OZET
MULTIPL SKLEROZ TEDAVISI
5  Multipl sklerozun tedavisinde kullanma yonelik ) 5-(({(trans)-2-(4-

(benziloksi)fenil)siklopropil)amino)}metil)-1,3,4-oksadiazol-2-amin  veya bunun farmasottik

olarak kabul edilebilir bir tuzu ya da solvat[kullan@rak yontemler burada saglanmaktadl(cl
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. Multipl sklerozun tedavisinde kullanima ydnelik (-) 5-((((trans}-2-(4-(benziloksi)fenil)siklo-

propil)amino)metil)-1,3,4-oksadiazol-2-amin veya bunun farmasétik olarak kabul edilebilir

bir tuzu ya da solvatCadlan bir bilesik.

. Multipl sklerozun kronik gelisen multipl skleroz oldugu, istem 1’e gére kullanlma yonelik

bilesik.

. Bilesidin (-) 5-((((trans)-2-(4-(benziloksi)fenil)siklo-propil}amino)metil)-1,3,4-oksadiazol-

2-amin oldugu, istem 1'e gore kullanha yoénelik bilesik.

. Bilesidin oral olarak uygulanacagdistemler 1 veya 3ten herhangi birine gére kullania

yonelik bilesik.

. Tedavi edilecek hastanl bir insan oldudu, istemler 1, 3 veya 4ten herhangi birine gore

kullanima yénelik bilesik.

. Bilesidin (-) 5-((((trans)-2-(4-{benziloksi)fenil)siklopropil)amino)metil)-1,3,4-oksadiazol-2-

amin oldudu, istem 2'ye goére kullanDha yonelik bilesik.

. Bilesigin oral olarak uygulanacaglJistem 2 veya 6'ya gore kullanma yonelik bilegik.

. Tedavi edilecek hastanil bir insan oldugu, istemler 2, 6 veya 7'den herhangi birine gbre

kullanima ydnelik bilegik.
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TARIFNAME

MULTIPL SKLEROZ TEDAVISI

TEKNIK ALAN

Mevcut bulus genel olarak multipl skleroz tedavisi alanCe ilgilidir.

ONCEKI TEKNIK

Multipl skleroz (MS), merkezi sinir sisteminin (CNS) bir kronik, immiun-aracllHemiyelinizan
hastal@IdIic] Iimmiin sistemi, CNS'de sinirlerin ve bunlar@ sinir liflerinin etrafida miyelin
kaplamaya saldbhaktadl MS, CNSYyi etkileyen en yaygl otoimmin bozukluktur ve geng
yetiskinlerde giicsuzIidiin 6nde gelen nedenidir. Hastallkd genel olarak 20 ve 50 yaslar(]
aras[nta baslamaktad(r] 2015te, diinya gapida yaklagkl2.3 milyon insan etkilenmigtir.

MS, birkag formu, ya izole saldldrda (nilkseden formlar) meydana gelen yeni semptomlar
ile ya da tipik niiksetmeler {gelisen formlar) olmadan zamanla yavas yavas gelisen hastalKlile
olusmaktadlr] Gelisen formlar, birincil gelisen MS ve ikincil gelisen MS'yi kapsamaktad[rl

Yogun arastinadan dolay[Jhastallkl patojenizinin mekanizmalarCbelirsiz kalmaktadlclve MS
icin FDA taraflndan onaylanan birkag ilag bulunurken, hicbir iyilesme yoktur. Bu ilaglar
arasliba, codu nilkseden-tekrarlay[cMS'nin tedavisi icin onaylanitken, birincil gelisen MS’in
tedavisi icin FDA taraflddan onaylanan sadece bir ilac bulunmaktadlt] Niikseden-tekralaylcl]
veya gelisen formlar gibi MS’in tedavi edilmesine yénelik kullanldn mevcut ilaglar, orta
derecede etkili olurken, ciddi yan etkilere de sahip olabilmektedir veya zayflbir sekilde tolere
edilebilmektedir. Buna ek olarak, bu ilacglarl ¢ogu, MS benzeri bir kronik hastal@lnl

baglaminta hastalar icin dezavantajlLdlan parenteral yol vasEaskla uygulanmaldit]

DolaySka, Gzellikle ayrich hastalldnl gelisen formlarlia karsCEtkili olabilen ve/veya mevcut
tedavilerden daha az yan etki gosteren ve oral yol ile uygulanabilen ilaglar igin MS'nin tedavi
edilmesi icin yeni ilaglara yonelik bir ihtiyac bulunmaktadlr] Mevcut bulus, bu ve diger

ihtiyaclar Chelirtmektedir.

BULUSUN KISA ACIKLAMASI
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Mevcut bulug, multipl sklerozun tedavisinde kullanima yonelik (-} 5-(({((trans)-2-(4-
{benziloksi)fenil)siklo-propil}amino)metil)-1,3,4-cksadiazol-2-amin veya bunun farmasotik

olarak kabul edilebilir bir tuzu ya da solvatinl $aglamaktadIr]

Mevcut bulus ayrich bir hastada (tercihen bir insan) multipl sklerozun tedavisinde kullanlma
yonelik, (-} 5-({((trans)-2-(4-(benziloksi)fenil)siklo-propil)amino)metil)-1,3,4-oksadiazol-2-
amin veya bunun farmasotik olarak kabul edilebilir bir tuzu ya da solvat[blan bir bilesik
saglamaktad L] s6z konusu kullanm séz konusu bilesigin terépatik olarak etkili bir miktarninl
hastaya uygulanmaslikermektedir.

Mevcut bulus, ayrich multipl sklerozun tedavisi igin bir ilag olarak kullanima yonelik (-) 5-
{(((trans)-2-(4-(benziloksi)fenil)siklopropil)amino)metil)-1,3,4-oksadiazol-2-amin veya bunun
farmasotik olarak kabul edilebilir bir tuzu ya da solvati$adlamaktadI(r]

Baz[Yaplandlrinalarda, multipl skleroz, kronik gelisen multipl skleroz, ézellikle birincil gelisen

multipl skleroz veya ikincil gelisen multipl sklerozdur.

SEKILLERIN KISA ACIKLAMASI

Sekil 1, Ornek 3.1 ve 3.2'de acKlandilgibi, murin deneysel otoimmiin ensefalomiyelitte
(EAE) 1 ve 3 mg/kg p.o.'da Bilesik 1 ile elde edilen sonuglar[Cdstermektedir. Veriler,
ortalama klinik puan olarak 6lcllen her gruba yonelik hastal@n ilerlemesini
gostermektedir (£ SEM).

Sekil 2, Ornek 3.3'te a¢kland@gibi, EAE modelinde 1, 0.5 ve 0.05 mg/kg p.o.’da Bilesik
1'in etkilerini gostermektedir. Veriler, ortalama klinik puan olarak dlgiilen her gruba
yonelik hastal@lnl ilerlemesini gostermektedir (£ SEM).

Sekil 3, Ornek 3.4te acKand@gibi, EAE modelinde 0.06 ve 0.180 mg/kg p.o'da
tasarlanan “ORY-LSD1” (Ornek 1'de ayrich ackland@gibi) LSD1 inhibitdriinin etkilerini
gostermektedir. Veriler, ortalama klinik puan olarak dlgiilen her gruba yonelik hastallgnl
ilerlemesini gostermektedir (+ SEM).

Sekil 4, Ornek 4'te acKland@§Cyibi EAE tahlilinde 0.5 mg/kg p.o.’da Bilesik 1'in etkilerini
gostermektedir. Veriler, ortalama klinik puan olarak dlciilen her gruba yonelik hastallginl
ilerlemesini gostermektedir (£ SEM).

Sekil 5, Ornek 4'te acKland g gibi EAE tahlilinde 0.5 mg/kg p.o.’da veya vehikiilde Bilesik
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1 ile tedavi edilen hayvanlardan tedavi sonunda (bagIklK kazanmadan 26 gin sonra)
izole spinal kordlarl@ histopatolojik analizinin sonuglaribl]gostermektedir. Gdosterilen
imgeler Kluver-Barrera ile boyanmis] klinik hastalkl pikinde segilen transvers servikal (A)
ve lumbar (B) spinal kord bdlmelerine karslkl gelmektedir. Oklar, demiyelinizasyon ve
inflamatuar hiicre filtreleme alanlarmObelirtmektedir. Yatay cubuk, 200 pm dlgedi
gostermektedir.

