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OZET
GELISTIRILMIS LiPIT FORMULASYONU

Bulus, lipit partikulleri kullanilarak terapotik ajanin verilmesi alani ile ilgilidir. Ozellikle,
mevcut bulus spesifik bir katyonik lipit ile, bunun bir terapotik ajanin bir hucreye
verilmesindeki kullanimlari ile ve bahsedilen katyonik lipidi iceren lipit formulasyonlari

ile ilgilidir.
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1. Katyonik bir lipid olup, ozelligi; formul I'e sahip olmasi:
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ya da bunun farmasotik olarak kabul edilebilir bir tuzu olmasidr.
2. Istem 1'in katyonik lipidi olup, ozelligi; bir terapdtik ajanin, bir hucreye
verilmesinde kullanim icin olmasidir.
3. Bir lipit formulasyonu olup, 0zelligi; istem 1'in bir katyonik lipidini icermesidir.
4. Istem 3'Un lipit formUlasyonu olup, 6zellidi; ayrica bir terapotik ajan icermesi,
burada terapdtik ajanin bir nukleik asit icermesidir.
5. Istem 4'Un lipit formulasyonu olup, Ozellidi; nukleik asidin bir siRNA, bir

mikroRNA, bir antagomir, bir mikroRNA inhibitoru, bir badisikhik uyarici nukleik asit ya

da bir U1 adaptorunden olusan gruptan secilmesidir.

6. Istem 3:Un lipit formulasyonu olup, ozelligi; ayrica en az bir apolipoprotein
icermesidir.
7. Istem 4:Un lipit formulasyonu olup, dzelligi; burada terapotik ajanin bir antisens,

siRNA ya da ribozim olmasidir.
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TARIFNAME
GELISTIRILMIS LiPIT FORMULASYONU

Bulus, lipit partikulleri kullanilarak terapotik ajanin verilmesi alani ile ilgilidir. Ozellikle,
mevcut bulus spesifik bir katyonik lipit ile, bunun bir terapotik ajanin bir hucreye
verilmesindeki kullanimlari ile ve bahsedilen katyonik lipidi iceren lipit formulasyonlari
ile ilgilidir.

Terapotik nukleik asitler, ornedin kugcuk etkilesimli RNA (siRNA), mikro RNA 10
(miRNA), antisens oligonukleotidler, ribozimler, plazmidler, immun stimule edici nukleik
asitler icerir. Bu nukleik asitler gesitli mekanizmalar araciligiyla etki eder. siRNA veya
miRNA durumunda, bu nukleik asitler, RNA interferansi (RNAi} olarak adlandirilan bir
sure¢ boyunca belirli proteinlerin hiicre i¢i seviyelerini agagi regule edebilir. SIRNA ya
da miRNA'nin hucre sitoplazmasi icerisine sokulmasinin ardindan, bu ¢ift zincirli RNA
yapilari, RISC olarak adlandirilan bir proteine bagdlanabilir. siRNA ya da miRNA'nin
sens zinciri, baglanan siRNA veya miRNA'nin olanina tamamlayici bir sekans ile
mRNAyI taniyabilen ve baglayabilen RISC igcerisinde bir sablon temin edilerek RISC
kompleksinden yeri degistirilir. Tamamlayici mRNA'y1 badlanmaya sahipken RISC
kompleksi mMRNA'y1 ayirir ve ayrilmis zincirleri serbest birakir. RNAI, protein sentezi
icin kodlayan karsiik gelen mRNA'nin spesifik yilkimini hedefleyerek spesifik

proteinlerin asadi regulasyonunu saglayabilir.

RNAI'nin terapotik uygulamalan son derece genigtir, cunku siRNA ve miRNA yapilari,
bir hedef proteine kargi yonlendirilen herhangi bir nukleotid sekansi ile sentezlenebilir.
Bugune kadar, siRNA yapilari, hem in vitro hem de in vivo modellerde hedef proteinleri
spesifik olarak asagi regule etme yetenegini gostermistir. Buna ilaveten, siRNA yapilan

gunumuzde klinik calismalarda degerlendirilmektedir.

Buna ragmen, siRNA veya miRNA yapilan ile hali hazirda karsi kargiya kalinan iki
problem, ilk olarak, plazmadaki nukleaz sindirimine olan duyarhliklandir ve ikincisi,
serbest siRNA veya miRNA olarak sistemik olarak uygulandiklarinda RISC'yi
baglayabildikleri yerdeki hucre ipi bolume erisim kazanmak icin sinirh yetenekleridir.
Bu ¢ift zincirli yapilar, kimyasal olarak modifiye edilmis nukleotid badlayicilarin molekil
icerisinde, ornegdin fosfontioat gruplarinin dahil edilmesiyle stabilize edilebilir. Buna
ragmen, bu kimyasal modifikasyonlar sadece nukleaz sindiriminden sinirli koruma

saglar ve yapinin aktivitesini azaltabilir. siRNA ya da miRNA'nin hucre ipi veriligi,
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ornegdin, polimerler, katyonik lipozomlar gibi tagiyici sistemlerin kullaniimasi ile ya da
ornedin kolesterol molekullerinin kovalent badlanmasi yoluyla yapinin kimyasal
modifikasyonu ile kolaylastinlabilir. Buna ragmen, siRNA ve miRNA molekullerinin
potansiyelini arttirmak ve kimyasal modifikasyon gereksinimini azaltmak veya elimine

etmek icin gelistirilmis verilme sistemleri gerekmektedir.

Antisens oligonukleotidler ve ribozimler de ayni zamanda protein igerisine mRNA
translasyonunu inhibe edebilir. Antisens vyapilan durumunda, bu tek zincirli
deoksinukleik asitler hedef protein mRNA'sinin olanina tamamlayici bir sekansa
sahiptir ve Watson- Crick baz eslemesiyle mRNA'ya baglanabilir. Bu baglanma hem
hedef mRNA'nin translasyonunu onler ve / veya mRNA transkriptlerinin RNaz H
bozunmasini tetikler. Sonug olarak, antisens oligonukleotidler, etkinin 6zgullugu (yani,
spesifik bir hastalikla- iligkili proteinin asagi regulasyonu) icin muazzam bir potansiyele
sahiptir. Gunumize kadar, bu bilesiklerin, ¢esitli in vitro ve in vivo modellerde,
enflamatuar hastalik, kanser ve HIV modelleri de dahil olmak uzere umut vaat ettigini
gostermektedir (Agrawal, Trends in Biotech. 14: 376- 387 (1996) sayili belgede gdézden
geciriimistir). Antisens ani zamanda, spesifik olarak kromozomal DNA ile hibridize
edilerek hucresel aktiviteyi de etkileyebilir. Cesitli antisens ilaclarin ileri insan klinik
degerlendirmeleri hali hazirda devam etmektedir. Bu ilaglar icin hedefler, bcl2 ve

apolipoprotein B genleri ve mRNA urunlerini igerir.

Immun stimule edici nukleik asitler, deoksiribonukleik asitleri ve riboniikleik asitleri
igerir. Deoksiribonukleik asitlerin  durumunda, belirli sekanslar veya motiflerin
memelilerde badisiklik stimulasyonunu kural disi oldugunu gostermistir. Bu sekanslar
veya motifler, CpG motif, pirimidimden zengin sekanslar ve palindromik sekanslari
igerir. Deoksiribonukleik asitlerdeki CpG motifinin, daha sonra hem dogal hem de
kazanilmig bagisikhk stimulasyon yolunu tetikleyen bir endozomal reseptor, toll
benzeri reseptor 9 (TLR- 9) tarafindan spesifik olarak kabul edildigine inaniimaktadir.
Bazi bagisiklik stimule edici ribonukleik asit sekanslari da ayni zamanda rapor
edilmistir. Bu RNA sekanslarinin, toll benzeri reseptorler 6 ve 7'ye (TLR- 6 ve TLR- 7)
baglanarak bagdisiklik aktivasyonunu tetikledigine inanilmaktadir. Buna ilaveten, gift
zincirli RNA'nin da ayni1 zamanda immun stimule edici oldugu rapor edilmektedir ve
TLR- 3'e baglanmasi araciliiyla aktive olacagina inanilmaktadir. Terapotik nukleik
asitlerin kullanimi ile ilgili iyi bilinen bir problem, fosfodiester nukleotit arasi baglantinin
dayanikhligi ve bu badlayicinin nukleazlara duyarliigi ile ilgilidir. Serum iginde
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ekzonukleazlar ve endonukleazlarin mevcudiyeti, fosfodiester baglayicilara sahip olan
nukleik asitlerin hizli sindiriimesine neden olur ve dolayisiyla, terapotik nukleik asitler
serumun mevcudiyetinde ya da hucrelerin icerisinde ¢ok kisa yari omurlere sahip
olabilir (Zelphati, O., ve dig, Antisense. Res. Dev. 3: 323- 338 (1993}); ve Thierry, AR,
ve dig, ppl47- 161 in Gene Regulation: Biology of Antisense RNA and DNA (Eds.
Erickson, RJP and lzant, JG; Raven Press, NY (1992) sayili belgeler). Gunumuzde
gelistiriimekte olan terapotik nukleik asit, bunlar ve dider bilinen problemlerden dolayi

dodal nukleik asitlerde bulunan temel fosfodiester kimyasini kullanmamaktadir.

Bu problemin ustesinden, serum veya hucre i¢ci bozunmayl azaltan kimyasal
modifikasyonlar ile kismen gelinmigtir. Modifikasyonlar, interntikleotid fosfodiester
koprusunde (orn., fosforotioat, metilfosfonat veya fosforamidat baglar kullanilarak),
nukleotid bazinda (om., 5- propinil- pirimidinler) ya da sekerde (orn., 2- modifiye
edilmis sekerler) test edilmistir (Uhlmann E., ve did. Antisense: Chemical
Modifikasyonlar. Encyclopedia of Cancer, Cilt. X., syf. 64- 81 Academic Press Ine.
(1997) sayilh belge). Digerleri, 2'- §' seker baglantilarini kullanarak stabilitesinin
gelistiriimesini denemislerdir (bkz., or., U.S. Pat. No. 5,532,130 sayili belge). Diger
degisiklikler denenmistir. Bununla birlikte, bu ¢ozeltilerin hicbirinin tamamen tatmin
edici olmadigi kanitlanmigtir ve in vivo olarak serbest terapotik nukleik asitler halen

sadece sinirh etkinlige sahiptir.

Buna ilaveten, yukanda siRNA ve miRNA ile ilgili olarak belirtildigi gibi, problemler
terapotik nukleik asitlerin capraz hucresel zarlara olan sinirh kabiliyeti ile kalir (bakiniz,
Vlassov ve dig., Biochim. Biophys. Agta 1197: 95- 1082 (1994) sayllh belge) ve
kompleman- aracili anafilaksi, degistiriimis koagulator ozellikleri ve sitopeni gibi
sistemik toksisite ile ilgili problemlerde kalir (Galbraith ve digerleri, Antisense Nucl.
Acid Drug Des. 4: 201- 206 (1994) sayili belge).

Etkinligi arttirmaya ¢alismak igin, bulug sahipleri ayni zamanda kimyasal olarak
modifiye edilmis ya da modifive edilmemis terapotik nukleik asitleri vermek igin lipit
bazll tasiyici sistemler de kullanmislardir. Zelphati, O ve Szoka, F.C., (J. Contr. Rel.
41: 99- 1 19 (1996)) belgesinde, yazarlar anyonik (konvansiyonel) lipozomlar, pH'ye
duyarl lipozomlar, immunolipozomlar, fuzojenik lipozomlar ve katyonik lipit / antisens
agregatlannin kullaniimasina isaret ederler. Benzer bir sekilde siRNA sistemik olarak,
katyonik lipozomlarda tatbik edilmistir ve bu nukleik asit- lipit partikulleri, insan olmayan
primatlar dahil olmak uzere memelilerde hedef proteinlerin geligtiriimis asagi
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regulasyonu sagladigi bildirilmistir (Zimmermann ve did., Nature 441: 111- 114 (2000)
sayih belge).

Bu baglamda, US2009 / 0023673 A1 sayili belge, ornegdin lipozomlar ve lipopleksler
gibi nukleik asit tabanl tedavilerin uygulanmasinda faydali kompozisyonlari ve
yontemleri tarif etmektedir. Ayrica, US 2003 / 0229038 A1 belgesi, biyolojik olarak aktif
molekullerin hucrelerin icine tasinmasini kolaylastirmaya yonelik bir katyonik amfifili
aciklamaktadir, bahsedilen amfifil bir lipit capasi, bir aralayici grup ve bir baghk grubu
icerir.

Son gelismelere ragmen, genel terapotik kullanim igin uygun olan gelismis lipit —
terapotik nukleik asit kompozisyonlari agisindan teknik alanda bir ihtiyag devam
etmektedir. Tercih edilen sekliyle, bu kompozisyonlar yuksek verimlilige sahip nukleik
asitleri icerecek, yuksek ilag : lipit oranlarina sahip olacak, kapsullenmis nukleik asidi
parcalanmaya karsi ve serum icinden atilimina kargi koruyacak, sistemik dagitim icin
uygun olacak ve kapsullenmis nukleik asidin hucre igi dagitimin saglayacaktir. Ek
olarak, bu lipit — nukleik asit partikulleri, hastanin, nukleik asidin etkili bir dozu ile
tedavisi dnemli bir toksisite ve / veya hasta i¢in risk ile iliskili olmayacak sekilde iyi
tolere edilmeli ve vyeterli bir terapotik indeks saglamahdir. Mevcut bulus, bu tip
kompozisyonlar saglamaktadir. Ayrica, bu kompozisyonlari yapmaya yonelik
yontemler ve hastaliklanin tedavisi de dahil olmak Uzere nukleik asitleri hucrelere

vermek icin bu kompozisyonlarin kullanim yontemleri de burada tarif edilmektedir.

Mevcut bulug asagidaki maddeler ile ilgilidir:

1. Formul Iin:
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bir katyonik lipit formull ya da bunun farmasotik olarak kabul edilebilen bir tuzu.

2. Bir terapotik ajanin bir hiicreye verilmesinde kullanim icin olan istem 1-e ait

katyonik lipit.

3. Istem 1°e ait bir katyonik lipidi iceren bir lipit formulasyonu.
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4, Ayrica, bir terapotik ajan iceren istem 3'e ait lipit formulasyonu olup, burada
bahsedilen terapotik ajan bir nukleik asit icerir.

5. Istem 4'e ait lipit formulasyonu olup, burada nikleik asit bir siRNA, bir
mikroRNA, bir antagomir, bir mikroRNA inhibitoru, bir bagigikhdr uyaran nukleik asit ya

da bir U1 adaptorunden olusan gruptan segilir.
6. Ayrica, en az bir apolipoprotein iceren istem 3¢ ait lipit formulasyonu.

7. Istem 4e ait lipit formulasyonu olup, burada terapotik ajan bir antisens, siRNA

ya da ribozimdir.

Mevcut bulus, yeni katyonik lipitlerin yani sira bunlari iceren lipit partikulleri de sunar.
Bu lipit partikulleri ayrica aktif bir ajan icerebilir ve bu aktif ajanin bir huicreye verilmesi

igin buluga ait ilgili yontemlere gore kullanilabilir.

Bu bulusun lipidi, bir ya da daha fazla izomerik yapilar icerebilir. Bu bilesigin tUm bu
izomerik yapilari, mevcut bulusta bilhassa ihtiva edilmektedir. Bu bulusa ait bilesik
ayrica baglar (orn., karbon — karbon baglar) ya da mesela, bir ¢ift bagin varligindan
kaynaklanan sinirlama gibi bag donusunu sinirlayan ikameler icerebilir. Bu dogrultuda,
tum cis / trans ve E / Z izomerleri bilhassa mevcut bulug dahilindedir.

Bir yaklagimda, bulus formul I'in bir katyonik lipidini iceren gelismis lipit formulasyonlari

saglamakta olup, burada formul | asagidaki gibidir:

Formul | ayrica DLin- M- C3- DMA, MC3 ya da M- C3 olarak da ifade edilebilir. Formul
I, DLin- M- C3- DMA, MC3 ve M- C3'ten her biri dogrudan yukarida sunulan formule
sahiptir.

Lipit formulasyonlan tipik olarak bir nétr lipit, bir sterol ve bir PEG ya da PEG ile
dedgistirilmis lipit de icerir.
Bir yaklagimda, gelismis lipit formulasyonu ayrica bir hedefleme lipidi (orn., bir Ga1Nac

ve [ veya folat iceren lipit) igerir.

Burada, gelismis lipit formulasyonlarnnin bir ekstruzyon ya da bir aym eksende

kanstirma yontemi vasitasi ile hazirlanmas, tarif edilmektedir.
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Burada, RNA tabanh yapiyr iceren gelismis lipit formulasyonlarninin bir hayvana
uygulanmasi ve hedef genin ekspresyonunun degerlendirilmesine dair bir ydbntem tarif

edilmektedir.

Bir yaklagimda, bulusta ©ne ¢ikan bir lipit formulasyonu, 6érnegin, bir ¢ift sarmalli RNA
(dsRNA) gibi bir oligonukleotit ile kompleks hale getirilen bir lipit formulasyonu, in vivo
ya da in vitro olarak bir tumor huicresindeki hedef gen ekspresyonunu degistirmek (om.,
azaltmak) igin kullanilabilir. Bazi duzenlemelerde, bulusta one ¢ikan bir lipit
formulasyonu HelLa, HCT116, A375, MCF7, B16F 10, Hep3b, HUH7, HepG2, Skov3,
U87 ve PC3 hucre dizilerini igeren ancak bunlarla sinirh olmayan bir tumor hucresi

dizisindeki hedef gen ekspresyonunu degistirmek icin kullanilabilir.

duzenlemelerde, lipit partikulu ayrica bir notr lipit ve partikul toplanmasini azaltabilen
bir lipit de icerir. Bir duzenlemede, lipit partikulu esas olarak (i) mevcut bulusun en az
bir lipidinden; (i) DSPC, DPPC, POPC, DOPE ve SM'den secilen bir nort lipidden; (iii)
ornegin, kolestrol gibi sterolden ve (iv) yaklasik % 20- 60 katyonik lipit : % 5- 25 notr
lipit : % 25- 55 sterol; % 0.5- 15 PEG -lipit olan bir molar oranda, érnegin PEG- DMG
ya da PEG- cDMA gibi peg- lipidden olusur. Bir duzenlemede, mevcut bulusa ait lipit

optik olarak saftir.

llgili ek duzenlemelerde, burada aciklanan lipit partikilleri ayrica terapotik ajan
icermektedir. Bir duzenlemede, terapotik ajan bir nukleik asittir. Bir duzenlemede,
nukleik asit bir plazmit, bir bagisikhidr uyarici oligonukleotit, bir tek sarmalh
oligonukleotit, orn. bir antisens oligonukleotit, bir antagomir; bir cift sarmalh

oligonukleotit, orn., bir siRNA; bir aptamer ya da bir ribozimdir.

Yine, ilgili bir baska duzenlemede, burada agiklanan bir farmasoétik kompozisyon olup,
burada tarif edilen bir lipidi ve farmasétik olarak kabul edilebilen bir katki maddesini,

seyrelticinin tagiyicisini igerir.

llgili diger diuzenlemelerde, burada, bir huicredeki bir hedef genin ekspresyonunu
module etmeye dair bir yontem agiklanmakta, bu yontem burada tarif edilen bir lipidin
ya da farmasotik kompozisyonun bir hiicreye saglanmasini icermektedir. Hedef gen,
vahsi tipte bir gen olabilir. Bir baska duizenlemede, hedef gen bir ya da daha fazla
mutasyon igerir. Ozel bir duzenlemede, yontem bir ya da daha fazla mutasyon igceren

bir hedef genin ekspresyonunu spesifik olarak degistirmeyi icerir. Ozel
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duzenlemelerde, lipit partikulu bir bagisikligi uyarici oligonukleotit, bir tek sarmall
oligonukleotit, orn. bir antisens oligonukleotit, bir antagomir; bir cift sarmalh
oligonukleotit, orn., bir siRNA; bir aptamer, bir ribozimden secilen bir terapotik ajan
igerir. Bir duzenlemede, nukleik asit bir SiRNA'yi, bir antisens oligonukleotidi, bir

aptameri ya da bir ribozimi kodlayan plazmittir.

Bir yaklasimda, hedef gen Faktor VI, Eg5, PCSK9, TPX2, apoB, SAA, TTR, RSV,
PDGF beta geni, Erb- B geni, Src geni, CRK geni, GRB2 geni, RAS geni, MEKK geni,
JNK geni, RAF geni, Erkl / 2 geni, PCNA (p21) geni, MYB geni, JUN geni, FOS geni,
BCL- 2 geni, Siklin D geni, VEGF geni, EGFR geni, Siklin A geni, Siklin E geni, WNT-
| geni, beta- katenin geni, c- MET geni, PKC geni, NFKB geni, STAT3 geni, survivin
geni, Her2 / Neu geni, topoizomeraz | geni, topoizomeraz |l alfa geni, p73 geni, p21
(WAF1I / CIP1) geni, p27 (KIP1) geni, PPM1D geni, RAS geni, kaveolin | geni, MIB |
geni, MTAI geni, M68 geni, SORTI geni, XBP1 geni, tumdr baskilayici genlerde
mutasyonlar, p53 tumér baskilayici gen ve bunlarin kombinasyonlarindan olusan

gruptan segilir.

Bir baska duzenlemede, nukleik asit, polipeptidin ya da bunun fonksiyonel varyantinin
ya da fragmaninin ekspresyonunu arttiracak sekilde bir polipeptidi ya da bunun bir

fonksiyonel varyantini ya da fragmanini kodlayan bir plazmittir.

Yine, ilgili bir diger duzenlemede, burada, bir denekteki bir polipeptidin asin
ekspresyonu ile karakterize edilen bir hastaligin ya da rahatsizhigin tedavi edilmesine
dair, burada agiklanan bir lipit partikulunun ya da farmasotik kompozisyonun bir
denede verilmesini iceren bir yontem agiklanmakta olup, bu terapotik ajan bir siRNA,
bir mikroRNA, bir antisens oligonukleotit ve bir siRNA, bir mikroRNA ya da bir antisens
oligonukleotit eksprese edebilen bir plazmitten secilir ve siRNA, mikroRNA ya da
antisens RNA polipeptidi ya da bunun bir komplementini kodlayan bir polinukleotide

spesifik olarak baglanan bir polinukleotidi icerir.

llgili bir bagka duzenlemede, burada aciklanan, bir denekte bir polipeptidin az eksprese
edilmesi ile karakterize edilen bir hastahdin ya da bir rahatsizligin tedavi edilmesine
dair bir yontem olup, bahsedilen denege burada acgiklanan farmasotik kompozisyonun
verilmesini icerir, burada terapotik ajan, polipeptidi ya da bunun bir fonksiyonel

varyantini ya da fragmanini kodlayan bir plazmittir.
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Bir diger duzenlemede, burada aciklanan bir denekteki bir badisikhik tepkisini
indukleyen bir yontem olup, burada ac¢iklanan bir farmasotik kompozisyonun
bahsedilen denege verilmesini icerir, burada terapotik ajan bir bagisikhgr uyarici
oligonukleotittir. Ozel duzenlemelerde, farmasoétik kompozisyon hastaya bir asi ya da

antijen ile birlikte saglanir.

llgili bir dUzenlemede, burada agiklanan, burada tarif edilen lipidi iceren bir asi ya da
ve hastalik ya da patojen ile iliskili bir antijendir. Bir duzenlemede, lipit partikulu, bir
badisikli§i uyarici nukleik asit ya da oligonukleotittir. Ozel bir duzenlemede, antijen, bir
tumbdr antijenidir. Bir baska duzenlemede, antijen bir viral antijen, bir bakteriyel antijen

ya da bir parasitik antijendir.

Burada ayrica, lipit partikullerini ve burada tarif edilen farmasotik kompozisyonlarin
yani sira bu lipit partikullerini ve farmasotik kompozisyonlarin hazirlanmasi igin faydal

Kitlerin hazirlanmasina dair yontemler agiklanmaktadir.

Bir baska duzenlemede, burada bir ajan, 6rnegin bir terapdtik ajan ya da bir diagnostik
ajan ve mevcut bulusun bir lipidini iceren bir kompozisyonun degderlendiriimesine dair

bir yontem aciklanmaktadir.
Sekiller sunlari gosterir:

SEKIL 1, bir fare modelinde, DLin- M- C3- DMA igeren lipit formulasyonlarin FVII'nin

baskilanmasi Uizerindeki etkisini gosteren bir gubuk grafiktir.

SEKIL 2, sicanlarda MC3 doz tepkisini, gesitli lipozomal kompozisyonlarla gosteren bir

gubuk grafiktir.

SEKIL 3, MC3'h igeren formulasyonlarin etkinliginin ApoE bagimhligini gosteren bir
gubuk grafiktir. Vahsi tip olan, ancak ApoE clmayan nakavt (gen ifadesi durduruimus)
fareler, FVII protein seviyelerinde doza bagh azalma gostermistir. SEKIL 2 ayrica, MC3
lipozomal formulasyonunun ApoE bagimhhgdmminin ve MC3 kullanan ApoE KO
farelerinde baskilama eksikliginin, onceden ApoE ile kanistirllarak etkin bir sekilde

kurtanlabildigini kanitlamaktadir.

SEKIL 4, bir lipozomal formulasyonda, MC3Un mol yuzdesindeki degisikliklerin
etkilerini ve notr lipiddeki varyasyonlarin etkilerini (drn., notr lipidi DSPC, DMPC ve

DLPC ile farkhlastirmak gibi) gosteren bir gubuk grafiktir.
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SEKIL 5, artan PEG- perdelemenin, farelerde Ga1NAc aracili olmayan baskilamayi

azalttigini gosteren bir cubuk grafiktir.

SEKIL 6, artan PEG- perdelemenin, sicanlarda Ga1NAc aracili olmayan baskilamayi

azalttigini gosteren bir cubuk grafiktir.

SEKIL 7, Ga1NAc iceren ya da icermeyen, MC3:un farkli mol yuzdesine (%) sahip
lipozomal formulasyonlarinin etkinligini gosteren bir cubuk grafiktir.

SEKIL 8, GailNAc ile hedeflenen lipozomlarin aktivitesinin, Asyaloglikoprotein
Reseptor (ASGPR) nakavt farelerinde ortadan kaldirildi§ini gosteren bir cubuk
grafiktir.

SEKIL 9, Ornek 17°de hazirlanan formulasyon igin kalinti FVII yuzdesi (%) ve dozun
(mg / kg) bir doz tepkisi egrisidir.

SEKIL 10, Ornek 18'de belirlendigi gibi formil I'e ait bir katyonik lipidin pKa titrasyon
egrisidir.

Burada, ornegin, bir RNA- tabanh yapi gibi bir nukleik asit tabanli ajan benzeri bir ajani
bir hucreye ya da denege verecek sekilde kullanilabilen gelismis bir lipit formulasyonu
aciklanmaktadir. Burada ayrica RNA- tabanh bir yapr igeren gelismis lipit
formulasyonlarini bir hayvana uygulamaya ve bazi duzenlemelerde, hedef genin
ekspresyonunu degerlendirmeye dair yontemler de tarif edilmektedir. Bazi
duzenlemelerde, gelismis lipit formulasyonu bir hedefleme lipidi (orn., bir Ga1NAc ya

da folat iceren lipit gibi burada tarif edilen bir hedefleme lipidi) i¢erir.
LIPITLER

Burada agiklananlar, agagidaki formul I'in bir katyonik lipidini, bir notr lipit, bir sterol ve
bir PEG ya da PEG tarafindan degistiriimis lipit iceren gelismis lipit formulasyonlan
olup, burada formul | asagidaki gibidir.
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Bir duzenlemede, lipit bir rasemik karisimdir.
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Bir duzenlemede, lipit bir diastereomer iginde zenginlestirilir, drnedin, lipit en az % 95,
en az % 90, en az % 80 ya da en az % 70 diastereomerik aginlagtirmaya sahiptir.

Bir duzenlemede, lipit kiral olarak saftir, 6rnegin, tek bir izomerdir.
Bir duzenlemede, lipit bir izomer i¢cin zenginlestirilir.

Bir duzenlemede, burada tarif edilen formulasyonlar en az % 75, en az % 80 ya da en
az % 90 tarafindan tutulur. Bir duzenlemede, formulasyon formul I'in katyonik lipidini
molar bazda yaklasik % 25 ila yaklasik % 75, ornegin, molar bazda yaklasik % 35 ila
yaklasik % 65, yaklasik % 45 ila yaklagik % 65, yaklasik % 60, yaklasik % 57.5,
yaklasik % 50 ya da yaklasik % 40 icerir.

Bir duzenlemede, bu formulasyon notr lipidini molar bazda yaklasik % 0.5 ila yaklasik
% 15 arasinda, ornedin, molar bazda yaklasik % 3 ila yaklasik % 12, yaklagik % 5 ila
yaklasik % 10 arasinda ya da yaklasik % 15, yaklasik % 10 ya da yaklasik % 7.5 icerir.

Bir duzenlemede, formulasyon sterolu, molar bazda yaklasik % 5 ila yaklasik % 50
arasinda, ornegin, molar bazda yaklasik % 15 ila yaklasik % 45, yaklasik % 20 ila %
40 arasinda, yaklasik % 40, yaklasik % 38.5, yaklasik % 35 ya da yaklasik % 31
oraninda icerir. Bir duzenlemede bahsedilen sterol, kolesteroldur.

Bir duzenlemede, formulasyon PEG'i ya da PEG tarafindan degistirilmis lipidi molar
bazda yaklasik % 0.5 ila yaklasik % 20 arasinda, ornegin, molar bazda yaklagik % 0.5
ila yaklasik % 10, yaklasik % 0.5 ila yaklasik % 5 arasinda, yaklasik % 1.5, yaklasik %
0.5, yaklasik % 1.5, yaklasik % 3.5 ya da yaklasik % 5 oraninda igerir.

Bir duzenlemede, burada tarif edilen formulasyonlar, bir molar bazda % 25- 75 formul
I'in katyonik lipidini, % 0.5- 15 notr lipit, % 5- 50 sterol ve % 0.5- 20 PEG ya da PEG
tarafindan degistirilmis lipit icerir.

Bir duzenlemede, burada tarif edilen formulasyonlar, bir molar bazda % 35- 65 formul
Pin katyonik lipidini, % 3- 12 notr lipit, % 15- 45 sterol ve % 0.5- 10 PEG ya da PEG

tarafindan degistirilmis lipit icerir.

Bir duzenlemede, burada tarif edilen formulasyonlar, bir molar bazda % 45- 65 formul
I'in katyonik lipidini, % 5- 10 notr lipit, % 25- 45 sterol ve % 0.5- 10 PEG ya da PEG

tarafindan degistirilmis lipit icerir.

