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OZET
SYN3 BILESIMLERI VE YONTEMLERI

Kanserin tedavisinde vyararli olan ajanlar igeren sulu ve susuz ¢ozelti

5  formiilasyonlari aciklanmaktadir.
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ISTEMLER

. N-(3-kolamidopropil )-N-(3(aktobionamidopropil))-kolamid (SYN3),

hidroksipropil-beta-siklodekstrin (HPPCD) ve 5 ila 6 arasinda bir pH ve
farmasotik olarak kabul edilebilir bir tagiyict saglayan bir sitrat

tamponlama sistemi i¢eren bir liyofilize farmasoétik bilesimdir.

. Istem I’e gdre bilesimdir, burada bilesim ayrica Polisorbat 80, BigCHAP,

Polisorbat 20, polietilenepolipropilen glikol blok kopolimerden secilen en

az bir ilave ajan igerir.

. Istem 2’ye gore bilesimdir, burada Polisorbat 80, 1 ila 36 mg/ml

konsantrasyonunda  bulunur, BigCHAP, 20 ila 360 mg/ml
konsantrasyonunda bulunur ve polietilenepolipropilen glikol blok

kopolimeri, 1 ila 150 mg/ml konsantrasyonunda bulunur.

. Onceki istemlerden herhangi birine gére bilesimdir, burada bilesim, 50 ila

500 mg/ml konsantrasyonda HPBCD igerir.

. Onceki istemlerden herhangi birine gdre bilesimdir, burada sz konusu

bilesim, ayrica, en az bir farmasdétik olarak kabul edilebilir hacim arttirict

maddesi igerir.

. Onceki istemlerden herhangi birine gére bilesimdir, burada séz konusu

bilesim ayrica askorbik asit igerir.

. Istem 6’ya gbre bilesimdir, burada askorbik asit, 0.001 ila 0.6 mg/ml

konsantrasyonunda bulunur.
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10.

11.

12.

13.

14.

. Onceki istemlerden herhangi birine gore bilesimdir, burada bilesim, 0.001

mg/ml ila 150 mg/ml N-(3-kolamidopropil)-N-(3(aktobionamidopropil })-

kolamid icerir.

Mesane kanserinin tedavisinde kullanim i¢in dnceki istemlerden herhangi
birine gore bilesimdir, burada bilesim terapdtik bir genin dagitilmasi igin

bir gen dagitim sistemi ile birlikte kullanilir.

Mesane kanserinin tedavisinde kullanilmak tizere terapotik bir gen
dagitim i¢in bir gen dagitim sistemidir, burada sistem, istemler 1 ila 8’den

herhangi birine gore bilesim ile birlikte kullanilir.

Istem 9'a gdre kullanim igin bilesim veya istem 10'a gbre kullanim igin
sistemdir, burada gen dagitim sistemi bir rekombinant adenoviral vektor

dagitim sistemidir.

istem 11'e gore kullamm igin bilesim veya istem 11'e gére kullamm igin
sistemdir, burada rekombinant adenoviral vektdr dagitim sistemi,

interferon a2b igindir.

Istemler 1 ila 8’den herhangi birine gdre olan liyofilize edilmis bir
bilesimin, bir hastada mesane kanserini tedavi etmek igin bir ilacin
tiretiminde kullanimidir, burada bilesim, terapdétik bir geni dagitmak igin

bir gen dagitum sistemi ile birlikte kullanilir.

[stem 13'e gére kullamm olup, burada gen dagitim sistemi, tercihen

interferon a2b icin bir rekombinant adenoviral vektdr dagitim sistemidir.
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TARIFNAME
SYN3 BILESIMLERI VE YONTEMLERI

BULUS SAHASI

Mevcut bulus, bir transdiiksiyon arttirict ajan ile kombinasyon halinde bir
rekombinant viral vektdr dagitim sistemi gibi bir gen dafitim sistemi tarafindan
dagitilan bir tiimdr baskilayicir gen gibi terapotik bir gen kullanilarak gen terapisi
ile kanser tedavisi icin bilesimlere yoneliktir. Ozellikle, bu bulus, bir
transdiiksiyonla kombinasyon halinde stabilize edilmis bir tampon icinde formiile
edilmis bir rekombinant adenoviral vektdr dagitma sistemi kullanilarak, mesane
gibi kanserli epitel dokulara ve organlara, bir tiimor baskilayict genin (6.,
ornegin, p53 veya retinoblastoma (RB)), mesane gibi kanserli epitelyal dokulara
ve organlara, N-(3-kolamidopropil)-N-(3  (aktobionamidopropil}))-kolamid
(SYN3) olan bir transdiiksiyon arttirici ajan ile kombinasyon halinde stabilize bir
tamponda formiile edilmis bir rekombinant adenoviral vektér dagitma sistemi

kullamlarak) dagitilmasi ile ilgilidir.

BULUSUN ALTYAPISI

Epitel kanseri, sinsi bir hastaliktir, Ornegin, bir tiir epitel kanseri, mesanenin
karsinomasi, énemli bir morbidite ve mortalite kaynagim temsil eder. Mesane
kanseri, bildirildigine goére kansere bagh olimlerde erkeklerde 10. sirada,
kadinlarda 12. siradadir. Mesane kanseri tedavisi i¢in mevecut olan tedaviler
arasinda adjuvan kemoterapi veya immiinoterapi, yiizeysel hastaligin transtiretral
rezeksiyonu, radikal sistektomi veya radyoterapi yer alir ve bunlar genellikle
sistemik kemoterapi ile birlestirilir. Bu tedavi se¢eneklerine ragmen, genel
sagkalim onemli 6lglide degismemistir. Bu nedenle, mesane kanserinin tedavisi

igin yeni terapdtik yontemler gelistirilmelidir.

Alternatif bir terapotik yaklasim olarak gen terapisi stratejilerinin gelistirildigi
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bildirilmistir. Gen transfer yontemlerine dayanan neoplazmalar tedavi etmek i¢in
farkli vyaklasimlar gelistirilmistir. Neoplastik transformasyon ve progresyona
neden olan tanmimlanms genetik lokallerde spesifik lezyonlarn diizeltmek icin
yontemler gelistirildigi bildirilmistir. Baskin onkojenlerin asirt  ekspresyonu,
transforme gen veya gen Urliniinii inhibe etmek i¢in teknikler kullanilarak ele
alinabilir. Tiimor baskilayict gen fonksiyon kaybinin, yabani tip tiimdr baskilayici
genin sulandirilmasi igin yontemler kullanilarak ele alinabilecegi rapor edilmistir.
Mutasyon kompanzasyonu elde etmek i¢in bu yéntemlerin yani sira, timér
hiicrelerinin spesifik ve segici bir sekilde yok edilmesi i¢in genetik tekniklerin
gelistirildigt  bildirilmistir.  Molekiiler kemoterapinin  bu  yaklasimlarinm,
neoplastik hiicrelerde toksin genlerinin  spesifik ekspresyonuna dayandig
bildirilmistir. Son olarak, antitiimér immiinizasyonunu saglamak igin gen transfer
yontemlerinin  kullanildigr  bildirilmistir.  Bu  genetik immiino-gii¢lendirme
yontemlerinin, tiimoérlerin  immiin  tamimasim  arttirmak  igin  genetik
immiinoregiilasyon tekniklerini kullandig: bildirilmektedir. Sonug olarak, kanserin
gen tedavisini gergeklestirmek igin cesitli farkli yaklagimlar gelistirildigt

bildirilmistir.

Mesanenin karsinomu durumunda, p53 ve RB gibi tiimér baskilayic1 genlerde
yiksek oranda mutasyon goriilmiistiir. Tiimdr baskilayict genlerin bu tiir genetik
lezyonlart i¢in, neoplastik fenotipin ters ¢evrilmesi, karsilik gelen yabani tip

timor baskilayici genin degistirilmesiyle gosterilebilir.

Insan mesane dokularindan tiiretilen hiicre hatlarini kullanan in vitro galismalarin,
rekombinant adenoviriis ile enfeksiyondan sonra etkili transgen ekspresyonu
gdsterdigi bildirilmistir. Canh olarak yapilan deneyler, intravezikal dagitimdan
sonra, kemirgen liriner mesanesinde adenoviriis transgen ekspresyonu da
gostermistir. Yabani tip adenoviriis ile yapilan in vitro deneyler, viriis
baglanmasimin ve internalizasyonun benzil alkolden etkilenmedigini, fakat
virionun gelismis bir sekilde kaplanmadigini gosterdi. Ajanlar {6rn., aseton,

DMSO, prolamin stlfat) ile in vivo ¢alismalarin, mesane epitelini bakteri, viriis ve
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diger patojenlerden koruyan koruyucu "miisin" tabakasini pargalayabildigi

bildirilmektedir.