Sekil 6, Ornek 4'te izole spinal korda karsIKlgelen lumbar ve servikal bolgelerde ortalama
saylda demiyelinizasyon plaklarnl_igdstermektedir, slcdslya Bilesik 1 ile tedavi edilen
hayvanlar@l servikal ve lumbar spinal kord bdlmelerinde olmayan veya biyiik oranda
azalan demiyelinizasyonu gostermektedir.

Sekil 7, Ornek 4%e gére 0.5 mg/kg p.o. veya vehikillde Bilesik 1 ile tedavi edilen
hayvanlarid dalak ve lenf nodillerinden izole edilen immiin hicrelerin saylsIhl]
gdstermektedir, Bilesik 1-tedavi gdrmils hayvanlarid dalak ve lenf nodillerinde tutulan T
hiicrelerin saySinkda énemli bir artsl gdstermistir, immiin dokulardan lenfositlerin azalmis]
bir ¢KIsInl g&éstermektedir.

Sekil 8, Ornek 4’e gore 0.5 mg/kg p.o.da veya vehikiilde Bilesik 1 ile tedavi edilen
hayvanlardan bagklkl kazanmadan 26 giin sonra toplanan spinal kordlarda ELISA ile
belirlenen birkag sitokin ve kemokin seviyelerini géstermektedir. SEKIL 8A: IL-4; Sekil 8B:
IL-6; Sekil 8C: IL-1beta; Sekil 8D: IP-10; Sekil 8E: MCP-1. Seviyeler doku proteininin
ng/100 mg’Colarak ifade edilmektedir.

BULUSUN AYRINTILI ACTKLAMASI

Mevcut bulus, burada asagids ayrmIDacKland@ve Orneklerde gésterildigi gibi multipl
sklerozun tedavisine yonelik yliksek oranda etkili bir terapétik ajan olarak (-) 5-((((trans)-2-
{4-(benziloksi)fenil)siklopropil }Jamino)metil)-1,3,4-oksadiazol-2-amin bilesiginin
tanmlanmasnbk dayanmaktadl(rl

Bu bilesik, (-} 5-((((trans)-2-(4-(benziloksi)fenil)siklopropil)amino)metil)-1,3,4-oksadiazol-2-
amin, Bilesik 1 (veya Kars. 1) olarak Ornekler ve Sekillerde tasarlanmaktad®E “(-) 5-
{(({trans)-2-(4-(benziloksi)fenil)siklo-propil)amino)metil)-1,3,4-oksadiazol-2-amin”, “Bilesik 1”

veya “Kars. 1" isimleri burada degisimli olarak kullantaktadIc

Buna uygun olarak, mevcut bulug, multipl sklerozun tedavisinde kullania yonelik (-) 5-

{(({trans)-2-(4-(benziloksi)fenil)siklopropil)amino)metil)-1,3,4-oksadiazol-2-amin veya bunun
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farmasotik olarak kabul edilebilir bir tuzu ya da solvatiBadlamaktad(cl

Mevcut bulus ayrlch bir hastada (tercihen bir insan) multipl sklerozun tedavisinde kullanlsa
yonelik, (-) 5-((((trans)-2-{4-(benziloksi)fenil)siklopropil)amino)metil)-1,3,4-oksadiazol-2-
amin veya bunun farmasotik olarak kabul edilebilir bir tuzu ya da solvatCblan bir bilesik
saglamaktad[t) séz konusu kullanlm s6z konusu bilesidin terépatik olarak etkili bir miktar DDl

hastaya uygulanmas(olikermektedir.

Mevcut bulug, ayrich multipl sklerozun tedavisi icin bir ilag olarak kullanima ydnelik (-) 5-
{(({trans)-2-(4-(benziloksi)fenil)siklopropil)amino)metil)-1,3,4-oksadiazol-2-amin veya bunun
farmasotik olarak kabul edilebilir bir tuzu ya da solvatl 3aglamaktadl(cl

BazUyaplBndnalarda, multipl skleroz, kronik gelisen multipl sklerozdur {(drnedin, birincil

gelisen multipl skleroz veya ikincil gelisen multipl skleroz).

Buna uygun olarak, mevcut bulus, ayrlch kronik gelisen multipl sklerozun tedavisinde
kullanma yoénelik (-)  5-((({trans)-2-(4-{benziloksi)fenil)siklopropil)amino)metil)-1,3,4-
oksadiazol-2-amin veya bunun farmasdétik olarak kabul edilebilir bir tuzu ya da solvatifld]
saglamaktad L]

Mevcut bulus ayrich bir hastada (tercihen bir insan) kronik gelisen multipl sklerozun
tedavisinde kullanma yodnelik, (-) 5-((((trans)-2-(4-(benziloksi)fenil}siklopropil)amino)metil)-
1,3,4-oksadiazol-2-amin veya bunun farmasotik olarak kabul edilebilir bir tuzu ya da solvat[]
olan bir bilesik saglamaktad(c] s6z konusu kullanm s6z konusu bilesigin terdpatik olarak etkili

bir miktarlnl hastaya uygulanmasnltermektedir.

Mevcut bulug, ayrlch kronik gelisen multipl sklerozun tedavisinde kullanimha yonelik (-) 5-
{{({trans)-2-(4-(benziloksi)fenil)siklopropil)amino)metil)-1,3,4-oksadiazol-2-amin veya bunun

farmasotik olarak kabul edilebilir bir tuzu ya da solvatl3aglamaktadItl

Tercihen,  bilesik ()  5-(({(trans)-2-(4-(benziloksi)fenil)siklopropil)amino)metil)-1,3,4-
oksadiazol-2-amin (veya bunun farmasétik olarak kabul edilebilir bir tuzu ya da solvatQdoral
olarak uygulanmaktadld Peroral allnlm (veya yutma) vasldshda uygulanabilen 6rnek

formiilasyonlar asadldh daha ayrink[dlarak agklanmaktad(tl
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Mevcut bulus, multipl sklerozun tedavisinde kullanima y&nelik bilesik (-) 5-(({{trans)-2-(4-
{benziloksi)fenil)siklo-propil)amino)metil)-1,3,4-oksadiazol-2-amin veya soz konusu bilesigin
farmasotik olarak kabul edilebilir bir tuzu ya da solvatl$aglamaktadlr] Buna uygun olarak,
bulus, multipl sklerozun (&rnedin, kronik gelisen multipl skleroz) tedavisinde kullanima
yonelik serbest baz olarak bilegik (-) 5-((({trans)-2-(4-
{benziloksi)fenil)siklopropil)amino)metil)-1,3,4-oksadiazol-2-amin ile ilgilidir ve ayrich bulus,
multipl sklerozun (6rnegin, kronik gelisen multipl skleroz) tedavisinde kullan(ma yonelik (-) 5-
{({({trans)-2-(4-(benziloksi)fenil)siklopropil)amino)metil)-1,3,4-oksadiazol-2-aminin bir

farmasotik olarak kabul edilebilir tuzu veya solvatle ilgilidir.

Orneklerde  gosterildigi  gibi,  bilesik ()  5-((((trans)-2-(4-(benziloksi)fenil)siklo-
propil)amino)metil)-1,3,4-oksadiazol-2-amin, multipl sklerozun hayvan modellerinde aglkl
terapotik etkiler sadlamaktadE Ozellikle, Bilesik 1, bir Deneysel Otoimmiin Ensefalomiyelit
{EAE) modeli kullanl@rak test edildi. EAE insan MS'sine patolojik ve klinik benzerlikler
gostermektedir ve potansiyel MS terapétik ajanlar[nlnl test edilmesi igin bir model sistemi
olarak yaygl bir sekilde kullanlhaktadEl Ozellikle, MOGssss ve C57BL/6 fare susu
kullanldrak burada agkland@lyibi murin EAE modeli, MS'nin kronik gelisen formunun bir
gegcerli preklinik modeli olarak distindimektedir.

