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OZET
SIRNA VE GOZ RAHATSIZLIKLARININ TEDAVISI VE/VEYA ONLENMESINE
YONELIK YONTEMLER VE BILESIMLERDE KULLANIMLARI

Bulusg, vanilloid-1 reseptortnin (TRPV1) ekspresyonunun ve/veya aktivitesinin ylksek
seviyeleri ile ilgili g6z rahatsizliklarinin tedavisi ve/veya Onlenmesine yonelik yontemler

ve bilesimlerle ile ilgilidir.
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ISTEMLER
Bir goz rahatsizliginin tedavisinde kullanima yoénelik olarak SEQ ID NOlar: 2, 3, 4, 5, 6,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15 veya 16'dan segilen bir nikleotid dizi iceren bir siRNA olup,
ozelligi artirlmis TRPV1 ekspresyonu vefveya aktivitesi ile karakterize edilmesidir,
burada s6z konusu molekUl spesifik olarak SEQ ID NO: 1'i hedefler ve burada stz

konusu siRNA'nin kullanimi, TRPV1'in ekspresyonunu ve/veya aktivitesini azaltir.

istem 1’e goére kullanima yénelik bir siRNA olup, dzelligi s6z konusu gdz rahatsizliginin

okdler agri olmasidir.

istemler 1 veya 2'ye gore kullanima yénelik bir siRNA olup, ézelligi sdz konusu gz
rahatsizhdginin refraktif cerrahi, kontakt lens kullanimi, kuru géz sendromu ve Sjogren

sendromunu takiben dedisen duyarliliktan se¢ilmis olmasidir.

SEQ ID NOlar: 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 veya 16'dan segilen bir
nikleotid dizisi igeren bir siRNA'nin bir géz rahatsizhiginin tedavisine yonelik bir ilag
dretiminde kullanimi olup, dzelligi artinlmis TRPV1 ekspresyonu ve/veya aktivitesi ile
karakterize edilmesidir ve burada sdz konusu siRNA’nin kullanimi, TRPV1'in

ekspresyonunu ve/veya aktivitesini azaltir.

Istem 4’e gore kullanim olup, 6zelligi s6z konunu géz rahatsiziiginin okiler agri

olmasidir.

istem 4 veya 5'e goére kullamim olup, 6zelligi séz konusu géz rahatsiziginin refraktif
cerrahi, kontakt lens kullanimi, kuru goéz sendromu ve Sjogren sendromunu takiben

degisen duyarlihktan se¢ilmis olmasidir.
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TARIFNAME
SIRNA VE GOZ RAHATSIZLIKLARININ TEDAVISI VE/VEYA ONLENMESINE
YONELIK YONTEMLER VE BILESIMLERDE KULLANIMLARI

BULUS SAHASI

Mevcut bulug, siRNA lriinlerinin tedarigi ve bunlarnn, RNA interferansi kullanilarak
gecici reseptor potansiyeline sahip vanilloid (TRPV1) ekspresyonunun ve/veya
akfivitesinin yiuksek seviyeleri ile ilgili g&z rahatsizliklarinin tedavisi ve/veya
dnlenmesine ydnelik yéntemler ve bilesimlerde kullanimi ile ilgilidir. Diderleri arasinda,
refraktif cerrahi, kontakt lens kullanimi, kuru géz sendromu ve Sjogren sendromu gibi
rahatsizhiga ve korneanin duyarlhhdi gibi okiiler agriya badh g6z rahatsizliklan

hafifletilecektir.

BULUSUN ALT YAPISI

RNA interferansi (RNAi), homoloji bagimli gen susturmayi yonlendirmek Gzere kigUk
¢ift zincirli RNA (dsRNA) molekiilleri kullanan ¢ogu &karyotik hlicrenin dogal olarak
olusan bir dizenleyici mekanizmasidir. Fire and Mello in the worm C. elegans {Fire,
1998} tarafindan kesfi, 2006 yilinda Nobel ddiliine layik gériildd. ik tarifnamesinden
kisa bir slire sonra, RNAI'min, uzun dsRNA'lardan degil, 21 nikleotit uzunlugunda
(Elbashir, 2001) cift zincirli kiigik etkilesen RNA'lar (siRNA'lar) araciiiyla memeli

hicrelerinde ortaya ¢iktigi gosterilmistir.

RNA etkilesiminin, yabanci genlerin sentezlenmesini dnlemek tzere kullanilan evrimsel
olarak korunan bir hicresel savunma mekanizmasi oldugu disunalir ve yaygin olarak,
post transkripsiyonel gen susturmasi olarak adlandinlan gesitli filum ve floralar
tarafindan paylasilir. RNAi mekanizmasinin kesfinden beri, gen ekspresyonunu, kigik
molekilleri veya proteinleri iceren geleneksel farmasdtik yaklagimlarla baska sekilde
"asllanamaz"” olan hedefleri ele alarak, insan hastaligini tedavi etmenin yeni bir yolu
olarak segici sekilde dedistirebilen yeni bilesikleri ortaya gikarmak Gzere bir arastirma

patlamasi olmustur.

Mevcut bilgiye gére, uzun cift zincirli RNA'lar, Dicer olarak bilinen bir RNaz Il henzeri

protein tarafindan islendiginde RNAI mekanizmasi baglatilir. Dicer proteini, tipik olarak,
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bir N-terminal RNA helikaz domenini, bir RNA-ba§lanma olarak adlandirilan
Piwi/Argonaute/Zwille (PAZ) domenini, iki RNaz [ll domenini ve bir ¢ift zincirli RNA
baglanma domenini (dsRBD) igerir {Collins, 2005} ve aktivitesi, uzun c¢ift zincirli
RNA'larin, 2 baz 3' gikintilan ve bir 5" fosfat ve 3' hidroksil grubu ile 21-24 nikleotit gift
zincirli siRNA'lara islenmesine yol acar. Elde edilen siRNA dubleksleri, daha sonra,
RISC'nin taninmasina yénelik olarak, siRNA'nin antisens veya kilavuz zincirinin
yonlendirdigi RNA ile induklenen susturucu kompleks (RISC) olarak bilinen efektor
kompleksine dahil edilir ve bir RNA helikaz aktivitesi {Nykanen, 2001} araciligiyla gift
zincirli siRNA molekdlinin adenosin-trifosfat (ATP) bagimli ¢6zlUlmesi Uzerine hedef
MRNA dizilerini ayirir {Elbashir, 2001}. MRNA bozunmasina yol acan RISC'nin katalitik
aktivitesine, endoniikleaz Argonaute 2 (AGO2) aracilik eder {Liu, 2004; Song, 2004}.
AGO2, yiksek oranda korunmusg Argonaute protein familyasina aittir. Argonaute
proteinleri, PIWI ve PAZ domenleri olmak (zere iki ortak etki alani ihtiva eden ~100
KDa yiiksek proteinli proteinlerdir {Cerutti, 2000}. PIWI domeni, Dicer ile etkilesim igin
¢ok dnemlidir ve mRNA'larin bélinmesinden sorumlu olan nikleaz aktivitesini igerir
{Song, 2004}. AGO2, tamamlayici dizileri igceren haberci RNA'lar bulmak lUzere bir
kilavuz olarak siRNA dubleksinin bir zincirini kullanir ve kilavuz telinin 5' ucuna gére
bazlar (10 ve 11) arasindaki fosfodiester omurgasini pargalara ayirir {Elbashir, 2001}.
RISC'nin aktivasyonu sirasindaki onemli bir adim, AGO2 tarafindan duyu veya yolcu
zincirinin bolinmesi ve bu zincirin kompleksten ¢ikariimasidir {Rand, 2005}. siRNA
kilavuz zinciri ve PIWI domeni arasindaki etkilesimi inceleyen kristalografi ¢alismalari,
RISC tarafindan hedef mRNA tanimayi yonlendiren bir "tohum dizisi" olusturan sadece
2 ila 8 ndkleotiti oldugunu ve bu dizideki tek bir nikleotitin uyumsuzlugunun, molekalin
susturma yetenedini blylk élglide etkileyebilecedini ortaya cikarir {Ma, 2005; Doench
2004; Lewis, 2003}, RISC, sonraki basamaklara yonelik geri dodnusturullrken
{Hutvagner, 2002}, MRNA bdliinmesinden sonra ve fragmanlarda korunmasiz RNAnin
mevcut olmasi nedeniyle, mRNA ayrica, intraselller nikleazlar tarafindan parcalanir ve
bozunur ve bundan sonra proteinlere déntstirilmez {Orban, 2005}. Bu, spesifik mRNA
molekdllerinin ve karsilik gelen proteinlerin secici indirgenmesine yol acan katalitik bir
sire¢ olusturur. siRNA efektdrlerinin, hicrelere veya dokulara dogrudan veriimesi
aracihigiyla, herhangi bir geni (leri) dizenlemek amaciyla bu dogal mekanizmay! gen
susturmaya yonelik kullanmak mimkindiir, burada bunlar, RISC'yi aktive edecekler ve

hedeflenen mRNAnin glcli ve spesifik bir susturulmasini Ureteceklerdir.
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Bir siRNA'nin, uzunluk, yapi, kimyasal kompozisyon ve dizi ile ilgili maksimum etkenlik
elde etmek Uzere sahip olmas) gereken ideal oOzellikleri aciklayan bircok calisma
yvaymlanmigtir. siRNA tasanmina yonelik ilk parametreler, o zamandan beri ¢ok sayida
¢alisma, algoritma vefveya gelistirme yayinlanmig olmasina ragmen, Tuschl ve
meslektaslan tarafindan W002/44321'de ortaya konmustur. Omegin, US 2008/085998,
s6z konusu siRNA'larin kullanimina yonelik geligtiriimis siRNA'lar, kitler ve ydntemlerin
listesini aciklar, burada sz konusu siRNA’lar Ozellikle memelilerin sistemlerinde

arttinlmis etkinlige sahiptir.