US Patent No. 5,789,244'te, bir transgeni kodlayan bir nikleotit dizisinin
yerlestirildigi bir viral vektor iceren bir bilesim bulunur, burada viral vektor,
yaklasik %] ila %350 (v/v) konsantrasyon araliginda etanol i¢eren bir tamponda
formiile edilir. US Patent No. 5,837,520, intakt bir viral partik(liin, bir hiicre
lizatindan saflastirilmasi igin, hem kapsiillenmemis DNA'y1 hem de RNA'y1 segici
olarak parcalayan bir enzimatik ajan ile intakt viral partikiilii iceren hiicre lizatinin
iglenmesini; islenmis lizati birinci adimdan bir birinci recine iizerinde
kromatografisini; ve eluantin ikinci adimdan bir ikinci regine {izerinde
kromatografisini igeren bir yontem i¢in koruma talep eder; burada bir regine bir
anyon degisim reginesidir ve digeri hareketsizlestirilmis bir metal iyonu afinite
recinesidir. US Patent No. 5,932,210, bir rekombinant adenoviriis ekspresyon
vektorii ve farmasdtik olarak kabul edilebilir bir tasiyic: igeren bir bilesimi tarif
eder; vektor, asagidakileri igerir: (a) bir yabanci proteini kodlayan bir geni igeren
bir ekzojen DNA inserti; ve (b) Ela, E1b ve protein IX'un kodlama dizilerinin ve
E3Un en azindan bir kisminin silindigi adenoviris DNA. US Patent No.
6,165,779, bir deterjan igeren bir tamponda formiile edilmis bir rekombinant viriis
vektoriinii igeren bir bilesimi agiklar. US Patent No. 6,210,939, (a) vabanci bir
proteini kodlayan bir geni igeren bir digsal DNA inseti ve (b) niikleotid 357'den
baslayarak ve 4020 ila 4050 niikleotidinde sona eren bir adenoviriis DNA igeren
bir rekombinant adenoviriis ekspresyon vektoriinii belirtir. Son olarak, US Patent
No. 6,312,681, bir mesanenin epitelyal zarindaki bir kanser hiicresine bir transgen
iceren bir adenoviral vektorlii vermek i¢in bir yontemi aciklar; bu yontem,
adenoviral vektore ve %1 ila %50 (v/v) arasinda etanol uygulanmasini igerir,
burada adenoviral vektor hiicreyi enfekte eder ve transgen enfekte olmus
hiicrelerde eksprese edilir. WO 99/02191, Polisorbat 80 ve BigCHAP gibi
deterjanlarla kombinasyon halinde SYN3'l ve mesaneye gen transferim arttirmak

i¢in bir tampon sistemini agiklar.
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Yukarida belirtilenlerle, ilgisi olmaksizin transgen dagitimunin etkinligini artiran
terapotik kullanim icin formiilasyonlara ihtiyac vardir. Instabil olan vektérler,
arzu edilen terapttik ajanm hastaya uygulanmasinda zorluk ceker. fn vivo
instabilite nedeniyle, uygulanacak olan terapotik ajanin transdilksiyonunda bir

art1s olacak sekilde vektor stabilizasyonuna ihtiyag¢ vardir.

Meveut  bulusa gdre, N-(3-kolamidopropil)-N-(3(aktobiyonamidopropil))-
kolamid, hidroksipropil-beta-siklodekstrin  (HPBCD) iceren bir liyofilize
farmasotik bilesim ve 5 ila 6 arasinda bir pH saglayan bir sitrat tamponlama

sistemi ve farmasotik olarak kabul edilebilir tagiyict ihtiva eder.

N-(3-kolamidopropil)-N-{3{aktobionamidopropil))-kolamid, "SYN3" markasiyla
da adlandirilan ticari olarak adlandirilan bilesigin genel adidir. Terimler
birbirlerinin yerine kullanilabilir. Bu nedenle, "SYN3" ticari markasi

kullanildiginda, yukaridaki jenerik isme sahip olan bilesik ile ilgilidir.

Tercihen, bilesim ayrica Polisorbat 80, BigCHAP, Polisorbat 20,

polietilenepolipropilen glikol blok kopolimerden secilen en az bir ek ajan igerir.
Avantajli olarak, Polisorbat 1 ila 36 mg/ml konsantrasyonunda bulunur,
BigCHAP 20 ila 360 mg/ml konsantrasyonunda bulunur ve Pluronic L64 ve

Pluronic 192 1 ila 150 mg/ml konsantrasyonunda bulunur.

Uygun olarak, bilesim ayrica en az bir farmasétik olarak kabul edilebilir hacim

arttiricl ajani igerir.

Avantajli olarak, bilesim ayrica askorbik asit icerir.

Tercihen askorbik asit, 0.001 1la 0.6 mg/ml konsantrasyonunda bulunur.
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Uygun olarak, bilesim 0.001 mg/ml ila 150 mg/ml N-(3-kolamidopropil)-N-
(3(aktobionamidopropil))-kolamid igerir.

Avantajli olarak, bilesim bir gen iletim sistemi ile birlikte kullanilmalidir.

Bulus ayrica, mesane kanserinin tedavisinde kullanim i¢in bir gen iletim sistemi

saglar, burada sistem bilesim ile birlikte kullanilir.

Tercihen, gen dagitim sistemi bir rekombinant adenoviral vektér dagitim

sistemidir.

Uygun bir sekilde, rekombinant adenoviral vektor verme sistemi, interferon o2b

icindir.

Avantajh olarak, bilesim gen dagitim sistemi ile kanstirilmadan énce su iginde

yeniden ¢oziiliir.
Bulus ayrica bir hastada mesane kanserini tedavi etmek igin bir ilacin iiretimi igin
bir liyofilize bilesim ve bir gen dagitim sisteminin kullanilmasini saglar; burada

bilesim ve sistem hastaya uygulamadan hemen dnce birlikte karigtirilir,

Tercihen, gen dagitim sistemi, tercihen interferon o2b icin bir rekombinant

adenoviral vektdr verme sistemidir.

Uygun olarak, bilesim gen dagitim sistemi ile karistirtlmadan 6nce suyla yeniden

¢Ozilir.

SEKILLERIN ACIKLAMASI

Sekil 1, SYN3'iin kimyasal yapisal formiiliinii géstermektedir.

Sekil 2, SYN3'lin sentezi i¢in bir yontemi gostermektedir.
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BULUSUN DETAYLI ACTKLAMASI

Buna gére, bulusun bir yonii, adenovirtis ile uyumlulugun yani sira ¢oziiniirliik ve
stabiliteyi muhafaza etmek i¢in eksipiyanlarla benzersiz bir siirfaktan benzeri bir

molekil SYN3'in formiile edilmesidir.

Bulusun bir baska yonii, SYN3 formiilasyonlarimin dokular iizerinde, Ornegin
terapotik seviyelerde temas ettigi mesanede dokular icin toksik olmamasidir.
Aslinda, gecirgenlik arttiric1 olarak islev goren siirfaktanlar, zar tahrisine bagh
olarak sikhikla bir miktar toksisite tretir. Boylece, SYN3 kullanimi, bu
toksisiteden kagcinmak i¢in daha fazla fayda saglar. Connor, et al., Gene Therapy,
Vol. 8, pp. 41-48 (2001).

Bulusun bir baska yonii, vektoriin stabilitesinin SYN3 ile kombinasyondan
etkilenmemesidir. Genellikle, transdiiksiyonun iyilestirilmesi igin gereken yiizey
aktif madde seviyeleri vektdre instabilite verebilir. Adenoviris ve SYN3
preparatlarinin kombinasyonu, adenoviris ile karsilastinldiginda daha giigli bir

karigim olugturur.

Tamponlanmig ve liyofilize edilmis sulu formiilasyonlar ve ayrica SYN3'iin sulu
olmayan ¢ozelti formiilasyonlart liretilmistir, Jenerik adla da bilinen SYN3: (N-(3-
kolamidopropil}-N-(3(aktobionamidopropil))-kolamid (Sekil 1), 2127407-44-5
numarali CAS Tesciline sahiptir. Bilesik, CAS tarafindan kendisine atanan ikinci
bir jenerik isme sahiptir. Ayrilan CAS'mm genel adi: NODA (N-[3-[(4-OD-
galaktopiranosil-D-glukanoil)amino]propil]-3,7,12-trihidroksi-N| 3-
[[(3a,5B,7a,12a)-3,7,12-trihidroksi-24-oksokholan-24-il Jamino |propil |-
.(30,5B.70,120)-kholan-24-amid). Teknikte uzman kisilerce acik¢a goriilecegi
gibi, SYN3 ¢esitli optik, totomerik, stereoizomerik ve izomerik formlarda
bulunur. Sekil 1, tercih edilen bir izomeri gdéstermektedir. Bununla birlikte,
mevcut bulusa ait bilesimler, bu formlarin timiind herhangi bir yiizde veya

rasemik karisimlarinda kapsar.
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SYN3, epitelyal doku wve timdérlerin veya daha spesifik olarak mesane
timorlerinin tedavisi i¢cin rekombinant adeno irus/terapotik gen vektdrlerinin
transdiiksiyonunu artiran bir siibstrata benzer bir molekildiir. SYN3, yaklasik

0.001 mg/ml ila yaklasik 150 mg/ml arasinda bir konsantrasyonda bulunabilir.

"Terapdtik transgen” terimi, ekspresyonu hedef hiicrede terapdtik bir etki iireten
bir niikleotid dizisi anlamima gelir. Terapdtik transgen terimi, bunlarla sinirl
olmamak iizere, tiimdr baskilayict genleri, antijenik genleri, sitotoksik genleri,
sitostatik genleri, On ilag aktiflestirici genleri, apoptotik genleri, farmasotik genleri
veya anti-anjiyojenik genleri igerir. Bu bulusun vektorleri, IRES elementlerinin
kullanimiyla veya bagimsiz olarak diizenlenmis promotdrlerin kullamimiyla

birlikte veya bir veya daha fazla terap6tik transgen iiretmek i¢in kullanilabilir.

"Tiimor baskilayic1 gen" terimi, hedef hiicrede ekspresyonu neoplastik fenotipi
baskilayabildigi ve/veya apoptozu indikleyebildigi bir niikleotid dizisi anlamina
gelir. Meveut bulusun uygulamasinda yararlhi olan tiimor baskilayier genlerin
ornekleri arasinda p53 geni, APC geni, DPC-4 geni, BRCA-1 geni, BRCA-2 geni,
WT-1 geni, retinoblastoma geni (Lee, et al, Nature, 329: 642 (1987)), MMAC-1
geni, adenomatous polipozis koli proteini (Albertsen, et al, 21 Temmuz 1998
tarihinde yayinlanan US Patenti 5,783,666); kolon karsinomunda (DCC) silinmig
gen, MMSC-2 geni, NF-1 geni, 3p21.3 kromozomunu eslestiren nazofaringeal
karsinom tiimér baskilayici geni (Cheng et al., Proc. Nat. Acad. Sci, 95: 3042-
3047 (1998)), MTS1 geni, CDK4 geni, NF-1 geni, NF2 geni ve VHL geni

bulunur.

"Antijenik genler” terimi, hedef hiicrelerde ekspresyonu, immiin sistem tarafindan
taninabilen bir hiicre yiizeyi antijenik proteininin iretilmesine yol acan bir
niikleotid dizisi anlamina gelir. Antijenik genlerin &rnekleri arasinda
karsinoembriyonik antijen (CEA), p53 (Levine'de tarif edildigi gibi, 3 Subat
1994'te yayinlanan A. PCT Uluslararasi Yayin No. W094/02167'de agiklandig
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gibi). Immiin tanimay1 kolaylastirmak icin antijenik gen, MHC sinif 1 antijenine

kaynasabilir.

