada, siispansiyon ¢ok az
kopliklenme ile berrak idi. Flakon sonrashda, sonraki adfa gecilmeden dnce (&rnedin
enjeksiyon icin seyreltme, analiz) bes dakika boyunca tezgah (zerinde beklemeye
blrak It st

Alternatif seyrelticiler aynCzamanda test edilmistir (Tablo 19). Bu seyrelticilerin kullan Dol
tam ¢ozlindiirme ile berrak gozeltiyle sonuglanmasibh karsh] bunlar oda slchki@inda %5
oranliida desktroz ve etanole sahip laktat Ringerin karlslmnHan daha blylk ANG1005

bozunum ile sonuglanmIst(tl

Tablo 19: Yeniden Siispansiyona yonelik alternatif
seyrelticiler

Miktar Kosullar
Enjeksiyonluk su 16 ml 40 ila 50°C'ye [SE]

Enjeksiyona/Etanole yonelik {12 ml + 4 ml RT
su

D5W 16 ml 40 ila 50°C'ye It
D5W/Etanol 122ml+4ml [RT
Lactat Ringer-D5W 16 ml 40 ila 50°C'ye BIX

Ornek 5

Ek tamponlard ve hacim artrIdChjanlar(d test edilmesi

Kalmk[IDMSO'nun (%0.5) azaltlthasCve liyofilizasyon dongistnin (5 glin) kishltIhashh
yonelik hedefler ile ek gabalar gdsterilmigtir.

Formilasyonun ¢esitli yardimcChaddelerinin (6zellikle glisin ve sodyum klorlir), dénglnin

ikincil kurutmas$kasida DMSO'nun giderilmesinin azalmisl etkililigi ile sonuclanmst) NaCl,

Glisin, manitol ve su olmadan yapllan formiilasyonlar, cok daha diisitk DSMO igerigi {yaklaskl
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%0.01) ile sonuglanmiStlic] Bununla hirlikte manitol olmadan, kek mum benzeri idi (esas
olarak Solutol'den olusan). Bu disik DMSQO formulasyonlar@nl tim, etanol ve D5W/laktat
ringeri kullan@3rak sulandlinada basarlszl olmustur. Ek olarak glisin bulunmad(@inda, pH

kontrol edilmemistir. Bu durum ANG1005‘in bozunumu ile sonuglanmist(rl

Boylelikle, ek bir testte, manitol, bir hacim artlflcl&jan olarak tutulmustur, glisin, sitrik asit ve
laktik asit kapsayan tamponlar ile degistirilmistir ve sodyum kloriir giderilmistir. Bu
formiilasyonlar, bir daha klsh liyofilizasyon déngisi kullanldrak, yine %0.05 oranlbda kal k(]
DMSQ'ya sahip kekler ile sonuglanmstE] Bu seviyede DMSQ'da, kek ¢dziinlr degildi. Bir ek
formiilasyonda, soya lesitin manitollin yerine kullanit&tE] Bu durum %0.2 oranlbda kallnk[]
DMSO ile sonuglanmistle]l %0.2 orania kallbk[1DMSO'da, kek Etanol ve D5W/LR'de
¢dzUndrdir. Bu yiizden, minimum %0.2 ila 0.4 oranbkda DMSQO'nun, flakonlarnl sulandtithas[]
ve inflizyon torbash ek seyreltime icin gerekli olabilecedini diistinmekteyiz. Liyofilizasyon
suresi, bu aralkta DMSO konsantrasyonlarihb olanak saglanmasCigin buna uyumlu olarak
ayarlanabilmektedir.

Bu testlerde kullanl@n bilesimler su sekilde detaylandtlhaktadl(Tablolar 20 ila 22).