Ayrica, biyolojik swvilardaki RNAzlann her zamanki vyapisi g6z &ninde
bulunduruldugunda, bu, siRNA'y1 baz alan tedaviye y6nelik baglica engellerden biri
olarak algilanan siRNA stabilitesini arttirmaya yonelik pek ¢ok ¢aba sarf edilmigtir.
Stabilite arttinmu igin izlenen baslica stratejilerden biri, 2'-O-metil nikleotitler, 2'-amino
nikleotitler, 2'-O veya 4-C metilen kopriler igeren nikleotitler gibi modifiye edilmis
nlkleotitlerin kullaniimasi olmustur. Ayrica, bitisik niklectitleri baglayan riboniikleaotit
omurgasinin  modifikasyonu, esas olarak, fosforotioat modifiye niikleotitlerin
yerlestirilmesi araciiiyla tarif edilmigtir. Gelismig stabilitenin, gogu zaman etkinlik ile
ters orantii oldugu gérilmektedir (Parish, 2000) ve sadece belirli bir sayl, modifiye
edilmis niklectitlerin pozisyonlarn ve/veya kombinasyonlari, stabil bir susturma bilesidi
ile sonuglanabilir. Bunun, siRNA tabanli tedaviler icinde &nemli bir engel olmasi
nedeniyle, iyi sonuglar gdsteren belirli modifikasyon modellerini agiklayan farkh
cgalismalar yaymlanmistir, literatirde daha birgok bulunabilmesine karsin, bunlarin
omekleri  arasinda, EP1527176, W02008/050329, WO02008/104978 veya
W02009/044392 bulunur. Omek olarak, Czauderna et al, 2003 (Nucleic Acids
Research 2003, Cilt. 31, No. 11, sayfalar 2705-27186) terminal modifikasyon i¢eren
molekiller clmamak dzere, 2'-C-metil modifikasyonlarini agiklar, bunlar serum deriveli
nukleazlara karsi korunur. Yazarlar, bu modifiye molekilleri, in vivo sentetik siRNA’larin
potansiyel terapdtik uygulamasina ydnelik olarak daha uygun olabilecedi ikinci
jenerasyon siRNA'lar olarak tarif ederler. Yine de, bu dokiiman TRPV1'e kargi herhangi
siRNA hedefini agiklamaz veya ikinci jenerasyon siRNA’larin bunu yapmaya yonelik

olarak kullanilabildigi seklinde yorumlamaz.

Ayni zamanda, Vanilloid Reseptoru 1 (VR-1) olarak adlandinlan, Gegici Reseptor
Potansiyel Vanilloid-1 (TRPV1), 1997'de ilk kez kesfedilen bir kapsaisin-duyarl ligand-

kapili katyon kanaldir {Caterina, 1997). TRPV1, esas olarak, duyusal néronlar (izerinde
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eksprese edilir ve 1s1, kapsaisin, protonlar ve endovanilloidler i¢in bir molekiler detektdr
gorevi gorar (Caterina, 2001; Montell, 2002; Baumann, 2000). Bununla birlikte, mevcut
basvurunun sahipleri, lakrimal bez ve siliyer gévde dokularinda TRPV1 ekspresyonunu

bulmuslardir.

TRPV1, kapsaisin gibi agonistler ve 1s1, asidoz, lipoksijenaz urlinleri veya anandamid
gibi diger faktorler tarafindan aktive edildiginde, kalsiyum hicrenin igine girer ve agri
sinyalleri baslatiir. Kanalin aktivasyonu, merkezi ve periferik duyusal sinir
terminallerinden néropeptit salinimini indiikler, bu durum, agr hissi, nérojenik iltihap ve
bazen diiz kas kasilmasi ve &kstirik ile sonuglanir. Aslina bakilirsa, yeni kanitlar, agr,
Okslruk, astim ve driner inkontinansta TRPV1'in rolind dugunddrar {Jia, 2005).
Esasen, TRPV1 adr uyaranlarina yanit olarak analjezi ile tedavilere yénelik bilinen bir
hedeftir. Ayrica, farkli teknolojiler kullanilarak TRPV1'in ekspresyon seviyelerini
azaltmak (zere tasarlanan tedaviler, W02004/042046'da (Schubert, 2005), agrinin
tedavisine odaklanarak tanimlanmistir. Ornegin US2006/122136, tir 10-23 DNA
enzimlerinin VR1 mRNA’ya bolinmesine yonelik olarak kullanimini agiklar, burada bu
enzimler nikleolitik bozunmaya kargi daha yiksek stabilite gdsterir. Aslinda, mevcut
bulusta aciklandigd1 ilizere, bu dokiuman yiksek derecede etkii TRPV1 spesifik

siRNA’larin kullanimini aciklamaz.

Polimodal nosiseptdrler, korneada en ¢ok bulunan nosiseptér tipidir. Kapsaisine, i1siya
ve aside tepki vermeleri nedeniyle, bu reseptor fiberlerinin, TRPV1 reseptorini
eksprese ettigine dair farmakolojik kanitlar mevcuttur. Ayrica, yiksek dozda kapsaisin,
korneal polimodal nosiseptérlerin 1s1 ve aside duyarliliklarini inaktive eder ve mekanik
duyarlihg: etkilenmez. Bu, komeal polimodal sinir ug¢lannda bulunan TRPVA1
reseptdrlerinin, secici olarak etkisiz hale getirildigini gosterir. Bu nedenle, komeal
hasarin akut nosiseptif tepkisinin dnemli bir pargasinin ve bu dokudaki enflamatuar ve
irritatif sireclere eslik eden sirekli agn duyumlarina TRPV1 aktivasyonunun aracilik

etmesi muhtemeldir.

US2006/122136 ayrica TRPV1 spesifik siRNA'larin, VR1 ile iligkili agrinin ve diger
patolojik  rahatsizliklarin  tedavisine  y6nelik  kullanimini  acgiklar.  Dahasi,
W02007/045930, okuler agn ve kuru gdz sendromu ile ilgili okudler patolojilerin
tedavisine yonelik TRPV1 spesifik siRNA'Tann kullammin aciklar. W02009/023025

ayrica, ototoksisiteyi engellemek lizere ayrica reaktif oksijen turlerinin ekspresyonunu
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dustirmeye yoénelik bir caba ile TRPV1 spesifik siRNAlarin, NOX3'lere karsi
yonlendirilen siRNA'lar ile kombineli sekilde kullanimint ag¢iklar. Bununla birikte,
mevcut bulug TRPV1 ekspresyonunu ve sonugta ortaya cikan okidler rahatsizhdi
azaltmaya ydnelik gelistirimis CGrlnler saglar. Bu kosullar, geleneksel kimyasal
inhibitérlere karg) siRNA dr0nleri ile tedavi etmenin avantaji, siRNA'yI baz alan
tedavilerin daha uzun slireli bir etkiye sahip olmasidir. Bu sonug, geleneksel tedaviler,
hiicre zarindaki reseptor seviyelerini bozulmamis olarak birakirken, hicrenin efektor
molekll mevcut olmadidi taktirde, yeni reseptorleri sifirdan sentezlemek zorunda

kalmasi sebebiyledir.

Mevcut yasam tarzi nedeniyle, degisen okuler duyarlilik ile iligkili okuler patolojilerden
etkilenen insan sayisi olduk¢a yiksektir ve nifusun yaslanmasi ile birlikte artmasi
beklenir. Genellikle, refraksiyon cerrahisi ve kontakt lens kullanimi, hastada, degisen
kornea duyarhligi ve kuru gbz hissi olusturur. Bu, ayni zamanda, bilgisayar ekranlarina
bakarak uzun calisma saatleri ve genellikle atmosferi daha fazla kurutan klima
sistemlerinin kullanimi araciligiyla siddetlenir. Ayrica, yasin ilerlemesi ile gdzyasi
miktari ve kalitesi azalr. Kuru gz sendromlarina eslik eden semptomlar, kasint,
yanma ve okller dokularin tahrisini icerir. Sjogren sendromuna sahip olan hastalarda,
daha ciddi bir kuru goéz formu olusur. Bu hislerin birinin veya farkli kombinasyonlarinin
varligi, mevcut metnin anlami icinde okiler agr olarak adlandirilir. Mevcut durumda,

kuru gz sendromunun 10 milyondan fazla Amerikaliyi etkiledigi tahmin edilir.