"Sitotoksik gen" terimi, bir hiicrede ekspresyonu toksik etki olusturan niikleotid
dizi anlamina gelir. Bu sitotoksik genlerin Ornekleri arasinda psddomonas
ekzotoksinini kodlayan nulkleotid dizileri, risin toksini, diperia toksini ve

benzerleri bulunur.

"Sitostatik gen" terimi, bir hiicrede ekspresyonunun hiicre déngiisiinde bir
tutuklama trettigi nikleotid dizisini belirtir. Bu tir sitostatik genlerin 6rnekleri
arasinda p21, retinoblastoma geni, E2F-Rb geni, P16, p15, p18 ve p19 gibi sikline
bagimh kinaz inhibitérlerini kodlayan genler, Branellec, et al.’da tarif edilen
biiyiime durdurma spesifik homeobox (GAX) geni bulunur. (9 Mayis 1997
tarihinde yayinlanan PCT Yayiu WO097/16459 ve 3 Ekim 1996 tarihinde
yayinlanmig PCT Yayin1t WO96/30385).

"Sitokin geni” terimi, bir hiicrede ekspresyonu bir sitokin iireten bir niikleotid
dizisi anlamina gelir. Bu sitokinlerin dmekleri arasinda GM-CSF, interldkinler,
ozellikle 1L-1, I1L-2, 1L-4, 1L-12, IL-10, 1L-19, 1L-20, alfa, beta ve gama alt
tiplerinin interferonlan, o6zellikle interferon o-2b ve interferon a-2¢-1 gibi

fiizyonlar bulunur.

"Kemokin geni" terimi, bir hiicrede ekspresyonu bir sitokin iireten bir niikleotid
dizisi anlamina gelir. Kemokin terimi, hiicreler tarafindan salgilanan yapisal
olarak iliskili diisik molekiiler sitokinlerin agirlik faktorleri grubunu mitojenik,
kemotaktik veya enflamatuar aktivitelere sahip yapisal olarak iliskilidir. Oncelikle
dort korunan sisteini paylasan 70 ila 100 amino asit rezidii katyonik proteinleridir.
Bu proteinler, iki amino-terminal sisteinin aralifmma dayali olarak iki gruba
ayrilabilir. Birinci grupta, iki sistein tek bir rezidii (C-x-C) ile ayrilir, ikinci grupta
ise bitisiktir (C-C). 'C-x-C' kemokinlerinin liye érnekleri arasinda, bunlarla sinirli

olmamak f{izere, trombosit faktéri 4 (PF4); trombosit bazik proteini (PBP),
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interlokin-8 (1L-8), melanom biiyiime uyarici aktivite proteini (MGSA), makrofaj
enflamatuar protein 2 (MIP-2), fare Mig (m119), tavuk 9E3 (veya pCEF-4),
domuz alveoler makrofaj kemotaktik faktérler T ve T (AMCEF-I ve-II), B oncesi
hiicre biliviimesini uyarici faktor (PBSF) ve IP10. C-C' grubunun Uyelerinin
ornekleri arasinda, bunlarla sinirli olmamak {izere, monosit kemotaktik protein 1
(MCP-1), monosit kemotaktik protein 2 (MCP-2), monosit kemotaktik protein 3
(MCP-3), monosit kemotaktik protein 4 (MCP-4), makrofaj inflamatuar protein 1
alfa (MIP-1-alfa), makrofa] enflamatuar protein 1 beta (MIP-1-beta), makrofaj
enflamatuar protein 1 gama (MIP-1-gama), makrofaj inflamatuar protein 3 alfa
(MIP-3-alfa), makrofaj inflamatuar protein 3 beta (MIP-3-beta), kemokin (ELC),
makrofaj enflamatuar protein 4 (MIP-4), makrofaj enflamatuar protein 5 (MIP-5),
LD78 beta, RANTES, SIS-epsilon (p500), timus ve aktivasyon-diizenlenmis
kemokin (TARC), eotaksin, 1 -309, insan proteini HCC-1/NCC-2, insan proteini
HCC-3, fare proteini C10 bulunur.

"Farmasotik protein gemi” terimi, ekspresyonunun protein tiretimiyle sonuglanan
bunun hedef hiicrede farmasétik olarak etkili oldugu niikleotid dizisini belirtir. Bu
tir farmasotik genlerin  Ornekleri arasinda proinsulin  geni ve analoglan
(W098/31397 numarali PCT Uluslararas1 Patent Basvurusunda tarif edildigi gibi,
biiyiime hormonu geni, dopamin, serotonin, ¢pidermal biiylime faktdrii, GABA,
ACTH, NGF, VEGF (hedef dokuya kan perflizyonunu arttirmak, anjiyojenezi
indliiklemek, 30 Temmuz 1998'de yaymlanan PCT yayimi WO98/32859.),

trombospondin vb. bulunur.

"Pro-apoptotik gen" terimi bir niikleotid dizisini belirtir, bunun ekspresyonu
hiicrenin programlannis hiicre &liimilyle sonuglanir. Pro-apoptotik genlerin
ornekleri arasinda p53, adenoviriis E3-11.6K, adenoviriis E4orf4 geni, p53 yolu

genleri ve kaspazlan kodlayan genler bulunur.

"On ilag aktiflestirici genler” terimi, ekspresyonu, terapdtik olmayan bir bilesigi

terapdtik bir bilesige doniistiirebilen protein iiretimi ile sonuc¢lanan niikleotid
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dizilerini belirtir, hilicrenin dis etkenler tarafindan ¢ldiirilmeye vyatkin hale
gelmesini veya hiicrede toksik bir duruma neden olmasim saglar. Bir 6n ilag
aktiflestirici gen Ornegi, sitozin deaminaz genidir. Sitozin deaminaz, 5-
fliositozini, giicli bir antitimor ajan olan 5 flilorourasile dontistiirir. Timor
hiicresinin erimesi, timoériin lokalize edilmis noktasinda 5FC'yi 5FU'va
déntistiirebilen lokal bir sitosin deaminaz patlamast saglar ve bunun sonucunda
¢evresindeki birgok tiimdr hiicresinin dldiiriilmesi saglanir. Bu, ¢ok sayida timér
hiicresinin, bu hiicrelere bir adenoviriis ile enfekte edilmesine gerek kalmadan
oldirilmesiyle sonuclanir (buna "seyirci kalma etkisi” denir). Bunlara ek olarak,
timidin kinaz (TK) geni (bakiniz, 6m. Woo, et al. Birlesik Devletler Patent
No. 5,631,236 20 Mayis 1997 ve Freeman, et al. Birlesik Devletler Patent
No. 5,601,818 11 Subat 1997} TK gen iirlinlinii eksprese eden hiicrelerin,
gansiklovir uygulamas: ile secici Oldiirmeye duyarli oldugu durumlarda

kullanilabilir.

"Anti-anjiyojenik™ genler terimi, ekspresyonu anti-anjiyojenik faktorlerin hiicre
disi salgilanmasiyla sonuglanan bir niikleotid dizisi anlamma gelir. Anti-
anjiyogenez faktorleri arasinda anjiyostatin, Tie 2 (PNAS (ABD) (1998) 95:8795-
8800'de tarif edildigi gibi), endostatin gibi vaskiiler endotel biiylime faktorii
inhibitdrleri (VEGF) bulunur.,

Teknikte uzman kisilerce, yabani tip proteinin fonksiyonel alt fantezilerini
sifrelemek lizere vyukarida belirtilen genlerde modifikasyonlarin  ve/veya
delesyonlarin, mevcut bulusun uygulamasinda kullanim i¢in kolayca adapte
edilebilecekleri acikca gériilecektir. Omegin, p53 genine yapilan referans sadece
yabani tip proteini degil aym zamanda modifiye p53 proteinlerini de igerir. Bu
gibi modifiye edilmis p53 proteinlerinin érnekleri arasinda tarif edildigi gibi
niikleer tutumu arttirmak icin p53'e yapilan modifikasyonlar, Wahl, et al., Nat.
Cell Biol., 3(12): E277-86 (2001), kalpain konsensiis bdliinme bdlgesim elimine

etmek i¢in deltal3-9 amino asitleri gibi delesyonlar, oligomerizasyon bolgelerinde
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modifikasyonlar bulunur (PCT, W097/0492 basvurusunu ya da US Patent No
5,573,925'te yayimlanan Bracco et al.'da tarif edildigi gibi.).

Teknikte wuzman Kkisilerce, yukandaki terapotik genlerin, ortam igine
salgilanabilecegi veya bir sinyal peptidi veya niikleer lokalizasyon sinyali (NLS)
gibi bir hedefleme molekiil boliimiiniin dahil edilmesi yoluyla belirli hiicre ici
bolgelere lokalize edilebilecedi acikga gorilecektir. Ayrica terapotik transgen
tanimina dahil edilen, herpes simpleks viriis tip 1 (HSV-1) yapisal protein, VP22
ile terapOtik transgenin fiizyon proteinleridir. VP22 sinyalini igeren fiizyon
proteinleri, enfekte bir hiicrede sentezlendiklerinde, enfekte olmus hiicreden disa
aktarihir ve etrafta enfekte olmayan hiicrelere etkili bir sekilde yaklasik 16
hiicrelik bir capa girerler. Bu sistem, fiizyon proteinleri, ¢evredeki hiicrelerin
gekirdegine verimli bir sekilde tasindifindan, transkripsiyonel olarak aktit
proteinlerle (6rnegin, p53) birlikte kullanildiginda faydalidie. Bakiniz,
ornegin Elliott, G. & O'Hare, P. Cell,, 88:223-233 (1997); Marshall, A. &
Castellino, A. Research News Briefs., Nature Biotechnology, 15: 205
(1997); O'Hare, et al. PCT yayim WOQO97/05265 13 Subat,1997. HIV Tat
proteininden tiiretilen benzer bir hedefleme molekiil boliimii ayrica Vives et al., J.