Bir duzenlemede, burada tarif edilen formulasyonlar, bir molar bazda yaklasik % 60

formul I’in katyonik lipidini, yaklasik % 7.5 notr lipit, yaklasik % 31 sterol ve yaklasik %
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1.5 PEG ya da PEG tarafindan degistirilmis lipit icerir. Tercih edilen bir duzenlemede,
katyonik lipit formul I'e ait bilesiktir, notr lipit DSPC-dir, sterol kolesteroldur ve PEG lipit
ise PEG- DMG'dir (burada aynca PEG- C14 ya da C14- PEG olarak da ifade
edilmektedir). Bir duzenlemede, PEG ya da PEG tarafindan degistirilmis lipit, 2,000
Da’hk bir ortalama molekul adirhdina sahip olan bir PEG molekulu icerir. Diger
duzenlemelerde, PEG ya da PEG tarafindan dedistiriimis lipit 2,000'den daha az olan,
ornedin 1,500 Da civarinda, 1,000 Da civarinda ya da 500 Da civarinda olan bir
ortalama molekul agifigina sahip bir PEG molekulu igcerir. Bir duzenlemede, PEG ya
da PEG tarafindan degistiriimis lipit, ortalama bir molekul agirh@: 2,000 Da olan bir
PEG molekulune sahip olan agagidaki Formul VI'in bir bilesigidir:

-
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Bir duzenlemede, PEG ya da PEG tarafindan degistirilmis lipit PEG- distearoil
gliseroldur (PEG- DSG, burada ayrica PEG- C18 ya da C18- PEG olarak da ifade

edilmektedir).

Bir duzenlemede, burada tarif edilen formulasyonlar, bir molar bazda yaklasik % 60
formul P'in katyonik lipidini, yaklasik % 10 notr lipit, yaklasik % 38.5 sterol ve yaklasik
% 1.5 PEG ya da PEG tarafindan degistiriimis lipit igerir. Tercih edilen bir
duzenlemede, katyonik lipit formul e ait bilesiktir, nodtr lipit DSPC-dir, sterol
kolesteroldur ve PEG lipit ise PEG- DMG-dir (burada ayrica PEG- C14 yada C14- PEG
olarak da ifade edilmektedir). Bir duzenlemede, PEG ya da PEG tarafindan
degistiriimis lipit, PEG- distiril gliseroldur (PEG- DSG, burada ayrica PEG- C18 ya da
C18- PEG olarak da ifade edilmektedir). Bir duzenlemede, PEG ya da PEG tarafindan
degistiriimis lipit, PEG- DPGdir (PEG- dipalmitoilgliserol). Bir duzenlemede, PEG ya
da PEG tarafindan degistirilmis lipit ortalama bir molekul agirhgi 2,000 Da olan bir PEG
molekulu igerir.

Bir duzenlemede, burada tarif edilen formulasyonlar, bir molar bazda yaklasik % 50
formul I'in katyonik lipidini, yaklasik % 10 notr lipit, yaklagik % 35 sterol, yaklagik % 4.5
PEG ya da PEG tarafindan degistirilmig lipit ve yaklagik % 0.5 hedefleme lipidi igerir.
Tercih edilen bir duzenlemede, katyonik lipit formul I'e ait bilesiktir, notr lipit DSPC-dir,
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sterol kolesteroldur, PEG lipit ise PEG- distearoil gliseroldur (PEG- DSG, burada ayrica
PEG- C18 ya da C18- PEG olarak da ifade edilmektedir) ve hedefleme lipidi Ga1NAC3-
PEG- DSG-dir.

Bir duzenlemede, burada tarif edilen formulasyonlar, bir molar bazda yaklasik % 50
formul Iin katyonik lipidini, yaklasik % 10 notr lipit, yaklasik % 35 sterol, yaklasik % 4.5
PEG ya da PEG tarafindan degistiriimis lipit ve yaklasik % 0.5 hedefleme lipidi igerir.
Tercih edilen bir duzenlemede, katyonik lipit formul I'e ait bilesiktir, notr lipit DSPC-dir,
sterol kolesteroldur, PEG lipit PEG- DMG'dir (burada ayrica PEG- C14 ya da C14-
PEG olarak da ifade edilmektedir).

Bir duizenlemede, burada tarif edilen formulasyonlar, bir molar bazda yaklasik % 40
formul 'in katyonik lipidini, yaklasik % 15 notr lipit, yaklasik % 40 sterol ve yaklagik %
5 PEG ya da PEG tarafindan degistirilmis lipit icerir. Tercih edilen bir diizenlemede,
katyonik lipit formul I'e ait bilesiktir, notr lipit DSPC-dir, sterol kolesteroldur ve PEG lipit
ise PEG- DMGdir (burada ayrica PEG- C14 ya da C14- PEG olarak da ifade

edilmektedir).

Bir duzenlemede, burada tarif edilen formulasyonlar, bir molar bazda yaklasik % 50
formul I'in katyonik lipidini, yaklasik % 10 notr lipit, yaklasik % 35 sterol ve yaklagik %
5 PEG ya da PEG tarafindan degistirilmis lipit icerir. Tercih edilen bir duzenlemede,
katyonik lipit formul I'e ait bilesiktir, notr lipit DSPC-dir, sterol kolesteroldur ve PEG lipit
ise PEG- DMGdir (burada ayrica PEG- C14 ya da C14- PEG olarak da ifade

edilmektedir).

Bir duzenlemede, burada tarif edilen formulasyonlar, bir molar bazda yaklasik % 57.2
formul I'in katyonik lipidini, yaklasik % 7.1 notr lipit, yaklasik % 34.3 sterol ve yaklasik
% 14 PEG ya da PEG tarafindan degistiriimis lipit igerir. Tercih edilen bir
duzenlemede, katyonik lipit formul Pe ait bilesiktir, notr lipit DPPC:dir, sterol
kolesteroldur ve PEG lipit ise PEG- cDMA'dir (PEG- cDMA ayrica Heyes ve arkadaslan
tarafindan ele alinmistir (J. Controlled Release, 107, 276- 287 (2005)).

Ga1NAc3- PEG- DSG, bir duzenlemede, PEG ya da PEG tarafindan dedistirilmis lipit,
Formul VInin bir bilesigi ya da PEG- DSGdir, burada PEG molekulleri 2000 Da’lik bir

ortalama molekul agirligina sahiptir.

Bir duzenlemede, burada tarif edilen formulasyonlar, bir molar bazda yaklasik % 57.5
formul I'in katyonik lipidini, yaklasik % 7.5 notr lipit, yaklasik % 31.5 sterol ve yaklasik
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% 3.5 PEG ya da PEG tarafindan degistiriimis lipit igerir. Tercih edilen bir
duzenlemede, katyonik lipit formul I'e ait bilesiktir, notr lipit DSPC-dir, sterol
kolesteroldur ve PEG lipit ise PEG- DMGdir.

Bir duzenlemede, lipit : siRNA'nin orani en azindan yaklasik 0.5 : 1, en azindan
yaklasik 1: 1, en azindan yaklasik 2 : 1, en azindan yaklasik 3 : 1, en azindan yaklasik
4 .1, en azindan yaklasik 5 : 1, en azindan yaklasik 6 : 1, en azindan yaklasik 7 : 1,
en azindan yaklasik 8 : 1, en azindan yaklasik 10 : 1, en azindan yaklasik 11 : 1, en
azindan vaklasik 12 : 1, en azindan yaklasik 10 : 1:dir. Bir duzenlemede, lipit :
siRNA'nin orani, yaklasik 1 : 1 ila yaklasik 20 : 10, yaklasik 3 : 1 ila yaklasik 15 : 1,
yaklagik 4 : 1 ila yaklasik 15 : 1, yaklasik 5 : 1 ila yaklagik 13 : 1 arasindadir. Bir
duzenlemede, lipit : siRNA’nin orani, yaklasik 0.5: 1 ila yaklasik 15: 1 arasindadir.

Bir yaklagimda, gelismis lipit formulasyonu ayrica bir hedefleme lipidi icerir. Bazi
duzenlemelerde, hedefleme lipidi bir Ga1lNAc pargasi {yani, bir N- galaktosamin
parcasi) icerir. Ornegin, bir Ga1NAc parcasi iceren bir hedefleme lipidi 12.4.2008
tarihinde basvurulan USSN 12/ 328,669:da aciklananlar icerebilir. Bir hedefleme lipidi
ayrica teknikte bilinen, ornegin, USSN 12/ 238,669 ya da Uluslararasi Yayin No. WO
2008 / 042973'te aciklanan gibi herhangi bir baska lipidi ihtiva edebilir. Bazi
duzenlemelerde, hedefleme lipidi cok sayida Ga1NAc parcasi, ornegin iki ya da Ug
Ga1NAc pargasi igerir. Bazi duzenlemelerde, hedefleme lipidi cok sayida, ornegin, iki
ya da ¢ N- asetilgalaktosamin (Ga1NAc) pargasi ihtiva eder. Bazi duzenlemelerde,
hedefleme lipidinde bulunan lipit, 1,2- Di- O- heksadesil- sn- gliserittir (yani, DSGdir).
Baz duzenlemelerde, hedefleme lipidi bir PEG parcasi (6rn., en az yaklasik 500 Da,
mesela yaklasik 1000 Da, 1500 Da, 2000 Da ya da daha fazla olan bir molekul
agirhgina sahip bir PEG) icerir, 6rnegin, bu hedefleme parcasi bir PEG parcasi vasitasi

ile lipide baghdr.

Bazi duzenlemelerde, hedefleme lipidi, bir folat pargasi icerir. Ornedin, bir folat pargasi
ihtiva eden bir hedefleme lipidi 12.4.2008 tarihinde basvurulan USSN 12 / 328,669'da
aciklananlan icerebilir. Bir baska dizenlemede, bir folat iceren bir hedefleme lipidi,
Formul V'in bilesigini icerebilir.

Ornek niteligindeki hedefleme lipitleri asagidaki formul L ile temsil edilir:

(Hedefleme grubu)n- L- Lipit

formul L
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burada

Hedefleme grubu, teknikte uzman biri tarafindan bilinen ve / veya burada aciklanan

herhangi bir hedefleme grubudur (érn., bir huicre yuzeyi reseptoru);

n, 1ila 5 arasinda (orn., 3) bir tamsayidir,

L, bir baglanti grubudur ve

Lipit ise burada tarif edilen bir lipid gibi bir lipittir (6rn., DSG gibi bir ndfr lipit).
Bazi duzenlemelerde, baglanti grubu bir PEG parcasi igerir.

Baz duzenlemelerde, hedefleme lipidi, asagida sadlanan gibi bilesik I, IIl, IV ya da
Vetir:
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Baz duzenlemelerde, formulasyon icinde hedefleme lipidi bir molar bazda, yaklasik %
0.001 ila yaklasik % 5 (orn., yaklasik % 0.005, % 0.15, % 0.3, % 0.5, % 1.5, % 2, %
25, % 3, % 4 ya da % 5) arasindaki bir miktarda bulunur. Bazi duzenlemelerde,
hedefleme lipidi yaklasik % 0.005 ila yaklagik % 1.5 arasindaki bir miktarda
formulasyonda bulunur. Bazi duzenlemelerde, hedefleme lipidi burada tarif edilen bir

formulasyonda ihtiva edilir.

Baz duzenlemelerde, lipit formulasyonu ayrica bir antioksidan (orn., bir radikal
temizleyici) da igcerir. Bu antidoksidan formulasyonda, ornegin, yaklasik % 0.01 ila
yaklasik % 5 arasindaki bir miktarda bulunabilir. Antioksidan, hidrofobik ya da hidrofilik
(orn., lipitlerde cozulebilen ya da suda ¢odzulebilen) olabilir. Bazi duzenlemelerde,
antioksidan, ornegin butilhidroksitolluen, resveratrol, koenzim Q10 ya da diger
flavinoidler ya da bir vitamin, ornegin, E vitamini veya C vitamini gibi bir fenolik bilesik
olabilir. Diger 6rnek niteligindeki antioksidanlar lipoik asit, urik asit, beta- karoten ya da

retinol (A vitamini) gibi bir karoten, glutation, melatonik, selenyum ve ubikinol.

Bazi duzenlemelerde, hedefleme lipidine (orn., lipit igceren bir Ga1NAc) yonelik
reseptor, asyaloglikoprotein reseptorudur (yani, ASGPR).

Bir duzenlemede, burada tarif edilen formulasyonlar, bir ekstruzyon yontemi ya da bir

ayni eksende karistirma yontemi vasitasi ile uretilir.

Ekstruzyon yontemi (ayrica, dnceden sekillendirme yontemi ya da kesikli islem olarak
da bilinmektedir), once bos lipozomlarin (yani, nukleik asit bulunmaz) hazirlandigi,
bunu bos lipozoma nukleik asit ilavesinin takip ettigi bir yontemdir. Lipozom
kompozisyonlarinin kuguk gozenekli bir polikarbonat membrani ya da asimetrik bir
seramik membran vasitasi ile ekstruzyonu, nispeten iyi tanimlanmig bir boyut dagilin
sadlar. Tipik olarak, suspansiyon istenilen lipozom kompleksi boyut dagilimina
ulasilana kadar bir ya da daha fazla defa membran tuzerinden gegirilir. Bu lipozomlar,
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lipozom boyutunda kademeli bir azalma elde edecek sekilde art arda daha kuguk
gozenekli membranlar uzerinden gecirilir. Bazi érneklerde, olusturulan lipit- nukleik asit
kompozisyonlari herhangi bir boyutlama yapilmaksizin kullanilabilir. Bu yéntemler, US
5,008,050; US 4,927,637; US 4,737,323; Biochim Biophys Acta. 1979 Ekim 19; 557(1):
9- 23, Biochim Biophys Acta. 1980 Ekim 2; 601(3): 559- 7; Biochim Biophys Acta. 1986
Haziran 13; 858(1). 161- 8; ve Biochim. Biophys. Acta 1985 812, 55- 65te

aciklanmaktadir.

Ayni eksende kanstirma yontemi ise hem lipitlerin hem de nukleik asidin paralel olarak
bir karistirma haznesine eklendidi bir yontemdir. Kanistirma haznesi, basit bir T —
baglantisi ya da teknikte uzman biri tarafindan bilinen herhangi bir kanistirma haznesi
olabilir. Bu ydntemler, US patent numaralan 6,534,018 ve US6,855,277; US yayin
numarasi 2007 / 0042031 olan belgelerde ve Pharmaceuticals Research, Vol. 22, No.
3, Mar. 2005, sf. 362- 372'de agiklanmaktadir.

Ayrica, burada aciklanan formulasyonlarin teknikte ortalama bir tecrubeye sahip kisi

tarafindan bilinen herhangi bir yontemle de hazirlanabilecedi anlasiimaktadir.

Bir baska duzenlemede, formul I'in bilesigini iceren temsili formulasyonlar Tablo 1'de

betimlenmektedir.

Tablo 1
MC3 DSPC Kolesterol | PEG
60 7.5 31 1.5
50 10 38.5 1.5
40 20 38.5 1.5
50 10 38.5 1.5
50 10 38.5 1.5
40 20 38.5 1.5
60 7.5 21 1.5
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50 10 38.5 15

50 10 38.5 15
20

40 (DMPC) | 385 15

30 30 38.5 15
10

50 (DMPC) | 385 15
30

30 (DMPC) | 385 15
10

51 (DLPC) 38.5 15
20

40 (DLPC) 38.5 15

40 20 38.5 15

40 10 40 10

60 10 20 10

40 20 37 3

60 10 27 3

Bir duzenlemede, formul I'in bilesimini iceren spesifik formulasyonlar agsagidaki gibi

aciklanmaktadir:
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Lipitlerin Orani (molar yuzde cinsinden)

Lipit : siRNA orani

% 50/10/38.5/1.5 (MC3 : DSPC : Kolesterol : PEG- DMG)
Lipit: SiRNA ~ 11

% 40/15/40/5 (MC3 : DSPC : Kolesterol: PEG- DMG)
Lipit; siRNA orani ~ 11

% 50/10/35/4.5/0.5 (MC3 : DSPC : Kolesterol: PEG- DSG (C18- PEG): Ga1NAc3-
PEG- DSG)

Lipit: siRNA orani ~ 11

% 50/10/30/9.5/0.5 (MC3 : DSPC : Kolesterol: PEG- DSG: Ga1NAc3- PEG- DSG)
Lipit: siRNA orani ~ 11

% 50/10/35/5 (MC3 : DSPC : Kolesterol: PEG- DSG)

Lipit: siRNA oran ~ 11

% 50/10/38.5/1.5 (MC3 : DPPC : Kolesterol: PEG- DMG)

Lipit: siRNA oram ~ 11

% 40/15/40/5 (MC3 : DPPC : Kolesterol: PEG- DMG)

Lipit: siRNA orant ~ 11

% 50/10/35/4.5/0.5 (MC3 : DPPC : Kolesterol: PEG- DSG: Ga1NAc3- PEG- DSG)
Lipit: siRNA orani ~ 11

% 50/10/30/9.5/0.5 (MC3 : DPPC : Kolesterol: PEG- DSG: Ga1NAc3- PEG- DSG)
Lipit: siRNA orani ~ 11

% 50/10/35/5 (MC3 : DPPC : Kolesterol: PEG- DSG)

Lipit: siRNA oran1 ~ 11

% 50/10/38.5/1.5(MC3 : DSPC : Kolesterol: PEG- DMG)

Lipit: siRNA orani ~ 7

% 50/10/38.5/1.5 (MC3 : DSPC : Kolesterol: PEG- DSG)
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Lipit: siRNA oranm ~ 10

% 50/10/38.5/ 1.5 (MC3 : DSPC : Kolesterol: PEG- DMG)
Lipit: siRNA orani ~ 12

% 50/10/35/5 (MC3 : DSPC : Kolesterol: PEG- DMG)
Lipit: siRNA orani ~ 8

% 50/10/35/5 (MC3 : DSPC : Kolesterol: PEG- DMG)
Lipit: siRNA orani ~ 10

Bir duzenlemede, burada tarif edilen formulasyonlar en az % 75, en az % 80 ya da en

az % 90 tarafindan tutulur.

Bir duzenlemede, burada tarif edilen formulasyonlar, bir apolipoprotein icerir. Burada
kullanildigr haliyle “apolipoprotein” ya da “lipoprotein” teknikte uzman kisilerce bilinen
apolipoproteinleri ve bunun varyantlarini fragmanlarini ve bunun asagida agiklanan

apolipoprotein agonistlerini, analoglarini ya da fragmanlarini ifade eder.

Uygun apolipoproteinler, ApoA- |, ApoA- Il, ApoA- IV, ApoA- V ve ApoE ve bunlarin
aktif polimorfik formlarini, izoformlanm, varyantlarini ve mutantlarinin yani sira
bunlarin fragmanlarini ya da kesilmis formlarim icermekte, ancak bunlarla
sinirlandirimamaktadir. Bazi belirli duzenlemelerde, apolipoprotein, tiol icerikli bir
apolipoproteindir. “Tiol icerikli apolipoprotein” terimi, en az bir sistein kalintisini iceren
bir apolipoprotein, varyant, fragment ya da izoformu anlamina gelir. Apolipoproteinleri
iceren en yaygin tiol, bir sistein kalintisini iceren ApoA- | Milano (ApoA- Iv) ve ApoA- |
Paris'tir (ApoA- Ir} (Jia ve dig., 2002, Biochem. Biophys. Res. Comm. 297: 206- 13;
Bielicki ve Oda, 2002, Biochemistry 41: 2089- 96 sayil belge). ApoA- Il, ApoE2 ve
ApoE3 de ayni zamanda tiol icerikli apolipoproteinlerdir. Izole edilmis ApoE ve / veya
bunlarin aktif fragmanlari ve polipeptid analoglari, bunlarin rekombinant olarak uretilen
formlan da dahil olmak Uzere, U.S. Pat. No- lar. 5,672,685; 5,525,472; 5,473,039;
5,182,364; 5,177,189; 5,168,045; 5,116,739 saylll belgelerde tarif edilmektedir.
ApoE3, Weisgraber, ve dig., "Human E apoprotein heterogenity. cysteine- arginine
interchanges in the amino asit sequence of the apo- E isoforms,” J. Biol. Chem. (1981)
256: 9077- 9083; ve Rail, ve di§., "Structural basis for receptor binding heterogenity of

apolipoprotein E from type Il hyperlipoproteinemic subjects,” Proc. Nat. Acad. Sci.
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(1982) 79: 4696- 4700 sayili belgelerde aciklanmistir. Ayni zamanda, bakiniz Gen
Bankasi Erisim numarasi KO0396.

Belirli duzenlemelerde, apolipoprotein, apolipoproteinin bir fragmani, varyanti ya da
izoformu olabilir. “Fragman” terimi, bir dogal apolipoproteininkinden daha kisa bir
amino asit sekansina sahip olan ve fragmanin, lipit baglama ozellikleri de dahil olmak
uzere, dogal apolipoproteinin aktivitesini muhafaza ettigi herhangi apolipoprotein
anlamina gelir. “Varyant” terimi ile, apolipoproteinin amino asit sekanslarindaki
ikameler ya da degisiklikler kast edilmekte olup, amino asit kahntilarinin ikameleri ya
da degisikleri, ornegin, ilaveler ve silmeler, lipit baglanma ozellikleri de dahil olmak
uzere, dogal apolipoproteinin aktivitesini ortadan kaldirmaz. Dolayisiyla, bir varyant,
burada bir ya da daha fazla amino asit kalintisinin, kimyasal olarak benzer amino
asitler ile konservatif olarak ikame edilmis oldugdu, bunun icinde temin edilen bir dogal
apolipoproteine buyuk olglide 6zdes bir amino asit sekansina sahip olan bir protein ya
da peptidi icerebilir. Konservatif ikamelere ait érnekler, ornegin izoldsin, valin, [6sin ya
da metionin gibi bir digeri icin en az bir hidrofobik kalintimin ikamesini icerir. Benzer bir
sekilde, ornedin arjinin ve lisin arasindaki, glutamin ve asparaijin arasindaki ve glisin
ve serin arasindaki gibi ornegin en az bir hidrofilik kahntinin ikamesi Uzerine
durmaktadir (bakiniz U.S. Pat. No'lar. 6,004,925, 6,037,323 ve 6,046,166 sayil
belgeler). “izoform" terimi, ayni, daha biyiik ya da kismi fonksiyona ve benzer, dzdes
ya da kismi sekansa sahip olan bir protein anlamina gelir ve ayni gen ve genellikle
dokuya 6zgu bir urun olabilir ya da olmayabilir (bakiniz Weisgraber 1990, J. Lipid Res.
31(8): 1503- 11; Hixson ve Powers 1991, J. Lipid Res. 32(9): 1529- 35; Lackner ve
dig., 1985, J. Biol. Chem. 260(2): 703- 6; Hoeg ve dig., 1986, J. Biol. Chem. 261(9):
3911- 4; Gordon ve dig., 1984, J. Biol. Chem. 259(1): 468- 74; Powell ve dig., 1987,
Cell 50(6): 831- 40; Aviram ve dig., 1998, Arterioscler. Thromb. Vase. Biol. 18(10):
1617- 24, Aviram ve dig., 1998, J. Clin. Invest. 101(8): 1581- 90; Billecke ve dig., 2000,
Drug Metab. Dispos. 28(11): 1335- 42; Draganov ve did., 2000, J. Biol. Chem. 275(43):
33435- 42; Steinmetz ve Utermann 1985, J. Biol. Chem. 260(4): 2258- 64; Widler ve
dig., 1980, J. Biol. Chem. 255(21): 10464- 71; Dyer ve dig., 1995, J. Lipid Res. 36(1}):
80- 8; Sacre ve di§., 2003, FEBS Lett. 540(1- 3): 181- 7; Weers, ve di§., 2003, Biophys.
Chem. 100(1- 3): 481- 92; Gong ve dig., 2002, J. Biol. Chem. 277(33): 29919- 26; Ohta
ve dig., 1984, J. Biol. Chem. 259(23): 14888- 93 ve U.S. Pat. No. 6,372,886 sayih
belgeler).
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Bazi duzenlemelerde, bunun tarif edilen yontemler ve kompozisyonlar, bir
apolipoproteinin bir kimerik yapisinin kullanimini igerir. Ornedin, bir apolipoproteinin
bir kimerik yapisi, iskemi reperfuzyon koruyucu ozellikleri iceren bir apolipoprotein etki
alaniile iliskili yuksek lipit baglama kapasitesine sahip bir apolipoprotein etki alanindan
olusabilir. Bir apolipoproteinin kimerik bir yapisi, bir apolipoprotein (yani, homolog yap1)
icerisindeki ayn bolgeleri iceren bir yapi olabilir ya da bir kimerik yapi, farkh
apolipoproteinler (yani, heterolog yapilar) arasindaki ayri bolgeleri iceren bir yapilanma
olabilir. Bir kimerik yapilanmayi iceren kompozisyonlar da ayni zamanda belirli bir
karaktere (ornegin, lipid baglanmasi, reseptor baglanmasi, enzimatik, enzim aktive
etme, antioksidan ya da indirgenme- yukseltgenme ©zelligi) sahip olacak sekilde
tasarlanmis apolipoprotein varyantlan ya da segmentleri clan segmentleri icerebilir
(bakiniz Weisgraber 1990, J. Lipid Res. 31(8): 1503- 11; Hixson ve Powers 1991, J.
Lipid Res. 32(9): 1529- 35; Lackner ve did., 1985, J. Biol. Chem. 260(2): 703- 6; Hoeg
etal, 1986, J. Biol. Chem. 261(9): 3911- 4; Gordon ve dig., 1984, J. Biol. Chem. 259(1):
468- 74; Powell ve dig., 1987, Cell 50(6): 831- 40; Aviram ve dig., 1998, Arterioscler.
Thromb. Vasc. Biol. 18(10): 1617- 24; Aviram ve dig., 1998, J. Clin. Invest. 101(8):
1581- 90; Billecke ve dig., 2000, Drug Metab. Dispos. 28(11): 1335- 42; Draganov ve
dig., 2000, J. Biol. Chem. 275(43): 33435- 42; Steinmetz ve Utermann 1985, J. Biol.
Chem. 260(4): 2258- 64; Widler ve dig., 1980, J. Biol. Chem. 255(21): 10464- 71; Dyer
ve dig., 1995, J. Lipid Res. 36(1): 80- 8; Sorenson ve digd., 1999, Arterioscler. Thromb.
Vasc. Biol. 19(9): 2214- 25; Palgunachari 1996, Arterioscler. Throb. Vasc. Biol. 16(2):
328- 38: Thurberg ve did., J. Biol. Chem. 271(11): 6062- 70; Dyer 1991, J. Biol. Chem.
266(23): 150009- 15; Hill 1998, J. Biol. Chem. 273(47): 30979- 84 sayili belgeler).

Burada kullanilan apolipoproteinler de ayni zamanda, rekombinant, sentetik, yari-
sentetik ya da saflastirlmis apolipoproteinleri icerir. Burada kullamlan bunlarin
apolipoproteinlerini ya da esdegerlerini elde edilmesi icin yontemler, teknikte iyi
bilinmektedir. Ornegdin, apolipoproteinler, drnegin yogdunluk gradyanh santrifujleme ya
da immunoafinite kromatografisi ile plazma ya da dogdal Urinlerden ayrilabilir ya da
sentetik bir sekilde veya yarn sentetik bir sekilde ya da teknikte bilgili kisilerce bilinen
rekombinant DNA teknikleri kullanilarak uretilebilir (bakiniz, drnegdin, Mulugeta ve dig.,
1998, J. Chromatogr. 798(1- 2): 83- 90; Chung ve dig., 1980, J. Lipid Res. 21 (3): 284-
91; Cheung ve dig., 1987, J. Lipid Res. 28(8): 913- 29; Persson, ve dig., 1998, J.
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Chromatogr. 711: 97- 109; U.S. Pat. No'lar. 5,059,528, 5,834,596, 5,876,968 ve
5,721,114; ve PCT Yayinlart WO 86 / 04920 ve WO 87 / 02062 sayil belgeler).

Burada kullanilan apolipoproteinler ayrica, ApoA- |, ApoA- | Milano (ApoA- Im), ApoA-
| Paris (ApoA- Ip), ApoA- I, ApoA- IV, ve ApoE etkisini taklit eden peptidler ve peptid
analoglan gibi apolipoprotein agonistlerini icerir. Ornegin, apolipoprotein, U.S. Pat.
No'lar. 6,004,925, 6,037,323, 6,046,166, ve 5,840,688 sayili belgelerde tarif edilmis

olanlarin herhangi birisi olabilir.

Apolipoprotein agonist peptidleri ya da peptid analoglari, 6rnegdin, U.S. Pat. No’lar.
6,004,925, 6,037,323 ve 6,046,166 sayili belgelerde tarif edilen teknikler de dahil
olmak uzere peptid sentezi icin teknikte bilinen herhangi teknik kullanilarak
sentezlenebilir ya da Uretilebilir. Ornegin, peptidler, baslangigta Merrifield (1963, J. Am.
Chem. Soc. 85: 2149- 2154 sayil belge) tarafindan tarif edilen kati- fazli sentetik teknik
kullanilarak hazirlanabilir. Diger peptid sentezi teknikleri, Bodanszky ve dig., Peptid
Synthesis, John Wiley & Sons, 2. Baski, (1976) sayili belgede ve teknikte tecrubeli
kisilerce kolaylkla temin edilebilen dider referanslarda bulunabilir. Polipeptid sentezi
tekniklerinin bir dzeti, Stuart ve Young, Solid Phase Peptid. Synthesis, Pierce Chemical
Company, Rockford, 111., (1984) sayili belgede bulunabilir. Peptidler de ayni
zamanda The Proteins, Cilt. Il, 3. Baski.,, Neurath ve dig., Eds., syf. 105- 237,
Academic Press, New York, N.Y. (1976) sayilli belgede tarif edildigi Uzere ¢ozelti
yontemleri tarafindan sentezlenebilir. Farkh peptid sentezlerinde kullanima yonelik
uygun koruyucu gruplari, yukarida bahsi gegen metinlerde yanm sira McOmie,
Protective Groups in Organic Chemistry, Plenum Press, New York, N.Y. (1973} sayili
belgede tarif edilmistir. Burada tarif edilen peptidler de ayni zamanda, ornegin
apolipoprotein A- I'in buyuk pargalarindan kimyasal ya da enzimatik pargalanma ile

hazirlanabilir.

Bazi duzenlemelerde, apolipoprotein, apolipoproteinlerin bir karnsimi olabilir. Bir
duzenlemede, apolipoprotein bir homojen karisim olabilir, yani, apolipoproteinin tekli
bir turudur. Baska bir duzenlemede, apolipoprotein, apolipoproteinlerin bir heterojen
karisimi olabilir, yani, iki ya da daha farkli apolipoproteinlerin bir karigimidir.
Apolipoproteinlerin heterojen kansim uygulamalari, rnegin, bir hayvan kaynagindan
bir apolipoproteinin ve bir yan sentetik kaynaktan bir apolipoproteinin bir karigimini
icerir. Bazi duzenlemelerde, bir heterojen karisim, ornegin, ApoA- | ve ApoA- |

Milano’nin bir kangimini igerebilir. Bazi duzenlemelerde, bir heterojen karisim, ornegin,
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ApoA- | Milano ve ApoA- | Paris’in bir karigimini icerebilir. Burada tarif edilen yontemler
ve kompozisyonlarda kullanima yonelik uygun kansimlar teknikte tecrubeli kisiler igin

asikar olacaktir.