Kronik aktif EAE (zerinde Bilesik 1‘in etkileri, bir terapétik rejimde degerlendirildi, yani
hastallkl semptomlarflfl baglamasidan sonra bilesik uygulandJOrnek 3 ve Sekiller 1, 2 ve
4'te daha ayrintMIolarak gdsterildigi gibi, Bilesik 1 ile tedavi, EAE'nin gelisimini biyiik oranda
inhibe etmigtir ve gunlik ortalama klinik puan ile dlcilen hastalKl insidans ve siddetini
azaltm@stE] Ornedin, Bilesik 1'in 1 veya 3 mg/kg p.o.'da uyguland Gbir EAE tahlilinde, vehikdil
ile tedavi edilmig fareler EAE'nin orta ile siddetli isaretlerini gelistirirken ve Bilesik 1 ile tedavi
edilen gruplarda siddetli paralizden dolayCmortalite gdsterirken, farelerin %40 ila 701, orta
semptomlar gostermistir ve bunlarl %30'u hastal@lnl baglanglclnkan 40 gin sonra tamamen
geri kazand[J Ornek 3.3 ve Sekil 2'de gosterildigi gibi, Bilesik 1, 0.05 mg/kg p.o.kadar diisik
dozlarda bu MS modelinde etkili oldugu bulunmustur. Onemli bir sekilde, Bilesik 1%in

koruyucu etkisi, tedavinin durmashdan sonra uzun bir siire boyunca korundu.

Bilesik 1'in hastall@nl ilerlemesine karsCéylemin hZ[bir baslangElnl gdsterdidi, drnedin Sekil
1'de gosterildidi gibi, tedavinin baslanglclnidan kish bir siire sonra glinlik klinik puan Gzerinde
faydalCletkiler gdsterdidi dikkate dederdir. Bilesik 1, MS'nin akut saldfIdrninl erkenden

hafifletilmesini veya hEZ[bir sekilde multipl sklerozun gelismesinin sadlanmasCigin faydall]
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olabilmektedir ve kortikosterodilere tzellikle asklhassasiyet veya alerji durumlarbka yiksek

dozda i.v. kortikosteroidleri ile standart tedaviye bir alternatif saglayabilmektedir.

Ornek 4 ve Sekiller 5 ve 6'da gdsterildigi gibi, Bilesik 1, EAE farelerinde gosterildigi gibi,
spinal kordda demiyelinizasyonu azaltmak igin spinal kord igin immun hiicrelerinin
filtrelemesini azaltmaya yonelik faydal@dE] Bilesik 1 ile tedavi, Ornek 4 ve Sekil 7'de ayrmtlD
olarak agkland@l gibi dalak ve lenf nodillerinde tutulan immiin hicrelerin saylslnda 6nemli
bir artslile gosterildidi gibi, immiin dokulardan lenfositlerin ¢KISIn[hzaltmaktad(t] Bilesik 1,
spinal kordda IL-6 ve IL-lbeta gibi proinflamatuar sitokinleri ve IP-10 ve MCP-1 gibi
kemokinleri azaltmaktad[t] (bkz Sekil 8). Antiinflamatuar sitokin IL-4, Th2 anti-inflamatuar
yantlhl gdstergesi olan Bilegik 1-tedavi edilmis hayvanlar(l spinal kordlaribda blyik oranda
artmgt[cl(Sekil 8A).

Onemli bir sekilde, MS'de Bilesik 1'in terapétik etkilerine, MS ilaglarfida ve/veya gastro-
intestinal toksisite isaretleri olmadan hematoloji ve/veya dolasan lenfosit saymilar, yayglnl bir
etki Gzerine klinik olarak ilgili etkiler dretmeyen dozlarda ulas@@bilmektedir. Buna uygun
olarak, Bilesik 1, hematoloji lzerinde klinik olarak ilgili etkiler veya dolasan lenfosit saymlar
uretiimeden, gelisen MSYi kapsayan MS'nin tedavi edilmesi igin kullanIabilmektedir. MS'nin
tedavisinde Bilesik 1'in terapotik etkileri ayrlch diger LSD1 inhibitdrlerinin etkileri ile
karslBstrId§inda beklenmeyen sekilde Gstlin  olarak bulunmustur. Bilesik 1 bir
siklopropilamino-bazltersinmez LSD1 inhibitéridir. Ornek 3.1 MS'sinin  EAE  modeli
kullan@rak, Ornek 1'de daha ayr@tMDolarak acKanan Bilesik 179n etkileri, diger
siklopropilamino-bazlitersinmez LSD1 inhibitdri, ORY-LSD1 ile tasarlanmlsl bilesik ile
kars[BstIdIBilesik 1, 90 nM LSD1’e karsbir IC50 gdsterirken, ORY-LSD1, Ornek 2'de daha
ayrfAtiIdlarak acKland@gibi 10 nM LSD1’e kars[hir IC50ye sahiptir. ki bilesik LSD1’e kars]
farklCin vitro potansiyellere sahip oldugundan dolay[JORY-LSD1, LSD1 inhibisyonu /i vivdya
gore Bilesik 1 icin kullan@@nlara esdeder dozlarda Ornek 3'iin EAE modelinde test edildi. ORY-
LSD1, gelisme icin aclkl bir edilim saglami(sken (Sekil 3), Bilesik 1, ORY-LSD1’den &nemli
oranda daha etkili idi. Bilesik 1 bu yizden multipl sklerozun tedavisinde kullanmha yd&nelik

6zellikle uygun bir LSD1 inhibitdriddr.

Farmasétik Formilasyonlar

Bilegsik 1in bunun gibi dogrudan terapide kullanbha yénelik uygulanabildigi, bunun tipik

olarak bir veya daha fazla farmasotik olarak kabul edilebilir eksipiyan veya taslylclile birlikte
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aktif farmasdtik karEIm[blusturan madde olarak Bilesik 1°i iceren bir farmasétik bilesimi
formunda uygulanmasCmamkindir. Burada Bilesik 1'e herhangi bir referans, serbest baz
olarak bilesigi veya bunun farmasotik olarak kabul edilebilir tuzu veya solvatol]

kapsamaktadlrl

Bilesik 1, hedeflenen amaca ulasan herhangi bir arag ile uygulanabilmektedir. Ornekler oral,

parenteral, intravendz, subkitandz veya topikal yollar ile uygulanmay[kapsamaktad ]

Oral taglma igin, Bilesik 1, badlayClar (drmegin, jelatin, selliloz, kitre), eksipiyanlar (drnegdin,
nisasta, laktoz), yaglayClldr (drnedin, magnezyum stearat, silikon dicksit), ayr(stFEL&janlar
(drnegin, aljinat, Primogel ve miSI nisastas[l ve tatlandfiEl lveya lezzetlendirici ajanlar
{drnegin, glikoz, sakaroz, sakarin, metil salisilat ve nane) gibi farmasdtik olarak kabul
edilebilir tagyclarkapsayan bir formilasyona dahil edilebilmektedir. Formilasyon, jelatin
cevrelenmis kapslller ve sKIstIhis] tabletler formunda oral olarak tashbbilmektedir.
Kapsliller ve tabletler herhangi konvansiyonel bir teknikte hazlanabilmektedir. Kapsiiller ve
tabletler, kapsiiller ve tabletlerin lezzeti, tadldrengi ve seklini modifiye etmek igin teknikte
bilinen cesitli kaplamalar ile kaplanabilmektedir. Buna ek olarak, sabit yag gibi sk taskIclar

kapstllerde bulunabilmektedir.

Uygun oral formiilasyonlar, slspansiyon, surup, cidneme sakZL]gofret, iksir ve benzeri
formlarda olabilmektedir. Istenirse, ozel formlarda lezzetlendiriciler, tatlar, renkler ve
sekillerin modifive edilesi icin konvansiyonel ajanlar ayrich dahil edilebilmektedir. Buna ek
olarak, yutulamayan hastalarda enteral besleme tlipu ile kolay uygulama igin, aktif bilegikler,
zeytinyag[ImEHyad e aspir yagyibi bir kabul edilebilir lipofilik bitkisel yag vehikilinde

¢dzindUrilebilmektedir.