Biol. Chem .. 272: 16010-16017 (1997)'de agiklanmaktadir.,

Burada kullanildigr sekliyle "bir gen dagitim sistemi”, drnegin rekombinant viral
vektorler ve viral olmayan vektor sistemleri dahil olmak iizere terapdtik bir genin
belirli bir epitel dokuya veya organa dagitilmasinin herhangi bir yolunu ifade
eder. Vektor olmayan sistemlerin drnekleri arasinda, bunlarla sinirli olmamak
iizere, lipit bazl, lipit kapsiillenmis DNA veya katyonik lipit/DNA kompleksleri
bulunur. Rekombinant viral vektorlerin 6rnekleri arasinda, bunlarla simrh
olmamak Tlizere, herpes virlisl, retrovirlis, as1 virlisii, adenoviriis ve adeno-

baglantili viriisler bulunur.

"Rekombinant”, niikleik asitlerin "genetik miihendislik" olarak da adlandirilan

rekombinant DNA teknolojisinin yontemleri ile diretildigi niikleik asitler1 ve onlar
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tarafindan kodlanan proteini belirtir. Tercih edilen bir rekombinant viral vektor,
protein IX geninin delesyonu olan adenoviral vektér dagitim sistemidir. Bakimz
WO 95/11984 sayili Uluslararasi patent basvurusu. Bir tiimér baskilayict gen gibi
bir terapotik gen igeren rekombinant vektor dagitim sistemi, vektorli stabilize
eden bir tamponda formiile edilir ve vektdr ile uyumlu bir dagitim arttirict ajan ile

birlestirilir.

Bir "dagitim arttirict ajan”, bir timoér baskilayict gen gibi terapdtik bir genin,
kanserli bir doku veya organa dagitimini arttiran herhangi bir ajam belirtir. Bu tiir
gelismis dagitim, cesitli mekanizmalar ile saglanabilir. Bu tiir bir mekanizma,
mesanenin epitel ylzeyi iizerindeki koruyucu glikosaminoglikan tabakasinin

bozulmasini igerebilir.

Bu tiir dagiim arttirict ajanlarin 6rnekleri deterjanlar, alkoller, glikoller,
sirfaktanlar, safra tuzlar, heparin antagonistleri, siklooksijenaz inhibitorleri,
hipertonik tuz ¢ozeltilenn ve asetatlardir. Alkoller, 6rnegin, etanol, N-propanol,
izopropanol, biitil alkol, asetil alkol gibi alifatik alkolleri igerir. Glikoller arasinda
ormegin gliserol, propilenglikol, polictilenglikol ve tiyogliserol bulunur. Asetik
asit, glukonol asetat ve sodyum asetat gibi asetatlar, dagitim arttinict ajanlarin
bagka 6rnekleridir. 1M NaCl gibi hipertonik tuz ¢ozeltileri ayrica dagitim arttirict
ajanlarin ornekleridir. Stirfaktanlarin &rnekleri, sodyum dodesil siilfat (SDS) ve
lisolesitin,  polisorbat 80, nonilfenoksipolioksietilen, lisofosfatidilkolin,
polietilenglikol 400, polisorbat 20, polioksietilen eterler ve poliglikol eter
surfaktanlardir. Taurokolat, sodyum tauro-deoksikolat, deoksikolat,
kenodeoksikolat, glikokolik asit, glikokenodeoksikolik asit ve glimiis nitrat gibi
diger kan durdurucu maddeler gibi safra tuzlar kullanilabilir. Protamin siilfat gibi
heparin-antagonistler benzeri dortlii aminler de kullanilabilir. Sodyum salisilat,
salisilik asit ve indometasin, naproksen, diklofenak gibi nonsidaidal

antiinflamatuar ilag (NSAIDS) gibi siklooksijenaz inhibitdrleri kullanilabilir.

"Arttirict” terimi, bir tlimor baskilayic1 gen gibi terapdétik genin kanserli doku
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veya organa artan dagitumi tarif eder. Terapotik bir genin artan dagitumi, bir tiimor
baskilayici gen gibi, cesitli yollarla, 6rnegin, timor baskilayici gen, dagitim
arttirict maddeden yoksun bir tampondaki bir adenoviral vektdér dagitim
sisteminde verildiginde, ekspresyon sevivelerine kiyasla timor baskilayici gen
ekspresyonunun oSlgiilmesiyle Olclilebilir. Terapodtik genlerin Srnekleri, timor
baskilayict genler ve intihar geni timidin kinazidir. Tiimor baskilayici genlerin
ornekleri arasinda, ancak, bunlarla sinirli olmamak tizere, p53, retinoblastoma
geni, pl 10B gibi tam uzunlukta veya p94RB veya p56RB, Rb56 gibi fragmanlari,
Rb geninin fonksiyonel bir varyanti, pS3 geninin fonksiyonel bir varyanti, p53 ile
sinirlt degildir. Diger terapétik genler arasinda, bunlarla simirli olmamak iizere,
CFTR, sitokinleri kodlayan genler (6rnegin, interferonlar alfa, beta, gama, delta,
interlokinler (6rnegin, IL-4, IL-10, IL-2), GM-CSF ve sistit gibi mesanenin
kanserli olmayan hastaliklarinin tedavisinde terapotik potansiyele sahip olan
proteinleri kodlayan diger genler bulunur. Agiklamanin bazi ydnlerinde, terapdtik

gen antisens RNA'y1 kodlar.

Bazi yonleriyle, tarifnamenin bilegimleri, bir dagitim arttirici ajan igeren bir
tamponda bir rekombinant viral vektor verme sisteminde bulunan bir timor
baskilayic1 gen gibi terapdétik olarak etkili bir miktarda bir terapétik gen igerir.
Burada kullamildig1 sekliyle "terapdtik olarak etkili”, bir hastalik durumu ile

baglantili semptomlarin dnlenmesi, azaltilmasi veya iyilestirilmesi anlamina gelir.

P53 gibi bir terapétik gen igeren farmasotik bilegsimin terapotik olarak etkili
miktarlari, veya bir dagitim arttiric ajan igeren bir tamponda formiile edilmis bir
rekombinant viral vektér dagitim sisteminde, retinoblastom tiimor baskilayici gen,
bu tarifnamenin 6gretisine uygun olarak uygulanacaktir. Ormegin, bir dagitim
arttiric1 ajan igeren bir tamponda formiile edilen rekombinant adenoviral vektor
dagitim sisteminde p53 tlimdér baskilayici genin terapdtik olarak etkili miktarlari,
yaklasik 1 X 10* parcacik/ml ila 2 X 10" parcacik/ml araliginda, daha fazlasi tipik
olarak yaklasik 1 X 10* parcacik/ml ila 9 X 10" parcacitk/ml, en tipik olarak 1 X
10" parcacik/ml ila 9 X 10" parcacik/ml'dir.

13
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ACNS3 olarak da bilinen P53, yabani tip p53 timor baskilayict proteinini
sifreleven bir rekombinant adenoviriis tip 5'tir ve 6megin PCT patent basvurusu
W095/11984'te tarif edilir. Agiklamanin bir yéniinde, formiile edilmis SYN3, p33
enjeksiyonuyla birlestirilir ve karigum, mesanenin i¢ine verlestirilir. Bu preparat,
epitelyal karsinomlar1 tedavi etmeye yoOneliktir. Tercihen, p53 yaklasik 5 ila

yaklasik 8 x 10" parcacik miktarinda meveut olacaktur.,

Bu aciklama kapsaminda kullanilacak deterjanlar &rnegin anyonik, katyonik,
zitteriyonik ve iyonik olmayan deterjanlan igerir. Omek deterjanlar arasmda,
bunlarla simirli olmamak iizere, taurokolat, deoksikolat, taurodeoksikolat,
setilpirodyum, benalkonyum kloriir, ZWITTERGENT 3-14 deterjan, CHAPS (3 -
[(3-Kolamidopropil) dimetilammoniol] -1-propanesiilfonat hidrat, Aldrich'ten
temin edilebilir, Big CHAP, Deoxy Big CHAP, TRITON-X-100 deterjan Union
Carbide'dan temin edilebilir, C12E8, Octyl-B-D-Glucopyranoside, PLURONIC-
F64, PLURONIC-F68, PLURONIC-F69 deterjanlari, BASF, TWEEN20 deterjan
ve TWEENS( deterjan 1CI'den temin edilebilir.

Bir uygulamada, dagitim arttiric1 ajan, rekombinant adenoviral vektér dagitim
sisteminin formiile edildigi tamponda bulunur. Dagitim arttirict ajan, rekombinant
viriisten dnce veya virlisle birlikte verilebilir, bazi uygulamalarda, dagitim arttirici
ajan hastaya uygulamadan hemen &nce bir virilis preparatini dagitim arttirict ajan
formiilasyonu ile karigtirmak suretiyle viriisle saglanir. Bagka uygulamalarda,
dagitum arttirict ajan ve viriis, uygulama igin saglik yetkilisine tek bir sise iginde

saglanir.

Bir tampon i¢inde formiile edilmis bir rekombinant adenoviral vektér dagitim
sisteminde bulunan ve ayrica bir dagitim arttirici ajan igeren bir tiimér baskilayici
gen igeren bir farmasdtik bilesim durumunda, farmasétik bilesim zamanla
vaklasik 5 dakika ila 3 saat, tercihen yaklasik 10 dakika ila 120 dakika ve tercihen
yaklagik 15 dakika ila 90 dakika arasinda uygulanabilir. Baska bir uygulamada

dagitim arttirici ajan, timér baskilayici geni igeren rekombinant adenoviral vektér
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dagitim sisteminin uygulanmasindan 6nce uygulanabilir. Dagitim arttirict ajanin
onceden tatbik edilmesi, yaklasik 30 saniye ila 1 saat arasinda olabilir, timor
baskilayici geni iceren adenoviral vektér dagitim sisteminin uygulanmasindan
once tercihen yaklasik 1 dakika ila 10 dakika ve tercihen yaklasik 1 dakika ila 5

dakika arasinda degisir.