Apolipoprotein dogal kaynaklardan elde edilirse, bir bitki ya da hayvan kaynagindan
elde edilebilir. Apolipoprotein bir hayvan kaynagindan elde edilirse, apolipoprotein
herhangi bir turden olabilir. Bazi duzenlemelerde, apolipoprotein bhir hayvan
kaynadindan elde edilebilir. Bazi duzenlemelerde, apolipoprotein bir insan
kaynagindan elde edilebilir. Tercih edilen duzenlemelerde, apolipoprotein,

apolipoproteinin uygulandigi birey ile ayni turden elde edilir.

Bir duzenlemede, hedef gen Faktor VI, Eg5, PCSK9, TPX2, apoB, SAA, TTR, RSV,
PDGF beta geni, Erb- B geni, Src geni, CRK geni, GRB2 geni, RAS geni, MEKK geni,
JNK geni, RAF geni, Erk1 / 2 geni, PCNA(p21 )geni, MYB geni, JUN geni, FOS geni,
BCL- 2 geni, Siklin D geni, VEGF geni, EGFR geni, Siklin A geni, Siklin E geni, WNT-
1 geni, beta- katenin geni, c- MET geni, PKC geni, NFKB geni, STAT3 geni, survivin
geni, Her2 / Neu geni, topoizomeraz | geni, topoizomeraz |l alfa geni, p73 geni,
p21(WAFI / C1P1) geni, p27(KIP1) geni, PPM1D geni, RAS geni, kaveolin | geni, MIB
I geni, MTAI geni, M68 geni, tumor baskilayici genler ve p53 tumor baskilayici geni ve
bunlarin kombinasyonlarindan olusan gruptan secilir. Bir duzenlemede, hedef gen,
karacigerde eksprese edilen bir gendir, 6rnegin, Faktor VII (FVII) geni gibi. Hedef
genin, orn., FVIlnin ekspresyonunun etkisi bir serum ya da doku numunesi gibi
biyolojik bir numunedeki FVIlI seviyelerinin olgulmesi ile degerlendirildi. Ornegin,
kandaki FVII'nin seviyesi omn., FVIl aktivitesinin analiz edilmesi ile dlguldugu gibi
belirlenebilir. Bir duzenlemede, karacigerdeki mRNA seviyesi degerlendirilebilir. Bir
baska tercih edilen duzenlemede, en az iki tip dederlendirme yapilir, érnegin, (orn.,
kandaki) protein seviyesine dair bir degerlendirme ve (6rn., karacigerdeki) mRNA
seviyesine dair bir olcumun ikisi de yapilir.

Bir duzenlemede, ajan, bir cift sarmalli RNA {(dsRNA) gibi bir nukleik asittir.

Bir bagka duzenlemede, nukleik asit ajant, bir tek sarmalll DNA ya da RNA veya ¢ift
sarmallil DNA ya da RNA veya DNA- RNA hibritidir. Ornegin, bir ¢ift sarmalli DNA, bir
yapisal gen, kontrol ve sonlanma bolgeleri iceren bir gen ya da bir viral ya da plazmit
DNA gibi kendi kendini yenileyen bir sistem olabilir. Cift sarmalli bir RNA orn., bir
dsRNA ya da bagka bir RNA interferans reaktifi olabilir. Bir tek sarmalli nukleik asit,
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orn., bir antisens oligonukleotit, ribozim, mikroRNA ya da uglu sarmal olusturan

oligonukleotit olabilir.

Yine bir bagka duzenlemede, aday bir ajanin uygulanmasindan sonra ¢esitli zaman
noktalarinda, ornegin, kan, plazma ya da serum benzeri bir sivi numune ya da bir
karaciger numunesi benzeri bir doku numunesi gibi bir biyolojik numune denekten
alinir ve ajanin hedef protein ya da mRNA ekspresyon seviyeleri Uzerindeki bir etkisi
icin test edilir. Ozellikle tercih edilen bir duzenlemede, aday ajan, FVIl'yi hedefleyen bir
dsRNA’dIr ve biyolojik numune Faktor VII proteini ya da mRNA seviyeleri Uzerinde bir
etki acisindan test edilir. Bir duzenlemede, FVII proteininin plazma seviyeleri drnegin,
bir immunohistokimya analizi ya da bir kromojenik analiz kullanilarak analiz edilir. Bir
baska diuzenlemede, karacigerdeki FVII mRNA seviyeleri, bir dallanmig DNA analizi
ya da bir Northern blot ya da RT- PCR analizi gibi bir analiz ile test edilir.

Bir duzenlemede, ajan, ornedin, gelismis lipit formulasyonunu igeren bir kompozisyon
toksisite bakimindan degerlendirilir. Yine bir baska duzenlemede, model denek,
agirhktaki ya da kafes yani davrarusindaki bir degisiklik ile fiziksel etkiler bakimindan

izlenebilir.

Bir duzenlemede, yontem ayrica, ornegin gelismis lipit formulasyonunu iceren ajanin
bagka bir dedgerlendirmeye daha konu edilmesini icerir. Bu diger degerlendirme,
ornedin (i) yukarida tarif edilen dederlendirmenin bir tekrarini, (ii) yukarida tarif edilen
dederlendirmenin farklh sayida hayvanlar ya da farkll dozlar ile bir tekrarini ya da (iii)
ornedin, insan disi bir primat gibi bir bagka hayvan modelinde degerlendirilmesi gibi
farkh bir yontem ile dederlendiriimesini icerebilir.

Bir baska duzenlemede, ajanin ve gelismis lipit formulasyonu icerip icermedidine gore
bir klinik deney gibi diger calismalarda aday ajanin karaciger proteini ya da mRNA
seviyelerinin gbzlenen etkisine bagh olarak bir karar verilir. Ornegin, eder bir aday
dsRNA'nin, en az % 20, % 30, % 40, % 50 ya da daha fazla oranda protein ya da
MRNA seviyelerini azalttig) gozlemlenirse, bu durumda ajan Klinik bir deney igin

dikkate alinabilir.

Yine bir baska duzenlemede, aday ajanin ve amino lipidin karaciger proteini ya da
mMRNA seviyeleri Uizerindeki etkisine bagli olarak farmasotik bir kompozisyonda ajanin
ya da gelismis lipit formulasyonun igerilip icerilmedigine gore bir karar verilir. Ornegin,
eger bir aday dsRNA'nin, en az % 20, % 30, % 40, % 50 ya da daha fazla oranda
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protein ya da mRNA seviyelerini azalthigi gozlemlenirse, bu durumda ajan klinik bir
deney i¢in dikkate alinabilir.

Bir dijer yaklasimda, burada tarif edilen, gelismis lipit formulasyonunun bir terapotik
ajanin bir hucreye verilmesi icin uygunlugu agisindan degerlendirilmesine dair bir
yontemdir. Bazi duzenlemelerde, burada tarif edilen, érnegin, FVIl'yi hedefleyen bir
dsRNA gibi bir RNA tabanh yapinin verilmesi igin gelismis lipit formulasyonunun
uygunlugunun degderlendiriimesine dair bir yontemdir. Bu yontem, FVII'yi hedefleyen
bir dsRNA ve bir aday amino lipit iceren bir kompozisyonun saglanmasini,
kompozisyonun arn., bir fare gibi bir kemirgene uygulanmasini, kandaki FVIl seviyesi
ya da karacigerdeki FVII mRNA seviyesinden en az birinin fonksiyonu olarak FVII
ekspresyonunun dederlendiriimesini, bdylece de aday amino lipidin degerlendirilmesini
igerir. Bazi duzenlemelerde, yontem ayrica hedef genin donceden secilmig bir referans

deger ile karsilagtinimasini icerir.

Lipit iceren bilesenler ihtiva eden bir lipozom gibi kompozisyonlar ve bunlar asagida
daha detayl agiklanmaktadir. Ornek niteligindeki nukleik asit tabanh ajanlar dsRNA’lar,
antisens  oligonukleotitler, ribozimler, mikroRNA’lar, bagisikhdr baskilayic
oligonukleotitler ya da ug¢ sarmal olusturan oligonukleotitler. Bu ajanlar da asagida

ayrica daha detayh agiklanmaktadir.

“Alkil”, bir diz zincirli ya da dallannis, siklik olmayan ya da siklik, 1 ila 24 arasinda
karbon atomu igeren doymusg alifatik hidrokarbon anlamina gelir. Temsilci doymus duz
zincirli alkiller, metil, etil, n- propil, n- butil, n- pentil, n- hekzil, ve benzerlerini igerirken;
doymus dalli alkiller izopropil, sec- butil, izobutil, tert- butil, izopentil, ve benzerlerini
icerir. Temsilci doymus siklik alkiller, siklopropil, siklobutil, siklopentil, siklohekzil, ve
benzerlerini icerirken; doymamis siklik alkiller, siklopentenil ve siklohekzenil, ve

benzerlerini icerir.

“Alkenil”, yukarida tarif edilen gibi, bitisik karbon atimlarn arasinda en az bir ¢ift bad
iceren bir alkil anlamina gelir. Alkeniller hem cis hem de trans izomerler icerir. Temsilci
duz zincirli ve dalli alkeniller, etilenil, propileni, 1- butenil, 2- butenil, isobutilenil, 1-
pentenil, 2- pentenil, 3- metil- 1- butenil, 2- metil- 2- butenil, 2,3- dimetil- 2- butenil, ve

benzerlerini icerir.

“Alkinil”, yukarida tarif edilen gibi, bitisik karbon atomlar arasinda ek olarak en az bir
uglu bag igeren herhangi bir alkili ya da alkenili ifade eder. Temsilci duz zincirli ve dalh
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alkiniller, asetilenil, propinil, 1- butinil, 2- butinil, 1- pentinil, 2- pentinil, 3- metil- 1 butinil,

ve benzerlerini igerir.

“Asil”, ek yerindeki karbonun asagida tamimlanan gibi bir okso grubu ile ikame edildigi
herhangi bir alkil, alkenil ya da alkinil anlamina gelir. Ornegin,- C( = O) alkil,- C( = O)

alkenil ve —C( = O) alkinil'ler asil gruplandir.

“Aril” terimi, icerisinde herhangi bir halka atomumun ikame edilebildidi bir aromatik
monosiklik, bisiklik, ya da trisiklik hidrokarbon halka sistemini ifade eder. Aril
pargalarinin ornekleri, fenil, naftil, antrasenil ve pirenili icermekte ancak bunlarla

sinirlandirilmamaktadir.

“‘Heterosikl”, bir 5- ila 7- elemanli monosiklik ya da 7- ila 10- elemanh bisiklik
heterosiklik halkayi ifade eder, bu doymusg, doymamis ya da aromatiktir ve bagimsiz
olarak azot, oksijen ve sulfurden secilen 1 ila 2 heteroatom ihtiva eder ve azot ve sulfur
heteroatomlari istege bagh olarak oksitlenebilir ve azot heteroatomu istege bagh
olarak, yukaridaki heterosikllerin herhangi birinin bir benzen halkasina kaynastinldig
bisiklik halkalan dahil olmak uzere kuaternize edilebilir. Heterosikl herhangi bir
heteroatom ya da karbon atomu vasitasi ile eklenebilir. Heterosikller asagida
tanimlanan gibi heteroariller icerirler. Heterosikller, morfolinil, pirolidinonil, pirolidinil,
piperidinil, piperizinil, hidantoinil, valerolaktamil, oksiranil, oksetanil, tetrahidrofuranil,
tetrahidropiranil, tetrahidropiridinil, tetrahidroprimidinil, tetrahidrotiofenil,
tetrahidrotiropiril,  tetrahidropirimidinil,  tetrahidrotiofenil,  tetrahidrotiropiril, ve

benzerlerini icerir.

» o wr

“Istege bagh olarak ikame edilmis alkil”, “istege bagh olarak ikame edilmis alkenil”,
“istege bagh olarak ikame edilmis alkinil”’, “istege bagh olarak ikame edilmis asil” ve
“istege bagl olarak ikame edilmis heterosikl” terimleri, ikame edildiginde, en az bir
hidrojen atomunun bir ikame edici ile degistirildigi anlamina gelir. Bir okso ikame edici
( = O) durumunda, iki hidrojen atomu degistirilir. Bu bakimdan, ikame ediciler, okso,
holojen, heterosikl, CN,- ORX,- NR*RY - NR*C( = O)RY - NRXSO2RY,- C(= O)RX- C( =
0)ORX,- C( = O)NR*RY,- SOnR* ve- SO"NR*R"i icerir, burada n, 0, 1 ya da 2-dir, Rx
ve Ry ayni ya da farklh ve bagimsiz olarak hidrojen, alkil ya da heterosikldir ve
bahsedilen alkil ve heterosikl ikame edicilerinin her biri okso, halojen,- OH,- CN, alkil -
ORXx, heterosikl,- NR*RY,- NR*XC( = O)RY,- NRXSO2RY,- C( = O)RX,- C( = O)ORX - C(
= O)NR*RY, SOnR* ve- SO"NR*R¥:den biri ya da daha fazlasi ile ayrica ikame edilebilir.
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“‘Heteroaril” terimi, monosiklik ise 1- 3 heteroatoma, bisiklik ise 1- 6 heteroatoma ya da
trisiklik ise 1- 9 heteroatoma sahip olan bir aromatik 5- 8 elemanlh monosiklik, 8- 12
elemanl bisiklik ya da 11- 14 elemanl trisiklik halka sistemini ifade eder, burada bahsi
gecen heteroatomlar, O, N, ya da S arasindan segcilir (6rnedin, sirasiyla monosiklik,
bisiklik, ya da trisiklik oldugunda N, O, ya da S’e ait karbon atomlan ve 1- 3, 1- 6, ya
da 1- 9 heteroatomlar), icerisinde herhangi halka atomu ikame edilmis olabilir. Burada
tarif edilen heteroaril gruplar, ayrica bir ortak karbon- karbon badini paylasan kaynasik
halkalari icerebilir. "Alkilheterosikl" terimi, halka atomlarinin en az birinin, alkil, alkenil

ya da alkinil ile ikame edildigi bir heteroaril anlamina gelir.

“lkame edilmis” terimi, belirli bir yap! igindeki bir ya da daha fazla hidrojen radikalinin
halo, alkil, alkenil, alkinil, aril, heterosiklil, tiol, alkiltio, okzo, tioksi, ariltio, alkiltio alkil,
ariltio alkil, alkilsulfonil, alkilsulfonil alkil, arilsulfonil alkil, alkoksi, ariloksi, aralkoksi,
aminokarbonil, alkilaminokarbonil, arilaminokarbonil, alkoksikarbonil, ariloksikarbonil,
halo alkil, amino, triflorometil, siyano, nitro, alkilamino, arilamino, alkilamino alkil,
arilamino alkil, amino alkilamino, hidroksi, alkoksi alkil, karboksi alkil, alkoksikarbonil
alkil, aminokarbonil alkil, asil, aralkoksikarbonil, karboksilik asit, sulfonik asit, sulfonil,
fosfonik asit, aril, heteroaril, heterosiklik, ve alifatik iceren, ancak bunlarla sinirli
olmayan belirlenmis bir ikame edici radikal ile degistiriimesini ifade eder. ikame edicinin
ayrica ikame edilebilecedi anlasilmahdir. “Halojen”, floro, kloro, bromo ve iyodo

anlamina gelir.

"Alkilamin” ve "dialkilamin" terimleri, sirasiyla- NH( alkil) ve- N( alkil). radikallerini ifade
eder.

“Alkilfosfat” terimi,- O- P{Q')(Q")- O- Ryi ifade etmekte olup, burada Q' ve Q" her biri
bagimsiz olarak O, S, N(R)z'dir, istege bagh olarak alkil ya da alkoksi ile ikame edilir;
ve R, istege badl olarak ikame edilmis alkildir, w- aminoalkil ya da w- (ikame edilmis)
aminoalkildir.

“Alkilfosforotionat” terimi, Q' ya da (Q")'den en az birinin S oldugu bir alkilfosfati ifade

eder.

“Alkilfosfonat” terimi, Q' ya da (Q"yden en az birinin alkil oldugu bir alkilfosfati ifade

eder.

“Hidroksialkil” terimi,- O- alkil radikali anlamina gelir.
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“Alkilheterosikl” terimi, en az bir metilenin bir heterosikl ile degdistirildigi bir alkili ifade
eder.

“‘w- aminoalkil” terimi,- alkil- NH2 radikalini ifade eder. Ve “w- (ikame edilmis)
aminoalkil” terimi, H ya da N'den en az birinin alkil ile degistirildigi bir w- aminoalkili

ifade eder.

“w- fosfooalkil” terimi, Q' ya da (Q”)yden her birinin bagimsiz olarak O ya da S oldugu
ve R'nin istede bagh olarak ikame edilmis alkil oldugu- alkil- O- P(Q’){(Q")- O- Ryyi ifade

eder.

“‘w- tiofosfooalkil” terimi, Q’ ya da (Q"yden en az birinin S oldugu w- fosfooalkili ifade

eder.

Bazi duzenlemelerde, burada tarif edilen yontemler koruyucu gruplann kullanimini
gerektirebilir. koruyucu grup metodolojisi, teknikte uzman kisilerce iyi bilinmektedir
(bakiniz, drnedin, PROTECTIVE GROUPS IN ORGANIC SYNTHESIS, Green, T.W.
ve dig., Wiley- Interscience, New York City, 1999). ). Kisaca, bu agiklama baglaminda
koruyucu gruplar, bir fonksiyonel grubun istenmeyen reaktivitesini azaltan ya da
ortadan kaldiran herhangi bir gruptur. Bir fonksiyonel grup, belirli bir reaksiyon
sirasinda reaktivitesini maskelemek icin fonksiyonel bir gruba eklenebilir ve daha sonra
orijinal fonksiyonel grubu ortaya gikarmak icin ¢ikarilabilir. Bazi uygulamalarda “alkol
koruyucu grup” kullanilir. Bir “alkol koruyucu grup®, ya da bir alkol fonksiyonel grubunun
istenmeyen reaktivitesini ortadan kaldiran herhangi bir gruptur. Koruyucu gruplar,
teknikte iyi bilinen teknikler kullanilarak eklenebilir ve cikanlabilir.

Lipit Partikulleri

Burada dne ¢ikan karaciger izleme modelinde test etmeye yonelik ajanlar ve / veya
amino lipitler, lipit partikulleri icinde formule edilebilir. Lipit partikulleri, lipozomlari icerir,
ancak bunlarla sinirli tutulamaz. Burada kullanildigi haliyle, bir lipozom sulu bir i¢ kismi
icine alan lipit ihtiva eden membranlara sahip bir yapidir. Lipozomlar, bir ya da daha
fazla lipit membrana sahip olabilir. Tekli lamellar olarak da ifade edilen tek katmanli
lipozomlar ve goklu lamellar olarak da ifade edilen gok katmanl lipozomlarin her ikisi
de tasarlanmaktadir. Nukleik asitler ile kompleks haline geldiginde, lipit partikulleri de
ayni zamanda, ornegin Feigner, Scientific American belgesinde tarif edildidi gibi, DNA
katmanlar arasina sandvig haline getirilmis katyonik lipit ¢ift katmanlarindan olusan
lipopleksler olabilir.
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Lipit partikulleri ayrica bir ya da daha fazla ilave lipitleri ve / veya kolesterol gibi baska
bilegenleri icerebilir. Diger lipitler, lipozom kompozisyonlari igine, lipozom yuzeyi
uzerine ligandlan baglamak igcin ya da lipit oksidasyonunu onlemek icin gibi cesitli
amaclar igin dahil edilebilir. Amfipatik, nétr, katyonik ve anyonik lipitler de dahil olmak
uzere bunun icinde tarif edilen lipozomlarda ¢ok sayidaki lipitlerden herhangi birisi
mevcut bulunabilir. Bu tur lipitler, tek basina ya da kombinasyon halinde kullanilabilir.

Mevcut olabilecek ilave lipit bilesenlerinin spesifik ornekleri agsagida agiklanmaktadir.

Bir lipit partikulinde mevcut olabilen ilave bilesenler, ornedin poliamid oligomerleri
(bakinmz, ornegin, U.S. Patent No. 6,320,017 sayih belge), peptitler, proteinler,
deterjanlar, ornegin, seramidlere konjuge edilmis PEG ve fosfatidiletanolamin’e
baglanmig PEG gibi lipit turevleri (bakiniz, U.S. Patent No. 5,885,613) gibi ¢ift katmanli
stabilize edici bilesenleri icerir. Bazi duzenlemelerde, lipit partikulu bir hedefleme ajani,

ornedin burada tarif edilen bir hedefleme lipidi icerir.

Bir lipit partikulu, bir ikinci amino lipit ya da katyonik lipit, bir notr lipit, bir sterol ve
olusum sirasinda yuke bagh agregasyonunu onleyen partikullerin - sterik
stabilizasyonundan kaynaklanabilir olan, olusum sirasinda lipit partikullerinin

toplanmasini azaltmak icin segilen bir lipit icerebilir.

Burada kullanildigi haliyle, “katyonik lipit” terimi, fizyolojik pH'ta katyonik bir lipiti
olusturmak uzere protonlanabilir olan bir amino bas grubunu (bir alkilamino ya da
dialkilamino grubu da dahil olmak Uzere) ve bir ya da iki yadl asit ya da yagh alkil
zincirlerinesahip olan lipitleri icermek kast edilir. Bazi duzenlemelerde, bir katyonik lipit

bir “amino lipit” olarak ifade edilir.

Diger katyonik lipitler, burada alkil ikame edicilerin farkli oldugu (6rn. N- etil- N-
metilamino- , N- propil- N- etilamino- ve benzeri) olanlar dahil olmak uzere, alternatif
yagl asit gruplan ve diger dialkilamino gruplarina sahip olanlar icerir. Genelde, daha
az doymus asil zincirlerine sahip olan lipitler (ornegin, bir katyonik lipit), ozellikle
kompleksler, filtre sterilizasyonu amaciyla, yaklasikk 0.3 mikronun altinda
boyutlandirildifinda daha kolay bir sekilde boyutlandirilir. C1pila Czo aralifinda karbon
zincir uzunluklarina sahip doymamis yagl asitleri iceren katyonik lipitler tercih edilir.
Diger yapi iskeleleri de ayni zamanda amino grubunu (ornegdin, katyonik lipidin amino
grubu) ve yagh asit ya da katyonik lipidin yagh alkil kisminin ayriimasi igin kullanilabilir.

Uygun yapi iskeleleri, teknikte uzman kisilerce bilinir.
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Bazi duzenlemelerde, katyonik lipitler, en az bir protonlanabilir ya da protondan
anndirilabilen gruba sahiptir, 6yle ki lipit, bir fizyolojik pH'm (pH 7.4) altinda ya da bu
pH'ta olan bir pHta pozitif olarak yuklenir ve ikinci bir pH'ta, tercih edilen sekliyle
fizyolojik pH'in ustunde ya da bu pH'ta notr olabilir. Bu tur lipitler ayni zamanda katyonik
lipitler olarak da adlandirilir. Elbette, pH'in bir fonksiyonu olarak protonlarin eklenmesi
ya da ¢ikanimasinin, bir denge prosesi oldugu ve bir yuklu ya da notr lipide referansin
baskin turlerin dogasini ifade etti§gi anlasilacaktir ve tum lipitlerin yuklu ya da notr
formda mevcut olmasini gerektirmez. Birden fazla protonlanabilir ya da protondan
anndinilabilir gruba sahip lipitler ya da zwitteriyonik olanlar da ayni zamanda bunun

diginda tutulmamaktadir.

Bazi duzenlemelerde, protonlanabilir lipitler (yani, katyonik lipitler), yaklasik 4 ila
yaklasik 11 araliginda protonlanabilir grubun bir pKa'sina sahiptir. En gok tercih edilen,
yaklasik 4 ila yaklasik 7 arasindaki pKA'dir, cunki bu lipitler dusuk bir pH formulasyonu
safhasinda katyonik olacakken, partikullerin yuzeyi pH 7.4 civarindaki bir fizyolojik
pH'ta genis bir sekilde (tamamen olmasa da) ndtralize olacaktir. Bu pKAmNn
faydalarindan biri, partikulun dis yuzeyi ile iliskili olan en azindan bazi nukleik asitlerin
fizyolojik pH'ta elektrostatik etkilesimini kaybedecek olmasi ve basit diyaliz ile
giderilebilecek olmasidir; boylece partikulun kurense olan hassasiyeti buyuk olgude

azaltilhr.

Olusum sirasinda partikullerin toplanmasini azaltan lipitlere dair ornekler, (U.S. Pat.
No. 6,320,017 sayil belgede tarif edilen) gibi polietilen glikol (PEG) ile modifiye edilmis
lipitler, monosialogangliosid Gm 1 ve poliamid oligomerleri (“PAQ”) icerir. PEG, Gm 1
ya da ATTA benzeri formulasyon sirasinda toplanmayi onleyen yuksuz, hidrofilik, sterik
bariyerli kisimlara sahip diger bilesikler ayni zamanda, burada tarif edilen yontemler
ve kompozisyonlardaki gibi kullaniimak Uzere lipitlere de baglanabilir. ATTA- lipitleri,
ornedin, U.S. Patent No. 6,320,017 sayil belgede tarif edilmekiedir ve PEG- lipit
konjugatlari, ornedin, U.S. Patent Nolar. 5,820,873, 5,534,499 ve 5,885,613 sayili
belgelerde tarif edilmistir. Tipik olarak, agregasyonu azaltmak icin segilen lipit
bileseninin konsantrasyonu yaklasik % 1 ila % 15 arasindadir (lipitlerin mol yuzdesi

cinsinden).

Toplanmayi azaltan ve / veya karaciger izleme modelinde kullanilabilen nukleik asit
ajanlarina konjugasyon icin uygulan olan lipitlerin érnekleri, (U.S. Pat. No. 6,320,017
saylll belgede tarif edilen) gibi polietilen glikol (PEG) ile modifiye edilmig lipitler,
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monosialogangliosid Gm 1 ve poliamid oligomerleri ("PAQO”) icerir. PEG, Gm 1 ya da
ATTA benzeri formulasyon sirasinda toplanmayi onleyen yuksuz, hidrofilik, sterik
bariyerli kisimlara sahip diger bilesikler ayni zamanda, burada tarif edilen yontemler
ve kompozisyonlardaki gibi kullanilmak uzere lipitlere de baglanabilir. ATTA- lipitleri,
ornedin, U.S. Patent No. 6,320,017 sayil belgede tarif edilmektedir ve PEG- lipit
konjugatlari, ornegin, U.S. Patent Nolar. 5,820,873, 5,534,499 ve 5,885,613 sayili
belgelerde tarif edilmistir. Tipik olarak, agregasyonu azaltmak igcin secilen lipit
bileseninin konsantrasyonu yaklasik % 1 ila % 15 arasindadir (lipitlerin mol yuzdesi ile

cinsinden).

Bunun igcinde kullanilan PEG ile modifiye edilmis lipitlere ait (ya da lipit- polioksietilen
konjugatlan) spesifik ornekler, PEG bolumunu lipit vezikul ylizeyine sabitlemek icin
gesitli "baglayan” lipit kisimlarina sahip olabilir. Uygun PEG ile modifiye edilmig lipitlerin
ornekleri, PEG ile modifiye edilmis fosfatidiletanolamin ve fosfatidik asit, beraber
inceleme surecindeki USSN 08 / 486,214 sayili belgede tarif edilen PEG- seramid
konjugatlan (ornegin, PEG- CerC14 ya da PEG- CerC20), PEG ile modifiye edilmis di
alkilaminler ve PEG ile modifiye edilmis 1,2- diasiloksipropan- 3- aminleri icerir.
Ozellikle tercih edilenler PEG ile modifiye edilmis diasilgliseroller ve di
alkilgliserollerdir. Bazi duzenlemelerde, bir partikul icindeki PEG limitlerinin toplam mol
yuzdesi (%) yaklasik % 1.5 moldur. Ornegin, partikiil yukarida tarif edilen gibi bir PEG
ile modifiye edilmis bir lipit gibi burada tarif edilen ¢ok sayida PEG lipidi ve bir PEG
ihtiva eden bir hedefleme lipidi icerdiginde, PEG ihtiva eden lipitlerin toplam miktan
birlikte ahndiginda yaklagik % 1.5 moldur.

PEG ya da ATTA gibi sterikal olarak buyuk bir kismin bir lipit bagina konjuge edildigi
duzenlemelerde, lipit baginin segimi, konjugatin lipit partikulu ile ne tur bir iligkisi olmasi
gerektidine baghdir. mPEG (mw2000)- diastearoilfosfatidiletanolamin‘in (PEG- DSPE),
partikulun dolasimdan temizlenene kadar, muhtemelen gunlerce, bir lipozom ile iligkili
kalaca@ iyi bilinmektedir. PEG- CerC20 gibi diger konjugatlar, benzer kalma
kapasitesine sahiptir. PEG- CerC14, bununla birlikte, bazi analizlerde, 60 dakikadan
daha dusuk bir T1/2ile, seruma temas Uzerine formulasyonun diginda hizli bir sekilde
degismektedir. U.S. Pat. Basvuru SN 08 / 486,214 sayili belgede gosterildigi Uizere, en
az ug ozellik, degisim oranini etkiler: asil zincirinin uzunlugu, asil zincirinin doygunlugu,
ve sterik bariyer bas grubunun buyuklugu. Bu 6zelliklerin uygun varyasyonlarina sahip
olan bilesikler bunun icinde faydali olabilir. Bazi terapétik uygulamalar icin PEG ile
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modifiye edilmis lipitin, nukleik asit- lipit partikulunden in vivo olarak hizh bir sekilde
kaybolmasi tercih edilebilir ve dolayisiyla PEG ile modifiye edilmis lipit nispeten kisa
lipit baglarina sahip olacaktir. Dider terapotik uygulamalarda, nukleik asit- lipit
partikullerinin daha uzun bir plazma dolagim omrune sahip olmasi tercih edilebilir ve
dolayisiyla PEG ile modifiye edilmis lipit nispeten daha uzun lipit badlarina sahip
olacaktir. Ornek nitelidindeki lipit badlari, yaklasik C14 ila yaklasik C22 arasinda, tercih
edilen sekliyle yaklasik C14 ila yaklagik C+1s arasinda uzunluklara sahip olanlar icerir.
Baz duzenlemelerde, bir PEG pargasi, ornegdin bir mPEG- NHz, yaklasik 1000, 2000,
5000, 10000, 15000 ya da 20000 daltonluk bir boyuta sahiptir.

Toplanmayi onleyen bilesiklerin duzgun bir sekilde islev gérmesi igin lipit konjugasyonu
gerektirmedidine dikkat edilmelidir. Cozeltide serbest PEG ya da serbest ATTA,
toplanmayi onlemek igin yeterli olabilir. Partikuller formulasyondan sonra stabil olursa,
PEG ya da ATTA bir dene@e uygulamadan once disar diyaliz edilebilir.