SEKILLERIN ACIKLAMASI

Sekil 1, TRLV1'i hedefleyen farkh siRNA'lar ile HelLa hacrelerinin transfeksiyonundan
sonra, Qrt-PCR kullanilarak, TRPV1'in gecici ekspresyon profilini gosteren bir
divagramdir: mevcut bulusa gore bir bilesik (SEQ ID NO: 2), TRPV1'i hedeflemek
tzere tasarlanmis olan, daha once tarif edilen farkll bir bélgeyi (SEQ ID NO: 7) ve
baska bir dort adet siRNA'yi (SEQ ID NO: 17 ila 20) hedefleyen bir bilesik ve negatif
kontrol olarak kullanilan bir karnistirma dizisi. Netligi saglamak (izere ayni sonuglara ait

iki alternatif temsil gdsterilir.

Sekil 2, mevcut bulusun farkh siRNA'lan ile Hela hiicrelerinin transfeksiyonundan

sonra, Qrt-PCR kullanilarak TRPV1'in gecici ekspresyon profilini gdsteren bir
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diyagramdir: SEQ ID NO: 2 ila SEQ ID NO: 6 ve SEQ ID NO: 8 ila SEQ ID NO: 16 ve
bir negatif kontrol olarak kullanilan bir karistirma dizisi.

Sekil 3, kapsaisin ile uyarmadan sonra, TRPV1'e bagh agriya yonelik kabul edilen
spesifik bir analjezik olan kapsazepine kiyasla, mevecut bulusun bir bilesidi (SEQ ID
NO: 2} ile muamele edilmis tavsanlara ait gbzlerin mm'sinde dlgllen palpebral agikliga

sahip bir zaman cgizelgesini gbsterir.

Sekil 4, mevcut bulusun bir bilesigi (SEQ ID NO: 2) ve kapsazepin ile tedaviden
kaynaklanan, kapsaisin ile agrn indUksiyonundan sonra palpebral acikhgin 6n test

degerlerine gore oranini (%) gosteren bir grafiktir.

Sekil 5. 24 saat hoyunca %10 plazmaya maruz biraktiktan sonra bozulmamis halde

kalan (%) miktarini gdsteren bir grafiktir.

BULUSUN DETAYLI ACIKLAMASI

Ik agida, tarifname bir siRNA molekiiliniin tedarigi ile ilgilidir, burada stz konusu
molekudl, spesifik olarak, SEQ ID NO: 1'i hedefler ve bir hicre igine yerlestirildiginde,

TRPV1 geninin ekspresyonunu azaltir.

Ornegin, siRNA molekill, genin ekspresyonunu secici olarak azalttiginda veya inhibe
ettiginde, bir gen, mevcut bulusa gore bir siRNA tarafindan “"hedeflenir”. Burada
kullanilan "secici olarak azaltma veya inhibe etme" ifadesi, bir genin ekspresyonunu
etkileyen, bu durumda TRPV1 olan, siRNA'lar kapsar. Alternatif olarak, bir siRNA,
siRNA, siki kosullar altinda, gen transkriptine, diger bir deyisle mRNA'sina
hibritlestiginde, bir geni hedefler. "Siki kosullar altinda" hibridize edilebiimek, hedef
mRNA bdlgesine, drnedin hibritlesmeyi reddetme egilimi gdsteren ylksek sicaklk
ve/veya disik tuz icerigi gibi standart kogullar altinda, yeniden birlesme anlamina gelir.
Uygun bir protokol (2 saat boyunca 0.1 x SSC, 68°C kanstiriir), Maniatis, T., et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1982, at
pages 387-389'da agiklanir.

Burada belirtilen nikleik asit dizileri, aksi belirtilmedigi sirece, 5 'ila 3' ydénunde yazilir.
"Nukleik asit" terimi, DNA (adenin "A", sitozin "C", guanin "G", timin "T") veya RNA'da

(adenin "A", sitozin "C", guanin "G", urasil "U"} bulunan purin veya pirimidin bazlarini
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iceren DNA'yI veya RNA’yI veya bunun modifiye edilmis bir formunu refere eder.
Burada saglanan etkilesen RNA'lar, "T" bazlari RNA'da dogal olarak meydana gelmese
dahi, "T" bazlarini, émegin 3 'uglan icerebilir. Bazi durumlarda bu bazlar, bir
ribonilkleotit zincirinde bulunan deoksiribonilkleotitleri ayirt etmek Uzere "dT" olarak

goranebilir.

Yukarida tanimlanan hedef dizi, siRNA'larin tasarlanmasi amaciyla kullanilan veri
tabanlarindaki transkript varyantlarinin tanimlanmasina yonelik kullanilan bir hedef
DNA dizisi olarak tanimlanir, boylece kullanilacak spesifik bilegikler, bu sekilde

tanimlanmis RNA dizileri olacaktir.

TRPV1'e karsihk gelen farkh transkript varyantlart tanimlanmigtir. Alternatif birlegsme
aracihgiyla Gretilen dort TRPV1 transkriptine karsilik gelen GenBank Erisim Numaralar
asagidakileri icerir  NM_080704 (NM_080704.3, GI:117306161), NM_018727
(NM_018727.5, GI:117306160), NM_080706 (NM_080706.3, Gl:117306163) and
NM_080705 (NM_080705.3, Gl:117306162). Ayrica, ENSEMBL (MBL-EBI/Wellcome
Trust Sanger Institute), ayni zamanda, yayinlanmis olan asagidaki 5 adet TRPV1
transkriptine sahiptir: ENST00000174621, ENST00000310522, ENST00000344161,
ENST00000399752, ENST00000329756, ENST00000399759, ENST00000425167.

Tarifname, TRPV1 gen ekspresyonunu inhibe eden siRNA'lan saglar, bu siRNA'lar,
Ozellikle teknigin bilinen durumunda acgiklananlar ile karsilastirildiginda etkilidir.
Ozellikle, etkinlik, zaman iginde daha yiiksek derecede inhibisyon ve/veya uzatiimig bir

etki elde edilmesi anlamina gelir.

Bu &zgiin siRNA'lar, énceki paragrafta agiklanan TRPV1'in tim transkript varyantlan
icin ortak olan bir hedef dizisine karsl tasarlanir ve bdylece TRPV1 proteinini kodlayan
hicrede mevcut olan tim olas) mRNA'lanin RISC-aracili bozunmasina aracilik eder.
Tarifname ile tanimlanan s6z konusu tercih edilen hedef bélge, SEQ ID NO: 1'de (5'-
AAGCGCATCTTCTACTTCA-3 ') tanimlanir.

Sonug olarak, tarifnameye gore bir siRNA, antisens zinciri, SEQ ID NO: 1'e esas olarak
tamamlayici olan bir RNA dizisini icerecek olan bir ¢ift zincirli RNA molekiland tercihen
icerecektir ve duyu zinciri, antisens zinciri tamamlayici olan bir RNA dizisi icerecektir,

burada her iki zincir, nlkleotitler arasinda standart baz eslesmesi araciliiyla hibritlenir.
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Tarifnamenin anlami i¢inde bir hedef mRNA dizisine "esas olarak tamamlayici”, ayni
zamanda, s0z konusu hedef diziye "esas olarak dzdeg" olarak anlagilabilir. Teknikte
uzman bir kisi tarafindan bilindigi gibi “6zdeslik”, diziler arasindaki niikleotitlerin sirasini
ve Ozdesligini eslestirerek belirlenen, nikleotit dizileri arasindaki dizi bagintisinin
derecesidir. Bir agida, érnegin hedef mRNA dizisine, %85, %90 veya %95 oraninda
tamamlayicilia sahip olan, %80 ve %80 ila %100 arasinda tamamlayicilia sahip olan
bir siRNA'nin antisens zinciri, esas olarak tamamlayici olarak kabul edilir ve mevcut
bulugta kullanmlabilir. Tamamlayicilik ytzdesi, bir ikinci niikleik asit molekilinde bir dizi
bitisik nukleotit ile Watson-Crick duyusunda ¢ift olugturabilen bir birinci nidkleik asit

molekulundeki bitisik nukleotitlerin yuzdesini aciklar.

Teknidin bilinen durumundan bilindigi gibi, RNA etkilesimini saglamak (zere birgok
farkh yapi énerilmistir. Genel olarak, bu ¢ift zincirli molekiiller, yaklasik olarak 192 ila
yaklasik olarak 25 nikleotit uzunlugundadir ve kint uglu yapilan ve gikintilari olanlar
igerir. Bunlarin, RNAZ'lar tarafindan taninmayi azaltmasi ve Dicer'in dogal substratini
taklit etmesi nedeniyle, gikintilarin avantajli oldugu aciklanmistir ve her iki telin 5'
uclarinda veya 3' uglarinda mevcut olabilirfler. Bazi makale yazarlarn, molekillerin her
iki ucunda bulunan gikintilar dahil etmeyi &énerirken, diderleri bir ¢ikintimin yeterli
oldugunu dislndr. Digerleri, spesifik modifikasyon paternleri (EP 1527176, WO
2008/104978 ve digerleri) ile kiint uglu yapilarin kullanimini tarif etmiglerdir.