Meveut bulusun formiilasyonlann ic¢in kullanilabilecek ¢éziiciiler, Ornegin
enjeksiyon igin su gibi sulu ¢oziiciiler ve/veya DMA olarak da bilinen DMSO ve
N, N-Dimetilasetamid gibi sulu olmayan coziiciiler; ve tercihen USP
standartlarina uygun olarak hazirlanan gliserol ve su gibi yardimer ¢oziicu

karisimlan igerir.

Formiilasyonlar HPBCD igerir ve ayrica tercihen polisorbatlar veya polioksietilen
sorbitan esterler, 6rn., digerleri arasinda polisorbat 80 ve polisorbat 20 iceren bir
noniyonik siirfaktan simifi, Plironik veya polietilen-polipropilen glikol blok
kopolimerleri, érn., digerleri arasinda Pluronic L68 ve L92™iceren noniyonik bir
siirfaktan sinifi; ve hidroksipropil-beta-siklodekstrin, bir HP-CD ve BigCHAP™
igeren, non-iyonik bir kompleks yapici ajan smifi olan &m. HPRCD ve
BigCHAP™ jceren bir polisiibstitiie edilmis hidroksialkil-beta-siklodekstrin
igerir, Tercih edilenler, ¢oziindlriicii maddeler olarak, Polisorbat 80™, Polisorbat
20™,_ Pluronic L64™ ve Pluronic L92™dir. Coéziindiiriicli ajanlar, érnegin ayri
ayrt veya kombinasyon halinde kullanilabilir. Coéziindlirlici  ajanlarin
konsantrasyonlari, asagida ortaya konmustur. HPBCD, yaklasik 50 ila 500 mg/ml]
konsantrasyonda mevcut olabilir, BigCHAP™ yaklasik 20 ila yaklasik 360 mg/ml
konsantrasyonunda bulunabilir, Polisorbat 80™, vyaklasik 1 ila yaklasitk 150
mg/ml bir konsantrasyonunda bulunabilir, ve diger i¢erikler, asagida belirtilen

konsantrasyonlarda mevcut olabilir.
Dagitim arttirict ajanimin konsantrasyonu, kullanilan dagitim arttiricr ajaninin

tampon, pH, hedef doku veya organ ve uygulama sekli gibi teknikte siradan

uzmanliga sahip biri tarafindan bilinen bir dizi faktére bagli olacaktir. Dagitim
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arttirict ajanimnin konsantrasyonu, %0.01 ila %50 (w/v), tercihen %10 ila %40
(w/v), tercihen %14 ila %19 (w/v), ve tercihen %0.01 ila %30 (w/v) arasmdadir.
Tercihen, deterjan konsantrasyonu, kanisimdan once formiilasyonda %]l ila %12
(w/v) ve tercihen karisimdayken formiilasyonda %0.1 (w/v) olacaktir. Tercihen,
hastaya uygulanan nihai formiilasyondaki deterjan konsantrasyonu, kritik
mikellizasyon konsantrasyonunun (CMC) yaklasik 0.5-2 katidir. Rekombinant

adenoviriis formilasyonunda CMC, 0.001 mg/ml'ye esittir.

SYN3'in liyofilize edilmis formiilasyonlar bir sitrat tamponlama sistemi igerir.
Tercihen, sitrat tamponlama sistemi, sitrik asit monohidrat USP veya sodyum
sitrat dihidrat USP gibi en az bir sitrik tampon igerebilir. Daha tercihen, sitrat
tamponlama sistemi, bir sitrik asit monohidrat USP ve sodyum sitrat dihidrat
USP'nin bir kombinasyonunu igerir. Kombinasyon halinde kullanildiginda, sitrik
asit monohidrat USP miktari, yaklasik 0.005 ila vaklasik 2 mg/ml, daha ¢ok tercih
edilen sekliyle 0.016 ila yaklagik 1.35 mg/ml konsantrasyonunda bulunabilir,
tercihen 0.016 ila yaklasik 0.72 mg/ml, tercihen yaklasik 0.005 ila yaklagik 1.35,
ve sodyum sitrat dihidrat USP, yaklasik 0.02 ila yaklagik 5.37 mg/ml, tercihen
0.05 ila 3.00 mg/ml, tercihen 0.05 ila 2.31 mg/ml konsantrasyonunda bulunabilir.
Uygun olan diger uygun tamponlama sistemleri, drnegin sifrat tamponlama
sisteminin yering veya bununla kombinasyon halinde fosfat, glisin ve

yukaridakilerin hepsinin degisken kombinasyonlarini igerir.

Tamponlama sistemi, iyilestirilmis stabilite olacak sekilde livofilize edilmis bir
formiilasyonun pH degerini saglayacaktir. pH degeri 5 ila 6 araliginda olacaktir.
SYN3'in karisim sulu formiilasyonlart tercihen yaklasik 7 ila yaklasik 8,5,
tercihen yaklasik 7,4'litk bir pH'ta tamponlanir ve SYN3 dehidrate tozda 40 °C'de

en az 3 ay boyunca stabil kalir.

Liyofilize edilmis formiilasyonlar tercihen, dondurarak kurutma hacim arttirici

ajanlar1 olarak glisin veya mannitol igerir. Diger uygun dondurarak kurutma
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hacim arttirict ajan, madde manitol oldugunda yaklagik 5 ila 100 mg/ml, madde

ise glisin oldugunda vaklasik 10 ila 200 mg/ml konsantrasyonda mevcut olabilir.

Liyofilize edilmis formiilasyonlar tercihen bir antioksidan olarak askorbik asit
igerir. Kullanilabilecek diger uygun antioksidanlar, émegin sitrik asidi igerir.
Askorbik asitler antioksidan oldugunda, yaklasik 0.001 ila yaklasik 0.6 mg/ml

konsantrasyonunda mevcut olabilir.

Bu bulusun bilegimleri ek olarak, 6rnegin, bir stabilizér, arttirict veya diger
farmasotik olarak kabul edilebilir tagiyicilar veya vehikiiller icerebilir. Farmasdétik
olarak kabul edilebilir bir tasiyici, ornegin, tiimor baskilayici genini igeren
rekombinant adenoviral vektdr dagitim sistemini stabilize etmek icin etkili olan
fizyolojik olarak kabul edilebilir bir bilesik; 6rnegin, glukoz, sukroz veya
dekstranlar gibi karbonhidratlar, Hidroksipropil-j8-Siklodekstrin, askorbik asit
veya glutatyon gibi antioksidanlar, selatlama ajanlari, diisiik molekiiler agirhikli

proteinler veya diger stabilizatdrler veya eksipiyanlar igerebilir.

Diger fizyolojik olarak kabul edilebilir  bilesikler arasinda, Ornegin
mikroorganizmalarin biiylimesini veya etkisinin &nlenmesi ig¢in faydali olan
1slatict maddeler, emiilsifiye edici maddeler, dagitict maddeler veya koruyucular
bulunur. Cesitli koruyucular 1vi bilinmektedir ve érnegin fenol ve askorbik asit
icerir. Teknikte uzman bir kisi, farmasétik olarak kabul edilebilir tasiyict
seciminin, uygulama yoluna ve rekombinant adenoviral vektoér verme sisteminin
ve burada bulunan belirli tiimdr baskilayici genin 6zel fizyokimyasal dzelliklerine
bagli oldugunu bilecektir. Tasiyici, dengeleyici veya adjuvan érnekleri Gennaro,
Remington's: The Science and Practice of Pharmacy, 19th Ed.’de (Mack
Publishing. Co., Easton, Pa. 1995) bulunabilir.

Bir dagitim arttirict ajan igeren bir tampon i¢inde formiile edilmis bir terapdtik

gen iceren rekombinant viral vektér dagitim sistemi, normal olarak uzman

kigilerce bilinen herhangi bir dagitim ydntemi, Ornegin, intratumoral veya

17



10

15

20

25

30

02422-P-0001

intravezikal uygulama kullanilarak herhangi bir kanserli dokuya veya organa
dagitilabilir. Kanserli dokular ve organlar, Grnegin, gastrointestinal sistem,
mesane, solunum yolu ve akciger gibi bir epitelyal membrani1 olan herhangi bir
doku veya orgam icerir. Ornekler arasinda, bunlarla siurli olmamak {izere,
mesane ve (st solunum yolu kanseri, vulva, serviks, vajina veya bronslar;
peritonun lokal metastatik tiimorleri; bronko-alveoler karsinom; plevral metastatik
karsinom; agiz ve bademcikler karsinomasi; nazofarenks, burun, girtlak, yemek
borusu, mide, kolon ve rektum, safra kesesi veya cilt karsinomasi; veya melanom

bulunur.

Aciklamanin dagitim arttiric1 ajanlari ayrica, epitelyal bir zar1 olan herhangi bir
doku veya organa tatbik etmek igin proteinler, niikleik asitler, antisens RNA,
kiigiik molekiiller vb. gibi diger farmasétik ajanlan formiile etmek igin de

kullanilabilir.

Formiilasvonlarin Uygulanmasi

Baz1 yonlerde, dagitim arttirici ajan, ekspresyon vektoriiniin formiile edildigi
tamponda bulunur. Dagitim arttiricr ajan ekspresyon vektoriinden Once veya
ckspresyon vektdorii ile birlikte uygulanabilir. Bazi ydnlerde, dagitim arttirict ajan,
bir ekspresyon vektdriinll hastaya uygulamadan hemen 8nce bir dagitim arttirics
ajan formiilasyonu ile karistirmak suretiyle ekspresyon vektoriiyle saglanir. Diger
yonlerde dagitim arttirict ajan ve ekspresyon vektorll, uygulama igin saglik

yetkilisine tek bir sise icinde saglanir.

Bir tampon i¢inde formiile edilmis bir rekombinant adenoviral vektor dagitim
sisteminde bulunan ve ayrica bir dagitim arttirici ajan igeren bir tiimér baskilayici
gen igeren bir farmasdtik bilesim durumunda, farmasétik bilesim zamanla
vaklasik 5 dakika ila 3 saat, tercthen yaklasik 10 dakika ila 120 dakika ve en ¢ok
tercihen vaklasik 15 dakika ila 90 dakika arasinda uygulanabilir. Baska bir

yonden, dagitim arttirica ajan, timor baskilayict geni igeren rekombinant
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adenoviral vektér dagitim sisteminin uygulanmasindan Once uygulanabilir.
Dagitim arttirici ajanin dnceden uygulanmasi, tiimdr baskilayici geni igeren
adenoviral vektér dagitim sisteminin uygulanmasindan énce yaklasik 30 saniye ila
I saat, tercihen yaklasik 1 dakika ila 10 dakika ve en ¢ok tercihen vaklasik 1
dakika ila 5 dakika arasinda degisebilir.