Notr lipitler, lipit partikullu icinde mevcut oldugunda, fizyolojik pH'ta ya yuklenmemis ya
da notr bir zwitteriyonik formda mevcut olan bir dizi lipit turunden herhangi biri olabilir.
Bu tur lipitler, ornegin, diasilfosfatidilkolin, diasilfosfatidiletanolamin, seramid,
sfingomiyelin, dihidrosfingomiyelin, sefalin ve serebrosid igcerir. Burada tarif edilen
partikullerde kullanilmasi icin notr lipitlerin secimi genellikle, ornegin kan dolasimindaki
lipozomlarin stabilitesinin ve lipozom bhoyutunun goz onune alinmasiyla yonlendirilir.
Tercih edilen sekliyle, ndtr lipit bileseni, iki asil grubuna {yani diasilfosfatidilkolin ve
diasilfosfatidiletanolamin} sahip bir lipittir. Degisen zincir uzunluklarina ve doyma
derecesinde gesitli asil zincir gruplanina sahip lipitler mevcuttur ya da izole edilebilir ya
da iyi bilinen teknikler ile sentezlenebilir. Uygulamalarin bir grubunda, Ci4 ila C22
arahginda karbon zinciri uzunluklarina sahip doymus yagli asitleri igeren lipitler tercih
edilmektedir. Uygulamalarin bagka bir grubunda, C14 ila C22 arahginda karbon zinciri
uzunluklarina sahip mono ya da ikili doymamis yagl asitler ile lipitler kullanilmaktadir.
Buna ilaveten, doymus ve doymamis yagh asit zincirlerinin karigimlarina sahip lipitler
kullanilabilmektedir. Tercih edilen sekliyle, burada kullanilan notr lipitler, DOPE, DSPC,
POPC, DPPC ya da herhangi bir ilgili fosfatidilkolin’dir. Burada yararlanilan notr lipitler
ayni zamanda sfingomiyelin, dihidrosfingomiyelin ya da serin ve inositol gibi dijer bas

gruplara sahip fosfolipitlerden olusabilir.
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Lipit karigiminin sterol bileseni, mevcut oldugunda, lipozom, lipid vezikul ya da lipit
partikul preparasyonu alaninda konvansiyonel olarak kullanilan sterollerden herhangi

biri olabilir. Tercih edilen bir sterol, kolesteroldur.

Yukarida ozellikle tarif edilenlere ilaveten, yaklasik fizyolojik pH'ta net pozitif yuk
tasiyan diger katyonik lipitler de burada tarif edilen lipit partikullerine dahil edilebilir. Bu
tur katyonik lipitler, N,N- dioleil- N,N- dimetilamonyum klorur ("DODAC"); N- (2,3-
dioleiloksi} propil- N,N- N- trietilamonyum klorur ("DOTMA"); N,N- distearil- N,N-
dimetilamonyum bromiur ("DDAB"); N- (2,3- dioleociloksi) propil)- N,N,N-
trimetilamonyum klorur ("DOTAP"); 1,2- Dioleiloksi- 3- trimetilaminopropan klorur tuzu
(“DOTAP.CI"); 3B- (N-{N',N'- dimetilaminoetan)- karbamoil) kolesterol ("DC- Kaol"), N-
(1 (2,3- dioleiloksi) propil)- N- 2- {sperminkarboksamido) etil}- N,N- dimetilamonyum
triflorasetat ("DOSPA"), dicktadesilamidoglisil karboksispermin ("DOGS"), 1,2- dileoil-
sn- 3- fosfoetanolamin ("DOPE"), 1,2- dioleoil- 3- dimetilamonyum propan (“DODAP”),
N,N- dimetil- 2,3- dioleyloksi) propilamin (‘DODMA”}, ve N- (1,2- dimiristiloksiprop- 3-
il)- N,N- dimetil- N- hidroksietil amonyum bromur ("DMRIE") i¢erir, ancak bunlarla sinirh
degildir. Buna ilaveten, katyonik lipitlerin bir dizi ticari preparasyonlari kullanilabilir,
ormegdin, LIPOFECTIN (DOTMA ve DOPE dahil olmak uzere, GIBCO / BRL
firmasindan temin edilen), ve LIPOFECTAMINE (DOSPA ve DOPE iceren, GIBCO /
BRL firmasindan temin edilen) gibi. Belirli uygulamalarda, bir katyonik lipit bir amino
lipitdir.

Burada tarif edilen lipit partikullerde kullamlmasi icin uygun anyonik lipitler,
fosfatidilgliserol, kardiyolicin, diasilfosfatidilserin, diasilfosfatidik asit, N- dodesekanoil
fosfatidiletanoloamin, N- suksinil fosfatidiletanolamin, N- glutaril fosfatidiletanolamin,
lisilfosfatidilgliserol ve notr lipitlere katilan diger anyonik modifiye edici gruplan igerir,

ancak bunlarla sinirl degildir.

Bircok duzenlemede, amfipatik lipitler, burada tarif edilen lipit partikullere dahil edilir.
“‘Amfipatik lipitler”, herhangi uygun materyal anlamina gelmekte olup, burada lipit
materyalinin hidrofobik kismu hidrofobik faza yonelirken hidrofilik kisim sulu faza
yonelir. Bu tur bilesikler, fosfolipidler, aminolipitler ve sfingolipidleri icerir, ancak
bunlarla simirh degildir. Temsilci fosfolipitler, sfingomiyelin, fosfatidilolin,
fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin, fosfatidilinositol, fosfatidik asit, palmitoiloleoil
fosfatidilolin, lisofosfatidilolin, lisofosfatidieltanolamin, dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC),
dioleailfosfatidilkolin (DOPC), distearoilfosfatidilkolin (DSPC), dimiristoilfosfatidil kolin
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(DMPC) vya da dilinoleoilfosfatidilkolin (DLPC) icerir. Ornedin sfingolipidler,
glikosifingolipid aileleri, diasilgliseroller, ve 3- asiloksiasitler gibi dijer fosfordan yoksun
bilesikler de kullanilabilir. Buna ilaveten, bu tur amfipatik lipitler, trigliseridler ve steroller

gibi diger lipitler ile kolayca karnistinlabilir.

Burada tarif edilen lipit partikulleri icine dahil edilmek icin de uygun olanlar ayni
zamanda, programlanabilir fuzyon lipitleridir. Bu tur lipit partikulleri, hucre membranlari
ile kaynasmaya az egilim gostermekte ve belirli bir sinyal olayi olugana kadar yuklerini
iletmektedir. Bu, lipit partikulunun, hucreler ile kaynasmaya baslamadan once bir
organizma igerisine ya da hastalik bolgesine enjeksiyondan sonra daha esit bir sekilde
dagiimasina olanak saglar. Sinyal olayi, ornegin, pH, sicaklik, iyonik ortam, ya da
zamanda bir degisiklik olabilir. Sonraki durumda, bir ATTA- lipit konjugati ya da bir
PEG- lipit konjugati gibi bir fuzyon geciktirici ya da "gizleme" bilegeni, zaman iginde
lipit partikuil membranindan kolaylikla dedisebilir. Ornek niteligindeki lipit baglari,
yaklagik Ca ila yaklasik Cz2 arasinda, tercih edilen sekliyle yaklagik C14 ila yaklasik
C1s arasinda uzunluklara sahip olanlan igerir. Bazi duzenlemelerde, bir PEG pargasi,
ornedin bir mPEG- NH2, yaklasik 1000, 2000, 5000, 10000, 15000 ya da 20000
daltonluk bir boyuta sahiptir.

Lipid partikulu vucutta uygun bir sekilde dagitildigi zaman, fuzojenik olacak sekilde
yeterli gizleme ajanini kaybetmistir. Dider sinyal olaylari ile, iltihapli bir bolgedeki artan
sicaklik gibi hastalik bolgesi ya da hedef huicresi ile iligkili olan bir sinyalin segilmesi

arzu edilir.

Bir nukleik aside konjuge edilmis bir lipit partikulu ayrica bir hedefleme pargasi,
ornegin, bir hucre tipine ya da dokuya 6zgu bir hedefleme parcasi igerebilir. Ligandlar,
hiicre yuzeyi reseptorleri, glikoproteinler, vitaminler (érnegin, riboflavin) ve monoklonal
antikorlar gibi cesitli hedefleme pargalan kullanilarak lipit partikullerinin hedeflenmesi
daha once tarif edilmistir (bakiniz, drmegin, U.S. Patent No’lar. 4,957,773 ve 4,603,044
saylli belgeler). Ornek nitelifindeki hedefleme pargalari, burada tarif edilen bir
hedefleme lipidi gibi bir hedefleme lipidi icerir. Bazi duzenlemelerde, hedefleme lipidi
Ga1Nac3- DSG ve GalNAc3- PEG- DSG gibi burada tarif edilen sekilde hedefleme
lipidi iceren bir Ga1NAc'dir. Hedefleme pargalari, proteinin tamamini ya da bunun
fragmanlarini icerebilir. Hedefleme mekanizmalari genellikle hedefleme ajanlarinin,
hedef kismi ile ornegin bir hucre yuzey reseptoru olan hedefle etkilesime girmesi icin
uygun olacak sekilde, lipid partikulunun yuzeyi uzerinde konumlandiriimasini gerektirir.
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Cesitli farkli hedefleme ajanlari ve yontemler, ornedin Sapra, P. ve Ailen, TM, Prog.
Lipid Res. 42(5): 439- 62 (2003); ve Abra, RM ve did., J. Liposome Res. 12: 1- 3,
(2002) sayil belgelere tarif edilmis olanlar da dahil olmak uzere teknikte bilinmektedir

ve hali hazirda bulunmaktadir.

Hedefleme icin, polietilen glikol (PEG) zincirleri gibi hidrofilik polimer zincirlerinin yuzey
kaplamasi ile lipid partikulleri, yani, lipozomlarin kullaniimasi énerilmistir (Ailen, ve dig.,
Biochimica et Biophysica Acta 1237 : 99- 108 (1995); DeFrees, ve dig., Journal of the
American Chemistry Society 118: 6101- 6104 (1996); Blume, ve dig, Biochimica et
Biophysica Acta 1149: 180- 184 (1993); Klibanov, ve dig., Journal of Liposome
Research 2: 321- 334 (1992); U.S. Patent No. 5,013556; Zalipsky, Bioconjugate
Chemistry 4: 296- 299 (1993); Zalipsky, FEBS Letters 353: 71- 74 (1994); Zalipsky,
Stealth Liposomes icindeki Bolum 9 (Lasic ve Martin, Editorler) CRC Press, Boca
Raton Fl (1995) sayili belgeler). Bir yaklagimda, lipit partikulu hedeflemeye yonelik bir
antikor gibi bir ligand, lipit partikulunt olusturan lipitlerin polar bas grubuna baglanir.
Baska bir yaklasimda, hedefleme ligandi, hidrofilik polimer kaplamay olusturan PEG
zincirlerinin distal uclarina baglanir (Klibanov, ve dig., Journal of Liposome Research
2:321- 334 (1992); Kirpotin ve dij., FEBS Letters 388: 115- 118 (1996) sayili belgeler).

Hedef ajanlarin baglanmasi icin standart yontemler kullanilabilir. Ornegin, hedef
ajanlarin eklenmesi icin aktive edilebilecek olan, fosfatidiletanolamin ya da lipit ile
turetilmis bleomisin gibi turetilmis lipofilik bilesikler kullanilabilir. Antikor- hedefli
lipozomlar, ornegin, protein A'yi iceren lipozomlar kullanilarak olugturulabilir (bakiniz,
Renneisen, ve dig.,J. Bio. Chem., 265: 16337- 16342 (1990) ve Leonetti, ve di§., Proc.
Natl. Acad. Sci. (USA), 87: 2448- 2451 (1990)). Antikor konjugasyonuna ait diger
ornekler, U.S. Patent No. 6,027,726 sayili belgede agiklanmistir. Hedefleme
parcalarina ait ornekler de ayni zamanda neoplazmalar ya da tumorler ile iligkili
antijenler dahil olmak uzere, hucresel bilesenlere 6zgu olan dider proteinleri i¢erir.
Hedefleme parcalan olarak kullanilan proteinler, kovalent baglar vasitasiyla
lipozomlara baglanabilir (bakiniz, Covalent Attachment of Proteins to Liposomes, 149
Methods in Enzymology 111- 119 (Academic Press, Inc. 1987) sayili belge). Diger

hedefleme metotlari, biyotin- avidin sistemini icerir.

Ornek teskil eden hir duzenlemede, lipit partikulu mevcut bulusa ait katyonik bir lipit,
notr lipidler (katyonik lipitden baska), bir sterol (drnegin, kolesterol) ve PEG ile modifiye
edilmis bir lipidin (6rnegin, bir PEG- DMG ya da PEG- DMA) bir karisimini ihtiva eder.
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Bazi uygulamalarda, lipit karigsimi, mevcut buluga ait bir katyonik lipit, bir notr lipit,
kolesterol ve bir PEG ile modifiye edilmis lipitden olusur ya da temel olarak bunlardan
olusur. Tercih edilen baska uygulamalarda, lipit partikulu, yaklasik % 20- 70 DLin- M-
C3- DMA: : % 5- 45 notr lipit: % 20- 55 kolesterol: % 0.5- 15 PEG ile modifiye edilmig
lipitin molar oranlarinda, yukaridaki lipit kangimindan olusur ya da temel olarak
bunlardan olusur.

Ozel duzenlemelerde, lipit partikulu DLin- M- C3- DMA, DSPC, Kol ve ya PEG- DMG
ya da PEG- cDMA'dan, drnedin molar orant olarak yaklasik % 20- 60 DLin- M- C3-
DMA : % 5- 25 DSPC : % 25- 55 Kol : % 0.5- 15 PEG- DMG yada PEG- cDMA'dan
olusur ya da temel olarak bunlardan olusur. Ozel duzenlemelerde, molar lipit orani
yaklasik olarak 40 / 10/ 40/ 10 (% mol DLin- M- C3- DMA / DSPC / Kol / PEG- DMG
ya da PEG- cDMA), 35/15/40/ 10 (% mol DLin- M- C3- DMA / DSPC / Kol / PEG-
DMG ya da cPEG- DMA}ya da 52/13/30/5 (% mol DLin- M- C3- DMA / DSPC / Kol
{ PEG- DMG ya da PEG- DMA) olmaktadir.

Uygulamalanin baska bir grubunda, bu kompozisyonlardaki notr lipit, DSPC, POPC,
DPPC, DOPE ya da SM ile degistirilir.

Terapotik Ajan- Lipit Partikulu Kompozisyonlarn ve Formulasyonlari

Burada tarif edilenler, burada tarif edilen bir lipit partikulu ve bir aktif ajani iceren
kompozisyonlar olup, bahsedilen aktif ajan, lipit partikulu ile iligkilidir. Belirli
duzenlemelerde, aktif ajan, bir terapodtik ajandir. Belirli duzenlemelerde, aktif ajan lipit
partikulunun sulu bir ic kismi icerisinde kapsullenmistir. Diger duzenlemelerde, aktif
ajan, lipit partikulun bir ya da daha fazla olan lipit katmanlan icerisinde bulunur. Diger

duzenlemelerde, aktif ajan bir lipit partikulunun dis ya da i¢ lipit yuzeyine baglanir.

Burada kullanildigi sekliyle "tamamen kapsullenmig" ifadesi, partikullerin iginde
bulunan nikleik asidin, seruma ya da serbest DNA’lar buyuk dlgude pargalayacak bir
nukleaz analizine maruz kaldiktan sonra buyuk ©olcude bozulmadidini belirtir.
Tamamen kapsullenmis bir sistemde, tercih edilen sekliyle % 25ten daha az nukleik
asit partikultu, normal olarak % 100 serbest niukleik asiti bozacak olan bir tedavide
bozunmustur, daha fazla tercih edilen sekliyle % 10'dan az ve en cok tercih edilen
sekliyle % 5'inden az olan nukleik asit bir tedavide bozunmustur. Alternatif olarak,
tamamen enkapsulasyon, bir Oligreen® analizi tarafindan tespit edilebilir. Oligreen®,
oligonukleotidleri ve solusyondaki tek sarmali DNA'yi (Invitrogen Corporation,
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Carlsbad, CA firmasindan temin edilebilir) nicellestirmek icin ultra duyarh bir floresan
nukleik asit boyasidir. Tamamen enkapsullenme ayni zamanda partikullerin serum
icinde stabil oldugunu, yani in vivo seklinde uygulama uUzerine bilesen parcalarina hizl

bir sekilde aynimadiklarini gosterir.

Aktif ajanlar, burada kullanildiklan sekliyle, bir hucre, doku, organ, ya da denek
uzerinde istenen bir etkiyi uygulayabilme kapasitesine sahip herhangi bir molekul ya
da bilesidi icerir. Bu tur etkiler ornegin biyolojik, fizyolojik ya da kozmetik olabilir. Aktif
ajanlar, ornegin, nukleik asitler, peptidler ve polipeptidler dahil olmak uzere, érnedin,
poliklonal antikorlar, monoklonal antikorlar, antikor fragmanlan gibi antikorlar;
insanlastinimis antikorlar, rekombinant antikorlar, rekombinant insan antikorlari ve
Primatized ™ antikorlan, sitokinler, buyume faktorleri, apoptotik faktorler, farklilagsma
indukleyici faktorler, hucre yuzeyi reseptorleri ve bunlarin ligandlan; hormonlar; ve
kKuguk organik molekuller ya da bilesikler dahil olmak Uizere kuguk molekulleri icerecek
sekilde molekul ya da bilesidin herhangi bir turu olabilir.

Bir duzenlemede, aktif ajan bir terapotik ajan, ya da bunlarin bir tuzu ya da turevidir.
Terapdtik ajan turevleri, terapdtik olarak kendiliginden aktif olabilirler ya da ayrica
modifikasyon Uzerine aktif hale gelen on ilaclar olabilirler. Ayrica, bir duzenlemede, bir
terapotik ajan turevi terapotik aktiviteyi modifiye edilmemis ajana kiyasla bir olcude
korurken diger bir uygulamada ise bir terapdtik ajan turevi, terapotik aktivitesinden
yoksundur.

Cesitli uygulamalarda, terapotik ajanlar, anti- enflamatuar bilesikler, anti- depresanlar,
uyaricilar, analjezikler, antibiyotikler, dogum kontrol ilaglan, antipiretikler,
vazodilatatorler, anti- anjiyogenikler, sitovaskuler ajanlar, sinyal transduksiyon,
inhibitorleri, kardiyovaskuler ilaclar, ornegin, anti- aritmik ajanlar, vazokonstriktorler,

hormonlar ve steroidler gibi herhangi terapotik olarak etkili ajan ya da ilaci igerir.

Tarifnameye gore kullanilabilecek onkoloji Haplarinin  drnekleri, ancak
sinirlandiriimamis olarak, adriamisin, alkeran, allopurinol, altretamin, amifostin,
anastrozol, araC, arsenik trioksit, azatioprin, beksaroten, biCNU, bleomisin, busulfan
intravenoz, busulfan oral, kapesitabin (Xeloda), karboplatin, karmustin, CCNU,
selekoksib, klorambusil, sisplatin, kladribin, siklosporin A, sitarabin, sitozin
arabinosid, daunorubisin, sitoksan, daunorubisin, deksametazon, deksrazoksan,
dodetaksel, doksorubisin, doksorubisin, DTIC, epirubisin, estramustin, etoposid fosfat,
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etoposid ve VP- 16, eksemestan, FK506 fludarabin, florouracil, 5- FU, gemsitabin
(Gemzar), gemtuzumab- ozogarnicin, goserelin asetat, hidrea, hidroksiure, idarubisin,
ifosfamid, imatinib mesilat, interferon, irinotekan (Camptostar, CPT- 111), letrozol,
lokovorin, lostatin, 16prolid, levamisol, litretinoin, megastrol, melfalan, L- PAM, mesna,
metotreksat, metoksalen, mitramisin, mitomisin, mitoksantron, azot hardal,
paklitaksel, pamidronat, Pegademaz, pentostatin, porfimer sodyum, prednizon,
rituksan, streptozosin, STI- 571, tamoksifen, taksoter, temozolamid, teniposid, VM- 26,
topotekan (Hycamtin), toremifen, tretinoin, ATRA, valrubisin, velban, vinblastin,
vinkristin VP 16 ve vinorelbin icerir. Kullanilabilecek diger onkoloji ilaci ornekleri,
eliptisin ve eliptisin analoglarn ya da turevleri, epotilonlar, huicre ici kinaz inhibitorleri ve

kamptotesindir.

Nukleik Asit- Lipit Partikulleri

Bazi duzenlemelerde, burada tarif edilen lipit partikulleri, bir nukleik asit lipit
partikulunde elde edilen bir nukleik asit ile birliktedir. Belirli duzenlemelerde, nukleik
asit lipit partikult iginde tamamen enkapsullenmistir. Burada kullamldigr sekliyle,
“nukleik asit” terimi, herhangi oligonukleotid ya da polinukleotidi icerdigi anlamina gelir.
50 nukleotide kadarini iceren fragmanlar genel olarak oligonukleotidler olarak
tanimlanir ve uzun fragmentler, polinukleotidler olarak adlandiriir. Belirli

duzenlemelerde, burada tarif edilen oligoniikleotidler uzunlukga 20- 50 nukleotidlerdir.

Bu bulug baglaminda, "polinukleotid" ve "oligonukleotid" terimleri, dogal olarak olusan
bazlar, sekerler ve i¢c seker {omurga) baglarindan olusan nukleotid ya da nukleosid
monomerlerinin bir polimer ya da oligomeri anlamina gelmektedir. "Polinukleotid” ve
"oligonukleotid” terimleri ayni zamanda benzer sekilde iglev goren dogal olarak
olusmayan monomerleri veya bunlarin kisimlarini iceren polimerleri ya da oligomerleri
kapsamaktadir. Bu tur modifiye edilmis ya da ikame edilmis oligonukleotidler, drnegin
nukleazlarin mevcudiyetinde artinlmig stabilite ve artan hucresel geri alimi gibi
ozelliklerden dolayr genellikle dogal formlar uzerinde tercih edilir.

Oligonukleotitler, deoksiribooligonukleotitler ya da ribonukleotitler olarak siniflandiriir.
Bir deoksiribooligonukleotit, deoksiriboz olarak adlandirilan, degisen, dallanmamis bir
polimer olusturmak icin bu sekerin 5 ve 3' karbonunda fosfata kovalent olarak
baglanan 5- karbon sekerinden olusur. Bir ribooligonukleotit ise, 5- karbon sekerinin
riboz oldudu yerde benzer bir tekrarlayan yapidan olusur.
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Burada tarif edilen bir lipit- nukleik asit partikulunde mevcut olan nukleik asit, bilinen
herhangi bir nukleik asit formunu igerir. Burada kullanilan nukleik asitler, tek sarmall
DNA ya da RNA ya da ¢ift sarmalli DNA ya da RNA ya da DNA- RNA hibridleri olabilir,
¢ift sarmalli DNA ornekleri, yapisal genleri, kontrol ve sonlandirma bolgeleri dahil
olmak uzere genleri ve viral ya da plazmid DNA gibi kendi kendini kopyalayan
sistemleri icerir. Cift sarmalli RNA ornekleri, siRNA ve diger RNA interferans reajanlari
icerir. Tek sarmalli nukleik asitler, antisens oligonukleotidler, ribozimler, mikroRNA ve

tripleks olusturan oligonukleotidleri icerir.

Burada tarif edilen nukleik asitler, genel olarak nukleik asidin belirli formuna bagl
olarak gesitli uzunluklarda olabilir. Ornegin, belirli duzenlemelerde, plazmidler ya da
genler, yaklasik 1,000 ila 100,000 arasinda uzunluga sahip nukleotid kalintilar olabilir.
Ozel duzenlemelerde, oligonukleotidler yaklagik 10 ila 100 nukleotid uzunlugunda
olabilir. Cesitliilgili uygulamalarda, oligonukleotidler, hem tek sarmalli, ¢ift sarmalll hem
de ug sarmalli olarak, yaklasik 10 ila yaklagik 50 nukleotid arasinda, yaklagik 20 ila
yaklasik 50 nukleotid arasinda, yaklasik 15 ila yaklasik 30 nukleotid arasinda, yaklasik
20 ila 30 nukleotid arasinda uzunlukta olabilir.

Belirli uygulamalarda, burada tarif edilen oligonukleotid (ya da bunlann bir sarmal)
ozellikle bir hedef polinukleotide hidritlesir ya da bir hedef polinukleotide
tamamlayicidir. "Spesifik olarak hibritlenebilir" ve “"tamamlayici”, DNA ya da RNA
hedef ve oligonukleotid arasinda stabil ve spesifik badlanmanin gerceklesecegi sekilde
yeterli bir tamamlayicilik derecesini belitmek igin  kullamilan terimlerdir. Bir
oligonukleotidin, spesifik olarak hibritlenebilir olabilmesi icin kendi hedef nukleik asit
sekansina % 100 tamamlayici olmasi gerekmedigi anlasiimaktadir. Bir oligonukleotid,
oligonukleotidin hedefe badlanmasi, buradaki fayda ya da ifadesinin kaybina neden
olmak i¢in hedef molekulun normal fonksiyonu ile etkilesime girdiginde spesifik olarak
hibritlenebilir ve spesifik baglanmanin istendigi kosullar altinda, yani, in vivo olarak
analizler ya da terapotik tedavi durumunda fizyolojik kosullar altinda, ya da deneylerin
yurtuldudu kosullar altinda, in vitro olarak deneyler durumunda fizyolojik kosullar
altinda oligonukleotidin hedef olmayan sekanslara spesifik olmayan baglanmasini
onlemek igin yeterli derecede tamamlayiciik bulunmaktadir. Boylece, diger
uygulamalarda, bu oligonukleotid, spesifik olarak hibridize ettigi ya da hedeflendigi bir
gen ya da mRNA sekansinin bolgesine kiyaslandigi Uzere, dmedin uyumsuz
eslesmeler gibi, 1, 2 ya da 3 baz ikameleri igerir.
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RNA Interferans Nukleik Asitler

Ozel duzenlemelerde, burada tarif edilen nukleik asit- lipit partikulleri, RNA interferans
(RNAI) molekulleri ile iliskilidir. RNAi molekullerini kullanan RNA interferans yontemleri
ilgili bir gen ya da polinukleotid ifadesini bozmak icin kullanilabilir. Kuguk mudahale
edici RNA (siRNA) esas olarak, gelistiriime altinda hedeflenmis oligonukleotid ilaglarin
bir sonraki jenerasyonu olarak antisens ODN ve ribozimlerin yerini almistir. SiRNA'lar,
RNAIi kaynakh susturma kompleksi (RISC) olarak bilinen bir sitoplazmik multi- protein
kompleksi ile iliskilendirilebilen normal olarak 21- 30 nukleotid uzunlugundaki RNA
dubleksleridir. siRNA ile yuklenmis RISC, homolog mRNA transkriptlerinin
bozulmasina aracilik eder, bu nedenle siRNA, protein ekspresyonunu yuksek spesifite
ile yikmak Uzere tasarlanabilir. Diger antisens teknolojilerinden farkli olarak, siRNA,
kodlama olmayan RNA yoluyla gen ifadesini kontrol etmek igin dogal bir mekanizma
dogrultusundaislev gorur. Bu durum, genellikle aktivitelerinin in vitro ve in vivo seklinde
ya antisens ODN ya da ribozimlerden daha etkin olmasinin nedeni olarak kabul edilir.
Klinik olarak ilgili hedefleri hedefleyen siRNA'lar dahil olmak Uzere gesilli RNAI
ayiraclari, gunumuzde, Fougerolles, A. ve diJ., Nature Reviews 6. 443- 453 (2007)

saylili belgede tarif edildidi gibi farmasotik gelisme altindadir.

Ik tarif edilen RNAi molekulleri, hem bir RNA sens hem de RNA antisens sarmallarini
iceren RNA: RNA hibritleri olmus iken, simdi DNA sens: RNA antisens hibritleri, RNA
sens: DNA antisens hibritleri ve DNA: DNA hibritlerinin, RNAiPya aracilik edebildigi
gosterilmistir (Lamberton, J.S. ve Christian, A.T., (2003) Molecular Biotechnology 24:
111- 119 sayili belge}. Dolayisiyla, burada, bu farkh tipteki ¢ift- sarmalli molekullerden
herhangi birini iceren RNAi molekullerin kullanimi ihtiva edilir. Buna ilaveten, RNAI
molekullerin cesitli formlar halinde hucrelere dahil edilebilecedi ve kullanilabilecegi
anlasiimaktadir. Buna bagdh olarak, burada kullanildigi sekliyle, RNAi molekulleri, iki
farkh sarmallar, yani bir sens sarmali ve bir antisens sarmali, iceren ¢ift sarmalli
oligonukleotidleri, drnedin kucuk mudahale edici RNA (siRNA); nukleotidil olmayan
baglayici ile birlikte baglanan iki farkli sarmallan iceren gift- sarmalli oligonukleotidi;
ornegdin, shRNAi molekulleri gibi, bir ¢ift- sarmalli bolgeyi olusturan tamamlayici
sekanslarin sag¢ tokasi ilmegini iceren oligonukleotidleri ve bir baska polinukleotid ile
komhinasyon halinde ya da tek bagina bir ¢ift sarmalli polinukleotidi olusturabilen bir
ya da daha fazla polinukleotidi ifade eden ifade vektorleri de dahil olmak Uzere
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hicrelerde bir RNAI yanitini tetikleyebilen herhangi birini ve tum molekulleri icerir,

ancak bunlarla sinirli tutulamaz.

w vy

Burada kullanildigi sekliyle, bir “tek sarmalli siRNA bilesigi”, bir tek molekulden yapilan
bir siRNA bilesigidir. Ornegin, bir sa¢ tokasi ya da tava sapi yapisi olabilen ya da
icerebilen, intra- sarmal eslesmesi ile olusturulan bir dubleks bolgeyi icerebilir. Tek
sarmall siRNA, hedef molekulune gore antisens olabilir.

Bir tek sarmalli siRNA bilesidi, RISC'ye girebilecek ve bir hedef mMRNA'nin RISC aracili
bolunmesine katilabilecek kadar uzun olabilir. Bir tek sarmalli siRNA bilesigi en az 14
ve diger duzenlemelerde, en az 15, 20, 25, 29, 35, 40 ya da 50 nukleotid
uzunlugundadir. Bazi duzenlemelerde, 200, 100, ya da 60'dan daha az nukleotid

uzunlugundadir.

Sag tokasi yapisi siRNA bilesikleri, en az 17, 18, 19, 29, 21,22, 23, 24, ya da 25
nukleotid ciftine esittir ya da bunlarin bir dubleks bdlgesine sahip olacaktir. Dubleks
boélge, belki de uzunlukga 200, 100, ya da 50'ye esit ya da daha az bir uzunlukta olabilir.
Bazi duzenlemelerde, dubleks bolge icin araliklar, 15- 30, 17 ila 23, 19ila 23 ve 19 ila
21 nukleotid ¢iftleri uzunlugundadir. Sac tokasi yapisi, tek sarmalli bir ¢cikintiya ya da
terminal ciftlenmemis bolgeye sahiptir. Bazi duzenlemelerde, ¢ikintilar 2- 3 nukleotid
uzunlugundadir. Bazi duzenlemelerde, ¢ikinti sac tokasi yapisinin sens tarafindadir

ve bazi uygulamalarda sag tokasi yapisinin antisensi uzerindedir.