Cikintilar 1 ila 5 nakleotitden olusabilir, tipik olarak ¢ikintilar dintkleotitlerden olusur.
Sahada kullanilan klasik molekiller, ayrica, Tuschl (W002/44321) tarafindan ilk
¢alismalarda ogretildigi gibi tercihen deoksinukleotitleri iceren 3' dintkleotit ¢ikintilarin
iceren 19 nukleotite sahip ¢ift zincirli bir molekulu igerir. Bu ¢ikintilann nukleaz (RNaz)
bozunmasina karsi olan direnci, daha fazla arttirdidi sdylenir. Daha sonra, Kim et al
2005, 21-mer urlnlerinin (dintkleotit ¢ikintilan igeren) RISC'ye yiiklenmeye yoénelik
gerekli oldugunu agiklar. Ayrica, Bramsen et al. 2009, susturma verimliligini daha fazla

arttirmak Uzere gikintilara karsi olasi denge bozucu degisikliklerin tanitiimasini agiklar.

Bu haliyle, tarifnamenin bir agisi, en az bir cikinti iceren SEQ ID NO: 1'i hedefleyen

siRNA molekullerine refere eder.

Mevcut tarifnamenin bir baska agisi, kint uglu molekiiller saglar.
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Ayrica, tarifnamenin tercih edilen bir agis;, SEQ ID NO: 1'i hedefleyen bir 19 nukleotit
¢ift zincirli yapi iceren veya bunlardan olugan bir siRNA ile ilgilidir. Sasirtici bir gekilde,
56z konusu 19 ndkleotite sahip ¢ift zincirli RNA'nin, Sekil 5'de goérllebilecedi gibi 21
adet nukleotit ve 3' ¢ikintilan ile daha dnce tarif edilen Grlnlere kiyasla bozulmaya

karsi daha direncli oldugu kanitlanmsgtir.

Tarifnamenin belirli bir acisi, SEQ ID NO: 1'e karsi hedeflenen 19 niikleotit igeren gift
zincirli, kiint uglu bir siRNA ile ilgilidir. Baska bir 6zel dlizenlemede, bu bilegik SEQ 1D
NO: 2 (5-AAGCGCAUCUUCUACUUCA-3" olarak tanimlanir. Tercih edilen basgka bir
acgida, bu siRNA'nin antisens zinciri, SEQ ID NO: 1'e tamamlayici olarak, en az %80,

tercihen en az %90 oraninda mevcut olur,

Ayrica, teknidin alt yapisinin belirlenen bdliminde tarif edildigi gibi, siRNA
molekllerine ait dnemli bir konu, RNAZ'larin genel yapisi nedeniyle biyolojik sivilardaki
kararsizliklaridir. Sonug olarak, nlkleotitlerde birgok farkli kimyasal modifikasyonun

kullaniimasi, bilesik stabilitesini arttirmak amaciyla tarif edilmigtir.

siRNA molekdllerinin bir bagka dahili problemi, immunojenikligidir, bdylece, bazi
sitokinlerin yukarn regllasyonu, érnedin tip | ve/veya tip Il interferonun yani sira [L-12,
IL-6 ve/veya TNF-alfa Uretimi dahil olmak Uzere, siRNA'larin, temelinde olan bagdisiklik
sisteminin spesifik olmayan aktivasyonunu indukledigi bulunmustur. Bu etkilerin
kaynaginin, siRNA ile TLR7, TLR8 ve/veya TLR3 gibi Toll-benzeri reseptorlerin

aktivasyonu oldudu disinalar.

Bu etkilerin her ikisi, RNazlarn ve immungjenisitenin taninmasi araciigiyla, ayn

zamanda, diziye bagimli olarak tarif edilmistir.

RNAzlara duyarliigin azaltilmasi aracihdiyla, bilesik stabilitesini artiran hazi kimyasal
modifikasyonlar, ayni zamanda, sonraki yanitin immin tanima indlksiyonunu
azaltabilir. Bununla birlikte, kimyasal olarak modifiye edilmis nlkleotitlerin bir siRNA'ya
yerlestirilimesi, ayni zamanda, bir 6nceki bélimde tarif edildigi gibi susturma etkinlidinin

azalmasiyla sonuclanabilir ve dolayisiyla dikkatle yaklasilmalidir.
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Sonug olarak, mevcut tarifnamenin tercih edilen bir acisinda, siRNA ayrica bir kimyasal
modifikasyon ile en az bir ndkleotit icerir.

Stabiliteyi artiran ve imminojenik etkileri azaltan tercih edilen kimyasal modifikasyonlar
arasinda, 2'-O-metil nlkleotitler, 2'-floro nlikleotitler 2'-amino ndkleotitler, 2'-deoksi
nukleotitler, 2'-O veya 4'-C metilen kopruler igeren nukleotitler bulunur. Ayrica,
fosforotioat modifiye nilklectitlerin  yerlestiriimesi aracih@iyla bitisik nikleotitleri
badlayan ribonikleotit omurgasinin modifikasyonudur. Tarifnamenin anlami dahilinde
baska bir tercih edilen kimyasal modifikasyon, urasil riboniikleotitlerin, deoksitimidin
(deoksiribontkleotitler) ile slbstitie edilmesine iligkindir. Tarifnamenin tercih edilen
bagka bir a¢isinda, kimyasal olarak modifiye edilmis en az bir nikleotit, duyu zinciri

uzerinde, antisens zinciri Uzerinde veya siRNA'nin her iki zincirinde bulunur.

Buna gore bir dizenlemede, siRNA, SEQ ID. NO.3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15
veya 16'dan segilir. Yukarnda tarif edildigi gibi siRNA molekiilleri, teknikte bilinen
yontemler kullanilarak kendi dodal yapilarinda hiicre ig kismina iletilebilir. Ornegin, in
vitro gen susturmasinin arastinldidr sirada, bu bilesikler standart transfeksiyon
reaktifleri kullanilarak uygulanir. in vivo etkilerin elde edilmesine yénelik olarak, bu
bilesikler ayrica, ¢iplak olarak veya &érnedin lipozomlar veya spesifik bir parca ile
konjugasyon gibi iletim arttinc) ajanlar kullanilarak uygulanabilir, ancak teknikte birgok
farkh alternatif bilinir ve vicuttaki istenen hedef bdlgeye badll olarak farkh sekilde

kullanihr.

Alternatif olarak, bulusun siRNA molekiilleri, dkaryotik promoterlerden hacreler iginde
eksprese edilebilir. siRNA molekillerini eksprese edebilen rekombinant vektérler, hedef
hucrelerde verilebilir ve surdirdlebilir. Alternatif olarak, nukleik asit molekullerinin gecici
ekspresyonunu saglayan vektdrler kullamlabilir. Bu tar vektorler, gerektigi zaman tekrar
tekrar uygulanabilir. Eksprese edildikten sonra, siRNA molekulld, hedef mRNA ile
etkilesir ve bir RNA etkilesim tepkisi Uretir. Bu sekilde (retilen siRNA molekilleri,
genellikle, duyu ve antisens zincirlerinin klglk bir nilkleotit ddngiisii araciliiyla
birlestiriimesi nedeniyle shRNA (kisa firkete RNA) olarak adlandinlir. Bir denege
yeniden asillamanin ardindan bir denekten eksplante edilen hedef hiicrelerin
uygulanmasi araciifiyla veya istenen hedef hiicreye yeniden asilamaya olanak
saglayacak baska herhangi bir yol aracilifiyla, intravendz veya intramuskiler uygulama

gibi SiRNA molekiilune ait eksprese edilen vektorlerin verilmesi sistemik olabilir.



10

15

20

25

30

11

Bir baska aci, TRPV1'in artan ekspresyonu ve/veya aklivitesi ile karakterize edilen bir
g6z rahatsizigimin tedavisine yonelik bir yontemde kullaniimak Gzere bir ilacin
preparasyonunda SEQ ID NO.T'i hedefleyen siRNA'min kullanimi ile ilgilidir. Yontem,
bir hastada TRPV1 ekspresyonunun inhibe edilmesini igerir. Inhibisyon terimi,
ekspresyonun veya aktivitenin azalmasini veya dovnregllasyonunu belitmek (zere
kullantlir. Tercihen, gbz rahatsiziigi, okller agndir. Bir diizenlemede, g6z rahatsizhd,
refraktif cerrahiyi takiben okiler rahatsizlik ve degisen duyarliigi, kontakt lenslerin
kullanimini, kuru gdz sendromunu, Sjogren sendromunu ve diger gdz patolojilerini

iceren gruptan segilir.

TRPV1 mRNA'ya kargi yoneltilen siRNA'lar ile terapdtik tedavinin, etkinin gézlemlendigi
zamanin uzunlugunun arttirlmasi araciliiyla ku¢lik molekil topikal okiler damlalar
uzerinde yararli olmasi beklenir, boylece daha az siklikta dozlama ve daha fazla hasta
uyumu saglanir, Bu, dzellikle kuru géz sendromu ve siklikla kronik durumlardan dolayi

dedisen kornea hassasiyeti gibi durumlarda dnemlidir.

Bdyle bir ilacin preparasyonu dikkate alinarak, mevcut bulusun siRNA'si formile
edilebilir. Tercihen, sz konusu siRNA'larin bilesimleri ve formilasyonlari, ilgili organa
tapikal olarak uygulanabilir. Daha fazla tercih edilen bir agida, bunlar goze, tercihen
goziin korneal ylzeyine topikal uygulamaya yonelik formiile edilebilider. Kornea
ylzeyine uygulama, ornedin gbéz damlasi, jel, losyon, krem veya okiler ek parga

seklinde olabilir. Goze diger uygulama sekilleri, gdz igine enjeksiyon igerebilir.