Bilesik 1, c¢ozelti veya slspansiyon formunda veya kullanlmdan once bir c¢ozelti veya
suspansiyon formuna donlsebilen liyofilize formda parenteral olarak uygulanabilmektedir. Bu
tir formulasyonlarda, steril su ve fizyolojik tuzlu su tamponu gibi seyrelticiler veya farmasétik
olarak kabul edilebilir tagiIcldr kullan@@bilmektedir. Dider konvansiyonel ¢oziiciler, pH
tamponlar[Jstabilizorler, antibakteriyel ajanlar, ylzey aktif maddeler ve antioksidanlar(ol hepsi
dahil edilebilmektedir. Ornedin, faydal(Dbilesenler, sodyum kloriir, asetatlar, sitratlar veya
fosfat tamponlar(Jgliserin, dekstroz, sabit yaglar, metil parabenler, polietilen glikol, propilen
glikol, sodyum bisiilfat, benzil alkol, askorbik asit ve benzerlerini kapsamaktadl] Parenteral

formilasyonlar, cam siseler ve ampuller gibi herhangi konvansiyonel bir kapta
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depolanabilmektedir.

Topikal uygulama igin, Bilesik 1, losyonlar, kremler, merhemler, jeller, tozlar, macunlar,
spreyler, siispansiyonlar, damlalar ve aerosollere formiile edilebilmektedir. DolaylSkyla, bir
veya daha fazla kbmlastlcajan, nemlendirici ve stabilize edici ajan, formilasyonlara dahil
edilebilmektedir. Bu tur ajanlarb ornekleri, sadece bunlarla shldCclmamak kaydlyla,
polietilen glikol, sorbitol, ksantan sak[zlpetrolatum, bal mumu veya mineral yaglJlanolin,
skualan ve benzerlerini kapsamaktadlcl Topikal uygulaman(l 6zel bir foermu bir transdermal
plaster ile tagmadl] Transdermal plasterlerin hazldanmashb yonelik yéntemler drnegin.,
Brown, ve ark. (1988} tarafindan Ann. Rev. Med. 39:221-229 yayhinda a¢klanmaktadlrl

Bilesik 1‘in uzatlh(sl salllmh[Cigin subkiitanéz implantasyon, uygulamanii uygun bir yolu
olabilmektedir. Bu, drriedin, 6n abdominal duvar altda bir subkiitandz alana herhangi uygun
bir formilasyonda bir aktif bilesidin implantl@®l olusturulmasCicin cerrahi prosedirlerini
gerektirmektedir. Bkz, drnegin, Wilson et al. (1984) 1. Clin. Psych. 45:242-247. Hidrojeller,
aktif bilesiklerin strdirilmis sallmCigin bir tasllcl blarak kullanI3bilmektedir. Hidrojeller
genel olarak teknikte bilinmektedir. Bunlar tipik olarak malzeme benzeri bir jelin
olusturulmasOigin suda sisen bir ag igine capraz badlayCllyilksek molekil agrligndan
biyouyumlu polimerler taraflddan yaplaktadltl Tercihen, hidrojeller, biyobozunur veya
biyosorbe edilirdir. Bu amaclara yonelik, polietilen glikoller, kollajen veya poli(glikolik-ko-L-
laktik asit)ten yaplan hidrojeller faydalCblabilmektedir. Bkz, drregin, Phillips ve. (1984) J.
Pharmaceut. Sci., 73: 1718-1720.

Bilesik 1, bir polimer konjugatiinl olusmasCic¢in bir suda ¢oziinir imminojenik olmayan
peptidik olmayan yiiksek molekiil a§ElInh sahip polimere konjuge edilebilmektedir. Ornegin,
Bilesik 1, bir konjugati olusturulmasO icin polietilen glikole kovalent olarak
baglanabilmektedir. Tipik olarak, bu tir bir konjugat, gelismis ¢ozindrlik, stabilite ve azalmlg
toksisite ve imminojenesite gdstermektedir. DolaylSila bir hastaya uyguland(dinda,
konjugattaki Bilesik 1, vilcutta daha uzun &mre sahip olabilmektedir ve daha iyi etkililik
gosterebilmektedir. Bkz genel olarak, Burnham (1994) Am. J. Hosp. Pharm. 15:210-218.
PEGile proteinler, protein dedistirme terapilerinde ve dider terapétik kullanimhlar igin su an
kullanhaktadEl Ornedin, PEGile interferon (PEG-INTRON A®), Hepatit B'nin tedavi
edilmesine yonelik klinik olarak kullanlhaktadlEl PEGile adenozin deaminaz (ADAGEN®),
ciddi birlesmis immiinoyetmezlik hastal@Inlnl tedavi edilmesi igin kullanlhaktadlkl PEGile L-
asparajinaz  (ONCAPSPAR®) akut lenfoblastik Idseminin (ALL) tedavi edilmesi igin
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kullanlaktad(cl Polimer ve aktif bilesik ve/veya polimerin kendisi arasiidaki kovalent bagmd
fizyolojik kosullar altlda hidrolitik olarak bozunabildigi tercih edilmektedir. “Onilaglar” olarak
bilinen bu tiir konjugatlar viicut icinde aktif bilesigi kolayca salabilmektedir. Aktif bilesigin
kontrolli sallmink ayrich teknikte bilinen genel olarak mikrokapsiller, nanokapsiller veya
hidrojellere aktif bilegenin dahil edilmesiyle ulagl@bilmektedir. Bilesik 1‘in dider farmasdtik
olarak kabul edilebilir onilaclar, sadece bunlarla shlrflC]clmamak kaydia, esterler,
karbonatlar, tiokarbonatlar, N-asil tirevleri, N-asiloksialkil tdrevleri, Gglncdl aminlerin
kuaterner turevleri, N-Mannich bazlar[ISchiff bazlar[Jamino asit konjugatlar[Jfosfat esterleri,

metal tuzlarC¥e siilfonat esterlerini kapsamaktad(t]

Lipozomlar aktif bilesik icin taglIclldr olarak kullanI3bilmektedir. Lipozomlar, kolesterol,
fosfolipidler, yag asitleri ve bunlarl tiirevleri gibi cesitli lipidlerden yaplihaktadlt] Cesitli
modifiye edilmis lipidler de kullan@@bilmektedir. Lipozomlar, aktif bilesiklerin toksisitesini
azaltabilmektedir ve bunlar[il stabilitesini arttEabilmektedir. Burada aktif bilesenler barbidEan
lipozomal sispansiyonlarll hazldanmasibh yonelik ydntemler, genel olarak teknikte
bilinmektedir. Baknlzl drnegin, U.S. Patent No. 4,522,81 1 ; Prescott, Bask., Methods in Cell
Biology, Cilt XIV, Academic Press, New York, N.Y. {1976).

Oral ve parenteral bilesimler benzeri farmasotik bilesimler, dozajll uygulanma kolayl[Glve
tekbicimliligi icin birim dozaj formlarioda formdile edilebilmektedir. Burada kullanIdghibi,
“birim dozaj formlarl? siijelere uygulanmaslicin istege badl[CHozajlar olarak uygun fiziksel
olarak ayrKlbirimleri ifade etmektedir, her birim bir veya daha fazla uygun farmasotik tasiIcl]
ile iliski icinde, istenen terapdtik etkinin retilmesi icin hesaplanan aktif bilesenin bir daha
onceden belirlenmis miktarnlbar ol kmaktad(r]

Terapttik uygulamalarda, farmasotik bilesimler, thbi teknikte bir uzman kisi taraflodan
belirlendidi gibi, tedavi edilecek hastalldh uygun bir sekilde uygulanacaktlr]l Uygun bir doz ve
uygun uygulama siiresi ve frekans[dbunlar araslida hastanil durumu, hastal@Inl siddeti ve
tlrt, aktif bilesenin 6zel formu, uygulama yolu gibi bu tir faktérler tarafidan belirlenecektir.
Genel olarak, uygun bir doz ve uygulama rejimi, daha skltam vetya k(simi azalmalar gibi bir
gelismis klinik sonug ve/veya daha uzun hastalkkZl olma ve/veya toplam sadkalim ve/veya
semptom siddetinin azalmasOe/veya doktor taraflndan belirtildigi gibi diger nesnel olarak
saptanabilir gelisme gibi terapétik faydan saglanmasOicin yeterli bir miktarda farmasétik
bilesim sagdlamaktadlr] Etkili dozlar genel olarak Orneklerde gdsterilenlere benzer in vitro

veya hayvan model test sistemlerinden tiiretilen doz-yanledrileri benzeri deneysel modeller
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kullanl@rak dederlendirilebilmektedir veya dstederlenebilmektedir.