Burada kullanildidi sekliyle bir “cift sarmalli siRNA bilesik”, burada zincirler arasi
hibridizasyonunun bir dubleks yapisinin bir bolgesini olugturabilen birden fazla ve bazi
durumlarda ikisini iceren bir siRNA’dir.

Cift sarmalli siRNA bilesiginin antisens sarmali, uzunluk¢a en az 14, 15, 16 17, 18, 19,
25, 29, 40, ya da 60 nukleotittir ya da bunlara esit olabilir. Belki de, 200, 100, ya da
50'ye esit ya da daha az bir uzunlukta olabilir. Araliklar, 17 ila 25, 19 ila 23 ve 19 ila 21
nukleotid uzunlugundadir. Burada kullanildi§i sekliyle, “antisens sarmall” terimi,
ornedin bir hedef RNA gibi bir hedef molekulune yeterli bir sekilde tamamlayici olan bir

siRNA bilesiginin sarmal anlamina gelmektedir.

Cift sarmalli siRNA bilesiginin sens sarmali, uzunlukca en az 14, 15, 16 17, 18, 19, 25,
29, 40, ya da 60 nukleotittir ya da bunlara esit olabilir. Belki de, 200, 100, ya da 50'ye
esit ya da daha az bir uzunlukta olabilir. Araliklar, 17 ila 25, 19 ila 23 ve 19 ila 21

nukleotid uzunlugundadr.
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Cift sarmalli siRNA bilesiginin cift sarmalli kismi, uzunlukgca en az 14, 15, 16 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 29, 40, ya da 60 nukleoctit kadar olabilir ya da bunlara esit
olabilir. Belki de, 200, 100, ya da 50'ye esit ya da daha az bir uzunlukta olabilir.
Araliklar, 15- 30, 17 ila 23, 19 ila 23 ve 19 ila 21 nukleotid cifti uzunlugundadir.

Bircok duzenlemede, siRNA bilesidi 6rnedin siRNA ajanlari gibi, daha kuguk siRNA
bilesiklerini uretmek i¢in bir endojen molekul ile, ornegdin Dicer ile, bolunebilmek icin
yeteri kadar buylktur.

Sens ve antisens sarmallan, ¢ift- sarmalli siRNA bilesidi, molekulun bir ya da her iki
ucunda ciftlenmemis bolgeyi ya da bir tek sarmali icerecek bir sekilde
segilebilmektedir. Boylece, bir ¢ift- sarmalli siRNA bilesigi, ornegdin, 1- 3 nukleotidin bir
ya da iki 5' ya da 3’ ¢iktisini ya da bir 3' ¢iktisi gibi bir ¢iktisini icermek Uzere giftlenen
sens ve antisens sarmallan igerebilir. Ciktilar, bir sarmahn digerinden daha uzun
olmasinin bir sonucu olabilir, ya da ayni uzunluktaki iki sarmallarin katlanmasinin
sonucu olabilir. Bazi duzenlemeler en az bir 3’ giktisina sahiptir. Bir duzenlemede, bir
siRNA molekulunun her iki ucu, bir 3’ giktisina sahip olacaktir. Bazi duzenlemelerde,
¢ikti 2 nukleotittir.

Bazi duzenlemelerde, dubleks bolge icin uzunluk, ornegin yukarida tartisilan ssiRNA
bilesigi arahdinda, uzunlukga 15 ve 30 arasinda, ya da 18, 19, 20, 21, 22, ve 23
nukleotittir. ssiRNA bilesikleri, uzun dsiRNA'lardan dogal Dicerle islenmis uUrun
uzunluklarina ve yapisina benzeyebilir. ssiRNA bilesidinin iki sarmalinin bagdh oldugu,
ornegdin kovalent bagl oldugu duzenlemeler de dahil edilmigtir. Sa¢ tokasi yapisi, ya
da gereken ¢ift sarmall bolgeyi temin eden diger tek sarmall yapilar ve bir 3’ gikintisi

da ayni zamanda bulusa dahildir.

Cift sarmalli siRNA bilesikleri ve tek- sarmalli siRNA bilesikleri de dahil olmak Uzere
burada tarif edilen siRNA bilesikleri, drnedin bir proteini kodlayan bir genin transkripti
olan drnegin, mMRNA gibi bir hedef RNA'nin susturulmasina aracilik edebilir. Uygunluk
agisindan, bu tur mRNA burada, susturulacak mRNA olarak da adlandinimaktadir. Bu
tur bir gen de ayni zamanda bir hedef gen olarak adlandirilir. Genelde, susturulacak
olan RNA, endojen bir gen ya da patojen bir genidir. Buna ilaveten, mRNA disindaki
RNA'lar, ornegin tRNA'lar ve viral RNA'lar da hedeflenebilir.

Burada kullanildigi sekliyle, "RNAi'ye aracilik etme" ifadesi, bir sekansa spesifik bir
sekilde bir hedef RNA'y1 susturma yetenegini ifade eder. Teoriye bagll kalmak
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istenmemekle birlikte, susturmanin RNAI makinesi ya da prosesini ve bir kilavuz
RNA'yi, 21 ila 23 nukleotidli bir ssiRNA bilesigini kullandigina inaniimaktadir.

Bir duzenlemede, bir siRNA bilesigi, ornegin, bir hedef mRNA gibi hedef bir RNA'ya
"yeterince tamamlayici” olup, dyle ki siRNA bilesidi, hedef mRNA tarafindan kodlanan
proteinin Uretimini susturur. Bir baska duzenlemede, siRNA bilesigi, ornedin hedef
RNA gibi bir hedef RNA'ya “tam olarak tamamlayicidir” ve siRNA bilesigi, 6rnedin
tamamen tamamlayicilik bolgesinde sadece Watson- Crick baz ciftlerinden yapilmis
bir melez olusturmak Uzere tavlanmaktadir. "Yeterince tamamlayici” bir hedef RNA, bir
hedef RNA'ya tam olarak tamamlayici olan bir i¢ bolgeyi (ornegin, en az 10 nukleotid)
igerebilir. Bundan basgka, bazi duzenlemede, siRNA bilesigi 0zellikle bir tek- nukleotid
farkini ayirt eder. Bu durumda, siRNA bilesigi, tam tamamlayicilik, tek nukleotid farki
bolgesinde bulundugunda (ormedin 7 nukleotidler icerisinde) sadece RNAIi aracilik

eder.

Hedef polinukleotitlerin ifadesini spesifik olarak inhibe etmek igcin RNA mudahalesi
(RNAI) kullanilabilir. Genin ve nukleik asidin ifadesinin ¢ift sarmalll RNA aracil
baskilanmasi, hucrelere veya organizmalara dsRNA, siRNA veya shRNA'nin
sokulmasiyla gerceklestirilebilir. siRNA cift sarmalli RNA veya hem RNA hem de DNA,
ornedin bir RNA sarmali ve bir DNA sarmali iceren bir hibrit molekul olabilir. siRNA’larin
bir hlicreye dogrudan sokulmasinin memeli hucrelerinde RNAiyi tetikleyebildigi
gosterilmigtir (Elshabir, S.M. vd., Nature 411. 494- 498 (2001)). Ayrica memeli
hucrelerinde baskilama RNA seviyesinde ortaya cikmigtir ve RNA ve protein
baskilamasi arasinda guglu bir korelasyonla birlikte hedeflenen genler igin spesifiktir
(Caplen, N. Vd., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98: 8746- 9747 (2001)). Ek olarak HelLa
83, COS7, 293, NIH / 3T3, A549, HT- 29, CHO- Kl ve MCF- 7 hucreleri de dahil olmak
Uzere genis bir gesitlilikteki huicre hatlarinin bir dereceye kadar siRNA susturmasina
duyarll oldugu gosterilmistir (Brown, D. Vd., TechNotes 9(1). 1- 7,
www.dot.ambion.dot.com / techlib / th / 912.html (9 / 1 / 02) websitesinde bulunabilir).

Spesifik polinukleotitleri hedefleyen RNAiI molekulleri teknikte bilinen prosedirlere gore
kolayca hazirlanabilir.  Etkili  siRNA  molekullerinin - yapisal karakteristikleri
tanimlanmistir. Elshabir, S. M. vd., (2001) Nature 411: 491- 498 ve Elshabir, S. M. Vd.,
(2001), EMBO 20: 6877- 6888. Buna gore teknikte uzman kimse spesifik bir geni veya
transkripti  hedeflemek icin genis bir cesitlilikte farkli siRNA molekullerinin

kullanilabilecegini anlayacaktir. Belirli bazi diuzenlemelerde buluga gore siRNA
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molekulleri ¢ift sarmallidir ve aradaki her bir tamsayiyi icerecek sekilde 16- 30 veya
18- 25 nukleotit uzunlugundadir. Bir duzenlemede bir siRNA 21 nukleotit
uzunlugundadir. Belirli bazi duzenlemelerde siRNA’lar O- 7 nukleotitlik 3' ¢cikintilarina
veya 0- 4 nukleotitlik 5 ¢ikintilarina sahiptir. Bir duzenlemede bir siRNA molekulu bir
iki nukleotitlik 3° cikintisina sahiptir. Bir duzenlemede bir siRNA iki nukleotitlik 3
cikintisi ile birlikte 21 nukleotit uzunluguna sahiptir (yani sens ve antisens sarmallari
arasina bir 19 nukleotitlik tamamlayici bolge igerir). Belirli bazi duzenlemelerde,
pikintilar UU veya dTdT 3’ cikintilandir.

Genel olarak siRNA molekulleri bir hedef DNA molekulunun bir sarmal i¢in tamamen
tamamlayicidir cunkli tek bir baz c¢ifti uyusmazhginin bile susturmayi azalttig
gosterilmistir. Diger duzenlemelerde siRNA'lar, ornedin 2'- deoksi- veya 2'- O- metil
modifikasyonlan gibi modifiye bir iskelete sahip olabilir. Bununla birlikte tercih edilen
duzenlemelerde siRNA sarmalinin tamami 2'- deoksi veya 2'- O- modifiye bazlardan

yapilmaz.

Diger bir duzenlemede burada agiklanan, bir hucredeki bir genin ifadesini inhibe etmek
icin bir vektor igeren bir hucredir. Vektor, burada aciklanan dsRNA’lardan birinin en az
bir sarmalini kodlayan bir nukleotit dizisine islevsel olarak baglanan bir duzenleyici

sekansi icerir.

Bir duzenlemede siRNA hedef bolgeleri, hedef mRNA transkript sekansinin AA
dinukleotit sekanslarinin bulunusu icin taranmasi ile secilir. 3' bitigik yaklagik 19
nukleotit ile kombinasyon halindeki her bir AA dinukleotit sekansi potansiyel siRNA
hedef bolgeleridir. Bir duzenlemede siRNA hedef bolgeleri tercih edilen sekliyle 5 ve
3’ translate edilmemis bolgeler arasinda (UTR’ler) baslangigc kodonu (yaklasik 75 baz
icinde) yakinindaki bolgelerde konumlanmamistir ¢cunku duzenleyici bolgelere
baglanan proteinler siRNP endonukleaz kompleksinin baglanmasina mudahale
edebilir (Elshabir, S. M. vd., (2001) Nature 411: 491- 498; Elshabir, S. M. Vd., (2001},
EMBO 20: 6877- 6888). Ek olarak potansiyel hedef bolgeleri, BLASTN 2.0.5,
www.ncbi.nim’de NCBI sunucusu Uzerinde bulunur, gibi uygun bir genom veritabani ile
karsilastirilabilir ve diger kodlama sekanslarina onemli derecede homolog olan

potansiyel hedef sekanslar elimine edilebilir.

Belirli bazi duzenlemelerde kisa sag tokasi RNA’lar burada agiklanan nukleik asit- lipit
parcaciklarinin nukleik asit bilegsenini yapilandirabilir. Kisa sa¢ tokasi RNA (shRNA),
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sekansa spesifik olarak bir hedef genin ifadesini azalima yetene@ine sahip bir sag
tokasi RNA formudur. Kisa sag¢ tokasi RNA’lar, hucresel ortamda genel olarak daha
kararh olduklar icin ve bozunmaya karsi daha az duyarh olduklari icin gen ifadesini
bastirmada siRNA’lara kiyasla bir avantaj sunabilirler. Bu tur kisa sa¢ tokasi RNA
aracili gen susturmanin, cesitli normal ve kanser hucre hatlarinda ve fare ve insan
hucreleri de dahil olmak uzere memeli hucrelerinde calistigi gosterilmistir. Paddison,
P. Vd., Genes Dev. 16(8): 948- 58 (2002). Ayrica tasarlanan shRNA’lar kodlayan
kromozal genleri tasiyan transgenik hucre hatlan uretiimistir. Bu hicreler yapisal
olarak shRNA’lan sentezleme Kkabiliyetine sahiptirler, dolayisiyla dol hucrelerine
gegebilen uzun sureli veya yapisal gen susturmayi kolaylastirirlar. Paddison, P. vd.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99(3): 1443- 1448 (2002).

shRNA’lar bir kok ilmek yapisini igerirler. Belirli bazi duzenlemelerde gesitli kdk
uzunluklarina, tipik olarak 19 ila 29 nukleotit uzunluguna veya bunlarin arasindaki
herhangi bir sayidaki uzunluga sahip olabilirler. Belirli bazi duzenlemelerde sag tokasi
19 ila 21 nukleotit kokune sahip olabilirken, diger duzenlemelerde sag tokalan 27 ila
29 nukleotit koklerine sahip olabilir. Belirli bazi duzenlemelerde ilmek boyutu 4 ila 23
nukleotit uzunlugundadir, ancak ilmek boyutu susturma aktivitesini onemli derecede
etkilemeden 23 nukleotitten buyuk olabilir. shRNA molekulleri, ornegin tesiri
azaltmadan shRNA'nin iki sarmal arasindaki G- U uyusmazhg: gibi uyusmazliklar
icerebilirler. Aslinda belirli bazi duzenlemelerde shRNA’lar, ornegdin bakterilerin
cogalmasi sirasinda sag tokalarini stabilize etmek igin sag¢ tokasi kbkunde bir veya
birkag G- U ciftlenmesi icermek uzere tasarlanmiglardir. Bununla birlikte hedef
mRNA'ya (antisens sarmali) baglanan kok kismi ve mRNA arasinda tamamlayicilik
tipik olarak gereklidir ve bu bolgede tek bir baz cifti uyusmazhdi bile susturmayi ortadan
kaldirabilir. 5 ve 3' cikintilan gerekli degildir cunki mevcut olabilmelerine ragmen
shRNA fonksiyonu igin kritik olmadiklar gorulur (Paddison vd., (2002) Genes & Dev.
16(8): 948- 58).

MikroRNAlar

Mikro RNA'lar {miRNA'lar), bitki ve hayvanlarin genomlarinda DNA'dan kopyalanan,
ancak proteine donusturulmeyen, oldukga yuksek bir sekilde korunmus kuguk RNA
molekullerin bir sinifidir. Islenmis miRNA'lar, tek sarmalli ~17- 25 nikleotid (nt) RNA
molekulleri olup, RNA kaynakli susturma kompleksi (RISC) icerisine dahil edilirler ve

gelisim, hucre proliferasyonu, apoptoz ve farklilagsmanin anahtar duzenleyicileri olarak
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tammlanmiglardir. Gen ifadesinin duzenlenmesinde, 3'- cevriimemis spesifik mMRNA
boélgesine baglanarak bir rol oynadiklarina inamimaktadir. RISC, gen ekspresyonunun
translasyon inhibisyonu, transkript bolunmesi, ya da her ikisi dogrultusunda asagi
regulasyonuna aracilik eder. RISC, ayni zamanda genis bir okaryot aralidindaki

nukleus icindeki transkripsiyonel susturmada da rol oynar.

Bugune kadar tanimlanmig miRNA sekanslarinin sayisi, buyuktur ve gelismeye devam
etmektedir, bunun acgiklayici 6rnekleri, drnegin: “miRBase: mikroRNA dizileri, hedefler
ve gen nomenklaturleri® Griffiths- Jones S, Grocock RJ, van Dongen S, Bateman A,
Enright Ad. NAR, 2006, 34, Database Issue, D140- D144; “The mikroRNA Registry"
Griffiths- Jones S. NAR, 2004, 32, Database Issue, D109- D111 sayih belgelerde; ve

ayni zamanda
http: / / mikroma.sanger.ac.uk / sequences /_adresinden bulunabilir.

Antisens Oligonukleotitleri

Bir duzenlemede, bir nukleik asit, bir hedef polinukleotide ydnelik bir antisens
oligonukleotididir. "Antisens oligonukleotid” terimi, ya da basitge “antisens” teriminin,
hedeflenmis bir polinukleotid sekansina tamamlayici olan oligonukleotidleri icerdigi
anlamina gelir. Antisens oligonukleotidleri, segilen bir sekansa tamamlayici olan DNA
ya da RNA’'nin tek sarmallandir. Ornedin, bir hedef gen mRNA'sidir. Antisens
oligonukleotidlerinin tamamlayici bir mRNA'ya bagdlanarak gen ifadesini inhibe ettigi
dusunulmektedir. Hedef mRNA'ya baglanma, gen ifadesinin inhibisyonuna, ya
tamamlayici mRNA sarmallarinin ona baglanarak translasyonunu onleyerek ya da
hedef mMRNA'nin bozunmasina yol agarak gen ifadesinin inhibisyonuna yol acabilir.
Antisens DNA, spesifik, tamamlayici (kodlayan ya da kodlamayan) RNA'y1 hedeflemek
icin kullanilabilir. Baglanma gergeklesirse, bu DNA / RNA hibrid enzim RNaz H
tarafindan bozunabilir. Bazi uygulamada, antisens oligonukleotidleri yaklasik 10 ila
yaklasik 50 arasinda nukleotidleri, daha fazla tercih edilen sekliyle yaklasik 15 ila
yaklasik 30 arasinda nukleotidleri icerir. Terim ayni zamanda istenen hedef gene tam
olarak tamamlayici olamayan antisens oligonlkleotidleri de kapsar. Bu nedenle,
tarifname, hedef olmayan spesifik aktivitelerin, antisens ile bulundugu durumlarda
kullanilabilir, ya da, hedef sekansinin belirli bir kullanim igin en ¢ok tercih edildigi durum
ile hir ya da daha fazla uyumsuzluk iceren bir antisens sekansinin bulundugu

durumlarda kullanilabilir.
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Antisens oligonukleotidlerinin, protein sentezinin etkili ve hedeflenmis inhibitorleri
oldugu gosterilmistir ve sonug olarak, hedeflenen bir gen tarafindan protein sentezini
spesifik olarak inhibe etmek icin kullanilabilir. Protein sentezini inhibe etmek icin
antisens oligonukleotidlerin etkinligi iyi olusturulmustur. Ornegin, poligalaktauronaz ve
muskarin tip 2 asetilkolin reseptorunun sentezi, ilgili mMRNA sekanslanna yonlendirilen
antisens oligonukleotidler tarafindan inhibe edilir (U. S. Patent 5,739,119 ve U. S.
Patent 5,759,829 sayili belgeler). Ayrica, antisens inhibisyonu ornekleri, nukleer
protein siklin, goklu ilag direngli gen (MDG1), ICAM- 1, E- selektin, STK- 1, striatal
GABAA reseptoru ve insan EGF'si ile gosterilmistir (Jaskulski ve dig., Science. 1988
Jun 10; 240(4858): 1544- 6; Vasanthakumar ve Ahmed, Cancer Commun. 1989; 1 (4):
225- 32; Peris ve dig., Brain Res Mol Brain Res. 1998 Jun 15; 57(2): 310- 20; U. S.
Patent 5,801,154; U.S. Patent 5,789,573; U. S. Patent 5,718,709 ve U.S. Patent
5,610,288 sayil belgeler). Ayrica, antisens yapilari da ayni zamanda c¢esitli anormal
hucresel proliferasyonlar, ornegin  kanseri, Onlemek ve tedavi etmek igin
kullarilabildigi aciklanmistir (U. S. Patent 5,747,470; U. S. Patent 5,591,317 ve U. S.
Patent 5,783,683 sayil belgeler).

Antisens oligonuklectidleri uretme yontemleri teknikte bilinmektedir ve herhangi bir
polinukleotid sekansini hedefleyen bir antisens oligonukleotidinin Uretilmesi icin
kolaylikla uyarlanabilir. Belirli bir hedef sekans icin spesifik antisens oligonukleotid
sekanslarinin secgimi, segilen hedef sekansin analizine ve ikincil yapi, Tm, badlanma
enerjisi ve nispi stabilitenin belilenmesine dayanir. Antisens oligonukleotidleri, bir
konakgl hucrede hedef mRNA'ya spesifik baglanmay azaltabilmesi ya da
engellenmesi uzere dimerleri, sa¢ tokalan yapilari ya da diger sekonder yapilan
olusturmak icin goreceli yetersizliklerine bagh olarak secilebili. MRNA'nin oldukga
fazla tercih edilen hedef bodlgeleri, AUG translasyon baslatma kodonunun yakininda
bulunan ya da bu kodonda bulunan bu bolgeleri ve mRNA'nin 5 bolgelerine
tamamlayici olan bu sekanslari icerir. Bu sekonder yapi analizleri ve hedef alan secimi
varsayimlari, v.4 OLIGO primer analizi yazilimi (Molecular Biclogy Insights) ve / veya
BLASTN 2.0.5 algoritma yazihimi (Altschul ve dig. Nucleic Acids Res. 1997, 25(17):
3389- 402) kullanilarak olusturulabilir.

Antagomirler

Antagomirler, RNAz korumasi ve artmig doku ve hucresel alim gibi farmakolojik

ozellikler igin cesitli modifikasyonlari barindiran RNA benzeri oligonukleotidlerdir.
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Bunlar, normal RNA'dan, ornegin, seker, fosforotioat omurgasi ve ornegin, 3'- ucunda
kolesterol- kisminin tam 2'- O- metilasyonu ile ayrilirlar. Antagomirler, antagomir ve
endojen miRNAlar iceren dubleksler olusturarak etkili bir sekilde susturma endojen
miRNA’lar igin kullanilabilir, boylece miRNA ile kaynaklanan gen susturulmasini dnler.
Antagomir aracith miRNA susturmaya ait bir ornek, Krutzfeldt ve dig., Nature, 2005,
438. 685- 689 sayilll belgede tarif edilen miR- 122'nin susturulmasidir. Antagomir
RNA'lari  standart kati faz oligonukleotid sentezi protokolleri kullanilarak
sentezlenebilir. Bakiniz U.S. Patent Application Ser. Nos. 11 /502,158 ve 11 /657,341

saylli belge.

Bir antagomir, oligonukleotid sentezi igin ligand- konjuge monomer alt- birimleri ve
monomerleri icerebilir. Ornek teskil eden monomerler, 10 Ajustos 2004'te dosyalanan
U.S. Basvuru No. 10/ 916,185 sayil belgede tarif edilmigtir. Bir antagomir, 8 Mart 2004
tarininde dosyalanan PCT Basvurusu No. PCT / US2004 / 07070 sayili belgede
aciklandigi gibi bir ZXY yapisina sahip olabilir. Bir antagomir, bir amfipatik kisim ile
kompleks hale getirilebilir. Oligonukleotid ajanlar ile kullanim igin ornek teskil eden
amfipatik kisimlar, 8 Mart 2004 tarihinde dosyalanmis PCT Basvurusu No. PCT /
US2004 / 07070 sayil tarif edilmistir.

Aptamerler

Aptamerler, yuksek afinite ve ozgulluge sahip belirli bir ilgi molekuline baglanan
nukleik asit ya da peptid molekulleridir (Tuerk ve Gold, Science 249: 505 (1990);
Ellington ve Szostak, Nature 346: 818 (1990) sayil belge). Buyuk proteinlerden kuguk
organik molekullere kadar birgok farkli varliklarn baglayan DNA ya da RNA aptamerleri
basarih bir sekilde Uretilmistir. Bakiniz Eaton, Curr. Opin. Chem. Biol. 1: 10- 16 (1997),
Famulok, Curr. Opin. Struct. Biol. 9: 324- 9(1999), ve Hermann ve Patel, Science 287:
820- 5 (2000). Aptamerler RNA ya da DNA bazh olabilir, ve bir ribosivig icerebilir. Bir
ribosivig, bir MRNA molekulunun, kuguk bir hedef molekile direkt olarak baglanabilen
ve hedefin badlanmasinin genin aktivitesini etkiledi§i bir parcasidir. Boylece, bir
ribosivi¢ iceren bir mMRNA, kendi hedef molekilunun mevcudiyetine ya da yokluguna
bagh olarak, kendi aktivitesini duzenlemede dogrudan rol oynar. Genel olarak,
aptamerler, brnegin kucuk molekuller, proteinler, nukleik asitler ve hatta hucre, dokular
ve organizmalar gibi gesitli molekuler hedeflere baglanmalari igin in vitro segimin ya da
esit bir sekilde tekrarlanan kontrolu, SELEX (uslu zenginlestirme ile ligandlarin
sistematik evrimi) yoluyla tasarlanmigtir. Aptamer, sentetik, rekombinant ve saflagtirma



10

15

20

25

30

50

metotlari da dahil olmak uzere bilinen herhangi bir metot ile hazirlanabilir ve tek bagina
ya da ayni hedef igin spesifik diger aptamerler ile kombinasyon halinde kullanilabilir.
Ayrica, burada daha ayrintili olarak tarif edildigi gibi "aptamer” terimi, ozellikle verilen
bir hedefe ki ya da daha fazla bilinen aptameri karsilastirmaktan turetilen bir

konsensus sekansini iceren "sekonder aptamerler" terimini icerir.
Ribozimler

Bunun iginde tarif edilen baska bir uygulamaya gore, nukleik asit- lipit partikulleri
ribozimler ile iligkilidir. Ribozimler, endonikleaz aktivitesine sahip olan spesifik katalitik
alanlara sahip RNA molekul kompleksleridir (Kim ve Cech, Proc Natl Acad Sci USA.
1987 Dec; 84(24). 8788- 92; Forster ve Symons, Celi. 1987 Apr 24; 49(2): 211- 20
sayll belgeler). Ornedin, cok sayida ribozim, bir oligonukleotid substratta siklikla birkag
fosfoesterden sadece hirini bolerek yuksek derecede spesifite ile fosfoester transfer
reaksiyonlarini hizlandinr (Cech ve did., Celi. 1981 Dec; 27(3 Pt 2). 487- 96; Michel ve
Westhof, J Mol Biol. 1990 Dec 5; 216(3): 585- 610; Reinhold- Hurek ve Shub, Nature.
1992 May 14; 357(6374). 173- 6 sayili belgeler). Bu ozgunluk, substratin kimyasal
reaksiyondan once ribozimin dahili kilavuz sekansina ("1GS") spesifik baz eslestirme

etkilesimleri vasitasiyla baglanmasi gereksinimine baglanmigtir.

Dogal olarak olusan enzimatik RNA'larin en az alti temel cesidi gunumuzde
bilinmektedir. Her biri, trans halindeki RNA fosfodiester baglarinin hidrolizini fizyolojik
kosullar altinda (ve bodylece diger RNA molekullerini bolebilir} katalize edebilir.
Genelde, enzimatik nukleik asitler, bir hedef RNA'ya ilk baglanarak hareket eder. Bu
tur baglanma, hedef RNA'nin bolunmesi igin etki eden molekulun bir enzimatik kismina
cok yakin bir yerde tutulan bir enzimatik nukleik asitin hedef baglama kismi yoluyla
olusur. Boylece, enzimatik nukleik asit ilk 6nce tanimlanir ve daha sonra tamamlayici
baz eslestirmesi ile bir hedef RNA'y1 baglar ve bir kez dogru yere baglanir, hedef
RNA'yl kesmek icin enzimatik olarak hareket eder. Bu tur bir hedef RNA'nin stratejik
bolunmesi, kodlanmis bir proteinin sentezini dogrudan degistirme yetenedini ortadan
kaldiracaktir. Bir enzimatik nukleik asidin baglanmasi ve kendi RNA hedefini
bolmesinden sonra, baska bir hedef aramak icin bu RNA'dan salinir ve tekrar tekrar

yeni hedeflere baglanabilir.

Enzimatik nukleik asit molekulu, bir gekic basi, sac tokasi, bir hepatit & virus, grup |
intron ya da RNazP RNA'sinda (bir RNA kilavuz sekansi ile baglantili olarak) ya da
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Neurospora VS RNA motif, ornegdin olusturulabilir. Cekic bagi motiflerinin spesifik
ornekleri, Rossi ve dig. Nukleik Acids Res. 1992 Sep 11; 20(17): 4559- 65 sayih helge
ile tarif edilmistir. Sac tokasi motiflere ait ornekler, Hampel ve dig. (Eur. Pat. Appl. Publ.
No. EP 0360257), Hampel ve Tritz, Biochemistry 1989 Haziran 13; 28(12): 4929- 33;
Hampel ve dig., Nucleic Acids Res. 1920 Ocak 25; 18(2). 299- 304 ve U. S. Patent
5,631,359 sayili belgeler tarafindan tarif edilmektedir. Hepatit & virus motifine ait bir
ornek, Perrotta ve Been, Biyokimya. 1992 1 Aralik; 31 (47): 11843- 52 sayili belgede
tarif edilmistir; RNAzPye ait bir ornek, Guerrier- Takada ve dig., Celi. 1983 Aralik 35(3
Pt 2): 849- 57 sayili belgede tarif edilmistir; Neurospora VS RNA ribozim motifi Collins
(Saville ve Collins, Celi. 1990 Mayis 18; 61(4): 685- 96; Saville ve Collins, Proc Natl
Acad Sci USA. 1991 Ekim 1; 88(19): 8826- 30; Collins ve Olive, Biochemistry. 1993 25
Mar 23; 32(11): 2795- 9 sayili belgeler) tarafindan tarif edilmigtir; ve Grup | introna ait
bir érnek, U. S. Patent 4,987,071 sayil belgede tarif edilmistir. Bulusa gore kullanilan
enzimatik nukleik asit molekullerinin 6nemli karakteristikleri, hedef gen DNA ya da RNA
bolgelerinin bir ya da daha fazlasina tamamlayicisi olan spesifik bir substrat baglanma
alanina sahip olmalarn ve molekule bir RNA bolunme aktivitesi veren substrat
baglanma bolgesi igerisinde ya da gevreleyen nukleotid sekanslarina sahip olmalaridir.
Boylece ribozim vyapilarinin, burada belirtilen spesifik motiflerle sinirli olmasi

gerekmez.

Herhangi bir polinukleotid sekansina hedeflenen bir ribozim Uretme metotlari, teknikte
bilinmektedir. Ribozimler, Int. Pat. Appl. Publ. No. WO 93 / 23569 ve Int. Pat. Appl.
Publ. No. WO 94 / 02595 sayili belgede tarif edildigi gibi tasarlanabilir ve burada tarif

edildigi gibi, in vivo ve in vivo olarak test edilecek sekilde sentezlenir.