Tarifnamenin tercih edilen bir bagka acisi, TRPV1in artan ekspresyonu ve/veya
aktivitesi ile karakterize edilen bir gz rahatsizliginin tedavisine yoénelik bir ilag olarak
kullaniimak UGzere, énceki paragraflarda aciklandigi gibi, SEQ ID NO: 1'i spesifik olarak
hedefleyen bir siRNA ile ilgilidir. Yukanda tarif edildigi gibi, SEQ ID NO: 1'i hedefleyen
19 niikleotitli bir ¢ift zincirli yap igceren veya bunlardan olusan bir siRNA olabilir. Bu
siRNA, kiint uglu olabilir. Tercihen, siRNA, SEQ ID NO: 2'dir. Tarifnameye gore
kullanima yonelik diger siRNA, SEQ ID. NO.3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 veya
16'dan segilebilir.

Tarifnamenin kapsaminda, bir diziyi "spesifik olarak hedeflemek" lzere, tarifnamenin

siRNA's1, en azindan bu tohum dizisini igermelidir. Dolayisiyla, SEQ ID No.1'i spesifik
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olarak hedefleyen herhangi bir dizi, antisens zincirin 2-8 pozisyonlarinda &zdes
olmahdir.

Yukaridakiler gdz ardi edilerek, tarifnamenin siRNA'lan, gdz disindaki dokularda
TRPV1 ekspresyonunu susturmak dzere Kullanidabilir. Sonug¢ olarak, sdz konusu

siRNA'lar buna gore formule edilmelidir.

Ornegin, bir siRNA molekdlii, bir denede uygulamaya yonelik lipozomlari igeren bir
iletim aracini igerebilir. Tasiyicilar ve seyrelticiler ve bunlarin tuzlar, farmasotik olarak
kabul edilebilir formulasyonlarda mevcut olabilir. Nikleik asit molekilleri, bunlarla kisitli
olmamak tzere, lipozomlarda kapstlleme, ivontoforez araciligiyla veya biyobozunabilir
polimerler, hidrojeller, siklodekstrinler poli (laktik-ko-glikolik) asit (PLGA) ve PLCA
mikrokdreleri, biyobozunabilir nanokapslller ve biyoyapiskan mikrokiireler gibi bagka
araclarin dahil edilmesi aracilidiyla veya proteinli vektdrler araciligiyla, teknikte uzman
kisilerce bilinen cesitli yontemler tarafindan hiicrelere uygulanabilir. Bagka bir acida,
bulusun nuUkleik asit molekdlleri, ayni zamanda, polietilenimin-polietilenglikol-N-
asetilgalaktozamin (PEI-PEG-GAL) veya polietilenimin-polietilenglikol-tri-N-
asetilgalaktozamin (PEI-PEG-triGAL) turevleri gibi polietilenimin ve bunun tirevleri ile

formdle edilebilir veya kompleks haline getirilebilir.

Bulusun siRNA molekilld, membran yikici ajanlar ve/veya bir katyonik lipit veya

yardimci lipit moleklli araciligiyla kompleks haline getirilebilir.

Bulug ile kullanilabilecek iletim sistemleri 6rnedin, akdz ve akéz olmayan jeller, kremler,
¢oklu emdalsiyonlar, mikroemdalsiyonlar, lipozomlar, merhemler, akdz ve akdz olmayan
¢ozelliler, losyonlar, aerosoller, hidrokarbon bazlar ve tozlan icerir ve c¢oézuciler,
permeasyon guglendiricileri (drnegin, yag asitleri, yag asidi esterleri, yag alkolleri ve
amino asitler) ve hidrofilik polimerler (ornedin, polikarbofil ve polivinilpirolidon) gibi
yvardimc) maddeler igerebilir, Bir acida, farmasdtik olarak kabul edilebilir tagiyici, bir

lipozom veya bir transdermal gli¢lendiricidir.

Bulusun bir farmasoétik formilasyonu, omedin bir insani igeren bir hiicreye veya
denege, drnedin sistemik veya lokal olarak uygulamaya yénelik uygun bir formdadir.
Uygun formlar, kismen, 6megin oral, transdermal veya enjeksiyon aracihgiyla
kullanima veya giris yoluna baghdir. Teknikte bagka faktérer bilinir ve bilesimin veya

formdlasyonun etkisini gostermesini engelleyen toksisite ve formlar gibi hususlarn icerir.
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Mevcut bulus ayrica farmasotik olarak kabul edilebilir bir tagiyici veya seyreltici icinde
arzu edilen bilesiklerin farmasoétik olarak etkili bir miktarnin igceren depolama veya
uygulamaya yonelik hazirlanan bilesimleri icerir. Terapdtik kullanima yénelik kabul
edilebilir tasiyicilar veya seyrelticiler, farmasotik teknikte iyi bilinir. Ornegin, koruyucu
maddeler, stabilizatdrler, boyalar ve aroma verici maddeler saglanabilir. Bunlar sodyum
benzoat, sorbik asit ve p-hidroksibenzoik asit esterlerini igerir. EK olarak, antioksidanlar

ve sluspanse edici ajanlar kullanilabilir.

Farmasétik olarak etkili bir doz, bir hastalik durumunu énlemek, meydana gelmesini
inhibe etmek veya tedavi etmek {bir semptomu, tercihen tim semptomlan bir dereceye
kadar hafifletmek) dzere gerekli olan dozdur. Farmasétik olarak etkili doz, hastahdin
tarine, kullanilan bilesime, uygulama yoluna, tedavi edilen memeli tipine, géz éniine
alinan spesifik memelinin fiziksel 6zelliklerine, es zamanl ilag tedavisine ve tip

tekniginde uzman Kisgilerin taniyacagi diger faktérlere baghdir.

Bulugun formulasyonlari veya siRNA’si, geleneksel toksik olmayan farmasotik olarak
kabul edilebilir tagiyicilar, adjuvanlar ve/veya araclar iceren birim dozaj formilasyonlar
halinde uygulanabilir. Formulasyonlar, érnegin tabletler, haplar, pastiller, akéz veya yagd
sUspansiyonlan, dagilabilir tozlar veya graniller, emulsiyon, sert veya yumusak
kapsiller veya suruplar veya eliksirler gibi oral kullanima ydnelik uygun bir formda
olabilir. Oral kullamim igin tasarlanan bilesimler, farmasoétik bilesimlerin Uretimine
yonelik teknikte bilinen herhangi bir yonteme goére hazirlanabilir ve bu gibi bilegimler,
farmasdtik olarak mikemmel ve lezzetli preparasyonlar sadlamak amaciyla, bir veya
daha fazla bu gibi tatlandirici ajanlan, aroma ajanlarini, renklendirici ajanlari veya
koruyucu ajanlari igerebilir. Tabletler, aktif igerik maddesini, tabletlerin Gretimine ydnelik
uygun olan, toksik olmayan farmasdétik olarak kabul edilebilir yardime) maddelerle

karisim halinde icerir.

Bu yardimci maddeler, drnegin, kalsiyum karbonat, sodyum karbanat, laktoz, kalsiyum
fosfat veya sodyum fosfat gibi inert seyrelticiler; dmegin misir nisastasi veya aljinik asit
gibi granille edici ve pargalayici ajanlar; érnedin nisasta, jelatin veya akasya gibi
baglayici ajanlar ve 6rnegin magnezyum stearat, stearik asit veya talk gibi yaglayic
ajanlar olabilir. Tabletler kaplanmamig olabilir veya bilinen tekniklerle kaplanabilirler.

Bazi durumlarda bu tir kaplamalar, gastrointestinal sistemde pargalanmayl ve
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emilmeyi geciktirmek Uzere bilinen teknikler aracih@iyla hazirlanabilir ve bdylece daha
uzun bir siire boyunca devam eden bir etki saglar. Ornegin, gliseril monostearat veya

gliseril distearat gibi bir zaman geciktirme materyali kullanilabilir.

Oral kullanim icin formulasyonlar ayrica sert jelatin kapsuller olarak sunulabilir, burada
aktif igerik maddesi, drnegin, kalsiyum karbonat, kalsiyum fosfat veya kaolin veya
yumusak jelatin kapsiller gibi inert bir kati seyreltici ile kanstirihr, burada aktif icerik
maddesi, drnedin yerfistidi yadi, sivi parafin veya zeytinyagi gibi su veya bir yag ortami

ile kanigtirilir.

Akdz suspansiyonlar, aktif materyalleri, akdz stspansiyonlann Uretimine yénelik uygun
olan yardimci maddeler ile bir karisim halinde icerir. Bu gibi yardimel maddeler,
omegdin sodyum karboksimetilsellloz, metilsellloz, hidropropil-metilseliloz, sodyum
aljinat, polivinilpirrolidon, kitre ve akasya sakizi gibi siispanse edici ajanlardir; dagitici
veya Islatici ajanlar, dodal olarak olusan bir fosfatid, drmegin lesitin veya bir alkilen
oksidin yag asitleriyle, drnedin polioksietilen stearat ile yogunlasma (rinleri veya
ornegin heptadekaetilenoksietanol gibi, uzun zincirli alifatik alkollere sahip etilen oksidin
yodunlagsma Oriinleri veya polietilen sorbitan monooleat gibi yag asitleri ve heksitol
anhidritlerden tlretilen kismi esterlere sahip etilen oksidin yogunlasma Grdnleri olabilir.
Ayni zamanda akdz slUspansiyonlar, drnedin etil veya n-propil p-hidroksibenzoat, bir
veya daha fazla renklendirici ajan, bir veya daha fazla aroma ajani ve sakaroz veya
sakarin gibi bir veya daha fazla tatlandirici ajan gibi bir veya daha fazla koruyucu

madde igerebilir.