Bir dagitim arttirici ajan igeren bir tampon icinde formile edilen ekspresyon
vektorli, normal olarak uzman kisilerce bilinen herhangi bir dagitim yontemi,
Ornegin intratumoral veya intravezikal uygulama kullanilarak, kanser dokusu gibi
neoplastik dokular dahil olmak tizere herhangi bir doku veya organa verilebilir.
Dokular ve organlar, gastrointestinal sistem, mesane, solunum yolu ve akciger
gibi bir epitel membranina sahip herhangi bir doku veya organi igerir. Ornekler
arasinda, bunlarla simirh olmamak Uizere, mesane ve {ist solunum yolu kanseri,
vulva, serviks, vajina veya bronslar; peritonun lokal metastatik tiimérleri; bronko-
alveoler karsinom; plevral metastatik karsinom; agiz ve bademcikler karsinomasi;
nazofarenks, burun, girtlak, yemek borusu, mide, kolon ve rektum, safra kesest

veya cilt karsinomasi; veya melanom bulunur.

Bulusun bazi uygulamalarinda, bir ckspresyon vektdrii, mukozal, topikal ve/veya
bukkal formiilasyonlarda, oOzellikle de muko yapiskan jel ve topikal jel
formiilasyonlarinda formiile edilir, Omek permeasyon arttirict bilesimler, polimer
matrisleri ve transdermal uygulama i¢in muko-yapiskan jel preparatlart US Patent
No. 35,346,701'de agiklanmaktadir. Bu tiir formilasyonlar o6zellikle, agiz
kanserleri, bas ve boyun kanserleri (6rn., trakeobronsiyal epitel kanserleri), deri
kanserleri (O0rn., melanom, bazal ve skuamdéz hiicreli karsinomlar), bagirsak
mukozasi, vajinal mukoza ve rahim agzi kanseri kanserlerinin tedavisi igin

yararlidir.

Bulusun bazi uygulamalarinda, gbze uygulama i¢in oftalmik formilasyonlarda

terapotik bir ajan formiile edilir. Bu tiir formiilasyonlar, istege bagli olarak p53'iin
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verilmesiyle baglantili olarak retinoblastoma (RB) geninin gdze uygulanmasinda

faydahdir.

Tedavi Yontemlerinde Kullanim Icin Bilesimler

Bulusun bilesimi tipik olarak genin bir hiicreye transferini arttirmak igin
uygulanir. Hiicre, bir epitel membran gibi bir dokunun parcasi olarak veya doku
kiiltiiriinde oldugu gibi 1zole edilmis bir hiicre olarak saglanabilir. Hiicre in vivo,

ex vivo veya in vitro olarak saglanabilir.

Bilesimler, ilgilenilen dokuya in vivo veya ex vivo olarak ¢esitli yéntemlerle dahil
edilebilir. Modiile edici ajan, hiicrelere mikroenjeksiyon, kalsiyum fosfat
¢okeltmesi, lipozom flizyonu veya biyolojik &zellikler gibi yontemlerle verilir.

Terapdtik madde, dogrudan ilgilenilen doku tarafindan alinabilir.

Bulusun bazi uygulamalarinda, bulusa ait bilesimler, bir hastadan eksplante edilen
hiicrelere veya dokulara ex vivo olarak uygulanir, daha sonra hastaya geri
dondiiriiliir, Terapdtik gen yapilarimm  ex vivo uygulamasinin  &rnekleri
arasinda Arteaga ct al.,, Cancer Research 56(5):1098-1103 (1996); Nolta ct al.,
Proc Natl. Acad. Sci. USA 93(6):2414-9 (1996); Koc et al., Seminars in Oncology
23 (I):46-65 (1996); Raper et al, Annals of Surgery 223(2):116-26
(1996); Dalesandro et al.,, J. Thorac. Cardi. Surg., 11(2):416-22 (1996),
ve Makarov et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93(1):402-6 (1996) bulunur.

Ornekler
Asagidaki 6rnekler bu bulusu daha fazla aciklayacaktir. SYN3, HPBCD ve Sila 6

arasinda bir pH saglayan bir sitrat tamponlama sistemi iceren bilesimleri gdsteren

tiim Ornekler bulusa goredir.
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ORNEK 1

Asagidaki tablo, mevcut bulusun sulu olmayan sivi formiilasyonlart icin igerik
araliklarint temsil eder. Uygulamadan 6nce (mesane kanseri i¢in), SYN3 ¢ozeltisi,
hastaya uygulanan bir karisim olusturmak ic¢in 1:50 v/v oraninda rekombinant

adenoviriis preparati ile birlestirilir.

Icerik Icerik Konsantrasyonlar1 Arahg
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml

SYN3 0.001 - 150 0,001 - 150 0.001 - 150 0.001 - 150

Polisorbat 20 0.001 - 150

Polisorbat 80 0.001 - 150

Pluronik L64 0.001 - 100

Pluronik L.92 0.001 -100

N, N-Dimetilasetamid gs ad 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml

Hazirlamak i¢in DMA'nin yaklasik %75t bir cam beherin i¢ine tartilir. Ayri bir
behere siirfaktan: (Polisorbat 80, Polisorbat 20, Pluronic L64 veya Pluronic L92)
sarj edin ve DMA'"mn kiigiik bir hacminde (nihai hacmin yaklasik %10) ¢oziin.
Sirekli karigtirmayla DMA/siirfaktan ¢ozeltisini DMA'ya yiikleyin. Ayri bir kapta
SYN3'ii dnceden tartin. Karistirirken SYN3'li yavasca soliisyona doldurun. SYN3
¢Oziindlikten sonra, agirlikca son hacme yeterli DMA ekleyin (25 °C'de yogunluk
= 0.962 g/ml). Soliisyonu, lateks olmayan bir piston ile donatilmis bir siringaya
baglh 0.22 filtreden gecirin ve soliisyonu 4 °C'de sikica kapatilmis cam bir kapta

saklayin.

Devamimdaki émekler, Omek 1'e gére hazirlanabilir.
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ORNEK 2
igerik
SYN3
Polisorbat 20

N, N-Dimetilasetamid gs ad

ORNEK 3

Icerik
SYN3

Polisorbat 80

N, N-Dimetilasetamid gs ad

ORNEK 4

Icerik
SYN3

Pluronik L64

N, N-Dimetilasetamid gs ad

10 ORNEKS

N

Icerik
SYN3

Pluronik L92

22

50

1 ml

50

1 ml

25

1 ml
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Icerik

N, N-Dimetilasetamid gs ad

Asagdaki 25 ml'lik gruplar aym prosediire gore hazirlanmugtir,

ORNEK 6

4

Icerik
SYN3

Polisorbat 20

N, N-Dimetilasetamid qs ad

ORNEK 7

Icerik
SYN3

Polisorbat 80

N, N-Dimetilasetamid gs ad

10 ORNEK 8

Icerik
SYN3

Pluronik L64

N, N-Dimetilasetamid qs ad

23
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ORNEK 9

SYN3

Pluronik L92

N, N-Dimetilasetamid gs ad

Icerik

Asagidaki Ornek 2, 3, 4 ve 5'in bir stabilite analizidir.

ORNEK 10

TO

Or. No. 2

Or. No. 3

Or. No. 4

1 hafta

2 hafta

3 hafta

4 hafta

1 hafta

2 hafta

3 hafta

4 hafta

1 hafta

2 hafta

-20°C

52.22

52.16

51.92

52.1

51.9

53.46

52.64

53.41

51.34

533

4°C

52.15

52.14

52.38

52.63

53.75

52.9

53.35

52.96

53.94

53.43

24

25°C

52.38

52.38

51.98

52.28

53.09

51.98

5341

53.85

53.68

53.76

55°C

51.36

52.68

51.46

51.15

52.98

51.75

50.6

55.81

53.76

52.23

-80°C

52.31

53.33

53.98
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i -20°C 4°C 25°C 55°C -80°C
3 hafta 53.14 52.56 52.35

4 hafta 53.72 53.67 54.2 53.42

Or. No. 5 I hafta 52.34 52.16 52.43 51.48 52.33
2 hafta 51.64 51.5 51.39 52.18
3 hafta 52.28 52.56 53.73 53.01

4 hafta 53.49 5349 53.67 53.73

Stabilite testi HPLC ile yapildi. Soliisyon formiilasyonlan belirtilen sicaklik
kosullannda  yerlestirilmig, belirtilen zamanlar icin inkilbe edilmis ve
konsantrasyonlar HPLC ile belirlenmis ve baslangigtaki konsantrasyonlarla (-80
°C) karsilastinlmigtir. SYN3'in sulu olmayan ¢ézelti formiilasyonlari, SYN3, N,
N-Dimetilasetamid (DMA) i¢inde ¢éziindiigiinde 55 °C'de ¢n az 1 ay boyunca
stabil kalir.

ORNEK 11

Asagidaki tablo, mevcut bulusun liyofilize edilmis formiilasyonlari i¢in bilesen
araliklarint temsil etmektedir. Bilesik ¢6zelti, 20 ml kapasiteli Tip Il bir cam
siseye gosterildigi gibi doldurulur ve liyofilize edilir. Uygulama hazirlig, SYN3'U
tekrar eritmek icin dondurularak kurutulmus kiispeyi iceren siseye 20 ml WFI
eklenmesini gerektirir. SYN3 ¢dzeltisi, 1:5'lik bir v/v oraninda p53 veya herhangi
bir rekombinant adenoviriis preparat: ile birlestirilir. Karisim daha sonra hastaya

Ornegin mesane kanseri icin uygulanir.
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ICERIK

SYN3

Sitrik asit monohidrat

Sodyum Sitrat Dihidrat
Hidroksipropil-B-siklodekstrin
BigCHAP

Glisin

Mannitol

Polisorbat 80

Askorbik asit”

Enjeksiyon i¢in Su (WFI) gs ad
PH Arahi@

ml-20 ml'ik siseye® doldurulur

WFI“nin Sulandirma Hacmi

Konsantrasyon Arahgi

mg/ml

0.001 - 150

0.001 - 150

mg/ml

0.001 - 150

0.016-0.72 0.016-0.96 0.005-1.35

0.05-2.31

20 - 360

10 -200

0.001-0.6
1 ml
5-6
53

20 ml

0.001-0.6

0.02 - 5.37

5-100

10 - 200

53

20 ml

Asagidaki drnekler, liyofilize edilmis formiilasyonlar: hazirlama yontemleridir.