Farmasdtik bilesimler, uygulama igin ydnergeler ile birlikte bir kap, ambalaj veya dagElyh
dahil edilebilmektedir.

Bilesik 1, oral olarak aktiftir ve Ornekler 3 ve 4’te gosterildidi gibi oral olarak uyguland@iida
MS tedavisinde etkilidir. Buna uygun olarak, Bilesik 1'in, MS tedavisi icin oral yol ile

uygulanmasliiercih edilmektedir.

Tanhtlar

Aksi belirtiimedigi takdirde, burada kullanl@n tiim teknik ve bilimsel terimler, bulusun ait

oldudu teknikte uzman kisi taraflidan yayglnl bir sekilde anlasldEiCdibi aynCanlama sahiptir.

Asagldbki tanlmlar, aksi belirtiimedigi takdirde, mevcut tarifname ve istemler boyunca
uygulanmaktadlcl

Mevcut bulusun amaglarfigin bir “hasta” veya “slje”, hem insan hem dider hayvanlar,
ozellikle memeliler ve diger organizmalar(kapsamaktad(tl DolaySkyla, yéntemler, insan terapi
ve veterinerlik uygulamalarimba uygulanabilirdir. Bir tercih edilen yonde siije veya hasta bir

memelidir ve en ¢ok tercih edilen yénde sije veya hasta insandltl

Terimler “tedavi”, “tedavi etmek” ve benzeri, genel olarak bir istenen farmakolcjik ve/veya
fizyolojik etkinin elde edilmesi anlambk gelmek Uzere kullanlthaktadlcl Etki bir hastallkl
ve/veya bunun semptomunun tamamen veya klsSmen o6nlenmesi baklmhmban profilaktik
olabilmektedir vefveya bir hastalldinl tamamen veya kmen iyilesmesi ve/veya hastall@a
atfedilen yan etki bakbhnHan terapétik olabilmektedir. Burada kullanTd@gibi “tedavi” terimi,
bir hastada bir hastal@Iol herhangi bir tedavisini kapsamaktadtlve sunlarkapsamaktad(d (a)
hastalldJonceden gelistirebilen/hastalkl riskine sahip olabilen bir hastada bir hastal@lol
onlenmesi; (b) hastall@nl inhibe edilmesi, yani gelisiminin durdurulmasJveya (c) hastalGIol
hafifletilmesi, yani hastaldnl gerilemesine neden olmasldBurada kullanIdi@lgibi, terim “bir
hastalldinl tedavi edilmesi” veya “bir hastal@nl tedavi edilmesi”, ozellikle hastalldnl bir
yavaslamasClveya ilerlemesinin geri donmesini ifade etmektedir. Bir hastalidinl tedavisi,
hastal@nl bir semptomunun tedavi edilmesi vefveya semptomlarnl azaltIfhash
kapsamaktadir]
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Burada kullanIdGLgibi, terim “terdpatik olarak etkili miktar”, bir siijede bir istenen biyolojik
etkinin (6rnegin, bir terdpatik etki) uretilmesi igin yeterli bir miktarCifade etmektedir. Buna
uygun olarak, bir bilesidin terdpatik olarak etkili miktar[Jhastallktan muzdarip veya hastal(ga
duyarl[Dblan bir sijeye uyguland@iida, bir hastall§il tedavi edilmesi ve/veya bir hastalldinl
baglang[lcinldveya ilerlemesini geciktirmek ve/veya hastall@inl bir veya daha fazlashC

hafifletmek igin yeterli bir miktar olabilmektedir.

Burada kullanld@gibi, bir “farmasétik olarak kabul edilebilir tuz” ile, belirtilen bilesigin
serbest asitleri ve bazlarmnl biyolojik etkililidini koruyan ve biyolojik olarak veya aksi
durumda arzu edilmeyen olmayan bir tuz anlamnbh gelmesi hedeflenmektedir. Bir bilesik,
yeterli oranda asidik, yeterli oranda bazik veya her iki fonksiyonel gruba sahiptir ve uygun
olarak bir tuz olusturmak igin bircok organik veya inorganik baz ve inorganik ve organik
asitlerin herhangi biriyle reaksiyona girebilmektedir. Bu tir tuzlar@l ornekleri silfatlar,
pirostilfatlar, bistilfatlar, siilfitler, bisulfitler, fosfatlar, monohidrojenfosfatlar,
dihidrojenfosfatlar, metafosfatlarlar, pirofosfatlar, klorlar, bromlar, iyotlar, nitratlar, asetatlar,
propiyonatlar, dekanoatlar, kaprilatlar, akrilatlar, formatlar, izobitiratlar, kaproatlar,
heptanoatlar, propiolatlar, oksalatlar, malonatlar, slksinatlar, siberatlar, sebakatlar,
fumaratlar, maleatlar, butin-1,4-dioatlar, hekzin-1,6-dioatlar, benzoatlar, klorobenzoatlar,
metilbenzoatlar, dinitrobenzoatlar, hidroksibenzoatlar, metoksibenzoatlar, ftalatlar,
sulfonatlar, ksilensiilfonatlar, fenilasetatlar, fenilpropiyonatiar, fenilbitiratlar, sitratlar,
laktatlar, gama-hidroksibiitiratlar, glikolatlar, tartratlar, metansilfonatlar, etansilfonatlar,
propansilfonatlar, benzensiilfonatlar, toluensilfonatlar, triflorometansilfonatlar, naftalen-1-
sulfonatlar, naftalen-2-siilfonatlar, mandelatlar, piruvatlar, stearatlar, askorbatlar veya
salisilatlar gibi bir mineral veya organik asit ile Bilesik 1‘in reaksiyonu ile hazltdanan bu tuzlar(J
kapsamaktad[t] Bir bilesik bir asidik kisim tagidiginda, bunlar@ uygun farmasétik olarak kabul
edilebilir tuzlarChlkali metal tuzlar[do6rnedin sodyum veya potasyum tuzlar(Jalkali toprak
metal tuzlar[d érnegdin kalsiyum veya magnezyum tuzlar[d ve amonyak, alkilaminler,
hidroksilaminler, lizin, arjinin, N-metilglukamin, prokain ve benzerleri gibi uygun organik
ligandlar ile olusturulan tuzlarCkapsayabilmektedir. Farmasdtik olarak kabul edilebilir tuzlar
teknikte iyi bilinmektedir.

Burada kullanld§Cdibi, bir “farmasétik olarak kabul edilebilir solvat”, bir cbzgen ve su, etanol
ve benzeri gibi farmasétik olarak kabul edilebilir ¢oziicli taraflndan olusturulan degisken

stokiometride bir kompleksi ifade etmektedir. Su ile bir kompleks bir hidrat olarak
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hilinmektedir.

Burada kullanId @I gibi, bir “farmasotik olarak kabul edilebilir taslylcI"lveya “farmasétik olarak
kabul edilebilir eksipiyan”, formile edilen farmasétik Uriinlerde kullanl@n ayristircl@r,
badlaylclidr, dolgu maddeleri ve vyadlaylcllar gibi bir API-olmayan (API, Aktif Farmasotik
Karlsim[blusturan madde) maddeleri ifade etmektedir. Bunlar genel olarak, Amerika Birlesik
Devletleri Glda ve Ilac Kurumu ve Avrupa T Kurumu taraflidan yay@lananlarCkapsayan
olusturulmus hikimet standartlarlnh goére insanlara uygulanmaslhb yonelik gavenlidir.
farmasdtik olarak kabul edilebilir tag/ICidr veya eksipiyanlar teknikte uzman kisi tarafidan

iyi bilinmektedir.