Yag suspansiyonlan, aktif icerik maddelerinin, drmegin yerfisiqi yagi, zeytinyagi,
susam yagi veya hindistancevizi yadi gibi bir bitkisel yag icinde veya sivi parafin gibi bir
mineral ya@l icinde slspanse edilmesi aracilidiyla formile edilebilir. Yag
sUspansiyonlar, érnegin balmumu, sert parafin veya setil alkol gibi bir kivamlastiric
ajan icerebilir. Tatlandinci oral preparasyonlar sadlamak Uzere, tatlandirici ajanlar ve
aroma verici ajanlar eklenebilir. Bu bilesimler, askorbik asit gibi bir antioksidan

ilavesiyle korunabilir.

Su ilavesi araciligiyla akdz bir stispansiyonun preparasyonuna yonelik uygun dagilabilir
tozlar ve graniller, aktif icerik maddesini, bir dagitici veya islatici ajan, suspanse edici

ajan ve bir veya daha fazla koruyucu madde ile kangim halinde saglar. Uygun dagitici
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veya islatici ajanlar veya slispanse edici ajanlar, yukarida bahsedilenler araciligiyla
ormeklendirilir. Ayni zamanda, tatlandinici, aroma verici ve renklendirici ajanlar gibi ek

yardimci maddeler mevcut olabilir.

Bulugsun farmasatik bilesimleri, ayrica, su icinde yad emdulsiyonlan formunda olabilir.
Yag fazi, bir bitkisel yag veya bir mineral yadi veya bunlann bir kanigimi olabilir. Uygun
emillsifiye edici ajanlar, 6rnegin akasya sakizi veya kitre, dogal olarak olusan
fosfatidler gibi, dredin soya fasiilyesi, lesitin gibi dodal olarak olusan sakizlar ve yag
asitlerinden ve heksitolden, anhidritlerden, ornegin sorbitan monoaoleatdan tiretilen
esterler veya kismi esterler ve drnedin polioksietilen sorbitan monooleat gibi etilen
oksite sahip s6z konusu kismi esterlerin yogunlagtirma drunleri olabilir. Emulsiyonlar,

ayrica, tatlandirici ve aroma verici ajanlar igerebilir.

Suruplar ve eliksirler, érnedin gliserol, propilen glikol, sorbitol, glikoz veya siikroz gibi
tatlandirici ajanlar ile formuile edilebilir. Bu tlr formilasyonlar, ayni zamanda, bir
demulsent, bir koruyucu madde ve aroma verici ve renklendirici ajanlar igerebilir.
Bulugun farmasotik bilesimleri veya siRNA’si, steril olarak enjekte edilebilir akdz veya

bir yag stispansiyonu formunda olabilir.

Bu suspansiyon bilinen teknige gére, yukarida belirtilen uygun dagitici veya islatic

ajanlar ve sispanse edici ajanlar kullanilarak formlile edilebilir.

Steril olarak enjekte edilebilir bir preparasyon, ayni zamanda, toksik olmayan parental
olarak kabul edilebilir bir seyreltici veya ¢dzlicil icinde, érnedin 1,3-bitandiol icinde bir
¢ozelli halinde, steril olarak enjekte edilebilir hir ¢ozelti veya sispansiyon olabilir.
Kullanilabilecek kabul edilebilir araglar ve ¢dzuculer, su, Ringer ¢dzeltisi ve izotonik
sodyum klorir ¢ozeltisi icerir. Ek olarak, steril, sabit yadlar, geleneksel olarak bir
cozlcl veya suspansiyon ortami olarak kullanibr. Bu amaca yonelik, sentetik mono-
veya digliseritleri iceren herhangi bir tatsiz sabit yag kullanilabilir. Ek clarak, oleik asit

gibi yag asitleri, enjekte edilebilir maddelerin preparasyonunda kullamm alani bulur.

Bulusun nikleik asit molekdlleri, ayni zamanda, drnegin ilacin rektal uygulanmasi icin
fitiller formunda uygulanabilir. Bu bilesimler, ilacin, normal sicakliklarda kati olan, ancak
rektal sicaklikta sivi olan ve bu nedenle ilaci serbest birakmak dzere rektumda eriyen

uygun bhir tahris edici olmayan yardimci madde ile karnstiriimas) araciligiyla
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hazirlanabilir. Bu materyaller arasinda, kakao yadi ve polietilen glikoller bulunur.
Bulusun niikleik asit molekiilleri, steril bir ortamda parenteral olarak uygulanabilir. ilag,
kullanilan araca ve konsantrasyona bagh olarak, arag icinde suspanse edilebilir veya
¢ozllebilir. Avantajll olarak, lokal anestezikler, koruyucular ve tampon ajanlan gibi

adjuvanlar, aracg iginde cazulebilir,

Bu sekilde, tarifnamenin tercih edilen bir baska agisi farmasétik bir bilesim ile ilgilidir,
burada s6z konusu bilesim, Onceki paragraflarda agiklandigi gibi, SEQ ID NO: 1'i
hedefleyen en az bir siRNA'yi icerir.

Belirli herhangi bir denede yonelik spesifik doz seviyesinin cesitli faktorlere drnegin;
kullanilan spesifik bilesigin aktivitesine, yaga, viicut agirhdina, genel sadliga, cinsiyete,
beslenmeye, uygulama zamanina, uygulama yoluna ve bosaltim oranina, ilag
kombinasyonuna ve tedavi gbren belirli hastaliin énem derecesine bagh oldugu

anlasilir.

Mevcut bulusun nikleik asit molekulleri, ayrica genel terapdtik etkiyi arttirmak Gzere
diger terapdtik bilesiklerle kombinasyon halinde bir denede uygulanabilir. Bir
endikasyonu tedavi etmek Uzere ¢oklu bilesiklerin kullaniimasi, yan etkilerin varligini

azaltarak yararl etkileri arttirabilir,

Bulus ayrica asagidaki sinirlayici olmayan 6rmeklerde aciklanir.

ORNEKLER

In vitro analiz

TRPV1'i susturmak Ozere siRNA'lar icin dzellikle etkili bir hedef dizinin (gen ifadesinin
onemli inhibisyonunu saglayan) bulunmasi amaciyla, alti farkh siRNA test edilmigtir. Bu
siRNA'lar, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 7 (yalnizca referansa yonelik) ve SEQ ID NO:

17 ila 20 (yalnizca referansa yonelik) olarak tarif edilir.

SEQ ID NO: 2, asagidaki diziye sahip olan SEQ ID NO: 1'i bulugsa gore hedefleyen bir
siRNA'dIr:
Duyu: 5'-AAGCGCAUCUUCUACUUCA-3'
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Antisens:5'-UGAAGUAGAAGAUGCGCUU-3'

SEQ ID NO: 7 (yalnizca referansa yonelik) (5’-UCGCCACGACAUGCUCUUGATIT-3"),
TRPV1'i etkili bir sekilde hedeflemek ve kapsaisin uyancilarina okiler tepkiyi azaltmak
lzere daha dnce WO 2007/045930'da tarif edilen klasik bir siRNA molekiline
(deoksitimidin'den olusan 3’ gikintilarini igeren 21 nikleotit uzunlugunda olan) karsilk
gelir. SEQ ID NO: 17 ila 19, Reynolds et al. 2004 or Ui-Tei et al 2004, and others
tarafindan tarif edilenler gibi teknolojide mevcut olan farkh algoritmalara gére TRPV1'e
karsi tasarlanan siRNA'lara karsilik gelir. SEQ ID NO: 20 {yalnizca referansa yonelik) ,
Ambion tarafindan tedarik edilen ve TRPV1'e kargi tasarlanmig olan ticari olarak temin
edilebilen bir siRNA'dir.

SEQ ID NO: 17 (yalmzca referansa yonelik)

Duyu: 5'-CGCAUCUUCUACUUCAACU-3'
Antisens: 5-AGUUGAAGUAGAAGAUGCG-3'

SEQ ID NO: 18 (yalnizca referansa yonelik)

Duyu: 5-GCGCAUCUUCUACUUCAAC-3'
Antisens: 5'-GUUGAAGUAGAAGAUGCGC-3

SEQ ID NO: 19 (yalnizca referansa yonelik)

Duyu: 5-AAAGCCAUGCUCAACCUGC-3'
Antisens: 5-GCAGGUUGAGCAUGGCUUU-3'

SEQ ID NO: 20 (yalnizca referansa yonelik)

Duyu: 5'- UGAUCGCAGGAGUAUCUUUCTAT-3'
Antisens:5’- AAAGAUACUCCUGCGAUCAITAT-3'

Yukarida tarif edilen siRNA'nin etkinligini test etmek Uzere bir model olarak, HelLa
(insan serviks adenokarsinomu} hicre kdltdrleri kullamilmistir. HeLa hacreleri, 100
nM’lik farkli bilegikler ve transfektan ajani olarak Lipofectamine 2000 ile transfekte

edilmistir. Tim transfeksiyonlar, standart dreticinin kosullarini takiben yapilmistir. Bu
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transfeksiyonda, kontrol olarak farkli bir kanstinimis siRNA kullanidmistir. Hicre
topaklar, protein seviyelerindeki muhtemel varyasyonlan degerlendirmek ve gercek
zamanh PCR ile islenmek lzere 24, 48 ve 72. saatlerde toplanmistir. Gergcek zamanli
Qrt-PCR ile elde edilen sonuglan dlgmek amaciyla Karsilagtirmali Esik Ydntemi'ni
kullandik.