Ribozim aktivitesi, ribozim baglama kollarinin uzunlugunu degistirerek ya da
ribozomlan kimyasal ribozimler ile dedistirerek, serum ribonukleazlan tarafindan
bozunmasini onleyen modifikasyonlarla (bakiniz, ornegin, Uluslararasi Patent
Basvurusu Yayin No. WO 92 / 07065; Uluslararasi Patent Basvurusu Yayin No. WO
93 / 15187; Uluslararasi Patent Basvurusu Yayin No. WO 91 / 03162; Avrupa Patent
Basvurusu Yayin No. 92110298.4; U.S. Patent 5,334,711; ve Uluslararasi Patent
Basvurusu Yayin No. WO 94 / 13688, enzimatik RNA molekullerinin seker kisimlarina
yapilabilecek gesitli kimyasal modifikasyonlar tanimlar), burada RNA sentez surelerini
kisaltmak ve kimyasal gereksinimleri azaltmak icin hucre ll'de etkinligini artiran ve kok
Il bazlarinin uzaklastinlmasin saglayan modifikasyonlarla optimize edilebilir.
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Burada tarif edilen kompozisyonlarda ve metotlarda kullaniimasi igin uygun
oligonukleotidlerin (ODN'ler) ilave spesifik nukleik asit sekanslan, US Patent
Basvurusu No. 60 / 379,343'te, US patent basvurusu Seri No. 09 / 649,527°e, Uluslar
arasi Yayin WO 02 / 069369, Uluslar arasi Yayin No WOO01 / 15726, US Patent No.
6,406,705 ve Raney ve dig., Journal of Pharmacology ve Experimental Therapeutics,
298. 1185- 1192 (2001) sayil belgede tarif edilmistir. Bazi duzenlemelerde, burada
tarif edilen kompozisyonlarda ve metotlarda kullanilan ODN’ler, bir fosfodiester ("PO")
omurgaya ya da bir fosforotioat ("PS") omurgaya ve / veya bir CpG motif iginde en az

bir metillenmis sitosin kalinitisina sahiptir.

Nukleik Asit Modifikasyonlari

1990’larda DNA tabanli antisens oligedeoksinukleotitler (ODN) ve ribozimler (RNA),
ilag tasarimi icin yeni, heyecan verici bir paradigma ve geligim gosterdi, ancak bunlarin
in vivo uygulamalari endo- ve egzo- nukleaz aktivitesi ve bunun yani sira basarili huicre
igi dagiimin eksikliginden dolayr engellendi. Bozunma konusu, oligonukleotit (oligo)
ilaglarin nukleaz enzimleri tarafindan taninmasini onleyen ancak bunlarnn etki
mekanizmalarini engelleyemeyen kimyasal modifikasyonlar Uzerinde yapilan takip
eden kapsamli arastirma ile etkin bir gekilde asildi. Bu arastirma, gunumuzde
gelismekte olan antisens ODN ilaglarin, degistiriimemis molekuller icin dakikalar ile
karsilastirildiginda in vivo olarak gunlerce bozunmadan kalmasi oldukga basariliydi
(Kurreck, J. 2003. Antisense technologies. Improvement through novel chemical
modifications. Eur J Biochem 270: 1628- 44}. Bununla birlikte, hucre ici dagitim ve etki
mekanizma konular bugune kadar antisens ODN ve ribozimlerin klinik Urun haline

gelmesini sinirlamistir.

RNA dupleksleri dogal olarak tek sarmalli DNA veya RNA'ya gore nukleazlara daha
stabildir ve antisens ODN'nin aksine, modifiye edilmemis siRNA sitoplazmaya

eristiklerinde iyi aktivite gosterir.

Yine de ne kadar kimyasal modifikasyonunun tolere edilebilecedini ve farmakokinetik
ve farmakodinamik aktivitenin artinlip artirilamayacagini belirlemek icin ODN ve
ribozomlar ayni zamanda sistematik olarak siRNA'ya uygulanmistir. siRNA dupleksler
tarafindan RNA mudahalesi bir antisens ve sens sarmalini gerektirir ki bu farkl
fonksiyonlara sahiptir. Her ikisi de siRNA’nin RISC'e girmesini saglamak igin gereklidir,

ancak bir kez yuklendiginde iki sarmal aynlir ve sens sarmali bozunur oysaki antisens
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sarmal RISCyi hedef mRNA'ya yonlendirmek icin oldudu gibi kalir. RISC’e girig, hedef
mRNA'nIn taninmasi ve ayrniimasindan yapisal olarak daha az zorlayicidir. Sonug
olarak sens sarmalinin pek cok farkli kimyasal modifikasyonu mumkundur ancak
yalnizca sinirli degisimler antisens sarmali tarafindan tolere edilebilir (Zhang vd.,
2006).

Teknikte bilindigi uzere bir nukleosit bir baz- seker kombinasyonudur. Nukleotitler,
ayrica nukleositin seker kismina kovalent olarak baglanan bir fosfat grubunu iceren
nukleositlerdir. Bir pentofurasonil sekeri iceren nukleositler igin fosfat grubu sekerin 27,
3’ veya 5 hidroksil grubuna baglanabilir. Oligonukleotitler olusurken, fosfat gruplar
dogrusal bir polimerik bilesik olusturmak tzere bitisik nukleositleri bir digerine kovalent
olarak baglarlar. Dolayisiyla bu dogrusal polimerik yapinin ilgili uglar ayrica dairesel
bir yapi olusturmak uzere birlestirilebilir. Oligonukleotit yapisi igcinde, fosfat gruplari
sikhkla oligonukleotitlerin internukleosit iskeletini olusturdugu seklinde anilir. RNA ve
DNA’nin normal bagi veya iskeleti bir 3' veya 5 fosfodiester bagidir.

Bir lipit- nukleik asit pargaciginda kullanilan, burada tarif edilen nukleik asit bilinen
herhangi bir formdaki nukleik asidi icerir. Boylece nukleik asit, nukleaz direncini ve
serum stabilitesini artirmak icin daha once kullanilan turde bir modifiye nukleik asit
olabilir. Ancak, sasirtici bir sekilde terapotik urunler, dogal nukleik asit polimerlerinin
fosfodiester baginda modifikasyona sahip olmayan nukleik asitlerden gelen lipit-
nukleik asit pargcaciklarini formile etmek igin burada tarif edilen yontemin kullaniimasi
ile de haazirlanabilirler ve modifive edilmemis fosfodiester nukleik asitlerin kullanimi
(yani tum baglarin fosfodiester baglan oldugu nukleik asitler) tercih edilen bir

duzenlemedir.

iskelet Modifikasyonlari

Burada faydali olan antisens, siRNA ve dider oligonukleotitler, bunlarla sinirh
olmamakla birlikte modifiye iskeletleri veya dogal olmayan internukleosit baglarini
iceren oligonukleotitleri icerir. Modifiye iskeletlere sahip oligonukleotitler iskelette bir
fosfor atomunu bulunduran ve iskelette bir fosfor atomuna sahip olmayanlar icerir.
Internukleosit iskeletlerinde bir fosfor atomuna sahip olmayan modifiye oligonuklotitler
de ayni zamanda oligonukleositler olarak dusunulebilir. Modifiye oligonukleotit
iskeletleri ayni zamanda, ornegin fosforotiyoatlan, kiral fosforotiyoatlari,
fosforoditiyoatlari, fosfortriesterleri, aminoalkilfosfotri- esterleri, 3’- alkilen fosfonatlar
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ve kiral fosfonatlar da dahil olmak uzere diger metil ve alkil fosfonatlan, fosfinatlar, 3'-
amino fosforamidat ve aminoalkilfosforamidatlar da dahil olmak uzere fosforamidatlari,
tiyonofosforamidatlari, tivonoalkilfosfonatlari, tiyonoalkilfosfotriesterleri,
fosforoselenat, metilfosfonat veya O- alkil fosfotriester baglarini ve normal 3- &
badlarina sahip boranofosfatlar, bunlann 2° — 5 bagh analoglan ve nukleosit
birimlerinin bitisik ¢iftlerinin 3' — 5°den 5 — 37e veya 2' — 57den 5 — 2”ye baglandid
durumda ters cevrilmis polariteye sahip olanlarini icerir. Burada tarif edilen bir nukleik
asit iginde bulunabilecek belirli modifikasyonlarin belirli, sinirlayici olmayan ornekleri

Tablo 2'de gosterilmistir.

Cesitli tuzlar, tuz karisimlari ve serhest asit formlari da dahildir. Yukandaki baglarin
hazirlanmasini 6greten temsili Birlesik Devletler patentleri, bunlarla sinirli olmamakla
birlikte US Patent No. 3,687,808, 4,469,863; 4,476,301; 5,023,243; 5,177,196;
5,188,897, 5,264,423; 5,276,019; 5,278,302; 5,286,717; 5,321,131; 5,399,676;
5,405,939; 5,453,496; 5,453,496; 5,455,233; 5,466,677; 5,476,925; 5519,126;
5,536,821; 5,541,306; 5,550,111; 5,563,253; 5,571,799, 5,587,361 ve 5,625,050vi
icerir.

Belirli bazi duzenlemelerde bir fosfor atomu igermeyen modifiye oligonukleotit
iskeletler kisa zincirli alkil veya sikloalkil internukleosit baglar, kansik heteroatom ve
alkil veya sikloalkil internukleosit baglar veya bir veya daha fazla kisa zincir
heteroatomik veya heterosiklik interntikleosit baglar tarafindan olusturulan iskeletlere
sahiptirler. Bunlar, ornedin morfolin baglan (kismen bir nukleositin seker kismindan
olusan); siloksan iskeletler; sulfur, sulfoksit ve sulfon iskeletleri; formasetil ve
tiyoformasetil iskeletleri, metilen formasetil ve tiyoformasetil iskeletleri; alken iceren
iskeletler; sulfamat iskeletleri; metilenimino ve metilenhidrazino iskeletleri; sulfonat ve
sulfonamid iskeletleri ve kansik N, O, S ve CHz bilesen parcalarina sahip digerlerini
icerir. Yukaridaki oligonukleositleri tarif eden temsili Birlesik Devletler patentleri,
bunlarla sinirh olmamakla birlikte US Patent No. 5,034,506; 5,166,315; 5,185,444;
5,214,134; 5,216,141; 5,235,033; 5,264,562; 5,264,564; 5,405,938; 5,434,257,
5,466,677; 5,470,967, 5,489,677; 5,541,307; 5,561,225; 5,596,086; 5,602,240;
5,610,289; 5,602,240; 5,608,046; 5,610,289; 5,618,704; 5,623,070; 5,663,312;
5,633,360, 5,677,437 ve 5,677,439'u igerir.

Fosfodiester baginda kopru olusturmayan bir oksijenin kukurt ile yer degistirdigi
fosforotiyoat iskeleti modifikasyonu (Tablo 3, #1), nukleik asit ilaglarini nukleaz
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bozunmasina karsi stabilize etmek i¢in uygulanan en eski ve en yaygin araglardan
biridir. Genel olarak aktivite Uzerinde pek fazla etki yaratmadan her iki siRNA
sarmalinda yogun bir sekilde PS modifikasyonlan yapilabilecegi goérulmektedir
(Kurreck, J., Eur. J. Biochem. 270: 1628- 44, 2003). Ancak PS oligolarin toksisiteyle
sonuclanacak sekilde, ozellikle intravendz uygulama Uzerine spesifik olmayan bir
bicimde istekli olarak proteinlerle birlestidi bilinmektedir. Bu nedenle PS modifikasyonu
genellikle 3' ve 5' uglarinda bir veya iki baz ile sinilandirilir. Boranofosfat baglayici
(Tablo 3, #2), acik bir sekilde PS'den daha stabil bir yakin zamanl modifikasyondur,
siRNA aktivitesini artirir ve dusuk bir toksisiteye sahiptir (Hall vd., Nucleic Acids Res.
32: 5991- 6000, 2004).

Tablo 3. siRNA ve Diger Nukleik Asitlere Uygulanan Kimyasal Modifikasyonlar
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1 | 2- 2'- Deoksi Seker
3 | Deoksi

4'- tio 4- tio- | Seker
4 ribonukleotit

Diger faydali nukleik asit turevleri, kopruleme oksijen atomlarinin (fosfoester baglarini
olusturanlar) —8- ,- NH- ,- CH2- ve benzerleri ile degistirildigi nukleik asit molekullerini
igerir. Belirli duzenlemelerde, kullanilan antisens, siRNA ya da diger nukleik asitlerdeki
dedisiklikler nukleik asitlerle iligkili negatif yukleri tam olarak etkilemeyecektir. Bu
yuzden, baglarin bir kisminin érnegin bir notr metil fosfonat ya da fosforamidat baglan
ile dedistirilen antisens, siRNA ve diger nukleik asitlerin kullanimi dusunulmektedir.
Notr baglar kullanildiginda, belirli dizenlemede, nukleik asit baglarinin % 80'den daha

azi bu sekilde ikame edilir ya da baglarin % 50'sinden daha azi ikame edilir.

Baz Modifikasyonlari

Baz modifikasyonlari iskelet ve seker modifikasyonlarindan daha az yaygindir. 0,3 —
©’da gosterilen modifikasyonlarin tamaminin nuikleazlara karsi siRNA'yi1 stabilize ettigi
ve aktivite Uzerinde cok kuguk bir etki yarattigi gorulmektedir (Zhang, H. Y., Du, Q.,
Wahlestedt, C., Liang, Z. 2006. RNA Interference with chemically modified siRNA. Curr
Top Med Chem 6: 893- 900).

Buna gore oligonukleotitler ayni zamanda nukleobazlari {siklikla teknikte basitce “baz”
olarak belirtilir) modifikasyonlari veya substitusyonlar da i¢erebilir. Burada kullanildigi
haliyle “modifiye edilmemis” veya “dogal” nukleobazlar purin bazlar adenin (A) ve
guanin (G) ve primidin bazlan timin (T), sitosin (C) ve urasili (U) igerir. Modifiye

nukleobhazlar 5- metilsitosin (5- me- C veya m5¢), 5- hidroksimetil sitosin, ksantin,
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hipoksantin, 2- aminoadenin, adenin ve guaninin 6- metil ve diger alkil turevleri, adenin
ve guaninin 2- propil ve diger alkil turevleri, 2- tiyourasil, 2- tiyotimin ve 2- tiyositosin,
5- halourasil ve sitosin, 5- propinil urasil ve sitosin, 6- azo urasil, sitosin ve timin, 5-
urasil (psodourasil), 4- tiyourasil, 8- halo, 8- amino, 8- tiyol, 8- tiyoalkil, 8- hidroksil ve
diger 8- substitue adeninler ve guaninler, 5- halo 6zellikle 5- bromo, 5- triflorometil ve
diger 5- substitue urasiller ve sitosinler, 7- metilguanin ve 7- metiladenin, 8- azaguanin
ve 8- azaedenin, 7- deazaguanin ve 7- deazaadenin ve 3- deazaguanin ve 3-

deazaedenin gibi dijer sentetik ve dogal nukleobazlari igerir.

Belirli bazi nukleobazlar burada tarif edilen, 2- aminopropiladenin, 5- propinilurasil ve
5- propinilsitosini iceren 5- suibstitue primidinler, 6- azaprimidinler ve N- 2, N- 6 ve O-
6 substitie purinleri iceren oligomerik bilesiklerin baglanma afinitesini artirmak igin
ozellikle faydahdirlar. 5- Metilsitosin substitusyonlarinin  nukleik asit dupleks
stabilitesini 0.6 — 1.2 T arasinda artirdi §1 gosterilmistir (Sanghvi, Y. S., Crooke, S. T.
ve Lebleu, B., ed., Antisense Research and Applications 1993, CRC Press, Boca
Raton, sayfa 276 — 278). Bunlar, ozellikle duzenlemeler 2- O- metoksietil seker
modifikasyonlan ile kombine edilebilir. Bu modifiye nukleobazlardan belirli bir kisminin
ve bunlanin yani sira diger modifiye nukleobazlarin hazirlanmasini ogreten Birlesik
Devletler patentleri, bunlarla sinirfl olmamakla birlikte yukarnda belirtilen US Patent No.
3,687,808 ve bunun yani sira US Patent No. 4,845,205; 5130,302; 5,134,066;
5,175,273; 5,367,006; 5,432,272; 5457,187; 5,459,255; 5,484,908; 5,502,177;
5,525,711; 5,552,540; 5,587,469; 5,594,121; 5,596,091; 5,614,617 ve 5,681,941

igerir.

Seker Modifikasyonlari

Seker grubu Uzerindeki tum modifikasyonlar RNA seker halkasinin 2'- OH1 Uzerinde
meydana gelir ki bu uygun bir kimyasal reaktif bolge sadlar (Manoharan, M. 2004. RNA
interference and chemically modified small interfering RNAs. Curr Opin Chem Biol 8:
570- 9; Zhang, H.Y., Du, Q., Wahlestedt, C., Liang, Z. 2006. RNA interference with
chemically modified siRNA. Curr Top Med Chem 6: 893- 900). 2'- F ve 2'- OME (0.7
ve 8) yaygindir ve her ikisi de stabiliteyi artirir, 2'- OME modifikasyonu sarmal basina
4 nukleotitten daha azi ile sinirh oldugu surece aktiviteyi azaltmaz (Holen, T.,
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Amarzguioui, M., Babaie, E., Prydz, H. 2003. Similar behaviour of single strand and
double- strand siRNAs suggests they act through a common RNAI pathway. Nucleic
Acids Res 31: 2401- 7). 2- O- MOE (0.9) en ¢ok, modifiye bazlar molekulun orta
bolgesi ile sinirlandiginda siRNA icinde etkilidir (Prakash, T.P., Allerson, C.R., Dande,
P., Vickers, T.A., Sioufi, N., Jarres, R., Baker, B.F., Swayze, E.E., Griffey, R.H., Bhat,
B. 2005. Positional effect on chemical modifications on short interference RNA activity
in mammalian cells. J Med Chem 48: 4247- 53). Aktivite kaybl olmadan siRNA'yi

stabilize ettidi bulunan diger modifikasyonlar 0.10 — 14 arasinda gosterilir.

Modifiye oligonukleotitler ayni zamanda bir veya daha fazla substitue seker grubu
icerebilirler. Ornegin burada oligonukleotitler asagidakilerden birini 2' konumunda
igerir: OH; F; O-, S- veya N- alkil, O- alkil- O- alkil, O- , $S- veya N- alkenil veya O-, S-
veya N- alkinil, burada alkil, alkenil ve alkinil substitue veya substitue olmayan C+ ila
Ciwo alkil veya Cz ila Cio alkenil ve alkinil olabilir. Ozellikle tercih edilenler
O[(CH2}nOmCH3, O(CH2)nOCHs, O(CHz2)2ON(CHz)2, O(CHz2)n\NHz, O(CH2).CHs,
O(CH2)nONH2 ve O(CH2)nON[(CH2)nCHs}]2’dir, burada n ve m 1 ila yaklasik 10'dur.
Diger tercih edilen oligonukleotitler asagidakilerden birini 2° konumunda icerir: C1 ila
Cio dusuk alkil, substitue dusuk alkil, alkaril, aralkil, O- alkaril veya O- aralkil, SH, SCHs,
OCN, CI, Br, CN, CF3, OCF3, SOCH3, SO2CHs, ONO2, NOz, N3, NH2, heterosikloalkil,
heterosikloalkaril, aminoalkilamino, polialkilamino, susbtitue silil, bir RNA ayrilan grup,
bir haberci grup, bir interkalator, bir oligonukletitin farmakokinetik ©ozelliklerini
iyilestirmek i¢cin bir grup ve benzer ozelliklere sahip diger substituentler. Bir
modifikasyon 2'- metoksietoksi (2'- O- CH2CH20CH3), ayni zamanda 2- O- (2-
metoksietil) veya 2'- MOE olarak da bilinir} (Martin vd., Helv. Chim. Acta 1995, 78, 486-
504) vyani bir alkoksialkoksi grubu igerir. Diger modifikasyonlar 2-
dimetilaminooksietoksi, yani bir Q(CH2)20N(CH3)2 grubunu, ayni zamanda 2'-
DMAOE ve 2'- dimetilaminoetoksietoksi (2'- DMAEOE) olarak da bilinen grubu igerir.

llave modifikasyonlar 2- metoksi (2 O—CHz), 2’aminopropoksi (2*-
OCH2CH2CHz2NHz) ve 2'- floroyu (2’- F} icerir. Benzer modifikasyonlar ayni zamanda
oligonukleotit uzerinde diger konumlarda, ézellikle 3’ uglu nukleotit zerinde sekerin 3
konumunda veya 2' — 5 bagh oligonukleotitlerde ve 5 uclu nukleotitin 5 konumu
uzerinde yapilabilir. Oligonukleotitler ayni zamanda pentofurasonil sekerinin yerine
siklobutil gruplari gibi seker mimetiklerine de sahip olabilirler. Bu tur modifiye seker
yapilarinin hazirlanmasini ogreten temsili Birlesik Devletler patentleri, bunlarla sinirh
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olmamakla birlikte US Pat. No. 4,981,957; 5,118,800; 5,319,080; 5,359,044,
5,393,878; 5,446,137, 5,466,786; 5,514,785, 5,519,134; 5,567,811; 5,576,427,
5,691,722; 5,597,909; 5,610,300; 5,627,053, 5,639,873; 5,646,265; 5,658,873;
5,670,633 ve 5,700,920i igerir.

Diger oligonukleotit mimetiklerinde hem seker hem de internukleosit bag, yani nukleotit
birimlerinin iskeleti yeni gruplarla degistirilir, ancak baz birimleri uygun bir nukleik asit
hedef bilesidi ile hibritiesmesi icin korunur. Bu turde bir oligomerik bilesik, mukemmel
hibritlesme ozelliklerine sahip oldugu gosterilen bir oligonukleotit mimetik bir peptit
nukleik asit (PNA) olarak ifade edilir. PNA bilesiklerinde bir oligonukleotitin seker
iskeleti bir amid iceren iskelet ile ozellikle bir aminoetilglisin iskeleti ile degistirilir.
Nukleobazlar korunur ve iskeletin amid kisminin aza azot atomlarina dogrudan veya
dolayli olarak baglanir. PNA bilesiklerinin hazirlanmasini dgreten temsili Birlesik
Devletler patentleri, bunlarla sinirh olmamakla birlikte US Pat. No. 5,539,082;
5,714,331 ve 5,719,262yi igerir. Ayrica PNA bilesikleri hakkinda bilgi Nielsen vd.,
(Science, 1991, 254, 1497 — 1500) belgesinde bulunabilir.

Burada ag¢iklanan belirli bazi duzenlemeler fosforotiyoat iskeletlerine sahip
oligonukleotitler ve ozellikle yukarida referans verilen US Pat No. 5,489,677'deki- CH2-
NH- O- CH2- ,- CH2- N{CH3)- O- CH2- (metilen (metilimino) veya MMI iskeleti olarak
ifade edilir)- CH2- O- N(CH3)- CH2- ,- CH2- N(CH3)- N(CH3)- CH2- ve —O- N(CH3)-
CH2- CH2- (burada dogal fosfodiester iskeleti —O- P- O- CH2 olarak temsil edilir) ve
yukarida referans verilen US Pat. No. 5,602,240'in amid iskeletleridir. Ayrica yukarnda
referans verilen US Pat. No. 5,034,506'nin morfolino iskelet yapilarina sahip

oligonuklectitleri de tercih edilir.

Seker grubu ayni zamanda ribozda karsiik gelen karbonunkine gore zit
stereockimyasal konfigurasyona sahip bir veya daha fazla karbon atomunu da icerebilir.
Dolayisiyla bir oligonukleotit, ornedin seker olarak arabinoz iceren nukleotitleri
icerebilir. Monomer, seker Uzerinde, drnedin alfa nukleositler Uzerinde 1° konumunda
bir alfa badina sahip olabilir. Oligonukleotitler ayni zamanda “abazik® sekerleri de
icerebilir ki bunlar C- 1°de bir nukleobazdan yoksundurlar. Bu abazik sekerler ayni
zamanda yapilandinci seker atomlarindan bir veya daha fazlasini da igerebilirler.
Oligonukleotitler ayni zamanda L formunda olan, ornegin L- nukleositler, bir veya daha

fazla seker de icerebilir.
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Kimerik Oligonukleotitler

Verilen bir bilesikteki tum konumlarin es dagdilimli bir sekilde modifiye edilmesi
gerekmez ve aslinda tek bir bilesikte veya bir oligonukleotit icine tek bir nukleosite
yukarida bahsedilen modifikasyonlar dahil edilebilir. Burada bahsedilen belirli bazi
tercih edilen oligonukleotitler kimerik oligonukleotitlerdir. “Kimerik oligonukleotitler”
veya “kimeralar” buradaki baglamda her biri en az bir nukleotidden meydana gelen iki
veya daha fazla kimyasal olarak ayri bolgeyi iceren oligonuklectitlerdir. Bu
oligonukleotitler tipik olarak bir veya daha fazla yararl 6zellige (ornedin artan nukleaz
direnci, huicreler artan alim, RNA hedefi icin artan baglanma afinitesi) sahip en az bir
modifiye niikleotit bolgesi ve RNaz H pargalanmasi igin bir substrat olan bir bdlgeyi
igerir.

Bir duzenlemede kimerik bir oligonukleotit hedef baglanma afinitesini artirmak icin en
az bir bolge icerir. Hedefi igin bir oligonUkleotitin afinitesi bir oligonukleotit / hedef
giftinin Tmrsi olgulerek rutin olarak belirlenir ki bu sicaklik oligonukleotit ve hedefin
aynstigi sicakhktir, aynsma spektrofotometrik olarak saptanir. Tm ne kadar yuksek
olursa, oligonukleotitin hedef icin afinitesi de o kadar buyuk olur. Bir duzenlemede
hedef mRNA baglanma afinitesini artirmak icin modifiye edilen oligonukleotitin bolgesi
sekerin 2* konumunda modifiye edilen en az bir nukleotit, en ¢cok tercih edilen sekliyle
bir 2>- O- alkil, 2- O- alkil- O- alkil veya 2’- floro modifiye nukleotiti icerir. Bu tiur
modifikasyonlar rutin olarak oligonukleotitlere dahil edilir ve bu oligonukleotitlerin
verilen bir hedefe kargi 2'- deoksioligonukleotite kiyasla daha yuksek Tm'ye sahip
oldugu gosterilmistir. Bu sekilde artan afinitenin  etkisi hedef gen ifadesinin

oligonukleotit inhibisyonunu buyuk dlgude artirmaktir.

Diger bir duzenlemede kimerik bir oligonukleotit RNAz H i¢in substrat olarak davranan
bir bolgeyi icerir. Elbette oligonukleotitlerin burada agiklanan gesitli modifikasyonlarin
herhangi bir kombinasyonunu igerebilecegi anlasiimaktadir.

Oligonukleotitlerin burada aciklanan diger modifikasyonu oligonukleotitin aktivitesini,
hucresel dadilimini veya hucresel alimini artiracak sekilde oligonukleotite bir veya

daha fazla grubun veya konjugatin kimyasal olarak baglanmasini igerir.

Teknikte uzman kimseler terap®tik etkinlik gibi in vivo kullanim igin makul bir ampirik
kural, sekansin tiyolanmis bir versiyonu serbest formda calisiyorsa, ayni sekansin
herhangi bir yapidaki kapsullenmis pargaciklaninin da etkin olacagidir. Antisens
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terapiye basgka turlu yanit verdidi bilinmeyen durumlarda ve modellerde etkinlik
sergileyecek sekilde kapsullenmis pargcaciklar ayni zamanda daha genis bir in vivo
kullanima sahip olabilirler. Alaninda uzman kimseler bu bulusu uygulayarak, simdi
antisens terapiye yanit veren eski modeller bulabileceklerini bilmektedirler. Ayrica
atilan antisens sekanslarint veya yapilann tekrar ziyaret edebilirler ve bulusu
uygulayarak etkinligi bulabilirler.

Mevcut bulusla uyumlu olarak kullanilan oligonuklectitler kati faz sentezi icin iyi bilinen
teknik araciigiyla kolayca ve rutin bir sekilde yapilabililer. Bu tur sentezler icin
ekipman Applied Biosystems da dahil olmak uUzere birkag tedarikci tarafindan
satilmaktadir. Bu tur bir sentez igin herhangi bir baska arag da kullanilabilir,
oligonukleotitlerin gergek sentezi rutin  uygulayicinin  yetenekleri  dahilindedir.
Fosforotiyoatlar ve alkillenmis turevleri gibi diger oligonukleotitleri hazirlamak igin
benzer tekniklerin kullaniimasi da iyi bilinmektedir.

Badisiklign Uyarici Oligonukleotitler

Burada tarif edilen lipit partikulleri ile iliskili nukleik asitler, bir memeliye ya da baska bir
hasta olabilen bir kisiye tatbik edildiginde bir bagisiklik tepkisi uyandirabilen bagisikhk
uyarici oligonukleotidler (ISS; tek ya da ¢ift sarmall) dahil olmak uzere bagisiklik
uyarici olabilir. IS8, ornedin sac¢ tokasi sekonder yapilara (bakiniz Yamamoto S., ve
dig. (1992) J. Immunol. 148: 4072- 4076), ya da CpG motiflere yol acan baz
palindromlarin yani sira diger bilinen ISS 6zellikleri {(multi- G etki alanlan gibi, bakiniz
WO 96 / 11266 sayil belge) icerir.

Bagisiklik yaniti, dodustan ya da adaptif bir bagigiklhik yaniti olabilir. Bagisiklik sistemi
daha fazla dogustan gelen bir bagisikhk sistemine ayrilir ve daha sonra ayrica humoral
hucresel bilesenlere ayrilan omurgalilarin adaptif badisikhk sistemini kazanir. Ozel

diuizenlemelerde, bagisikhk yanitt mukozal olabilir.

Belirli diuzenlemelerde, bir nukleik asit olan bir bagdisiklik uyarici sadece bir lipit
partikulu ile kombinasyon halinde uygulandiginda yalnizca bagisikhik uyanicidir ve
kendi "serbest formda" uygulandidinda bagisiklik uyarici degildir. Mevcut bulusa gore,

bu tur bir oligonukleotidin bagisiklik uyarici oldugu dusunulmektedir.

Bagisiklik uyarici nukleik asitlerin, bir bagisiklik yanitini uyarmak uzere bir hedef
proteinin ekspresyonunu azaltmasi ya da ozellikle baglanmasi gerekli olmadiginda
sekansa 6zgu olmadigi dusunulmektedir. Bu nedenle, belirli badisiklik uyarici nukleik
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asitler, dogal olarak olusan bir gen ya da mRNA'nin bir bdlgesine karsilik gelen bir
sekansi icerebilir, ancak yine de, sekansa 6zgu olmayan spesifik badisikhik uyarici

nukleik asitler olarak kabul edilebilirler.