ORNEKLER

Asag@hki érnekler, bulusun cesitli yonlerini gdstermektedir. Ornekler tabi ki, bulusun sadece
belirli yapldndlalarlnl agklaylclsl dlacak sekilde anlaglmalldirlve bulusun kapsamliizerine
shiflandmnalar Cblusturmamaktadt] Sonuglar ayrich Sekillerde ve Sekil agklama yazlErinda

sunulmaktaditive acklanmaktad(t]

Ornek 1: Malzemeler

Bilesik 1, W02012/013728 saylllpatent dokiimaninda ackland[Glgibi elde edilebilen (-} 5-
{{({trans)-2-(4-(benziloksi)fenil)siklopropil)aming)metil)-1,3,4-oksadiazol-2-amin bilesididir.

ORY-LSD1, W02013/057320 saylllpatent dokiimanta ackland@libi elde edilebilen N-
{(1R,2S)-2-(2-florofenil)siklopropil )piperidin-4-amin bilesididir.

Ornek 2: In vitro biyokimyasal tahliller

2.1LsD1

LSD1’e karsOlgili bir bilesigin inhibe edici aktivitesi, asadlda agklanan yontem kullan@@rak
test edilebilmektedir: BPS Bioscience Inc'den (katalog referans numaras[150100: insan
rekombinant LSD1, GenBank erisim no. NM_015013, N-terminal GST isaretleri ile amino
asitler 158-ug MW: 103 kDa) insan rekombinant LSD1 protein kullanId[JBir test bilesidi ile

LSD1 enzimatik aktivite ve/veya bunun inhibisyon oranlnlnl izlenmesi igin, dimetillenmis H3-
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K4 peptid (Anaspec) bir substrat olarak secildi. Demetilaz aktivitesi, Amplex® Red hidrojen
peroksit/peroksidaz tahlil kiti (Invitrogen) kullanldrak katalitik proses boyunca dretilen
H;0;'nin sal [oh[nlnl Slglilmesiyle aerobik kosullar altinda tahmin edildi.

K8aca, sabit bir miktarda LSD1, ilgili inhibitoriin (drnegin, inhibitér glicline badlColarak O ila
75 WM araldinda) en az sekiz 3-kat seri seyreltme olmadan ve/veya bunun varldinda 15
dakika icin buz lzerinde inkiibe edilmistir. Tranilkipremin (Biomol International), inhibisyon
igin bir kontrol olarak kullanIdl1Bu deney ile, her inhibitdér konsantrasyonu, iki kere test
edildi. Inhibitér ile etkilesime giren enzim(ler) bEaklIdKtan sonra, dimetillenmis H3-K4'(in
Ku'si, her reaksiyona eklendi ve reaksivon karanlkta 37°C'de 30 dakika boyunca bkId]
Enzimatik reaksiyonlar pH 7.4 tamponunda 50 mM sodyum fosfatibda ayarland(d
Inkiibasyonunda sonunda, Amplex® Red reaktifi ve yabanturpu peroksidaz (HPR) cozeltisi,
tedarikci (Invitrogen) tarafldan sadlanan tavsiyelere gore reaksiyona eklendi ve karanllkta
oda slchki@inda 5 dakika daha inkiibe edilmesi igin blEakId[dBir 1 uM H,0, ¢bzeltisi, kit
etkililiginin bir kontrolii olarak kullanId[d Tahlilde H,0, varl@iokan dolayClAmplex® Red
reaktifinin resorufine déniisiimd, bir mikroplaka okuyucusu {Infinite 200, Tecan) kullanl3@rak
floresan (540 nm'de uyarlha, 590 nm'de emilme) izlendi. Istede gére birimler, inhibitér
olmadan ve/veya inhibitér varlidinda (retilen H,0.'nun seviyesini dlgmek icin kullanldJd
LSD1'in maksimum demetilaz aktivitesi, inhibitér olmadan elde edildi ve LSD1 olmadan arka
plan floresanOicin dlizeltildi. Her inhibitdriin IC50 dederi GraphPad Prism Yaz[hOile
hesapland[]

2.2 MONOAMIN OKSIDAZ A (MAO-A) VE B (MAO-B)

LSD1, yaplshl benzerligin makul bir derecesine ve flavin baglChmin oksidazlar monoamin
oksidaz A (MAO-A) ve B {(MAO-B) ile amino asit kimligi/homolojisine sahiptir. LSD1
inhibitérine kars[MAO-A ve MAO-B'nin segicilik seviyesinin belirlenmesi icin, MAO-A ve MAO-
B've karsOlgili bilesigin inhibe edici aktivitesi, asaglda acklanan ytntem kullanl@rak test
edilebilmektedir:

Insan rekombinant monoamin oksidaz proteinler (MAO-A ve MAO-B), Sigma Aldrich’ten sat@l
almdld MAOIlar, birincil, ikincil ve Uglncul aminlerin  oksidatif deaminasyonunu
katalizlemektedir. MAO enzimatik aktivitelerin ve/veya inhibitorler) tarafldidan bunlarbl
inhibisyon oranlnl izlenmesi igin, bir floresan-bazl{inhibitér)-goriintileme tahlil ayarland (13-
{2-Aminofenil)-3-cksopropanamin (kintramin dihidrobromiir, Sigma Aldrich), bir fluoresan

olmayan bilesik bir substrat olarak secildi. Kintiramin, hem MAQO-A hem de MAO-B aktiviteleri
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icin bir spesifik olmayan substrattl] MAO aktiviteleri ile oksidatif deaminasyona girilirken,

kintramin, 4-hidroksikinoline (4-HQ), bir nihai fluoresan urlinine dontsttrilmektedir.

Monoamin oksidaz aktivitesi, kindraminin 4-hidroksi-kinoline dénisimdndn dlgtlmesiyle
tahmin edildi. Tahliller, 100 pL son hacimde berrak tabanlXCorning)} 96-kuyucuklu siyah
plakada ylratildi. Tahlil tamponu 100 mM HEPES, pH 7.5 idi. Her deney, aynCtleneyde iki
kere gergeklestirildi.

Ksaca, sabit bir miktarda MAQ, ilgili inhibitdr(in her birinde en az sekiz 3-kat seri seyreltme
olmadan ve/veya bunun varl§hka reaksiyon tamponunda 15 dakika igin buz (zerinde inkiibe
edilmistir. Clorgyline ve Deprenyl (Sigma Aldrich) skasida MAO-A ve MAO-B'nin sl@slyla
inhibisyonu icin bir kontrol olarak kullanId(]

Inhibitér ile etkilesime giren enzim(ler) bEakId&Ktan sonra, kiniraminin Ky'si, sFasila (MAO-
A) ve (MAO-B) tahlili icin her reaksiyona eklendi ve reaksiyon karanlkta 37°C'de 1 saat
boyunca blakId[l] Substratinl oksidatif deaminasyonu, 50 pL 2N NaOH eklenmesiyle
durduruldu. Kindiraminin 4-hidroksikinoline dénlstimd, bir mikroplaka okuyucusu (Infinite
200, Tecan) kullan@@rak floresan (320 nm’de uyarlha, 360 nm’de emilme) izlendi. Istede
gbre birimler, inhibitér olmadan ve/veya inhibitér varl@nida Gretilen H,O:'nun seviyesini
Glcmek icin kullanIdd

inhibitor kinliramin

Oksidatif olmadan

deaminasyonundan olusturulan 4-hidroksikinolin miktarnlnl dlctlmesiyle elde edildi ve MAO

deaminasyon  aktivitesinin  maksimumu,

enzimleri olmadan arka plan floresanCgin diizeltildi. Her inhibitériin IC50 dederi GraphPad
Prism Yaz(lI[ile hesapland ]

2.3 SONUCLAR

Bilesik 1 ve ORY-LSD1 icin yukarldbki yontemler kullanl3rak elde edilen LSD1, MAQO-A ve
MAO-B'ye kars[drnek IC50 dederleri asaddaki tabloda gosterilmektedir:

Bilesik | LSD1IC50 | MAO-B | MAO-A IC50
(uM) IC50 (uM) (uM)
Bilesik 1 0.09 0.06 5.3
ORY-LSD1 0.010 >100 >100
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Yukarldeki verilerden goriilebildigi qibi, Bilesik 1, bir potens cift LSD1/MAQO-B inhibitoriidir.
ORY-LSD1, MAO-A ve MAOQ-B uzerinden LSD1 icin segicilie sahip bir potens LSD1

inhibitoraddir.