Tablo 20: Liyofilizasyondan dnce bilesim

ag Kkl cinsinden % Tedarikgi F-37 F-38 F-39 F-40
ANG1005 0.72 0.72 0.72 0.72
Solutol HS15 24.92 24.88 24.83 24.88
DMSO, USP Gaylord 13.39 13.35 13.32 13.36
1N HCl 0.311 0.311 0.306 0.311
Sitrik asit 0.04
Laktik asit** 0.21 0.42 0.21
Manitol 1.54 1.53 1.53
Soya lesitin PL90G 1.53
Enjeksiyonluk su 59.08 59.00 58.86 59.00
Toplam 100.00 100.00 100.00 100.00

**suda %85

Solutol/API oran[ANG yIgInl kaydndaki ile ayn(dir]

DMSO/HCI oran[ANG y@I0 kayd idaki ile ayn(did)

Sitrik asit kons pH 5in sadlanmaskin segilmektedir (F-34'e dayanan)

Laktik asit kons pH 5in (F38) ve disik (F39) sadlanmas(kin hesaplanmaktad(t)
Sudaki manitol kons ANG y(@nl kayd Baki ile ayn(dlE]

Soya lesitin manitoliin degistirilmesi icin bir “¢6zinir" hacim artfELajand ]
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Tablo 21: Bilesik haz[dama

tablosu
Mg/tiip Derece & Lot F-37 F-38 F-39 F-40
ANG1005 184 184 184 184
Solutol HS15 6328 | 6328 6328 6328
DMSO, USP 3399 | 3399 3395 3399
1N HCI 79 79 78 79
Sitrik asit 10
Laktik asit** 54 108 54
Manitol 390 390 390
Sova lesitin 390
Enjeksiyonluk su 15000 | 15000 15000 | 15000
Toplam 25390 | 25434 25483 | 25434
Toplam Kuru agkl 6991 7035 7088 7035
**suda %85
Tablo 22: Liyofilizasyon sonras[bilesim tablosu
addKcinsinden % | Tedarikgi | F-37 F-38 F-39 F-40
ANG1005 2.64 2.62 2.60 2.62
Solutol HS15 90.65 |89.95 |89.28 ([85.95
DMSO, USP Gaylord
1N HCI 1.13 1.12 1.10 1.12
Sitrik asit 0.14
Laktik asit** 0.77 1.52 0.77
Manitol 5.59 5.54 5.50
Soya lesitin 5.54
Enjeksiyonluk su
Toplam 100.0 |100.0 |100.0 |100.0
**suda %85
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Bilesimler su sekilde hazanm(stid DMSO/HCI stodu, bir 50 ml’lik Falceon tiipliniin icine 0.5 g
1IN HCI standart c¢ézeltisinin tartlthasOile hazlllanmBtiEl 21.5 g DMSO eklenmistir ve
DMSO+1N HCI stodunun elde edilmesi igin iyice kar(gtrImstir]

Her bir bilesim icin, manitol, Solutol, sitrik ve laktik asit ve WFI tartlthistrlve bir 50 ml Falcon
tipniin igine yerlestirilmistir. Icerikler céziindirilmek iizere iyice karStEIhEIE Tipler
kapatThiSti] ve 51°Cye BEIMEIE] (“tampon karSIm). Baska bir 50 ml ANG 1005'n
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tartIthaskin kullan Bt DMSO/HCI stogunu sonrasda eklenmistir ve ¢ozelti berraklagsana
kadar vorteks ile iyice kartimistk]l IsEldn tampon karlsIm[] vortekslenirken
DMSO/ANG1005 karslmnh yavasca eklenmistir. KarlsInhlar sonrasibba RT'ye sogutulmustur.
1700-1730 mq'lKl cdzelti sonrasinda her bir flakona yerlestirilmistir. Cézelti burada aclklanan
sekilde liyofilize edilmistir. Bilesik -20°C’de muhafaza edilmistir.

Cozeltiler sonrasinda sulandlciha yetenekleri igin test edilmigtir. Cozeltilerin sulandtithas[]
igin etanol eklenmistir ve karlstirIhistir]l Ringer laktat ¢ozeltisi sonrasioda eklenmistir.

Miktarlar Tablo 23'te gosterilmektedir.

Tablo 23: Sulandfma Hacmi

flakon basHa ag@ K Ref Uriinii  |F-37 ila F-40
API {mg) 125 12.5
Etanol (mg) 3234 3234
D5W'e (mg) sahip Ringer laktat 12186 1218.6

Sulandlmnan[nl basar[Mélmas[halinde, o zaman numune goriinimil kaydedilmistir (mikroskop
altinda renk, kristal veya kat[PPT vb.) Bir alikuot sonrasinda HPLC (6rnegin tahlil ve saflk) ile
analiz edilmistir. pH aynZamanda olcilebilmektedir.