Bir duzenlemede, bagisiklik uyarici nukleik asit ya da oligonukleotid, en az bir CpG
dinukleotidi icerir. Oligonukleotid ya da CpG dinukleotid, metillenmemis ya da
metillenmis olabilir. Baska bir diuzenlemede, bagisiklik uyarici nukleik asit, bir
metillenmis sitosine sahip olan en az bir CpG dinukleotid icerir. Bir duzenlemede,
nukleik asit, bir tek CpG dinukleotid icermekte olup igerisinde bahsi gecen CpG
dinukleotid icindeki sitosin metillenmistir. Spesifik bir duzenlemede, nukleik asit,
sekans 5' TAACGTTGAGGGGCAT 3’ icerir. Alternatif bir diizenlemede, nikleik asit,
en az iki CpG dinukleotidi icermekte olup, igerisinde CpG dinukleotidleri icindeki en az
bir sitosin metillenmigtir. Ayrica bir dizenlemede, sekans igcinde mevcut olan CpG
dinukleotidleri icindeki her bir sitosin metillenmistir. Bagka bir duzenlemede, nukleik
asit bircok CpG dinukleotidlerin icermekte, burada bahsi gegen CpG dinukleotidlerin

en az biri, bir metillenmis sitosin ihtiva etmektedir.

Spesifik bir duzenlemede, nukleik asit, sekans 5' TTCCATGACGTTCCTGACGT 3’
icerir. Baska bir spesifik duzenlemede, nukleik asit sekansi, sekans 5
TCCATGACGTTCCTGACGT 3' icerir, burada koyu olarak belirtilen iki sitosinler
metillenmigtir. Belirli duzenlemelerde, ODN, asagida gosterildigi gibi, ODN #1, ODN
#2, ODN #3, ODN #4, ODN #5, ODN #6, ODN #7, ODN #8 ve ODN #9'dan olusan
ODNrler grubu arasindan secilmektedir.

Tablo 4. Ornek Niteligindeki Badisiklik Uyarici Oligonukleotitler (ODN'ler)

ODN iSMI SEK ID ODN SEKANSI (5'- 3').

ODN1 5- T AACGTT G AGGGG CAT-3
insan ¢c- myc

* ODN Im 5-T AAZGTT GAGGGGCAT- 3
ODN 2 5- TCCATGACGTTCCTGACGTT- 3
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*ODN 2m 5- TCCATGAZGTTCCTGAZGTT- 3

ODN 3 5-T AAGCAT ACGGGGTGT-3

ODN 5 5- AACGTT-3

ODN 6 5- GATGCT GT GT CGGGGTCT CCGGGC- 3
ODN 7m 5-TZGTZGTTTT GTZGTTTT GTZGTT- 3
ODN 8 5-T CC AGG ACTT CT CTC AGGTT- 3
ODN9 5-T CT CCCAGCGT GCG CC AT- 3

ODN 10 murin 5- T GCAT CCCCCAGGCCACCAT-3

Hucreler arasi

Adhezyon

ODN 11 insan
Hucreler arasi

Adhezyon

5'- GCCCAAGCTGGCATCCGTCA- 3'

ODN 12 insan
Hucreler arasi

Adhezyon

Molekulu-

5'- GCCC AAGCTGGC ATCCGTCA- 3'

ODN 13 insan erb-
B-2

5- GGT GCTCACTGC GGC- 3

ODN 14 insan c-

myc

5'- AACC GTT GAG GGG CAT- 3

ODN 15 insan c-

myc

8- TAT GCT GTG CCG GGG TCT TCG GGC- 3

ODN 16

5- GTGCCG GGGTCTTCGGGC- 3

ODN 17 insan

5'- GGACCCT CCT CCGGAGCC- 3
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insulin Buyume
Faktoru 1-

Reseptoru

ODN 18 insan
insulin Buyume
Faktoru 1-

Reseptoru

5-TCC TCC GGA GCC AGACTT- 3

ODN 19 insan
Epidermal Buyume
Faktoru-

Reseptoru

5'- AAC GTT GAG GGG CAT-3

ODN 20 Epidermal
Buyume Faktoru-

Reseptori

5'- CCGTGGTCA TGCTCC- 3

ODN 21 insan
Vaskuler
Endotelyal

Buyume Faktoru

5'- CAG CCTGGCTCACCG CCTTGG- 3

ODN 22 murin

Fosfokinaz C- alfa

5- CAG CCATGG TTC CCC CCA ACS'

ODN 23

5-GTT CTC GCT GGT GAG TTT CA-3'

ODN 24 insan Bcl-
2

5-TCT CCCAGCGTGCGCCAT- 3'

ODN 25 insan C-
Raf- s

8- GTG CTC CAT TGA TGC- 3’

ODN #26 insan
Vaskuler
Endotelyal
Buyume  Faktoru
Reseptoru- 1

5
GAGUUCUGAUGAGGCCGAAAGG-
CCGAAAGUCUG- 3’
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ODN #27 5'- RRCGYY- 3

ODN #28 5'- AACGTTGAGGGGCAT- 3
ODN #29 5'- CAACGTTATGGGGAGA- 3
ODN #30 insan c- 5-T AACGTT G AGGGG CAT-3'
myc

"Z” ifadesi bir metillenmis sitosin kalintisidir. ODN 14, bir 15- mer oligonukleotid'tir ve
ODN 1, bir 16- mer igerisinde ODN 1 yapan 5 ucu uzerine ilave edilen bir timidine
sahip ayni oligonukleotid'ti. ODN 14 ve ODN 1 arasindaki biyolojik aktivitede higbir
farkhlik tespit edilmemistir ve her ikisi de benzer bagisiklik uyarici aktiviteyi sergiler
(Mui ve dig., 2001)

Burada tarif edilen kompozisyonlarda ve metotlarda kullaniimasi icin uygun
oligonukleotidlerin (ODN’ler) ilave spesifik nukleik asit sekanslan, Raney ve dig.,
Journal of Pharmacology ve Experimental Therapeutics, 298: 1185- 1192 (2001) sayil
belgede tarif edilmigtir. Bazi uygulamalarda, bunun icinde tarif edilen 5
kompozisyonlarda ve metotlarda kullanilan ODNler, bir fosfodiester ("PO") omurgaya
ya da bir fosforotioat ("PS") omurgaya ve / veya bir CpG motif igcinde en az bir

metillenmis sitosin kalinitisina sahiptir.

Sahte Oligonukleotitler

Transkripsiyon faktorleri, nispeten kisa baglanma sekanslarini tanidiklarl igin,
pevreleyen genomik DNA'nin yoklugunda bile, belirli bir transkripsiyon faktorunun
konsensus baglanma sekansini tasiyan kisa oligonukleotidler, canli hiicrede gen
ifadesini manipule etmek icin araclar olarak kullanilahilir. Bu strateji, daha sonra hedef
faktoru tarafindan kabul edilen ve bu tur "sahte oligonukleotidlerin® hiicre i¢i dagitimini
icerir. Transkripsiyon faktorunun DNA- baglama bolgesinin, tuzak tarafindan isgal
edilmesi, daha sonra hedef genlerin promoter bblgelerine baglanamayan
transkripsiyon faktorunu meydana getirir. Bu strateji, daha sonra hedef faktoru

tarafindan taninan ve baglanan bu tur "sahte oligonukleotidlerin® hucreler arasi
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dagitimimi kapsar. Tuzaklar, ya bir transkripsiyon faktoru tarafindan aktive edilen
genlerin ifadesinin inhibe etmek igin ya da bir transkripsiyon faktdrunun baglanmasiyla
bastinlan genlerin yukari duzenlenmesi icin terapotik ajanlar olarak kullanilabilir. Sahte
oligonukleotidlerin kullanim ornekleri, Mann ve dig., J. Clin. Invest., 2000, 106: 1071-
1075 sayil belgede bulunabilir.

Supermir

Bir supermir, ribonukleik asidin (RNA) ya da deoksiribonukleik asidin (DNA) ya da her
ikisinin veya bunlann modifikasyonlarinin bir tek sarmalli, cift sarmalli ya da kismen
gift sarmalli oligomeri ya da ya da polimerini ifade etmekte olup, bu bir miRNA ile buylk
olcude ©ozdes olan ve kendi hedefine gore antisens olan bir nikleotit sekansina
sahiptir. Bu terim, dogal olarak olusan nukleobazlar, sekerler ve kovalent internukleosit
(omurga) baglarindan olusan oligonukleotidleri ve benzer bir sekilde islev goren dogal
olmayan bir kisim igeren en az bir tanesini icerir. Bunun gibi modifiye edilmis ya da
ikame edilmis oligonukleotidler, ornegin, gelistirilmis hucresel geri ahimi, nukleik asit
hedefi icin gelistiriimis afinite ve nukleusun mevcudiyetinde artan stabilite gibi istenilen
ozelliklerinden dolayr dogal formlar Uzerinde tercih edilir. Tercih edilen bir
duzenlemede, supermir, bir sens sarmalini icermez ve bir baska tercih edilen
duzenlemede, supermir bir onemli uzantiya kendiliginden melezlenmez. Bunun icinde
one ¢ikan bir supermir sekonder yapiya sahip olabilir, ancak fizyolojik kosullar altinda
buyuk olgude tek sarmallidir. Buyuk olgude tek sarmalli olan supermir, yaklasik % 50
supermirden daha azi (ornegin, yaklasik % 40, % 30, % 20, % 10, ya da % 5'den daha
az) bir kendisi ile ¢iftlestirilen uzanti icin tek sarmallhidir. Supermir, bir sa¢ tokasi
segmentini icerebilir, 6rnegin, sekans, tercih edilen sekliyle 3' ucunda, kendiliginden
melezlesebilir ve bir dubleks bolge, 6rnegin en az 1, 2, 3, ya da 4 ve tercih edilen
sekliyle 8, 7, 6, ya da n nukleotidden daha azini, 6rnegin, 5 nukleotide sahip bir dubleks
bolgesini olusturur. Dubleks hale getirilen bolge, bir badlayici ile, ornegin bir nukleotid
baglayici, ornegin, 3, 4, 5, ya da 6 dTs, drnegdin, modifive edilmis dTs ile baglanabilir.
Baska bir duzenlemede supermir, ornegin 3' ve 5 ucunun birinde ya da her ikisinde ya
da supermirin bir ucunda ve terminal olmayan ya da orta ucunda, ornegin 5, 6, 7, 8, 9,

ya da 10 uzunlukta nukleotit gibi bir kisa oligo ile dubleks hale getirilir.

miRNA taklitleri
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miRNA taklitleri, bir ya da daha fazla miRNA'nin gen susturma yetenegini taklit etmek
igin kullanilabilecek molekullerin bir simfini temsil eder. Ayrica, "mikroRNA taklidi"
terimi, RNAi yoluna girebilen ve gen ifadesini duzenleyebilen sentetik kodlayici
olmayan RNA’lar (yani, miRNA, endojen miRNA kaynagdindan saflastirma ile elde
edilmez) anlamina gelir. miRNA taklitleri, olgun molekuller (érnegin, tek sarmalli) ya da
taklit onculeri (ornegin, pri- ya da pre- miRNA'lar) olarak tasarlanabilir. miRNA taklitleri,
sinirlandiriimaksizin, RNA, modifiye edilmis RNA, DNA, modifiye edilmis DNA, kenetli
nukleik asitler ya da 2'- 0,4- C- etilen- kopruli niukleik asitleri (ENA) va da
yukaridakilerin herhangi kombinasyonu (DNA- RNA hibritler dahil olmak Uzere) iceren
oligoniikleotidler dahil olmak Uzere nukleik asitten (modifiye edilmis ya da modifiye
edilmis nukleik asitler) olusabilir. llaveten, miRNA taklitleri, taginma, hiicreler arasi
bolumlendirme, stabilite, ozgulluk, islevsellik, sarmal kullanimi ve / veya potensini
etkileyen konjugatlari icerebilir. Bir tasarimda, miRNA taklitleri, ¢ift sarmall
molekullerdir (ornedin, uzunlukgca yaklasik 16 ve yaklasik 31 nukleotid arasinda bir
dubleks bolgesi ile) ve verilen bir miRNAmin olgun sarmali ile dzdeslige sahip olan bir
ya da daha fazla sekansi icerir. Modifikasyonlar, nukleik asit stabilitesini ve / veya
ozgullugunu arturan molekul ve internukleotid modifikasyonlarinin {ornegin fosfortioat
modifikasyonlar) biri ya da her iki sarmal uzerinde 2' modifikasyonlari (2'- O metil
modifikasyonlan ve 2' F modifikasyonlari dahil) icerebilir. ilaveten, miRNA taklitleri
gikintilar icerebilir. Cikintilar, her sarmalin ya 3' ya da 5 ucu Uzerinde 1- 6
nukleotidden olugabilir ve stabiliteyi ya da iglevsellidini arttirmak icin modifiye edilebilir.
Bir duzenlemede, bir miRNA taklidi, 16 ve 31 nukleotit arasinda bir dubleks bolgeyi ve
asagidaki kimyasal modifikasyon kaliplarin bir ya da daha fazlasini icerir: sens sarmali,
nuklotidler 1 ve 2'nin 2'- O- metil modifikasyonlarini (sens oligonukleotidlerin &'
ucundan itibaren sayilan) ve Cs ve Usnin tumunu igerir; antisens sarmal
modifikasyonlar, Cs ve Us'nin tUmunun 2' F modifikasyonunu, oligonukleotidin 5’
ucunun fosforilasyonunu ve bir 2 nukleotid 3 ' cikintisi ile birlikte stabilize edilmis

internukleotit baglarini icerebilir.

Antimir ya da miRNA inhibitoru

“Antimir’ "mikroRNA inhibitort™, "miR inhibitort™, ya da "inhibitor" terimleri, esanlamhdir
ve spesifik miRNA'larin yetenedine mudahale eden oligonukleotidler ya da modifiye
edilmis oligonukleotidler anlamina gelir. Genelde, inhibitorler, RNA, modifiye edilmig
RNA, DNA, modifiye edilmig DNA, kenetli nukleik asitler (LNA’lar) ya da yukaridakilerin
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herhangi kombinasyonunu igeren oligonukleotidler dahil olmak uzere dodada nukleik
asit ya da modifiye edilmis nukleik asitlerdir. Modifikasyonlar, taginma, stabilite,
ozgulluk, iglevsellik, hucreler arasi bolumlendirme ya da potensini etkileyen 2'
modifikasyonlar (2'- O alkil modifikasyonlari ve 2* F modifikasyonlar dahil olmak Uzere)
ve internukleotid modifikasyonlar (0rnegdin, fosforotioat modifikasyonlar) icerir.
llaveten, miRNA inhibitorleri, tasinma, hiicreler arasi bolumlendirme, stabilite, ve / veya
potensini etkileyen konjugatlari icerebilir. inhibitdrler, tek sarmall, ¢ift sarmalli (RNA /
RNA ya da RNA / DNA dubleksleri) ve sag tokas! tasarimlarn dahil olmak Uzere gesitli
konfigurasyonlan benimseyebilir, genelde, mikroRNA inhibitorleri, hedeflenen
miRNA'nIn olgun sarmali (ya da sarmallan) ile tamamlayici olan ya da kismi olarak
tamamlayici olan bir ya da daha fazla sekansi ya da sekanslann kisimlarini icerir,
ilaveten, miRNA inhibitoru ayni zamanda, olgun miRNA’'nin ters tamamlayicisi olan
sekansa 5' ve 3' yerlestiriimis ilave sekanslari igerir. llave sekanslar, olgun miRNAnIn
turetildiginden ya da ilave sekanslarin rastlantisal sekanslar olabildiginden (A, G, C ya
da U kansimina sahip) pri- miRNA igcindeki olgun miRNA'ya bitisik olan sekanslarin
ters tamamlayicisi olabilir. Bazi duzenlemelerde, ilave sekanslarin biri ya da her ikisi
de sac tokasi vyapisini olusturabilecek rastlantisal sekanslardir. Ayrica, bazi
duzenlemelerde, miRNA'nin ters tamamlayicisi olan sekans, sa¢ tokasi yapilari ile 5'
yani 'Uzerine ve 3’ yani Uzerine desteklenmektedir. Cift sarmalli oldugunda, mikro-
RNA inhibitorleri, karsit sarmallar Uzerindeki nukleotidler arasinda yanlis eslesmeleri
igerir. Bundan baska, miro- RNA inhibitorleri, inhibitorun bir hucreye alinmasini
kolaylastirmak igin konjugat kisimlarina baglanabilir. Ornegdin, bir mikro- RNA
inhibitoru, bir mikro- RNA inhibitdrunun bir hucreye pasif geri alinmasina olanak
saglayan kolesteril 5- (bis(4- metoksifenil) (fenil) metoksi)- 3 hidroksipentilkarbamat)ye
baglanabilir. Sag tokasi yapisinda miRNA inhibitorleri de dahil olmak uzere, Mmikro-
RNA inhibitorleri, detayl bir sekilde Vermeulen ve dig., "Double- Stranded Regions Are
Essential Design Components Of Potent Inhibitors of RISC Function,” RNA 13; 723-
730 (2007) ve W02007 / 095387 ve WO 2008 / 036825 sayili belgelerde tarif edilmistir.
Teknikte siradan yetkili bir kisi, istenen bir miRNA icin veri tabanindan bir sekansi

secehilir ve burada agiklanan metotlar agisindan yararli bir inhibitor tasarlar.

U1 adaptoru

U1 adaptoru, poliA alanlarini inhibe eder ve hedef genin terminal eksonundaki bir alana
tamamlayici olan bir hedef etki alanina ve U1 snRNP'nin U1 kuguk niukleer RNA
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bilegsenine baglanan bir ‘U1 etki alanina’ sahip cift islevselli oligonukleotidlerdir
(Goraczniak, ve dig., 2008, Nature Biotechnology, 27(3), 257- 263 sayili belge). U1
snRNP, primer olarak pre- mRNA ekson- intron sinirina baglanarak spliceosome
olusumunda dogrudan erken asamalan yonlendiren bir ribonukleoprotein kompleksidir
(Brown ve Simpson, 1998, Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 49: 77- 95 sayil
belge). U1 snRNA baz ciftinin 5" ucuna ait 2- 11 nukleotit, 5nct mRNA’nIn 5'ss'i ile
badlanir. Bir duzenlemede, burada tarif edilen oligonukleotidler U1 adaptorleridir. Bir
duzenlemede, U1 adaptoru, en az bir diger iRNA ajani ile kombinasyon halinde tatbik

edilebilir.

Oligonuklectit modifikasyonlari

Modifiye edilmemis oligonukleotidler bazi duzenlemelerde optimalden daha az
olabilirler, drnegin, modifiye edilmemis oligonukleotidler, érnedin, hucresel nukleazlar
tarafindan bozunmaya egilimli olabilirler. Nukleazlar nukleik asit fosfodiester baglarini
hidrolize edebilir. Bununla birlikte, oligonukleotidlerin kimyasal modifikasyonlari
gelismis Ozellikler saglayabilir, ve ornegin, oligonukleotidleri nukleazlara daha stabil

hale getirebilir.

Oligonukleotidler alt birimlerin ya da monomerlerinin polimeri oldugundan, asagida tarif
edilen bir cok modifikasyon, ornedin, bir bazin, bir sekerin, bir fosfat pargcasinin bir
modifikasyonunu ya da bir fosfat kisminin kopri olmayan oksijeni gibi hir oligonukleotid
iginde tekrarlanan bir pozisyonda meydana gelir. Verilen bir oligonukleotiddeki tum
pozisyonlarin uniform olarak modifiye edilmesi gerekli degildir ve aslinda daha once
bahsedilen modifikasyonlardan bir tanesinin bir oligonukleotid igcindeki tek bir

oligonukleotid icine ya da tek bir nukleosit icine bile katilabilecektir.

Bazi durumlarda, oligonukleotiddeki soz konusu pozisyonlarin tamaminda, ancak bir
gogunda modifikasyon meydana gelecektir, ve aslinda ¢ogu durumda meydana
gelmeyecektir. Ornek yoluyla, bir modifikasyon sadece 3 'va da 5 terminal
pozisyonunda meydana gelebilir, sadece i¢c bolgede meydana gelebilir, sadece
terminal bolgelerinde meydana gelebilir, 6rnegdin, bir terminal nukleotidinde bir
pozisyonda olabilir ya da bir oligonukleotidin son 2, 3, 4, 5, ya da 10 nukleotidinde
olabilir. Bir modifikasyon, ¢ift sarmalli bolgede, bir tek sarmalli bolgede ya da her

ikisinde de meydana gelebilir.



10

15

20

25

30

73

Bir modifikasyon, sadece c¢ift sarmalli bir oligonukleotid bir ¢ift sarmal bolgesinde
meydana gelebilir ya da sadece bir cift sarmalli oligonukleotidin tek bir sarmal
bolgesinde meydana gelebilir, ornegin, koprulu olmayan bir oksijen pozisyonunda bir
fosforotioat modifikasyonu sadece bir ya da her iki ugta meydana 20 gelebilir, sadece
bir terminal bdlgelerde meydana gelebilir, ornegin, bir terminal nukleotid Uzerindeki bir
pozisyonda ya da bir sarmalin son 2, 3, 4, 5, ya da 10 nukleotidlerinde olabilir ya da
¢cift sarmal ve tek sarmal bolgelerde, ozellikle ugta meydana gelebilir. 5’ ucu ya da

uclan fosforlasabilir.

Burada tarif edilen bir modifikasyon, tek modifikasyon olabilir, ya da coklu nukleotidler
Uzerinde yer alan tek modifikasyon turl olabilir, ya da bir modifikasyon, burada tarif
edilen bir ya da daha baska modifikasyon ile kombine edilebilir. Burada tarif edilen
modifikasyonlar ayni zamanda bir oligonukleotid Uzerinde kombine edilebilir, drnegin
bir oligonukleotidin farkli nukleotidleri burada tarif edilen farkh meodifikasyonlara

sahiptir.

Bazi duzenlemelerde, tek sarmal ¢ikintilarda, ornegin, bir 5’ ya da 3’ cikintisinda ya da
her ikisinde de stabiliteyi arttirmak, cikintilarda belirli nukleobazlar icermek ya da
modifiye edilmis nukleotidler ya da nukleotid yerine gegenleri icermek icin ozellikle
tercih edilir. Ornegin, ¢ikintilarda purin nukleotidlerin dahil edilmesi arzu edilebilir. Bazi
duzenlemelerde, 3' ya da 5' ¢cikintisinda bulunan bazlarin timu ya da bazilan, érnegin,
burada tarif edilen modifikasyon ile modifiye edilecektir. Modifikasyonlar, trnegin, riboz
sekerinin 2 OH grubundaki modifikasyonun kullanimini, ornegin,
deoksiribonukleotidlerin kullanimini, 6rnegin, ribonukleotidler yerine deoksitimidin ve
fosfat grubu icindeki modifikasyonlari, érnegin, fosfotioat modifikasyonlarini icerebilir.

Cikintilarin, hedef sekans ile homolog olmasi gerekmez.
Spesifik modifikasyonlar asagdida daha ayrintili olarak tartisilmaktadir.
Fosfat Grubu

Fosfat grubu negatif yuklu bir tordur. Yuk, iki képruleme olmayan oksijen atomu
Uzerinde esit olarak dagitilir. Bununla birlikte, fosfat grubu, oksijenlerden birinin farkh
bir ikame ile yer degistiriimesi ile modifiye edilebilir. RNA fosfat omurgalarina yapilan
bu modifikasyonun bir sonucu, oligoribonukleotidin nukleolitik bozulmaya karsi

direncinin artmasidir. Bu nedenle teori ile sinirlanmak istenmemekle birlikte, bazi
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duzenlemelerde simetrik olmayan yuk dagihim ile yuklu olmayan bir baglayici ya da
yuklu bir badlayici ile sonuglanan degisikliklere yol agmasi arzu edilebilir.

Modifiye edilen fosfat gruplarina ait dnekler, fosforotioat, fosforoselenatlar, borano
fosfatlar, borano fosfat esterler, hidrojen fosfonatlar, fosforoamidatlar, alkil ya da aril
fosfonatlar ve fosfotriesterler icerir. Bazi duzenlemelerde, fosfat omurga kismindaki
kopruleme olmayan fosfat oksijen atomlarindan biri asagdidakilerin herhangi biri ile
degistirilebilir: S, Se, BRs (R hidrojen, alkil, arildir), C (yani, bir alkil grubu, bir aril grubu,
vbrdir...), H, NRz (R hidrojen, alkil, arildir), ya da OR (R hidrojen, alkil ya da arildir).
Modifiye edilmemis bir fosfat grubundaki fosfor atomu akiraldir. Bununla birlikte,
kopruleme olmayan oksijenlerden birinin, yukaridaki atomlarin biri ya da atom
gruplarindan biri ile yer degistirmesi, fosfor atom kiralini meydana getirir; diger bir
deyisle, bu sekilde modifiye edilen bir fosfat grubundaki fosfor atomu, stereojenik bir
merkezdir. Stereojenik fosfor atomu, ya “R” konfigurasyona (burada, Rp) ya da the “S”
konfigurasyona (burada, Sp) sahip olabilir.

Fosforoditioatlarin ikisi de sulfur ile yer dedistiren kdpruleme olmayan oksijenleri icerir.
Fosforoditioatlardaki fosfor merkezi, oligoribonukleotid diastereomerlerin olusumunu
engelleyen akiraldir. Bu nedenle, teori ile sinirlanmak istenmemekle birlikte, kiral
merkezi elimine eden kopruleme olmayan oksijenlerdeki modifikasyonlar, ornegin
fosforoditioat olusumunu, diastereomer karisimlar uretememeleri istenebilir. Boylece,
kopruleme olmayan oksijenler badimsiz olarak S, Se, B, C, H, N, ya da OR (R, alkil ya
da aril’dir) herhangi biri olabilir.

Fosfat baglayicisi ayni zamanda koépruleme oksijenin (yani, fosfatin nukleosit'e
baglandigi oksijen), azot (koprulu fosforoamidatlar), sulfur (koprulu fosforotioatlar) ve
karbon (koprulu metilenfosfonatlar) ile yer degistiriimesiyle modifiye edilebilmektedir.
Yer degistirme, ya baglanti yapan oksijenlerde ya da her iki baglanti yapan
oksijenlerde meydana gelebilir. Koprulu oksijen bir nukleositin 3'- oksijeni oldugunda,
karbon ile yer dedistirme tercih edilir. Koprulu oksijen bir nukleositin 5'- oksijeni

oldugunda, azot ile yer degistirme tercih edilir.

Fosfat Grubunun Yer Degistirmesi

Fosfat grubu, fosfor icermeyen konnektorler ile yer degistirilebilir. Teori ile sinilanmak
istenmemekle birlikte, yuklu fosfodiester grubunun nukleolitik hozunmada reaksiyon
merkezi oldugundan dolay1 notr yapisal taklitler ile yer degistirmesinin artmis nukleaz
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stabilitesi vermesi gerektigine inaniimaktadir. Tekrar, teori ile sinirlanmak
istenmemekle birlikte, birkag uygulamada, yuklu fosfat grubunun bir nétr kismi ile yer

degistirdigi degisikliklerin sokulmasi istenebilir.

Fosfat grubunu degistirebilen kisimlara ornekler, metil fosfonat, hidroksilamino,
siloksan, karbonat, karboksimetil, karbamat, amid, tioeter, etilen oksit badlayici,
sulfonat, sulfonamit, tioformasetal, formasetal, oksim, metilenimino, metilenmetilimino,
metilenhidrazo, metilendimetilhidrazo ve metilenoksimetilimino icerir. Tercih edilen yer

degistirmeler metilenkarbonilamino ve metilenmetilimino gruplarini igerir.

Oksijenlerden en az birinin fosfata baglandid1 degistiriimis fosfat baglarinin yeri
dedgistirilir ya da fosfat grubu, aynca “fosfodiester olmayan omurga baglantisi” olarak

da adlandinlan bir fosfor olmayan grup ile degistirilir.

Ribofosfat Omurganin Yer Degistirmesi

Oligonukleotid taklit iskeleleri ayni zamanda yapilandirilabilmekte olup, burada fosfat
baglayici ve riboz sekeri nukleaz direncli nukleosit ya da nukleotid vekilleri ile
degistirilir. Teori ile sinirlanmak istenmemekle birlikte, tekrarli bir sekilde yuklu bir
omurganin  yoklugunun, polianyonlan (ornedin nukleazlar) taniyan proteinlere
baglanmay! azalttigina inaniimaktadir. Tekrar, teori ile sinirlanmak istenmemekle
birlikte, bazi uygulamalarda, bazlarin notr bir vekil omurga tarafindan baglanmis
dedisikliklerin ortaya konulmasi arzu edilebilir. Ornekler, morfilino, siklobutil, pirrolidin
ve peptid nukleik asit (PNA) nukleosit vekillerini icerir. Tercih edilen bir vekil bir PNA
vekilidir.

Terminal Modifikasyonlari

Bir oligonukleotidin 3’ ve 5' ugclar modifiye edilebilir. Bu tur modifikasyonlar, molekulun
3' ucunda, 5' ucunda ya da her iki ucunda da olabilir. Fosfat grubunun atomlarinin bir
va da daha fazlasinin ya da tum bir terminal fosfatin modifikasyonunu ya da yer
degistiriimesini icerebilir. Ornegdin, bir oligonukleotidin 3' ve 5' uglar, érnegin, floroforlar
(ornegin, piren, TAMRA, floresin, Cy3 ya da Cy5 boyalan) ya da koruyucu gruplar
(ornegin sulfur, silikon, bor ya da ester Uzerin baglh)} gibi etiketleme kisimlari gibi diger
fonksiyonel molekuler varliklara konjuge edilebilir. Fonksiyonel molekuler varliklar, bir
fosfat grubu ve / veya hir badlayici vasitasiyla sekere baglanabilir. Baglayicinin
terminal atomu, fosfat grubunun ya da C- 3' ya da C- 5 O, N, S ya da sekerin C
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grubunun baglayici atomuna baglanabilir ya da yer degistirebilir. Alternatif olarak,
baglayici bir nukleotid vekilinin (drnedin, PNA’lar) terminal atomuna baglanabilir ya da

yer degistirebilir.

Bir baglayici / fosfat ile fonksiyonel molekuler varlik- baglayici / fosfat dizisi, bir
dsRNA'nin iki sarmal arasina sokuldugunda, bu dizi bir sag tokasi tipi RNA ajaniicinde
bir sac tokasi RNA halkasinin yerini alabilir.