Sonugclarin gosterdigi gibi (sekil 1), hedef dizi SEQ ID NO: 1'e karsi yonlendirilmis bir
siRNA, TRPV1 gen susturulmasi agisindan, bu genin farkli bir bdlgesine karsi
yonlendirilmis siRNA driinlerinden ¢ok daha etkilidir. Ayrica, bu etki zaman icinde
devam eder, transfeksiyondan 72 saat sonra, mRNA seviyelerinin dnemli dl¢lide down-

regulasyonu mevcuttur. Bu etki stiresi tahmin edilemez ve diziye dzgudur.

Daha fazla gelismis Urdnler sunmak amaciyla, asadidaki tarifnameye gore, yukarida

belirtilen Uriine yénelik farkl kimyasal modifikasyonlar getirilmistir;

SEQ ID NO: 3,

Duyu: §-AAGCGCAUCUUCUACUUCA-3'
Antisens: 5-UGAAGUAGAAGAUGCGCUU-3'

SEQ ID NO: 4,

Duyu: 5'-AAGCGCAUCUUCUACUUCA-3'
Antisens: 5-UGAAGUAGAAGAUGCGCUU-3'

SEQ ID NO: 8,

Duyu: 5'-AAGCGCAUCUUCUACUUCA-3'
Antisens: 5-UGAAGUAGAAGAUGCGCUU-3'

SEQ ID NO: 9,

Duyu: 5-AAGCGCAUCUUCUACUUCA-3'
Antisens: 5-UGAAGUAGAAGAUGCGCUU-3'
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SEQ ID NO: 10,
Duyu: 5-AAGCGCAUCUUCUACUUCA-3'
Antisens: 5-UGAAGUAGAAGAUGCGCUU-3'

SEQ ID NO: 11,

Duyu: 5-AAGCGCAUCUUCUACUUCA-3'
Antisens: 5-UGAAGUAGAAGAUGCGCUU-3'

Burada alt ¢izgi, bir 2'-Ometil grubu iceren bazlan temsil eder.

SEQ ID NO: 5,

Duyu: 5'-AAGCGCAdTCATdTCATACATdTCA-3'
Antisens: 5-UGAAGUAGAAGAUGCGCUU-3'

SEQ ID NO: 6,

Duyu: 5'-AAGCGCAdTCATdTCATACdTdTCA-3'

Antisens: 5-dTGAAGATAGAAGAITGCGCATdT-3'

SEQ ID NO: 12,

Duyu: 5-AAGCGCAdTCUdTCATACATdTCA-3'
Antisens: 5-UGAAGUAGAAGAUGCGCUU-3'

SEQ ID NO: 13,

Duyu: 5'-AAGCGCAdTCUdTCATACUdTCA-3'
Antisens: 5-UGAAGUAGAAGAUGCGCUU-3'

SEQ ID NO: 14,

Duyu: 5-AAGCGCAdTCUUCATACUdTCA-3'
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Antisens: 5-UGAAGUAGAAGAUGCGCUU-3'
SEQ ID NO: 15,

Duyu: 5-AAGCGCAdTCUUCUACUdTCA-3'
Antisens: 5-UGAAGUAGAAGAUGCGCUU-3'

SEQ ID NO: 16,

Duyu: 5-AAGCGCAdTCUUCUACUdTCA-3'
Antisens: 5-UGAAGATAGAAGAdTGCGCUU-3’

Burada urasil nlikleotitlerinin bazilan veya timu, deoksitimidin nikleotitlerine ydnelik

substitlie edilmistir.

Bu bilesikler, SEQ ID NO: 2 (modifiye edilmis nikleotitler igermeyen bu bilesik) ile
birlikte immunojenisite deneylerinde test edilmistir. Sonuglar, tim bu bilesiklerin,
periferal kan mononikleer hiicrelerinde bir bagisiklik tepkisinin indiksiyonunu énemli
dlcide azalthdini gdstermistir. Ayrica, bilesiklerin cogu, en ylksek seviyelerinde, bir
kontrol olarak deneylere dahil edilen insan klinik deneyleri (bevasiranib ve Sirna-027)
aracihgiyla geligtirilmis olan siRNA'lar tarafindan (retilenler kadar disik bir tepki

uyandirmistir.

Degisik derecelerde modifikasyonlarin  siRNA'larin  gen susturma yetenegini
degistirebilmesi nedeniyle, bu bilesikler ayrica, HeLa hicrelerine transfeksiyon yoluyla
RNA interferans kapasitelerine yonelik test edilmis ve sonugta, TRPV1 mRNA

seviyeleri, dnceki paragraflarda agiklanan yonteme gore dlgulmastir.

Sekil 2'de gorulebilecedi gibi, bitlin bilesikler, degisen derecelerde TRPV1 mRNA

seviyelerini etkili bir sekilde azaltma kabiliyetine sahiptir.

Yukarida tarif edilen bilesiklerden tlretilen bir baska beklenmeyen faydali etki, Sekil
5'te gobrilebilecedi gibi, RNazlar tarafindan bozunmaya kargi arttirimis olan

direncleridir.
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Bu deneylere yonelik, bilesikler, 2 pM'lik bir nihai konsantrasyonda PBS iginde %10
oranindaki insan plazmasinda sispanse edilmistir ve 24 saat boyunca 37°C'de inkube
edilmistir. Numuneler, daha sonra, HPLC-UV kullanilarak analiz edilmistir ve kalan
bozulmamig Uriln miktar belirlenmistir. Sekil 5'de goérilebilecedi gibi, SEQ ID NO: 2'nin
19 nukleotite sahip ¢ift zincirli bilesigi (herhangi bir kimyasal modifikasyon olmadan), 3'
gikintilarini igeren daha once tarif edilen SEQ ID NO: 21: (yalnizca referansa yoénelik)
5'-CAAGAUCGCACAGGAGAGCATAT-3' (ayn1 zamanda, WO 2007045930'da tarif
edilmigtir) ile karsilastirildiginda, bozulmaya karsi yaklasik 3 kat daha fazla direnglidir.
Bu etki, ayni zamanda, onceki paragraflarda tarif edildigi gibi, bazi kimyasal olarak
modifiye edilmis nikleotitleri iceren SEQ ID NO: 3'Un bilesigine yodnelik gelistiriimistir.

In vivo analiz

Kuru giz ve okller agrinin hayvan modelleri, genellikle, Yeni Zelanda Beyaz tavsanlar
olan tavsanlar kullanir. Bu amagla, tarifnamenin siRNA'larinin bir bagska avantaji, hedef
dizinin, SEQ ID NO: 1, farkli hayvan dizileri boyunca TRPV1 geninin ylksek derecede
korunmusg bir bélgesi olmasidir. Aslinda, bu dizi insan ve tavsan arasinda dzdesgtir, bu
durum, hayvan modelini 6zellikle s6z konusu hastaliklarin arastinlmasina ydnelik

uygun hale getirir.

Asagida tarif edilen deney, alanda uzman bir kisi tarafindan bilinen standart bir okuler
agn modeli kullanilarak gergeklestiriimistir (Gonzalez et al. 1993). Kisaca, uygun bir
mikropipet kullanilarak, géze 30 pl'lik %1 oraninda bir kapsaisin intilasyonu (TRPV1'in
bilinen bir agonisti) kullanilarak adr indiklenmistir. Etik hususlar nedeniyle, kapsaisin
ile tedavi edilecek hayvanlar, daha 6ncesinde, bilinen bir kapsaisin antagonistine ait
S5SmMlik bir kapsazepin dozu veya test edilen bilesidi ihtiva eden 40 pl'lik bir ¢cdzeltiyi
almistir. Bu nedenle analjezik etki, bir referans tedavi olarak kapsazepine kiyasla

Slculir,

Test ve referans maddeleri, Gin 1 ile Glin 3 arasinda glnlilk olarak bir kez ve sa§
gozlerde 4. Gunde (60 dakikadan biraz daha fazla) giinlik olarak iki kez asilanmistir. 4.
Gilnde, son asilama isleminden 15 dakika sonra, hayvanlarin sag gozinde, %1
oraninda bir kapsaisin instilasyonu aracihgiyla korneal agr indiuklenmistir. Kontralateral

g6z, caligma hoyunca PBS ile asilanmig ve kontrol olarak kullaniimigtir.
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Adriya tepkisini dlgmek Uzere palpebral agikhk dlgulmastir. Géz adrisina tepki olarak
kapali oldugu ve palpebral agikliktan kaynaklanan agri duyumlarinin normal seviyelere
yukselecedi dugunulur. Palpebral acgikhk, tedaviden once (basglangic ¢izgisi), agn
induksiyonundan hemen dnce ve daha sonra, adn indiksiyonundan 1, 5, 10, 15, 20,

25, 30 dakika sonra élglimustar,

Sekil 3 ve 4'ten gdoriilebilecedi gibi, mevcut bulusa gore bir bilesik, dzellikle SEQ 1D NC:
2’'ye ait olan bilesik test edilmistir ve kapsazepinden daha yilksek bir analjezik etki
indukledigi gozlenmistir (palpebral agikliyin derecesiyle oOlciilmesi araciigiyla gbézin
iyilesmesi). Bu nedenle, bu bilesidin okiler rahatsizlik icin etkili bir terapdtik tedavi

oldugu kanitlanmigtir.