Ornek 6

Liyofilize ANG1005 diriiniiniin stabilite testi

ANG1005 drunUndn bir sire boyunca stabilite testi test edilmistir. Yaklaskl -15°C'de

muhafaza edilen liyofilize Griin, etkinligi, safl@lJgérinimi, pH'¥e bozunumu igin izlenmistir.

Bu testlerin sonuclarCasaddiki Tablo 24te gosterilmektedir.
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Tablo 24: Lot Numaras[€1007135 -15 + 5°C’de Muhafaza edilmis, Enjeksiyona yonelik Stabilite Bulgular

Enjeksiyona yénelik ANG1005 Lot Numaras[€1007135 Kuvvet: 120 mg/flakon oranida ANG1005
Uretim Tarihi: Ekim 2007 Stabilite GallsmasBaslangTarihi: Kaskh
Paket: 15 mm Daikyo tlphsha sahip, 50 mllik flakon Callsima Stresi: 24 ay
ve 15 mm’lik gegme kapak

Testler Baglangld |1 Ay 2 Ay 3 Ay 6 Ay 9 Ay 12 ay 16 ay
Goriinim Uyumlu Uyumlu Uyumlu Uyumlu Uyumlu Uyumlu Uyumlu Uyumlu
Gozeltinin berrakl@¥e batinlugi Uyumlu Uyumlu Uyumlu Uyumlu Uyumlu Uyumlu Uyumlu Uyumlu

PH 5.2 5.9 5.5 5.5 5.5 5.8 5.8 5.7

Su Igerigi %0.1 %0.1 %0.1 %0.1 %0.1 ND ND %0.1

Tahlil (agdK cinsinden) %100.4 %97.6 %98.4 %97.5 %93.7 %103.3 %103.5 %101.3
Saflk %96.5 %97.4 %97.2 %96.7 %96.2 %97.3 %97.4 %97.2

2:1 Konjugat %2.2 %1.4 %1.5 %1.5 %1.4 %1.3 %1.2 %1.4
Paklitaksel %0.9 %0.6 %0.7 %0.6 %1.1 %0.5 %0.5 %0.6
Bilinmeyen lgili Maddeler %0.5 %0.4 %0.4 %1.2 %1.3 %0.8 %0.8 %0.8

Imp RRT0.60 ND ND ND ND ND ND ND ND

Imp RRTO.61 ND ND ND ND ND ND ND ND

Imp RRTO0.62 ND ND ND ND ND ND ND ND

Imp RRTO0.64 ND ND ND ND ND ND ND ND

Imp RRTO.66 ND ND ND ND ND ND ND ND

Imp RRTO0.79 ND ND ND ND ND ND ND ND

Imp RRTO0.83 %0.1 ND ND ND %0.1 ND ND ND

Imp RRT0.91 ND ND ND ND ND ND ND ND

Imp RRTO0.93 %0.3 %0.3 %0.3 %0.3 %0.3 %0.3 %0.3 %0.3

Imp RRTO0.95 ND ND ND %0.1 ND ND %0.1 %0.1

Imp RRTO0.98 ND ND ND %0.3 %0.2 ND ND %0.2

Imp RRT 1.03 ND %0.2 %0.2 %0.2 %0.1 ND ND ND

Imp RRT 1.04 %0.2 ND ND ND %0.2 ND %0.2 %0.1

Imp RRT 1.06 %0.1 %0.1 %0.1 %0.2 %0.2 %0.5 %0.2 %0.1
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Imp RRT 1.07 %0.1 %0.1 ND %0.2 ND ND ND ND
Sterilite Steril N/Ap N/Ap N/Ap N/Ap N/Ap Steril N/Ap
Partikiilat Madde Uyumlu N/Ap N/Ap N/Ap N/Ap N/Ap Uyumlu N/Ap
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Ornek 7

Sulandirmay[takiben ANG1005 iriiniiniin stabilitesi

Birkag deney, cozeltiye sulandeinaytakiben ANG10057in stabilitesinin dederlendirilmesi icin
gerceklestiriimektedir. Bu deneyler asadldh a¢klanmaktad(t]

Deney 1

Enjeksiyona yonelik ANG1005'n lot numaras[C0108002'den lriin, burada agKklanan sekilde
1.0 ila 2.0 mg/mllik bir konsantrasyona sulandhistil 2.0 mg/mllik ANG1005in
konsantrasyonu onceden, IND'de énceden sunuldugu Gzere klinik kullanimh icin en uygun
olarak saptanmBil Bu preliminer deneyler cam flakonlarda kiclk hacimler halinde
yUritiilmastir. Numuneler oda sichki@nda tutulmustur ve gesitli zaman noktalarinda gdrsel

olarak incelenmistir. Segilen numuneler HPLC analizinden 6nce filtrelenmistir.