Ornek 3: Farelerde deneysel otoimmiin _ensefalomivelit (izerinde Bilesik 1'in _etkililiginin

dederlendirilmesi

Deneysel Otoimmiin Ensefalomiyelit (EAE) modeli, insan multipl sklerozuna (MS) patolojik ve
klinik benzerlikler gostermektedir ve MS igin bir model olarak yayghl bir sekilde
kullanThaktadE Ozellikle, MOG3s.55 ve C57BL/6 fare susu kullan@@rak burada a¢Kand Ggibi
murin EAE modeli, MS'nin kronik geligen formunun bir gegerli preklinik modeli olarak

dastndlmektedir.

3.1 YONTEM

Aktif bagSIKIK kazanma ile kronik EAE'nin indiklenmesi igin, C57BL/6 fareleri, 4 mg/ml
Mikobakterium Tiiberkitiloz H37 RA barldladn tam Freund adjuvaniida (CFA) emdilsifiye
edilmis 100 pg miyelin oligodendrosit glikoproteini (MOGss.ss) ile s.c. bagSkIK kazanmgt[E]
Fareler ayrlch glin 0 ve 2de 200 ng bogmaca toksinin i.p. enjeksiyonlarlalmsticl

Tedavi giin 12 ila giin 16 badlsklkl kazanma ve giin 19 ila giin 23 bad[skkikl kazanmadan
sonraki bes ardsIkl giin icin glinde bir kere hastalldinl (gin 12 bad&K K kazandktan sonra)
baslanglclndan itibaren, Bilesik 1in (1 mg/kg veya 3 mg/kg) oral uygulanmasindan
olusmustur. Kontrol fareleri Bilesik 1 olarak ayn[lygulama rejimini takiben vehikiil [hacim
cinsinden %2 Tween-80 + %98 HPBCD (adldlk}hacim cinsinden %13)] oral olarak tedavi
edildi. n=10 fare/grup, n=9 oldudu 3 mg/kg’da Bilesik 1 ile tedavi edilen grup dsida.

Fareler, asagldaki klinik puanlama sistemine gére EAE'nin isaretleri igin giinlilk olarak
puanland10, klinik isaret yok; 0.5, kuyruk tonu kismi kayb(;11, kuyruk tonu tam kayb[;12,
zay[kuyruk ve anormal ylriyds; 3, arka bacak paralizi; 4, arka bacak parezizi ile arka bacak

paralizi; 5, arka ve 0n bacak paralizi; ve 6, 6lim.

3.2 SONUCLAR

Tedavi edilmemis kontrol fareleri, EAE'nin orta (hayvanlarfl %30°u 1.5 ila 3 maksimum klinik
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puana ulastldila ciddi (hayvanlar@l %70 3.5 ila 6 maksimum Kklinik puana ulastisaretler
gelistirdi ve ciddi paralizden dolay[%640 oranlbda mortalite gosterdi. Bilesik 1 ile tedavi blylk
oranda EAE'nin gelisimini inhibe etti ve Sekil 1'de gdsterildigi gibi gunliik klinik puan ile
Olclldiigu gibi hastallkl insidansiblve siddetini azalttld Bilesik 1 ile tedavi edilen grupta,
farelerin %40 ila 7071 orta semptomlar géstermisgtir ve neredeyse %30'u hastalKl
baslanglcindan sonra tamamen 40 gun geri kazanlId[JBilesik 1'in koruyucu etkisi, tedaviden

belirli bir zaman periyodu sonra korundu.

Bu tahlilde elde edilen sonuglara baglCblarak, Bilesik 1‘in, multipl sklerozun kronik gelisen

formunu kapsayan multipl skleroz tedavisi icin faydalCdldugu beklenmektedir.

3.3 BILESIK 1, 0.05 MG/KG OLARAK DUSUK DOZLARDA ETKILIDIR

Yukar@daki Ornek 3.1'de acKlanan ayn[EAE tahlil protokolii kullan@@rak, Bilesik 1 giin 12 ila
giin 16 bagsklkl kazanma ve gin 19 ila giin 23 bagsklk kazanmadan sonraki bes ard5lk]
giin icin glinde bir kere giin 12'den badkKkIkl kazanma sonrasida baslayan 1, 0.5 ve 0.05
mg/kg p.o.'da test edildi. Kontrol fareleri aynCluygulama rejimini takiben vehikil [hacim
cinsinden %2 Tween-80 + %98 HPBCD (ag(rlkfhacim cinsinden %13)] ile oral olarak tedavi
edildi. Fareler, Ornek 3.1’de acKlanan klinik puanlama sistemine gdre EAE'nin isaretleri icin
glnlik olarak puanlandldn=10 fare/grup. Sekil 2’de gosterildigi gibi, Bilesik 1, 0.05 mg/kg
p.o.kadar diiglk dozlarda klinik puanlazaltarak, EAE (izerinde aglklbir etki gdstermistir.

3.4 BILESIK 1IN ETKILERININ DIGER LSD1 INHIBITORU ILE KARSILASTIRILMASI

Ornek 3.1'in EAE modeli kullanl@rak, Ornek 1'de daha ayrbtllolarak acklanan diger
siklopropilamino-bazltersinmez LSD1 inhibitérii, ORY-LSD1'i test ettik. ORY-LSD1, LSD1'in
bir potens ve secici inhibitéradar.

ORY-LSD1’e sahip Ornek 3.1'de Bilesik 1 ile elde edilen sonuglar@ karsI3stBbilmesi icin ve
iki bilesik LSD1’e (kendi IC50 dederleri icin Ornek 2'ye bkz) karsClin vitro potansiyeller
bakMmmbdan farkloldugundan dolay[dORY-LSD1, /7 wvivo LSD1 inhibisyonuna gore Ornek
3.1'de Bilesik 1 icin kullan@dna esdeder olarak secilen dozlarda EAE tahlilinde uygulandd
ORY-LSD1, 0.06 ve 0.180 mg/kg p.o'da verildi. ORY-LSD1 veya vehikiil (Ornek 3.1'deki ile
aynl)j Ornek 3.1'de agKland@lgibi (n=10 fare/grup), uygulama semashifakiben uygulandd
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ORY-LSD1 ile elde edilen sonuglar Sekil 3'te gosteriimektedir. ORY-LSD1, gelisme icin ack bir
egilim saglamBken, ORY-LSD1, Bilesik 1'den 6nemli oranda daha az etkili idi. Bilesik 1,

béylece multipl sklerozun tedavisi igin 6zellikle uygun bir bilesigi simgelemektedir.

Ornek 4: Farelerde EAE model {izerinde Bilesik 1'in terapdtik etkilerin dijer karakterizasyonu

Ornek 3'tin EAE modelinde Bilesik 1'in terapotik etkilerini ayrlch karakterize etmek icin, Bilesik
1 ayrlch 0.5 mg/kg p.o.'da test edildi ve protein ile histopatolojik analiz gergeklestirildi.

Bilesik 1 ile tedavi yukar@aki Ornek 3.1'de acKland@jibi ayn[ZemayRakip etmistir, yani
glin 12 ila gun 16 bagsklkl kazanma ve giin 19 ila glin 23 bagkklkl kazanmadan sonraki bes
ardGIKl giin icin giinde bir kere giin 12'de bagKKkIK kazanma sonrasiiida baslamaktadir]
Kontrol fareleri Bilesik 1 olarak aynCliygulama rejimini takiben vehikil [hacim cinsinden %2
Tween-80 + %98 HPRCD (agMk}hacim cinsinden %13)] ile oral olarak tedavi edildi. Fareler,
Ornek 3.1'de acKlanan puanlar kullan@@rak EAE'nin isaretleri icin giinliikk olarak puanland[]
Hayvanlar, giin 26 bagBIkIKl kazanma sonrasida oldirildii ve numuneler toplandClve
asagldh aclklandldgibi islendi. n=10 fare/grup.