Ayrica, daha dnce WO 2007045930'da tarif edilen SEQ ID NO: 21 (yalnizca referansa
yonelik) ile birlikte, tavsanlanin gdzlerine tarifnamenin bilesiklerinin (SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 4 ve SEQ ID NO: 5) uygulandidi baska bir in vivo deney
gergeklestiriimistir. Bu durumda, tavsanlar (tedavi grubu basina 6 hayvan), art arda 3
giin boyunca bilesigin ginlik bir uygulamasini almiglardir. Uglincli ginde, son
instilasyondan iki saat sonra, hayvanlar sakrifive edilmistir. Bu tavsanlardan okuler
dokular geri kazanilmistir ve TRPV1 spesifik mRNA'nin varlidi, RT-PCR kullanilarak
analiz edilmistir. Asagidaki tablo, referans bilesimi SEQ ID NO: 21 (yalnizca referansa
yonelik) ile elde edilen inhibisyon ylizdesinin bir orani olarak ifade edilen belirli bir

dokuda elde edilen TRPV1 gen susturma seviyesini gosterir.

SEQ ID NO: 2 SEQ ID NO: 4 SEQ ID NO: 6
Gozyas! bezi 3.06 3.15 1.92

Siliyer cisim 6.54 2.48 3.57

Bu sonuglardan acik¢a anlasilabilecedi gibi, meveut bulusun bilesikleri, daha dnce tarif
edilen bilegiklere kiyasla okudler dokularda bulunan TRPV1 gen ekspresyonunu
susturdugu sirada daha fazla etkilidir. Dozlar arasinda daha fazla zamana olanak
saglanmasinin, hastalarin yasam kalitesini dnemli 8lgtide arttirmasi nedeniyle, bulusun
bilesiklerinin daha uzun slireli etkisi ile birlikte daha ylksek seviyedeki etkinlik, avantajli

doz rejimleri saglamalidir.
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<220>

<221> cesitli_ozellik

<222> (19)..(19)

<223> adedin bir 2'-0 metil gruba sahiptir
<400> 10

aagcgcaucu ucuacuuca 19
<210> 11

<211>19

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e karsl siRNA
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<220>

<221> gesitli_dzellik

<222> (2)..(2)

<223> adedin bir 2'-0 metil gruba sahiptir
<220>

<221> gesitli_6zellik

<222> (19)..(19)

<223> adedin bir 2’-0 metil gruba sahiptir
<400> 11

aagcgcaucu ucuacuuca 19
<210> 12

<211>19

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e kargi siRNA
<220>

<221> cesitli_o6zellik

<222> (8)..(8)

<223> n=deoksitimidin
<220>

<221> gesitli_ozellik

<222> (11)..(11)

«<223> n=deoksitimidin
<220>

<221> gesitli_dzellik

<222> (13)..(13)

<223> n=deoksitimidin
<220>

<221> gesitli_ozellik

<222> (16)..(17)

<223> n=deoksitimidin
<400> 12

aagcegeancu nenacnnca 19
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<210> 13

<211> 19

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e kargl siRNA
<220>

<221> gesitli_ozellik
<222> (8)..(8)

<223> n=deoksitimidin
<220>

<221> cesitli_dzellik
<222> (11)..(11)
<223> n=deoksitimidin
<220>

<221> gesitli_ozellik
<222> (13)..(13)
«<223> n=deoksitimidin
<220>

<221> gesitli_odzellik
<222>(17)..(17)
<223> n=deoksitimidin
<400> 13

aagcgcancu hcnacunca 19
<210> 14

<211>19

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e kargi siRNA
<220>

<221> cesitli_ozellik
<222> (8)..(8)

<223> n=deoksitimidin
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<220>

<221> gesitli_dzellik

<222> (13)..(13)

<223> n=deoksitimidin
<220>

<221> gesitli_6zellik

<222> (17)..(17)

<223> n=deoksitimidin
<400> 14

aagcgcancu ucnacunca 19
<210> 15

<211>19

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e kargi siRNA
<220>

<221> cesitli_o6zellik

<222> (8)..(8)

<223> n=deoksitimidin
<220>

<221> gesitli_ozellik

<222> (17)..(17)

«<223> n=deoksitimidin
<400> 15

aagcgceancu ucuacunca 19
<210> 16

<211>19

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e karsi siRNA
<220>

<221> gesitli_dzellik



10

15

20

25

30

<222> (8)..(8)

<223> n=deoksitimidin

<220>

<221> gesitli_dzellik

<222> (17)..(17)

<223> n=deoksitimidin

<400> 16

aagcgcancu ucuacunca 19
<210> 17

<211> 19

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e karsl siRNA
<400> 17

cgcaucuucu acuucaacu 19
<210> 18

<211> 19

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e kargi siRNA
<400> 18

gcgeaucuuc uacuucaac 19
<210> 19

<211>19

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e kargi siRNA
<400> 19

aaagccaugce ucaaccuge 19
<210=> 20

<211> 21
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<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e karsl siRNA
<220>

<221> gesitli_6zellik

<222> (20)..(21)

<223> n=deoksitimidin
<400> 20

ugaucgcagg aguaucuuun n 21
<210> 21

<211> 21

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e kargi siRNA
<220>

<221> cesitli_ozellik

<222> (20)..(21)

<223> n=deoksitimidin
<400> 21

caagaucgca caggagagcen n 21
<210> 22

<211> 19

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e kargl siRNA
<400> 22

ugaaguagaa gaugcgcuu 19
<210> 23

<211> 19

<212> RNA

<213> Yapay
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<220>

<223> TRPV1’e karsi sSiRNA
<400> 23

ugaaguagaa gaugegeuu 19
<210> 24

<211>19

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e karsl sSiRNA
<400> 24

ugaaguagaa gaugegeuu 19
<210> 25

<211>19

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e kargl siRNA
<400> 25

ugaaguagaa gaugcgcuu 19
<210> 26

<211>19

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e karsi siRNA
<220>

<221> gesitli_odzellik
<222>(1) .. (1)

<223> n=deoksitimidin
<220>

<221> cesitli_ozellik

<222> (B)..(6)

<223> n=deoksitimidin
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<220>

<221> cesitli_ozellik

<222> (13)..(13)

<223> n=deoksitimidin
<220>

<221> gesitli_6zellik

<222> (18)..(19)

<223> n=deoksitimidin
<400> 26

ngaagnagaa gangcgcnn 19
<210> 27

<211> 21

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e kargi siRNA
<220>

<221> cesitli_ozellik

<222> (20)..(21)

<223> n=deoksitimidin
<400> 27

caagagcaug ucguggcgan n 21
<210> 28

<211> 19

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e kargl siRNA
<400> 28

ugaaguagaa gaugcgcuu 19
<210> 29

<211> 19

<212> RNA

<213> Yapay
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<220>

<223> TRPV1’e karsi sSiRNA
<400> 29

ugaaguagaa gaugegeuu 19
<210> 30

<211>19

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e karsl sSiRNA
<400> 30

ugaaguagaa gaugegeuu 19
<210> 31

<211>19

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e kargl siRNA
<400> 31

ugaaguagaa gaugcgcuu 19
<210> 32

<211>19

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e karsi siRNA
<400> 32

ugaaguagaa gaugcgcuu 19
<210> 33

<211>19

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e karsl siRNA
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<400> 33

ugaaguagaa gaugcgcuu
<210> 34

<211>19

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e kargi siRNA
<400> 34

ugaaguagaa gaugcgcuu
<210> 35

<211>19

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e kargi siRNA
<400> 35

ugaaguagaa gaugcgcuu
<210> 36

<211>19

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e kargl siRNA
<220>

<221> cesitli_ozellik
<222> (6)..(6)

<223> n=deoksitimidin
<220>

<221> gesitli_ozellik
<222> (13)..(13)

<223> n=deoksitimidin
<400> 36

ugaagnagaa gangcgcuu

19

19

19

19
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<210> 37

<211> 19

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e kargl siRNA
<400> 37

aguugaagua gaagaugcg 19
<210> 38

<211> 19

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e karsl siRNA
<400> 38

guugaaguag aagaugcgc 19
<210> 39

<211> 19

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e kargi siRNA
<400> 39

gcagguugag cauggecuuu 19
<210> 40

<211> 21

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e kargi siRNA
<220>

<221> cesitli_ozellik

<222> (20)..(21)

<223> n=deoksitimidin

39
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<400> 40

aaagauacuc cugcgaucan n 21
<210> 41

<211> 21

<212> RNA

<213> Yapay

<220>

<223> TRPV1’e kargi siRNA
<220>

<221> cesitli_ozellik

<222> (20)..(21)

<223> n=deoksitimidin
<400> 41

gcucuccugu gegaucuugn n 21

40
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