Tablo 25, zaman icinde test edilen konsantrasyonlar boyunca ¢ozeltilerin gorsel berraklGInC
gostermektedir. BulanK gorlinimiin, hem konsantrasyon hem de zaman ile iligkili oldugu
gorilmektedir. Secilen numunelerin HPLC analizi, tek ANG1005 pikinin gesitli zaman noktalar
boyunca saflk olarak buyiik 6lciide dedismedigini ortaya ¢KhrmBStE Ilgili maddelerin
profilinde degisiklik gdzlemlenmemistir (Tablo 26). iki ilgili madde piki not edilmistir ve 2:1
konjugat (RTT 0.88) ve konjuge edilmemis paklitaksel (RTT 0.95) olarak belirlenmistir. Bir
pik, 1.15 (8.1 dakika) bir RRT ile gb6zlemlenmistir; bu pik, aynlzamanda bos
kromatogramlarda bulundudu icin, HPLC kolonundan bir safsZIktIr]

Tablo 25: D5W'da seyreltilmis suland(rlin[g ANG1005'in gérsel
goriinimii

Osa 1sa 2sa 3sa 4sa 6sa

1.0 mg/ml Berrak Berrak Berrak Berrak Berrak X

1.5 mg/ml Berrak Berrak X X XX XXX
2.0 mg/ml Berrak X XX XX XXX XXX
X: Cok az bulankl

XX: Bulanlkl

XXX: Cok bulankl
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Tablo 26: D5W'te seyreltilmis Enjeksiyonluk suland(rllin(s) ANG1005'in safllg[]

Osa 1.5sa 3.5sa 6sa
%697.3 %97.1
1.0 mg/ml  |Ilgili Maddeler: NT Tigili Maddeler: NT
%1.3 (0.88) %1.4 (0.88)
%1.4 (0.95) %1.5 (0.95)
%%97.3 %%97.1 %96.8
1.5 mg/ml  |Ilgili Maddeler: figili Maddeler: NT flgili Maddeler:
%1.3 (0.88) %1.4 (0.88) %1.5 (0.88)
%1.4 (0.95) %1.5 (0.95) %1.7 (0.95)
%97.2 %97.1
2.0 mg/ml  |Ilgili Maddeler: Tlgili Maddeler: NT NT

%1.3 (0.88)
%1.5 (0.95)

%1.4 (0.88)
%1.5 (0.95)

NT = Test edilmemig
flgili maddeler: parantez icindeki bajCalkbnma siiresi ile %0.5ten daha biiyiik tek pik raporlamaktad (@
RRT 0.88'de ilgili madde, 2:1 konjugatTemsil etmektedir
RRT 0.95'te ilgili madde, konjuge edilmemis paklitakseli temsil etmektedir

Not: Bir pik, 1.15 (8.1 dk) bagThlkbnma siresi ile gbzlemlenmistir; bu pik,

ayn[Zamanda bos kromategramda bulundugu tizere HPLC kolonundan bir safsizlkt ]

Deney 2

Deney 1'de elde edilen 1.0 mg/ml'de stabilite bulgularinlnl onaylanmasligin, bir ek gallsina,
klinik kullanimha yénelik kosullar altibida yuratilmustir. C0108002 lot numaralllenjeksiyona
yonelik ANG1005,
konsantrasyonun hazlfanmasCicin aglklanan sekilde sulandlthistlk] Cozelti, saflkl veya ilgili
madde profilleri bak@Bdan énemli bir degisiklik olmadan oda slcakl@inda 6-saatlik gézlem
periyodunda gérsel olarak berrak kalmistirl(baknlzI Tablo 27 ve Sekil 2).