4.1 YONTEMLER

Doku toplanmas[Ve hiicre izolasyonu. Glin 26 badlskikl kazanma lizerine, dalak, akntClenf

nodilleri {DLNler: servikaller, inguinaller ve aksiller) ve spinal kord ¢KbrtIdL]Servikal ve
lumbar bdélgelerinin spinal segmentleri ayrUayrChazliiandClve protein ekstraksiyonu ve
histopatolojik analiz icin islendi. Tek-hiicreli siispansiyonlar dalaktan elde edildi veya lenf
nodiillerinde birlestirildi, numuneler homojen hale getirildi ve Neubauer haznesi kullanl@rak

toplam hicre sayBLaicemlendi.

Histopatolojik analiz icin numunelerin islenmesi. Servikal ve lumbar spinal kord segmentleri,

inkllizyon ve parafinde b&lmelendirme igin balindl ve islem gérdii. Spinal kord segmentleri
48sa boyunca %10 tamponlanm&l formalin ile hemen sabitlendi, dehidre edildi ve standart
teknikler kullan@@rak parafina dahil edildi. Transversal bélmeler (4-pm kalllidinda) Liiksol
hzlCiavi, kresil viyole ve Kliver-Barrera teknigini takiben hematoksilin ile boyand¥e bir [SIkI
mikroskopu {Leica, DM2000) kullanldrak demiyelinizasyon alanlarClve hiicre filtrelemesi
varl@nda analiz edildi.
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Protein ekstraksiyonu ve sitokin/kemokin analizi. Proteinler liziz tamponunda (50 mM Tris-

HCI, pH 7.4, 0.5 mM DTT, ve 10 ug/ml proteinaz inhibitérleri PMSF, pepstatin, ve lopeptin)
homojenlesme (50 mg doku/ml} ile spinal kordun servikal ve lumbar segmentlelrden ekstrakt
edildi. Numuneler santrifiijlendi (20.000 x g, 15 dk, 4°C) ve asagldeki antikorlar ve
rekombinant proteinler kullanl@rak imalat¢lnl tavsiyelerine gore IL-4, IL-6, IL-1beta, IP-10
ve MCP-1 igin spesifik sandvi¢ ELISAlarCkullanldrak slpernatanlar protein konsantrasyonu

(Bradford yontemi kullanl3rak) icin ve sitokin/kemokin icerikleri tahlil edildi:

IL-4 SaflastEIth§1SICan Anti-Fare IL-4. BD Pharmingen. 0.5mg/ml .Ref: 554387,

Rekombinant Fare IL-4. BD Pharmingen. 0.2mg/ml. Ref: 550067.
Biyotin SIghn Anti-Fare IL-4. BD Pharmingen. 0.5mg/ml. Ref: 554390

IL-6 SaflastrImESChn Anti-Fare IL-6. BD Pharmingen. 0.5mg/ml. Ref: 554400.
Rekombinant Fare IL-6. BD Pharmingen. 0.1mg/ml. Ref: 554582,
Biyotin Sichn Anti-Fare IL-6. BD Pharmingen. 0.5mg/ml. Ref: 554402.

IL-1 beta SaflastElth &l Hamster Anti-Fare IL-1 Beta. BD Pharmingen. 0.5mg/ml Ref; 550605,
Rekombinant Murin IL-1 Beta. Peprotech. 0.1mg/ml. Ref: 211-11B.
Biyotinlenmig Tavsan Anti-Murin IL-1 Beta. Peprotech. 0.4mg/ml .Ref: 500-P51 Bt.

1P-10 Anti-Murin IP-10 Antijen Afinite SaflasticIm [§1Poliklonal Antikor. Peprotech. 0.5mg/ml Ref: 500-P129.

Rekombinant Murin IP-10 (CXCL10). Peprotech. 0.1mg/ml. Ref ; 250-16.
Biyotinlenmis Antijen Afinite SaflastfIhEIAnt-Murin IP-10. Peprotech. Ref: 500-P129Bt. 0.5mg/ml

MCP-1 Anti-Murin JE/MCP-1. Antijen Afinite SaflastitithSIPoliklonal Antikor. Peprotech. 0.5mg/ml. Ref: 500-
P113.

Rekombinant Murin JE/MCP-1 (CCLZ2). Peprotech. 0.1mg/ml. Ref : 250-10.

Biyctinlenmis Anti-Murin JE Antijen Afinite Saflast(tlith §]Poliklonal Antikar. Peprotech. 0.5mg/ml. Ref:
500-P113Bt.

Istatistiksel Analiz: Lenf nodiillerinde ve dalakta hiicre sayE[hnalizi: istatistiksel analizler
ANOVA testi kullan@drak ***p<0.001 karghl vehikil olarak gdsterilmektedir. Sitokin/kemokin
seviyesi analizi: istatistiksel farklklar soyle gosterilmektedir: Mann-Whitney test kullanldrak

*p<0.05, **p<0.005; ciftlesmemis t-testi IP-10 seviyesi analizi i¢in kulland (]

4.2 SONUCLAR

0.5 mg/kg p.o.'da Bilesik 1 ile tedavi, uzun bir tedavi slresi icin fareler tarafdan iyi tolere
edilen bir doz, bliylik oranda EAE'nin gelisimini inhibe etti ve Sekil 4'te gdsterildigi gibi glinliik
klinik puan ile 6lglildiig( tizere hastal KlinsidanshlVe siddetini azalttd

Bilesik 1, Sekil 5te gésterildigi gibi, EAE farelerinin spinal kordunda inflamatuar hicreler ve
demiyelinizasyonun filtrelemesini bliylik oranda azaltmistlr]l S6z konusu Sekillerdeki oklar,

demiyelinizasyon ve inflamatuar hiicre filtreleme alanlarilgostermektedir. Demiyelinizasyon
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¢oklu alanlarCve inflamatuar hicre filtreleme, hem servikal hem de lumbar numunelerde

kontrol (vehikil-tedavili hayvanlar) numunelerinde go6zlemlenirken inflamatuar hiicre

filtreleme ya da demiyelinizasyon alanlarlolnl olmamasl] Bilesik 1 ile islem goérmus

numunelerde gézlemlendi. Sekil 6, Ornek 1 veya vehikiilde Bilesik 1 ile tedavi edilen

hayvanlar@ lumbar ve servikal bdlgelerde ortalama sayldh demiyelinizasyon plaklarfld
gGstermektedir, saslyla Bilesik 1 ile tedavi edilen hayvanlarldl servikal ve lumbar spinal kord

bélmelerinde olmayan veya blylk oranda azalan demiyelinizasyonu gostermektedir. Sekiller

5 ve 6'da gosterildidi gibi bu sonuglar, Bilesik 1'in spinal korda immun filtrelemeyi azalttGIniC]
ve multipl sklerozun EAE modelinde demiyelinizasyondan spinal kordu korudugunu

goistermektedir.

Sekil 7'de gosterildigi gibi, Bilesik 1, immiin dokulardan lenfositlerin bir azalmis] kzark GInl]
gbstererek, tedavi gérmis hayvanlarid dalak ve lenf noddillerinde tutulan imman hiicrelerin
saylslnda dnemli bir artlile sonuglanmistltl Buna ek olarak, Bilesik 1 ile tedavi, Sekiller 8A ila
8E'de gosterildidi gibi, inflamatuar ve oto-immiin yanflar(] modiile etmektedir.
Antiinflamatuar sitokin IL-4, Th2 anti-inflamatuar yanffhl gostergesi olan Bilesik 1-tedavi
edilmis hayvanlar@ spinal kordlarida biiylik oranda artmEtE{Sekil 8A). Spinal kordda pro-
inflamatuar sitokin TL-6 ve IL-1beta seviyeleri, Bilesik 1 tedavisi ile azalmgtr]l(Sekil 8B ve
8C). Buna ek olarak, spinal korda inflamatuar ve enseptalitojenik Thl hicrelerinin
ivilestirmeye dahil edilen IP-10 (Sekil 8D) ve MCP-1 (Sekil 8E) iceren hedef organda cesitli
kemokin seviyelerini énemli oranda azaltmtll Bu sonuglar, Bilesik 1'in dzellikle multipl

sklerozun tedavisi icin bir terapdtik ajan olarak uygun oldudunu dogrulamaktad(rl
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