ORNEK 12

Icerik
SYN3

Sitrik Asit Monohidrat USP

Sodyum Sitrat Dihidrat USP

26

Gram/Litre
24
0.24

0.77
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Icerik Gram/Litre
Big CHAP 120
Glycine USP 50
Askorbik Asit USP 0.25
Enjeksiyon I¢in Su USP gs ad 1000 ml

Yiiklenecek ger¢cek SYN3 miktar, asagidaki formiilii kullanarak ilag maddesi
kiimesinin safligina gore ayarlanacaktir:

gram SYN3 = 24.0 x 100/(%Saflik).

Omegin:

SYN3 ilag maddesi = %97.0 saf.

24.0 x 100/97.0 = 24.7 gram SYN3, 1 litre parti i¢in yliklenecek.
Buna gore, asagidaki formiile gére partiye yliklenecek SYN3 miktarini belirlemek
igin:

g SYN3/Litre = 24.0 g/Litre x [100/(%SYN3 Parti Saflig1)]

Partiye vyiiklenecek Enjeksiyon igin Su hacmi asagidaki formile gore
belirlenmelidir:

Enjeksiyon i¢cin Su Hacmi (Litre) = Parti Hacmi (Litre) x 0.5

Yukarnidaki formiilii kullanarak hesaplanan enjeksiyon i¢in su hacmini, bir
karistirict ile donatilmis darasi alinmis bir bilesik hazirlama kabma doldurun.
BigCHAP" c¢alkalayarak yiikleyin ve c¢oziin. Enjeksiyon i¢in Steril Su, tim
malzemenin alinmast i¢in  tarti  kabinin  durulanmasi i¢in  kullanilabilir.
BigCHAP'in tamamen ¢6ziinmesi, ortalama bir karistirma hizinda yaklasik 30 ila
60 dakika siirekli ¢calkalama gerektirebilir. SYN3'ii BigCHAP ¢ozeltisine yiikleyin

ve kanstirin (orta karistirma hizi) ile ¢oziin. Enjeksiyon i¢in su, tiim malzemenin
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alinmasi i¢in tartim kabinin durulanmasi i¢in kullamilabilir. SYN3'lin tamamen
¢Oziinmesi 1 saate kadar karistirmayr gerektirebilir. Calkalayarak ve sirayla sarj
edin ve c¢oziin: Glisin, Askorbik Asit, Sitrik Asit Monohidrat ve Sodyum Sitrat
Dihidrat, hem Biiyiik CHAP hem de SYN3 igeren ¢Ozeltiye eklenir. Enjeksiyon
igin su, tim malzemenin alinmasi i¢in tart1 teknelerinin durulanmasi igin
kullanilabilir. Partiyi nihai hacme getirmek i¢in Enjeksiyon i¢in Su ekleyin
(¢Ozeltinin yogunlugu 25 °C'de yaklasik 1.051 g/ml'dir). Cozeltiyi en az 15 dakika

boyunca karistirin.

pH degeri Olgiimii icin ¢dzeltiden kiiglik bir (<5 ml) numune ¢ikarn. pH 5.0 ile
6.0 arasinda olmahdir. pH ayarlamas1 gerekmez. Teknikte siradan uzmanliga

sahip olan bir kisi, ortaya ¢ikan (riiniin pH degerini kolayca belirleyebilir.

Bilesimi tamamlamak igin, ¢ozeltiyi aseptik olarak siiziin. Gerekirse, bilesik parti,
siselere doldurulmadan 6nce kapali, sterilize edilmis, paslanmaz ¢elik bir basingh
kapta 24 saat boyunca 2 °C ila 8 °C'de saklanabilir. Parti, steriliteyi saglamak igin

bir kereden fazla filtrelenebilir.

Aseptik olarak 5.3 £ 0.1 ml soliisyonu yikamp sterilize edilen 20 ml Tip 1 kristal
cam gisclere doldurun. Aseptik olarak, yikanmus, silikonize edilmis ve
livofilizasyon pozisyonunda siselere sterilize edilmis 20 mm West 4416/50 lyo-
sekilli kauguk tipalan yerlestirin.

Liyofilizator raflarint 4 £ 2 °C'ye 6nceden sogutun. Aseptik olarak doldurulmus
siselerin tepsilerini liyofilizatdr raflarina yiikleyin. Tiim tepsiler yiiklendikten
sonra, raflar1 1 saatte - 40 °C'ye sogutun ve devam etmeden once uriinli en az 4
saat boyunca -35 °C'de veya altinda tutun. Kondenseri sogutmaya baslayin.
Kondenser sicaklifn -45 °C veya altinda oldugunda, hazneyi tahliye etmeye
baglayin. 50-70 mm Hg vakum basincina ulasildiginda, raf sicaklifimi 0.5 saat
boyunca -20 °C've s1itin. Raf sicaklifim -20 °C'de 36 saat boyunca yaklasik 150
mm Hg basincta (100 ila 200 mm Hg basmg) tutun. Uriin sicaklifi, devam
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etmeden Once en az 6 saat boyunca -20 °C'de veya lizerinde kalmalidir. Rafi 1 saat
icinde 25 °C'ye 1sitin ve basinci yaklasik 50 mm Hg basinca disiiriin. Raf
sicakligim 25 °C'de 14 saat boyunca yaklasik 50 mm Hg basinc¢ta tutun. Steril
filtrelenmis azot ile hazneyi vyaklasik 950 mm Hg've kadar havalandirin.
Liyofilizatoriin i¢cindeki siseleri durdurun. Siseleri livofilizdrden ¢ikarin ve siseleri
20 mm aliiminyumla kapatin. Siseler, inceleme tamamlanincaya kadar 2 °C ila 8

°C arasinda saklanmalidir.
Uriin beyaz, kirli beyaz bir kiispedir. Siseler incelemeden sonra 2 °C ila 8 °C
arasinda saklanmalidir. Etiketleme ve inceleme amaciyla, siseler 6 saate kadar 19

°C-25 °C'ye maruz birakilabilir,

Asagidaki 6rnekler, yukarida Ornek 12'de belirtilen parti preparatina uygun olarak

hazirlanmistir.
ORNEK 13
Icerik mg/ml

SYN3 24
Sitrik Asit Monohidrat USP 0.24
Sodyum Sitrat Dihidrat USP 0.77
Big CHAP 120
Glisin USP 50
Askorbik Asit USP 0.25
Enjeksiyon I¢in Su USP qs ad 1 Ml

Olusan irtiniin pH degeri 5.34 idi.
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Icerik mg/ml

SYN3 24

Sitrik Asit Monohidrat USP 0.32
Sodyum Sitrat Dihidrat USP 1.02
HPBCD 200
Polisorbat 80 12

Askorbik Asit USP 0.25
Enjeksiyon I¢in Su USP gs ad 1 ml

Elde edilen iiriinlin pH degeri 5.45 idi.

ORNEK 15
5
Icerik mg/ml

SYN3 24,
Sitrik Asit Monchidrat USP 0.45
Sodyum Sitrat Dihidrat USP 1.79
Mannitol 30
Polisorbat 80 72
Enjeksiyon I¢in Su USP gs ad 1000 ml

Elde edilen iiriiniin pH degeri 5.76 idi.

Omek 13, 14 ve 15'eki sonuctaki liyofilize edilmis iiriinlerin stabilite testi

10 asagidaki sonuglar vermistir:
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ORNEK 16
ORNEKLER
KOSUL 13 14 15
mg/mil mg/ml mg/ml
Baslangig 6.05 5.89 6.06
2 hafta -20°C 6.02 6.04 6.28
2 hafta 4°C 6.17 5.98 6.17
2 hafta 25°C 6.14 5.91 6.62
2 hafta 40°C 5.87 5.78 6.32
4 hafta -20°C 6.81 5.71 6.11
4 hafta 4°C 6.75 6.63 6.75
4 hafta 25°C 6.81 6.40 6.92
4 hafta 40°C 6.73 6.66 6.58
12 hafta 4°C 6.74 6.66 6.74
12 hafta 25°C 6.74 6.45 6.72
12 hafta 40°C 6.61 6.52 6.71

Stabilite testi HPLC ile yapildi. Livofilize edilmis formulasyonlar, 19.5 ml WFI
ile sulandiildi (yeniden ¢dzildii). Ornekler belirtilen sicaklik kosullarinda
yerlestirildi, belirtilen siireler icin inkiibe edildi ve konsantrasyonlar HPLC ile

belirlendi ve baslangigtaki konsantrasyonlarla karsilastirildi.
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ORNEK 17

Icerik mg/ml
SYN3 240
Sitrik Asit Monohidrat USP 0.32
Sodyum Sitrat Dihidrat USP 1.02
Hidroksipropil-f-siklodekstrin 200
Polisorbat 80 12.0
Askorbik Asit USP 0.25
Enjeksiyon Igin Su USP gs ad 1000 ml

Yiklenecek fiili SYN3 miktar, asagidaki formiilii kullanarak ilac maddesi
kiimesinin saflifina gore ayarlanacaktir:

gram SYN3 = 24.0 x 100/(%Saflik).

Numune Hesaplama:

SYN3 ilag maddesi = %97.0 saf.
24.0 x 100/97.0 = 24.7 gram SYN3, 1 litre parti icin ylklenecek.