Tablo 27: Klinik kullanbha yonelik kosullar altidda 1.0 mg/ml’a D5W ile seyreltilen Enjeksiyona

500 mllik D5wW

sulandflIinlg ANG1005'in safll§O]

inflzyon torbasida 1.0 mg/mllik bir

Zaman Osa 2sa 4sa 6sa
%97.4 %97.3 %97.0 %97.2
Tigili Tigili Igili Tgili
SafllK Maddeler: Maddeler: Maddeler: Maddeler:
%1.2 (0.88) %1.3 (0.88) %1.5 (0.88) %1.4 (0.88)
%1.4 (0.95) %1.4 (0.95) %1.5 (0.95) %1.4 (0.95)

figili maddeler: parantez icindeki ba§hlkbnma siiresi ile %0.5ten daha bilylk tek pik raporlamaktad(@

RRT 0.88'de ilgili madde, 2:1 konjugattemsil etmektedir
RRT 0.95'te ilgili madde, konjuge edilmemis paklitakseli temsil etmektedir

Not: Bir pik, 1.15 (8.1 dk) badChlkbnma siiresi ile gdzlemlenmistir; bu pik,ayn[Zamanda

bos kromatogramda
bulundugu (izere HPLC kolonundan bir safszlktl]
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Deney 3

C0108002 lot numarallJenjeksiyona yonelik ANG1005, bir cam flakonda 2.0 mg/mllik bir
nihai konsantrasyona D5W'da sulandicImhistiEIve seyreltiimistir. Numune ~6sa boyunca oda
slchkl@nda tutulmustur. Cozelti bulanklasmistirlve santrifiij edilmistir. Sonucta olusan ¢okelti
sipernatand ayrlhasOlile toplanmistle)] DMSO'da ¢ozlndlrilmistir ve HPLC ile analiz
edilmigtir. Yeniden g¢ozindirillen c¢okeltinin ana piki bir %97.2 cranbda safl@a sahip
ANG1005 olarak belirlenmistir. Ilgili maddelerin profilinde degisiklik gézlemlenmemistir ve
valnlzta 2 tahmin edilen pik meveut idi (RRT 0.88'de %1.3 ve RRT 0.95de 9%1.5). Bu
numunenin HPLC kromatogram$ekil 3'te gdsterilmektedir. Bir pik, 1.15 (8.1 dakika) bir RRT
ile gdzlemlenmigtir; bu pik, HPLC kolonundan bir safsElkil] ve aynOzamanda bos
kromatogramlarda bulunmaktad(cl

Kolektif veriler, gbzlemlenen tlrbiditenin/bulankldln, muhtemelen ilag Grinindn bilesenleri
ve D5W araslndaki bir etkilesimden dolay[Jherhangi bir bozunum olmadan ¢ézeltiden digarCd
¢Kkhn biitiin ANG1005In bir sonucudur. Bu olayll konsantrasyon ve zaman-badmiCbldugu

gbrilmektedir.

Tiirbiditebin azaltfhasCcin, ANG1005 >300 mg/m’ dozlar@hlan tiim hastalar icin nihai

konsantrasyonun <1 mg/ml’ye bir azalmas[iahmin edilmektedir.

Bu bulgunun blylk oranda ilag CGriintindeki kalbtCIDMSO miktarbldl azaltIhashdan
kaynakland(@Inl neren baz[veriler bulunmaktadlt]l C0807121 lot numaralCllag Griniinin
birinci yigInl,1%8.2 oraninda bir kallnt[IDMSO igerigine sahipken, daha yeni bir lot, lot
numaras[JC0108002, %0.54 oraniida bir kalMCIDMSO igerigine sahipti. Bu dedisimin

maddenin ¢ozinurligunu etkiledidi gorilmektedir.

Ek deneyler, sulandlrImhislilacnl stabilitesinin artirIthaslikin seyreltme prosediriiniin maodifiye
edilmesi icin ¢allSma halindedir. Sulandlrina prosesinin son adimda seyreltici olarak %5
oranbda Dekstroz Enjeksivonunun vyerine Laktat Rinde ile hazltdanan cozeltiler test
edilmektedir: Enjeksiyona yonelik ANG1005in her bir flakonu ilk olarak, 6 mg/mllik bir
konsantrasyona ulaslhasinidan 6nce 4 mllik anhidrik etanol ve 12 mllik Laktat Ringer/%5
Dekstroz Enjeksiyonu ile sulandIdcaktidve sonrasloka Laktat Ringer Enjeksiyvonu ile daha da
seyreltilecektir. Tablo 28'de gosterilen, preliminer veriler, aynCkonsantrasyon aralidinda (2.0
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mg/ml'ye kadar) Laktat Ringer ile D5W'nun vyer degistirmesinin, inflzyon c¢6zeltilerinin
gozlenen bulanKkl§inJIonleyebilecedini 6nermektedir. Tum ¢ozeltiler ANG1005/in safl[GInl]

etkilemeden gbzlem periyodu boyunca berrak kalmst(]

Tablo 28: Laktat Ringer Enjeksiyonu ile seyreltilmis Enjeksiyonluk sulandrllinl§ ANG1005'in

safllgO]
Osa 1sa 2sa 4sa
%97.2 %96.9 %96.7 %96.3
Tlgili Tgili Tlgili Tigili
0.5 mg/ml Maddeler: Maddeler: Maddeler: Maddeler:
%1.4 (0.88) %1.5 (0.88) %1.7 (0.88) %2.0 (0.88)
%1.4 (0.95) %1.6 (0.95) %1.6 (0.95) %1.7 (0.95)
%96.8 %96.7 %96.6 %96.6
Tgili Tgili Tigili Igili
1.6 mg/ml Maddeler: Maddeler: Maddeler: Maddeler:
%1.6 (0.88) %1.7 (0.88) %1.8 (0.88) %1.8 (0.88)
%1.6 (0.95) %1.6 (0.95) %1.6 (0.95) %1.6 (0.95)
%97.0 %%96.9 %096.6 %96.6
Tgili Tgili Tlgili Tigili
1.5 mg/ml Maddeler: Maddeler: Maddeler: Maddeler:
%1.5 (0.88) %1.6 (0.88) %1.8 (0.88) %1.8 (0.88)
%1.5 (0.95) %1.5 (0.95) %1.6 (0.95) %1.6 (0.95)
%97.1 %96.8 %96.6 %96.6
flgili Tigili Tlgili Tigili
2.0 mg/ml Maddeler: Maddeler: Maddeler: Maddeler:
%1.4 (0.88) %1.6 {0.88) %1.8 (0.88) %1.8 {0.88)
%1.5 (0.95) %1.6 (0.95) %1.6 (0.95) %1.6 (0.95)

flgili maddeler: parantez icindeki bajCalkbnma siiresi ile %0.5%ten daha biiyiik tek pik raporlamaktad(t]
RRT 0.88'de ilgili madde, 2:1 konjugatiemsil etmektedir
RRT 0.95'te ilgili madde, konjuge edilmemis paklitakseli temsil etmektedir
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Ilag Uriinii Oretim Prosesinin Ak[§ Diyagram[]

Qda slchkl@nda DMSO (pH 3.5) ekle

KarlstElve filtrasyonunun sonuna
kadar karGtinaya devam et

ANG1005 ekle

Tam katlEdr ¢izlinene kadar kar(stir]

%20 tampon ile Solutal (50 £ 2°C'ye tnceden SEIMS) miks ekle

Cozelti berrak olana kadar ve bilesenler
tamamen ¢oziinen kadar karStd

Geriye kalan NaCl/Glisin/Manitol/WFI Tamponu {50 £ 2°C'ye dnceden [slms) ekle
Cozelti berrak olana kadar ve bilesenler

| j tamamen ¢oziinene kadar, 15 dakikadan
fazla olmayacak sekilde kar[Etil

Cozeltiyi sogutma sistemine aktar

Y
20 dakikadan fazla olmayacak sekilde slchkli@25 + 2°C'ye indir

Y
"filtrasyondan dnce" numune al

0.2 mikron membran araclifla filtrele
"filtrasyondan sonra" numune al

1 Filtre bitlnliga ve kabarcKanma noktasd
testlerini aerceklestir

FlakonlarCdoldur

Doldurma agdigikontrollerini
y gergeklestir

Liyofilizasyon ve ug kurutma

v
Nitrojen, NF/EP ve koltuk tiphlarle doldur

Flakonlar(3[zdlrina hale
getir

Sekill
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Sekil 2
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