Asagidaki Ornek soyle hazirlanmistir: Baslangicta, asagidaki formiile gore partiye
yiiklenecek SYN3 miktarini belirleyin:
g SYN3/Litre = 24.0 g/Litre x [100/(%SYN3 Parti Saflig1)]

Ardindan, agagidaki formiile gore partiye yiiklenecek Enjeksiyon i¢in Su hacmini

belirleyin:

Enjeksiyon i¢in Su Hacmi (Litre) = Parti Hacmi (Litre) x 0.5
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Enjeksiyon i¢in su hacmini, bir kanistiric ile donatilmis darasi alinmis bir bilesik
hazirlama kabina doldurun. Hidroksipropil-p-siklodekstrin'i ¢alkalayarak yiikleyin
ve ¢Ozin. Not, Hidroksipropil-y-siklodekstrin'in tamamen ¢&ziinmesi, orta
derecede Kkaristirma hizinda yaklasik 30 ila 45 dakika siirekli c¢alkalama
gerektirebilir. Enjeksiyon i¢in su, tim malzemenin alinmasi i¢in tarti kabinin
durulanmasi i¢in kullanilabilir. Polisorbat 80'1 yiikleyin ve ¢ozeltiye ¢ozlindiiriin.
Polisorbat 80, 0.1 x toplam parti hacminde Su Enjeksiyon (Litre) hacminde

onceden ¢oziinebilir ve ¢dzeltiye yuklenebilir.

SYN3 calkalanarak yiiklenir ve c¢ozelti icinde c¢oziiniir. SYN3'iin tamamen
¢hziinmesi 1 saate kadar karigtirmayr gerektirebilir, Enjeksiyon i¢in su, tiim

malzemenin alinmasi i¢in tarti kabinin durulanmasi ig¢in kullanilabilir.

Calkalayarak ve sirayla yiikleyin ve c¢oziindiiriin: Askorbik Asit, Sitrik Asit
monohidrat ve Sodyum Sitrat dihidrat ¢ozeltiye eklenir. Enjeksiyon i¢in su, tiim
malzemenin alinmasi igin tartt teknelerinin durulanmasi i¢in kullamlabilir. Partiyi
nihai hacme getirmek i¢in Enjeksiyon Suyu ekleyin (¢dzeltinin yogunlugu 25
°C'de 1.058 g/ml'dir). Cozeltiyi en az 15 dakika boyunca kangtirin,

pH 6l¢iimil igin ¢ozeltiden kiiglik bir (<5 ml) numune gikarm, PH 5.0 ile 6.0
arasinda olmahdir. pH ayarlamasi gerekmez. Astarik olarak yikanmis ve
biitiinliigii test edilmis olan ¢ozeltivi sterilize edilmis, paslanmaz celik bir basinch
kap veya esdegeri olarak kullanmamz gerekir. Gerekirse, bilesik parti
doldurmadan once kapali, sterilize edilmis, paslanmaz bir ¢elik basingh kap iginde
2 ila 8 °C'de 24 saate kadar saklanabilir. Parti, steriliteyi saglamak i¢in bir kereden

fazla filtrelenebilir.
Aseptik olarak 5.3 £ 0.1 ml soliisyonu yikanip sterilize edilen 20 ml Tip 1 kristal

cam siselere doldurun. Aseptik olarak yikanmus, silikonlanmis ve liyofilizasyon

pozisyonunda siselere sterilize edilmis lyo seklindeki kaugugu yerlestirin.
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Liyofilize etmek igin, liyofilizator raflarim1 4 + 2 °C'ye Onceden sogutun. Aseptik
olarak doldurulmus siselerin tepsilerini liyofilizatdr raflarina vyikleyin. Tiim
tepsiler yiiklendikten sonra, raflar1 1 saatte -40 °C'ye sogutun ve devam etmeden
once Urlinii en az 4 saat -35 °C'de veya altinda tutun. Kondenseri sogutmaya
baslayin. Kondenser sicaklig1 -45 °C veya altinda oldugunda, hazneyi tahliye
etmeye baslayin. 50-70 mm Hg vakum basincina ulasildiginda, raf sicakligini 0.5
saat boyunca -20 °C'ye 1sitin. Raf sicaklifini -20 °C'de 36 saat boyunca yaklasik
150 mm Hg basingta (100 ila 200 mm Hg basing) tutun. Uriin sicaklifi, devam
etmeden dnce en az 6 saat boyunca -20 °C'de veya lizerinde kalmalidir. Rafi 1 saat
icinde 25 °C'ye 1sitin ve basmci yaklasik 50 mm Hg basmca disiiriin. Raf
sicakhgim 25 °C'de 14 saat boyunca yaklasik 50 mm Hg basingta tutun. Steril
filtrelenmis azot ile hazneyi yaklagitk 950 mm Hg've kadar havalandirin.
Liyofilizatoriin igindeki siseleri durdurun. Siseleri liyofilizérden ¢ikarin ve siseleri
20 mm aliiminyumla kapatin. Siseler, inceleme tamamlanincaya kadar 2 °C ila 8

°C arasinda saklanmalidur.

Uriin, beyaz, kirli beyaz bir kiispedir. Siseler incelemeden sonra 2 °C ila 8 °C
arasinda saklanmahdir. Etiketleme ve inceleme amaciyla, siseler 6 saate kadar 19
°C-25 °C'ye maruz birakilabilir,

P33 (rAD/p53), SYN3'in livofilize edilmis formiilasyonlar ile birlestirildiginde
37 °C'de en az 2 saat ve 25 °C'de 24 saat stabil kalir. p53, SYN3'in sulu ¢ozelti
formiilasyonlar ile birlestirildiginde 37 °C'de en az 4 saat ve 25 °C'de 24 saat
stabil kalir.

ORNEK 18

Bu 6rnek, SYN3'liin sentezini géstermektedir.
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Boliim 1: Bilesik IIT'iin Sentezi

SYN3 icin sentetik sema, US Patent No 6,392,069’den uyarlanan Sekil 2'de
gosterilmistir. Laktobiyonik asit (II)'nin laktonu, bir g (2.8 mmol) laktobiyonik
asit (I) in 50 ml metanol icerisinde coOzilindiirilmesi, déner bir buharlastirici
tizerinde kuruyana kadar buharlastirilmasi ve bu prosesin alt1 kez tekrarlanmasiyla
sentezlendi. Bilesik III'G elde etmek igin, ortaya ¢ikan rezidii (II) 50 °C'ye
isitilarak 50 ml izopropanol iginde ¢oziilmiistiir. Bu ¢ézeltive, 1.2 ml (8.4 mmol)
N-3-aminopropil) -1,2-propandiamen ilave edildi. Sicaklik 100 °C'ye yiikseltildi
ve c¢ozelti tg¢ saat kanstirildi. Coziicli doner buharlagtirma yoluyla cikarilmig ve
ortaya ¢ikan rezidii, reaksiyona girmemis fazla N- (3-aminopropil)-1,3-
propandiameni ¢ikarmak i¢in birkag kez kloroform ile yikanmistir. Kalan rezidii

(I1I), asagidaki Boliim 3'teki gibi kullanilmistir.

Baliim 2: Bilesim I'V'iin Sentezi

Bilesik IV, 2.28 g kolik asit (5.6 mmol) N, N-dimetilformamid igerisinde 60 °C'ye
isitilarak eritilerek sentezlendi. Trictilamin (0.78 mi (5.6 mmol)) eklendi ve
¢bzelti bir buz banyosunda sogutuldu. Izobiitil kloroformat (0.73 mi (5.6 mmol))
daha sonra ilave edildi ve karigtirma sirasinda on dakika boyunca beyaz bir ¢okelti
olustu.

Baliim 3: SYN3'iin Sentezi (Bilesik V)

Bilesik III, N, N-dimetilformamid icerisinde ¢oziindiiriildii, bir buz banyosunda
sogutuldu ve kanstirildi. Bilesik IV'in sentezinden kaynaklanan siispansiyon
Bilegik TII iceren c¢oézeltiye siiziildi. Olusan ¢ozelti oda sicakhiginda 6 saat
kanstirlldi.  Coziicli  yUksek vakumlu doéner buharlastirma  kullanilarak
vzaklastirildr ve rezidii, 100 ml kloroform/metanol (50/50) iginde ¢ézildi. Bu
¢Ozeltinin virmi bes ml'si, eliisyon ¢dziiclisii olarak kloroform/metanol (60/40})
kullanilarak silika jel flas kromatografisiyle saflastirildi. Kolondan elite edilen

fraksiyonlarin analizi, kloroform/metanol/swkonsantre amonyum hidroksitten
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(100/80/10/5) olusan bir mobil faz kullanilarak silika jel ince tabaka
kromatografisi ile gergeklestirildi. Bilesikler, etanolik siilflirik asit ile
pliskiirtmeden sonra komiirleserek gorsellestirildi. Uriinii iceren fraksiyonlar
birlestirildi  ve  ellisyon  ¢oziiclisi.  olarak  flas  kromatografi  ve
kloroform/metanol/su/konsantre amonyum hidroksit (100/80/10/5} kullanilarak
tekrar elde edildi. Uriinii iceren fraksiyonlar birlestirildi ve beyaz bir toz halinde
buharlastinldi (300 mg Bilesik V). Uriiniin 1H-NMR ve MALDI Kkiitle

spektrometrik analizi gésterilen yvapi ile tutarliydi.
Yukarida tarif edilen bulusun 6zel uygulamalan, agiklayici olarak kabul edilir ve

kisitlayici degildir. Mevcut bulusun kapsami, yukaridaki agiklamada yer alan

Orneklerle sinirli olmak yerine, ekteki istemlerde belirtildigi gibidir.

36



02422-P-0001

SEKIL 1

40



02422-P-0001

OM
Q
HO\_W\OH O
OH O
HO
O~ \-OH
o oH
HO OH
HO Ho oH RO
I: Laktobiyonlk Asit H: Lakton
NH
HNe/\/ 2)2
OoH 0
Q B _'\
Ho oY P /\/\HMNHz L < %o
\—l__‘( "‘ ” 2 /A\‘L‘i"'- _’J\‘ C 5
OH | .
HO St \/ ‘>_
OH
P OH -y
fk, v
Ho 4 o
DY
PR Ny S A ;/
l T =~
HO' oA

SEKIL 2

41