Module edici aktivite igin faydali olan terminal modifikasyonlari, 5' ucunun fosfat ya da
fosfat analoglari ile modifikasyonunu igerir. Ornegin, tercih edilen duzenlemelerde,
dsRNA'larin antisens sarmallan, 5 fosforile edilmis olmaktadir ya da 5 ana ucunda bir
fosforil analogu igerir. 5'- fosfat modifikasyonlari, RISC aracili gen susturulmasi ile
uyumlu olanlar igerir. Uygun modifikasyonlar: 5'- monofosfat ((HO):(O)P- O- 5'); 5-
difosfat ((HO)2(O)P- O- P(HO)O)- O- 5'); 5'- trifosfat ((HO)2(O)P- O- (HO)O)P- O-
P(HO)O)- O- 5'); 5'- guanozin tepesi (7- metillenmis ya da metillenmemis) (7m- G- O-
5'- (HO)O)P- O- (HO)O)P- O- P(HO)O)- O- &), 5'- adenozin tepesi (Appp), ve
herhangi modifiye edilmis ya da modifiye edilmemis nukleotid tepe yapisi (N- O- 5-
(HO)(O)P- O- (HO)(O)P- O- P(HOXO)- O- 5%; 5- monotiofosfat (fosforotioat;
(HO)2(S)P- O- 5%; 5- monoditiofosfat (fosforoditioat; (HO}HS)(S)P- O- &), S-
fosforotiolat ((HO)(O)P- S- 5'); oksijen / sulfurun herhangi ilave kombinasyonu
monofosfat, difosfat ve trifosfatlar yer dedistirir (0rnegin 5- alfa- tiotrifosfat, 5'- gama-
tiotrifosfat, vb.), 5'- fosforamidatlar {(H0)2(0)P- NH- 5, (HO)}NH2)(O)P- O- 5’), 5
alkilfosfonatlar (R = alkil = metil, etil, izopropil, propil, vb., ornedin RP(OH)(O)- O- 5'-,
(OH)2(O)P- 5'- CHz- ), 5'- alkileterfosfonatlar (R = alkileter = metoksimetil {MeOCHz- ),
etoksimetil, vb., 6rnegin, RP(OH)(O)- O- 5'- ) igerir.

Terminal modifikasyonlarn ayni zamanda dagitimin takip edilmesi icin yararli olabilir ve
bu gibi durumlarda ilave edilecek tercih edilen gruplar arasinda floroforlar, drnegin,
floresin, ya da Alexa boyasi, omegdin Alexa 488 bulunmaktadir. Terminal
modifikasyonlar ayni zamanda geri alimin arttirilmasi igin faydali olabilir kullanilabilir,
bunun icin kullanilan modifikasyonlar kolesterol icerir. Terminal modifikasyonlarn ayni
zamanda bir RNA ajanin baska bir kisma gapraz baglanmasi icin de kullanilabilir;

bunun icin kullanilan modifikasyonlar mitomisin C icerir.

Nukleobazlar
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Adenin, guanin, sitosin ve urasil RNA'da bulunan en yaygin bazlardir. Bu bazlar,
RNAlarin gelistiriimis 6zelliklere sahip olmasi icin modifiye edilebilir ya da yer
degistirilebilir. Ornegin, nukleaz direncli oligoribonukleotidler, bu bazlar ile ya da
sentetik ve dogal nukleobazlar ile (6rnegin, inosin, timin, ksantin, hipoksantin,
nubularin, izoguanisin ya da tubersidin} ve yukandaki modifikasyonlardan herhangi biri
ile hazirlanabilir. Alternatif olarak, yukaridaki bazlardan herhangi birinin ikame edilmis
ya da modifiye edilmis analoglarn, burada agiklanan ornedin "olagandisi bazlar",
"modifiye edilmis bazlar", "dodal olmayan bazlar" ve "evrensel bazlar" kullanilabilir.
Ornekler, sinirlandinimaksizin, 2- aminoadenin, 6- metil ve adenin ve guanin'in diger
alkil turevleri, 2- propil ve adenin ve guanin’in diger alkil turevleri, 5- halourasil ve
sitosin, 5- propinil urasil ve sitosin, 6- azo urasil, sitosin ve timin, 5- urasil
(pseudourasil), 4- tiourasil, 5- halourasil, 5- (2- aminopropil) urasil, 5- amino allil urasil,
8- halo, amino, tiol, tioalkil, hidroksil ve diger 8- ikameli adeninler ve guaninler, 5-
triflorometil ve diger 5- ikameli urasiller ve sitosinler, 7- metilguanin, 5- ikamel
pirimidinler, 6- azapirimidinler ve N- 2, N- 6 ve O- 6 ikameli purinler, iceriginde 2-
aminopropiladenin, 5- propinilurasil ve 5- propinilsitosin, dihidrourasil, 3- deaza- 5-
azasitosin, 2- aminopurin, 5- alkilurasil, 7- alkilguanin, 5- alkil sitosin, 7- deazaadenin,
N6, N6- dimetiladenin, 2,6- diaminopurin, 5- amino- allil- urasil, N3- metilurasil, ikame
edilmis 1,2,4- triazoller, 2- piridinon, 5- nitroindol, 3- nitropirrol, 5- metoksiurasil, urasil-
5- oksiasetik asit, 5- metoksikarbonilmetilurasil, 5- metil- 2- tiourasil, 5-
metoksikarbonilmetil- 2- tiourasil, 5- metilaminometil- 2- tiourasil, 3- (3- amino-
3karboksipropil)urasil, 3- metilsitosin, 5- metilsitosin, N*- asetil sitosin, 2- tiositosin, N6-
metiladenin, N6- isopentiladenin, 2- metiltio- N6- isopenteniladenin, N- metilguaninler,
ya da O- alkillenmig bazlari dahil olmak Uzere igerir. Ayrica purinler ve pirimidinler, U.S.
Pat. No. 3,687,808 sayili belgede aciklananlar, Concise Ensiklopedia Of Polimer
Science Ve Engineering, sayfalar 858- 859, Kroschwvitz, J. |., ed. John VViley & Sons,
1990 sayih belgelerde agiklananlari ve Englisch ve di§., Angevvandte Chemie,

International Edition, 1991, 30, 613 sayili belgelerde agiklananlar icerir.

Katyonik Gruplar

Oligonukleotidlere yonelik modifikasyonlar ayni zamanda bir ya da daha fazla katyonik
grubun bir sekere, baza ve / veya fosfat ya da modifiye edilmis fosfat omurga kisminin
fosfor atomuna baglanmasini icerebilir. Bir katyonik grubu, bir dogal, siradisi ya da
evrensel bir baz Uizerinde ornatma yetenegine sahip herhangi bir atoma baglanabilir.
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Tercih edilen bir pozisyon, hibridizasyona mudahale etmeyen bir, yani, baz
eslestirmesi icin gereken hidrojen baglama etkilesimlerine mudahale etmeyen bir
konumdur. Bir katyonik grubu, ornegin, bir sekerin C2' pozisyonda ya da bir siklik ya
da asiklik seker vekilindeki analog pozisyonunda baglanabilir. Katyonik gruplar,
ornedin, protonlu amino gruplar, ornedin, O- AMIN (AMIN = NH2; alkilamino, di
alkilamino, heterosiklil, arilamino, diaril amino, heteroaril amino, ya da diheteroaril
amino, etilen diamin, poliamino); aminoalkoksi, ornegin, O(CH2).AMIN, (6rnedin, AMIN
= NHz; alkilamino, dialkilamino, heterosiklil, arilamino, diaril amino, heteroaril amino,
ya da diheteroaril amino, etilen diamin, poliamino); amino (érnegin NHz; alkilamino, di
alkilamino, heterosiklil, arilamino, diaril amino, heteroaril amino, diheteroaril amino, ya
da amino asit); ya da NH(CH2CHzNH),CH2CHz- AMIN (AMIN = NHz; alkilamino, di
alkilamino, heterosiklil, arilamino, diaril amino, heteroaril amino, ya da diheteroaril

amino) arasindan turetilenleri icerir.

Bir oligonikleotit icine verlestirme

Bazi modifikasyonlar tercih edilen sekliyle bir oligonukleotid Uzerinde, belirli bir
konumda, ornegin bir oligonukleotidin 5 'ya da 3' ucunda ya da bir sarmalin bir ic
pozisyonunda yer alabilir. Bir oligonukleotid Uzerindeki bir modifikasyonun tercih edilen
bir konumu, ajan Uzerinde tercih edilen ozellikler kazandirabilir, ornegin, belirli
modifikasyonlarin tercih edilen konumlan, optimum gen susturma ozelliklerine ya da
endonukleaz ya da eksonukleaz aktivitesine direncin artmasini saglayabilir.

Bir oligonukleotidin bir ya da daha fazla nukleotidi bir 2°- 5’ baglantiya sahip olabilir. Bir
oligonukleotidin bir ya da daha fazla nukleotidi, ters baglantilara, érnegin 3°- 3°, - 5,

2- 2' ya da 2- 3 baglantilara sahiptir.

Bir ¢ift- sarmalli oligonukleotid, en az bir 5- Uridin- adenin- 3’ (5- UA- 3') dinukleotid
olup, burada uridin, bir 2'- modifiye edilmis nuikleotid, ya da a terminal 5'- uridin- guanin-
S’ (5- UG- 3') dinukleotiddir, burada 5’- uridin, bir 2°- modifiye edilmis nukleotid, ya da
a terminal 5'- sitidin- adenin- 3’ (5- CA- 3') dinukleotiddir, burada 5'- sitidin, bir 2'-
modifiye edilmis nukleotid, ya da a terminal 5- Uridin- Uridin- 3 (5- UU- 3)
dinukleotiddir, burada 5- Uridin, bir 2'- modifiye edilmis nukleotiddir, ya da a terminal
5- sitidin- sitidin- 3’ (5’- CC- 3') dinukleotiddir, burada 5'- sitidin, bir 2'- modifiye edilmis
nukleotid, ya da a terminal S- sitidin- Uridin- $' (5'- CU- 3') dinukleotiddir, burada 5*-
sitidin, bir 2'- modifiye edilmis nukleotid, ya da bir terminal 5- Uridin- sitidin- 3* (5’- UC-
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3’) dinukleotiddir, burada 5- uridin, bir 2- modifiye edilmis nuklectiddir. Bu
modifikasyonlar dahil olmak uzere cift- sarmalli oligonukleotidler 0zellikle endonukleaz

aktiviteye karsi stabilize edilir.

Genel Referanslar

Burada kullanilan oligoribonuklectidler ve oligoribonukleositler kati faz sentezi ile
sentezlenebilirler, bakiniz drnegdin "Oligonucleotide synthesis, a practical approach”,
Ed. M. J. Gait, IRL Press, 1984; "Oligonucleotides and Analogues, A Practical
Approach”, Ed. F. Eckstein, IRL Press, 1991 (ozellikle Bolum 1, Modern machine-
aided methods of oligodeoxyribonucleotide synthesis, Bolum 2, Oligoribonucleotide
synthesis, Bolum 3, 200— Methyloligoribonucleotide- s: synthesis and applications,
Bolum 4, Phaosphorothioate oligonucleotides, Bolum 5, Synthesis of 30 cligonuclectide
phosphorodithioates, Bolum 6, Synthesis of oligo- 21- deoxyribonucleoside
methylphosphonates, and. Boélum 7, Oligodeoxynucleotides containing modified bases
sayill belgeler. Diger ozellikle kullamlan sentetik prosedurler ayiraglar, bloke etme
gruplan ve reaksiyon kosullar, Martin, P., Helv. Chim. Agta, 1995, 78, 486- 504;
Beaucage, S. L. ve lyer, R. P., Tetrahedron, 1992, 48, 2223- 2311 ve Beaucage, S. L.
ve lyer, R. P., Tetrahedron, 1993, 49, 6123- 6194 sayili belgelerde ya da ya da burada
anilan referanslar tarafindan tarif edilmektedir. WO 00 / 44895, WO 01/ 75164, ya da
WO 02 / 44321 sayil belgelerde tarif edilen modifikasyonlar burada kullanilabilir.

Fosfat Grubu Referanslari

Fosfinat oligoribonukleotidlerin hazirlanmasi, U.S. Pat. No. 5,508,270 sayih belgede
tarif edilmektedir. Alkil fosfonat oligoribonukleotidlerin hazirlanmasi, U.S. Pat. No.
4,469,863 sayili belgede tarif edilmistir. Fosforamidit oligoribonukleotidlerin
hazirlanmasi, U.S. Pat. No. 5,256,775 ya da U.S. Pat. No. 5,366,878 sayil belgelerde
tarif edilmistir. Fosfotriester oligoribonukleotidlerin  hazirlanmasi, U.S. Pat. No.
5,023,243 sayili belgede tarif edilmistir. Borano fosfat oligoribonukleotidiin
hazirlanmasi, U.S. Pat. No'lar. 5,130,302 ve 5,177,198 sayil belgelerde tarif edilmistir.
3'- deoksi- 3'- amino fosforamidat oligoribonukleotidlerin hazirlanmasi, U.S. Pat. No.
5,476,925 saylh belgede tarif edilmisti. 3- deoksi- 3'- metilenfosfonat
oligoribonukleotidlerin hazirlanmasi, An, H, ve dig. J. Org. Chem. 2001, 66, 2789- 2801
saylili belgede tarif edilmistir. Sulfur kdprulu nukleotidlerin hazirlanmasi, Sproat ve dig.
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Nucleocides Nucleotides 1988, 7,651 ve Crosstick ve dig. Tetrahedron Lett. 1989, 30,
4693 sayih belgelerde tarif edilmistir.

Seker Grubu Referanslari

2' modifikasyonlarina modifikasyonlar, Verma, S. ve dig. Annu. Rev. Biochem. 1998,
67, 99- 134 sayili belgede ve bunlann igindeki tUm referanslarda bulunabilir. Riboza
spesifik modifikasyonlar asagidaki referanslarda bulunabilir; 2'- fluoro (Kawasaki ve
dig., J. Med. Chem., 1993, 36, 831- 841}, 2'- MOE (Martin, P. Helv. Chim. Acta 1996,
79, 1930- 1938), “LNA” (Wengel, J. Acc. Chem. Res. 1999, 32, 301- 310).

Fosfat Grubu Referanslarinin Yer Dedistirmesi

Metilenmetilimino ile baglanmis oligoribonukleositler, ayni zamanda burada MMI ile
baglanmis oligoribonukleositler olarak da tanmimlanan, metilendimetilhidrazo ile
baglanmis oligoribonukleositler, aym1 zamanda burada MDH ile baglanmis
oligoribonukleositler olarak da tanimlanan ve metilenkarbonilamino ile baglanmig
oligonukleositler, ayni zamanda burada amid- 3 ile baglanmis oligoribonukleositler
olarak da tanimlanan ve metilenaminokarbonil ile baglanmis oligonukleositler, ayni
zamanda burada amid- 4 ile baglanmis oligoribonukleositler olarak da
tanimlanmasinin yani sira mesela MMI ve PO ya da PS baglantilarinin degistiriimesine
sahip karismis omurga bilesikleri, U.S. Pat. No’lar. 5,378,825, 5,386,023, 5,489,677
sayll belgelerde ve yayimlanan PCT bagvurulan PCT / US92 / 04294 ve PCT / US92
/ 04305 sayih belgelerde (sirasiyla, WO 92 / 20822 WO ve 92 / 20823 sayili belgeler
olarak yayimlanan) tarif edildidi gibi hazirlanabilir. Formasetal ve tioformasetal ile
badlanmis oligoribonukleositler, U.S. Pat. No'lar. 5,264,562 ve 5,264,564 sayih
belgelerdeki gibi hazirlanabilir. Etilen oksit ile baglanmis oligoribonukleositler, U.S. Pat.
No. 5,223,618 sayili belgelerdeki gibi hazirlanabilir. Siloksan yer degisimleri, Cormier,
J.F. ve di§. Nucleic Acids Res. 1988, 16, 4583 sayil belgelerde tarif edilmistir.
Karbonat yer degisimleri, Tittensor, J.R. J. Chem. Soc. C 1971, 1933 sayil belgelerde
tarif edilmistir. Karboksimetil yer dedisimleri, Edge, M.D. ve dig. J. Chem. Soc. Perkin
Trans. 1 1972, 1991 sayili belgelerde tarif edilmistir. Karbamat yer degisimleri,
Stirchak, E.P. Nucleic Acids Res. 1989, 17, 6129 sayili belgelerde tarif edilmistir.

Fosfat- Riboz Omurga Referanslarinin Yer Degistirmesi

Siklobutil seker vekil bilegikleri, U.S. Pat. No. 5,359,044 sayili belgede tarif edilmistir.
Pirrolidin seker vekil bilesikler, U.S. Pat. No. 5,519,134 sayil belgede tarif edilmistir.
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Morfolino seker vekil bilesikleri, U.S. Pat. No’lar. 5,142,047 ve 5,235,033 sayili
belgelerde ve diger ilgili patent tarimamelerde tarif edilmistir. Peptid Nukleik Asitler
(PNA’lar) kendi basina bilinmektedir ve Peptide Nucleic Acids (PNA). Synthesis,
Properties and Potential Applications, Bioorganic & Medicinal Chemistry, 1996, 4, 5-
23 sayll belgelerde tanimlanan ¢esitli prosedurlere uygun olarak hazirlanabilir. Bunlar
ayrica U.S. Pat. No. 5,539,083 sayili belgeye gore hazirlanabilir.

Terminal Modifikasyon Referanslari

Terminal modifikasyonlari, Mancharan, M. ve dig. Antisens ve Nucleic Acid Drug
Development 12, 103- 128 (2002) sayil belgede ve buradaki referanslarda tarif

edilmistir.

Nukleohazlarin Referanslari

N- 2 ornatilmig purin nukleosit amiditler, U.S. Pat. No. 5,459,255 sayili belgede tarif
edildidi gibi hazirlanabilir. 3- Deaza purin nukleosit amiditler, U.S. Pat. No. 5,457,191
sayili belgede tarif edildigi gibi hazirlanabilir. 5,6- Ornatilmig pirimidin nukleosit
amiditler, U.S. Pat. No. 5,614,617 sayil belgede tarif edildigi gibi hazirlanabilir. 5- 5
Propinil pirimidin nukleosit amiditler, U.S. Pat. No. 5,484,908 sayili belgede tarif edildigi

gibi hazirlanabilir.

Badlayicilar

"Baglayici" terimi, bir bilesidin iki pargasini birlestiren bir organik kisim anlamina gelir.
Baglayicilar, tipik olarak bir dogrudan badi ya da oksijen ya da sulfur gibi bir atomu, 10
bir birimi NR', C(Q), C(O)NH, SO, SOz, SO2NH ya da atomlarin bir zinciri gibi, ikame
edilmis ya da ikame edilmemis alkil, ikame edilmis ya da ikame ediimemis alkenil,
ikame edilmis ya da ikame edilmemis alkinil, aril alkil, arilalkenil, arilalkinil, heteroaril
alkil, heteroarilalkenil, heteroarilalkinil, heterosiklii alkil, heterosiklilalkenil,
heterosiklilalkinil, aril, heteroaril, heterosiklil, siklo alkil, sikloalkenil, alkilaril alkil,
alkilarilalkenil, alkilarilalkinil, alkenilaril alkil, alkenilarilalkenil, alkenilarilalkinil, alkinilaril
alkil, alkinilarilalkenil, alkinilarilalkinil, alkilheteroaril alkil, alkilheteroarilalkenil,

alkilheteroarilalkinil, alkilhetercarilalkenil, alkilhetercarilalkinil, alkenilheteroarilalkil,

alkenilheteroarilalkenil, alkenilheteroarilalkinil, alkinilheteroarilalkil,
alkinilheteroarilalkenil, alkinilheteroarilalkinil, alkinilheterosiklilalkil,
alkilheterosiklilalkenil, alkilhererosiklilalkinil, alkenilheterosiklilalkil,

alkenilheterosiklilalkenil, alkenilheterosiklilalkinil, alkinilheterosislilalkil,
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alkinilheterosiklilalkenil,  alkinilheterosiklilalkinil, alkilaril, alkenilaril, alkinilaril,
alkilheteroaril, alkenilheteroaril, alkinilheteroaril icerir, burada bir ya da daha fazla
metilen O, S, S(0), SOz, N(R")2, C(O), pargalanabilir bir baglanti grubu, ikame edilmis
ya da ikame edilmemis aril, ikame edilmis ya da ikame edilmemis heteroaril, ikame
edilmis ya da ikame edilmemis heterosiklik kesilebilir ya da tarafindan sonlandinilabilir;
icerisinde R' ifadesi hidrojen, asil, alifatik ya da ornatilmis alifatik olmaktadir.

Bir duzenlemede baglayici- [(P- Q- R)q- X- (P- Q- R )q ]¢ "~ T- olup, burada:

P, R, T, P, R* ve T'nin her biri bagimsiz olarak her olusum i¢in bos, CO, NH, O, S,
OC(0), NHC(O), CHz, CH2NH, CH20; NHCH(R®)C(Q),- C{0)- CH{R?)- NH- , CH = N-

ya da heterosiklildir;

Q ve Q' her biri, her olusum igin bagimsiz olarak bog,- (CHz2)n- ,- C(R')(R2){CHz)n- ,-
(CH2)'C(R'}R?)- ,- (CH2CH20)mCH2CHz2- , ya da (CH2CH20)mCH2CH2NH- ‘dir;

X ifadesi bostur ya da pargalanabilir bir baglanti grubudur;
R&nin her biri H ya da an amino asit yan zinciridir;
R ve RZnin her biri bagimsiz olarak her olugum icin H, CHs, OH, SH ya da N(RV)z'dir;

RN ifadesinin her biri bagimsiz olarak her olusum icin H, metil, etil, propil, izopropil,

butil ya da benzil olmaktadir;

g, 9 ve q" her biri bagimsiz olarak her olusum igin 0- 20 olmaktadir ve icerisinde

tekrarlanan birim ayni ya da farkl olabilir;

n ifadesi bagimsiz olarak her olugum igin 1- 20'dir; ve

m ifadesi bagimsiz olarak her olugum igin 0- 50-dir.

Bir duzenlemede, baglayici en az bir pargalanabilen baglanti grup icerir.

Bazi duzenlemelerde, baglayici bir dallanmis baglayicidir. Dallanmig baglayicinin
dallanma noktasi en az ug¢ degerlikli olabilir, ancak bir dort dederlikli, bir beg degerlikli

ya da alti degerlikli atom olabilir, ya da bu gibi birden fazla degeri sunan bir grup olabilir.
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Bazi duzenlemelerde, dallanma noktasi,- N,- N{Q)- C,- O- C,- 8- C,- SS- C,- C(O)N(Q)-
C.- OC(0O)N(Q)- C,- N(Q)C(O)- C, ya da- N(Q)C(O)O- C olmaktadir; burada Q ifadesi,
bagimsiz olarak her olusum icin H ya da opsiyonel olarak ikame edici alkil olmaktadir.

Diger bir duzenlemede, dallanma noktasi gliserol ya da gliserol turevidir.

Parcalanabilir Baglanti Gruplari

Bir parcalanabilir baglanti grubu, hiicrenin disinda yeterince stabil olan, fakat bir hedef
hucreye giris Uzerine badlayicinin bir arada tutuldugu iki parcay! serbest birakmak
Uzere parcalanir. Tercih edilen bir duzenlemede, pargalanabilir baglanti grubu, hedef
hucresinde en az 10 kat ya da daha fazla, tercih edilen sekliyle 100 kat daha hizli
pargalanabhilir ya da bir denegin kanindan ziyade bir ilk referans kosulu altinda (ki bu
da, drnedin taklidi secilebilen ya da hucreler arasi kosgullan temsil eden) ya da bir ikinci
referans kosulu altinda (ki bu da, ornegin taklidi secilebilen ya da kanda veya serumda

bulunan kosullari temsil eden) pargalanabilir.

Parcalanabilir baglanti gruplari, pargalanabilir ajanlara, érnegdin, pH, redoks potansiyel
ya da degradatif molekullerin mevcudiyetine duyarhidir. Genel olarak, parcalanma
ajanlan, daha yaygin olan ya da serumda da kandaki aktivitelerin daha yuksek
seviyelerde bulundudunu gostermektedir. Bu tur degradatif ajanlar: belirli substratlar
icin secici olan ya da ornegin oksidatif ya da reduktif enzimler dahil olmak Uzere
substrat spesifitesine sahip olmayan redoks ajanlarini ya da rediksiyon ile bir redoks
parcalanma baglanti grubunu indirgeyebilen hiicre icinde mevcut olan merkaptanlar
gibi reduktif ajanlar; esterazlar; endozomlar ya da bir asidik ortamo olusturan, 6rnegin,
bir pH bes ya da daha dusugu ile elde edilenler, ajanlar; peptidazlar (substrata 6zgu
olabilen) ve fosfatazlar gibi bir genel asit olarak etki ederek bir asit ile pargalanabilen

baglanti grubunu indirgeyebilen ya da hidrolize edebilen enzimleri igerir.

Disllfid bad gibi bir pargalanabilir baglanti grubu pH'a duyarl olabilir. Insan
serumunun pH"'1 7.4 iken, ortalama hucre i¢ci pH oldukga dusuk olup pH yaklagik 7.1-
7.3 arasinda bir arahktadir. Endozomlar 5.5- 6.0 aralifinda daha asidik pH'a sahiptir
ve lizozomlar 5.0 civarinda daha da asidik pH degerine sahiptir. Bazi badlayicilar,
tercih edilen bir pH'da parcalanan ve boylece katyonik lipidi hucrenin igindeki liganddan
serbest birakan, ya da hucrenin istenen bolmesine salinilabilen, parcalanabilir bir

baglanti grubuna sahip olacaktir.
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Bir baglayici, belirli bir enzim tarafindan pargalanabilen, pargalanabilen bir baglanti
grubunu igerebilir. Bir baglayiciya dahil edilen ayrilabilen baglanti grubunun tipi,
hedeflenecek hucreye baglh olabilir. Ornegin, karacigeri hedefleyen ligandlar, katyonik
lipitlere bir ester grubu igeren bir baglayici ile baglanabilir. Karaciger hucreleri esteraz
acisindan zengindir, bu nedenle baglayici, karaciger hucresinde esteraz bakimindan
zengin olmayan hucre tiplerine gore daha etkin bir sekilde parcalanacaktir. Esterazlar

bakimindan zengin diger hucre tipleri akcider, renal korteks ve testisin hucrelerini icerir.

Peptit badlari iceren baglayicilar, karaciger hucreleri ve sinoviyositler gibi peptidaziar

bakimindan zengin hucre tiplerini hedeflerken kullanilabilir.

Genelde, bir aday parcalanabilir grubun uygunlugu, bir parcalanabilir ajanin (ya da
kosulu) aday baglantt grubunu parcalama kabiliyetinin test edilmesi ile
dederlendirilebilir. Ayrica, diger hedef olmayan doku ile temas halindeyken ya da
kandaki bolunmeye direnme vyetenedi bakimindan aday pargalanabilir baglanti
grubunun test edilmesi de istenecektir. Boylece, bir birinci ve bir ikinci kosul arasindaki
aynimaya karsi nispi duyarhlik belirlenebilmekte olup, burada birincisi, bir hedef
hucrede parcalanma belirtisi olarak secilir ve ikincisi, ornegin, kan ya da serum gibi
diger dokularda ya da biyolojik sivilardaki pargalanma belirtisi olarak segilir.
Degerlendirmeler hucre icermeyen sistemlerde, hucre icinde, hucre kulturunde, organ
ya da doku kulturunde ya da butun hayvanlarda gergeklestirilebilir. Hucresiz ya da
kultur kosullarinda baslangic degerlendirmelerinin yapilmasi ve butun hayvanlarda
daha fazla degerlendirmenin yapiimasi ile teyit edilmesi yararl olabilir. Tercih edilen
uygulamalarda, yararli aday bilesikler, kan ya da serumu ile karsilastinldiginda (ya da
taklit icin segilen in vitro kosullar altinda hucre disi kosullar) hucre icinde (hucre igi
kosullan taklit etmek icin segilen in vitro kosullar altinda) en az 2, 4, 10 ya da 100 kat

daha hizl pargalanir.

Redoks parcalanabilen baglanti gruplari

Pargalanabilen badlanti grubunun bir sinifi, indirgeme ya da oksidasyonu Uzerine
parcalanan redoks parcalanabilir baglanti gruplaridir. indirgeyici olarak parcalanabilen
baglanti grubunun bir drnegdi, bir disulfid baglanti grubudur (- S- S- ). Bir aday
parcalanabilen baglanti grubunun uygun bir “indirgeyici olarak pargalanabilen baglant
grubu” olup olmadigini ya da ornegin bir iRNA parcasi ve ozel hedefleme ajani ile
kullanim icin olup olmadigini belirlemek igin, kisi, bunun icinde tarif edilen metotlara
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bakabilir. Ornegin, bir aday ditiothreitol (DTT) ile inkubasyon, ya da bir diger hucrede,
ornedin bir hedef hucrede gozlenecek olan bdlunme oranini taklit eden teknolojide
bilinen reaktifler kullanilarak diger indirgeyici ajan ile dederlendirilebilir. Adaylar ayni
zamanda kan ya da serum kosullarimi taklit etmek icin segilen kosullar altinda
dederlendirilebilir. Tercih edilen bir duzenlemede, aday bilesikleri, kanda en ¢ok % 10
oraninda pargalanir. Tercih edilen duzenlemelerde, yararli aday bilesikler, kan ile
karsilastirildiginda (ya da taklit icin segilen in vitro kosullar altinda hiicre digi kosullar)
hiucre iginde (hucre ipi kosullar taklit etmek igin secilen in vitro kosullar altinda) en az
2,4, 10 ya da 100 kat daha hizli indirgenebilir. Aday bilesiklerin pargalanma hizi, hucre
igi ortami taklit etmek igin secilen kosullar altinda standart enzim kinetigi deneyleri
kullanilarak ve hucre digi ortam taklit etmek i¢in secilen kosullarla karsilastirilarak
belirlenebilir.

Fosfat tabanli parcalanabilir badlanti gruplan

Fosfat tabanh parcalanabilen bagdlanti gruplar, fosfat grubunu indirgeyen ya da
hidrolize eden ajanlar tarafindan parcalanir. Hucre igindeki fosfat gruplann pargalayan
bir ajana ait bir ornek, hucre icindeki fosfatazlar gibi enzimlerdir. Fosfat- bazl
parcalanabilen baglanti gruplarina ornekler,- O- P(O)(ORk)- O- ,- O- P(S)(ORk)- O- .-
O- P(S)(SRk)- O- ,- S- P(O}ORKk)- O- ,- O- P(O)}(ORKk})- S- ,- S- P(O)ORk)- S- - O-
P(S}ORK)- S- - S- P(S)}(ORk)- O- ,- O- P(O)(Rk)- O- .- O- P(S)(Rk)- O- .- S- P(O}Rk)-
0O- - 8- P(8)(Rk)- O- - S- P(OXRKk)- S- ,- O- P(S)}(Rk)- S- olmaktadir. Tercih edilen
uygulamalar,- O- P(O)(OH)- O- ,- O- P(S}OH)- O- ,- 0- P(S)}(SH)- O- ,- S- P(O){OH)-
O- ,- O- P{O)(OH)- S,- S- P{O)(OH)- S- ,- O- P(SOH)- S- ,- S- P(S)(OH)- O- - O-
P(O)H)- O- ,- O- P(S)(H)- O- ,- S- P(O)(H)- O- ,- S- P(S)(H)- O- ,- S- P(O)(H)- S- - O-
P(S)(H)- S- olmaktadir, tercih edilen bir uygulama- O- P(O){(OH})- O- olmaktadir. Bu

adaylar, yukarida tarif edilenlere benzer metotlar kullanilarak degerlendirilebilir.

Asitle parcalanabilen badlanti gruplar

Asitle pargalanabilen baglanti gruplan, asidik kosullar altinda pargalanan bagdlant
gruplandir. Tercih edilen uygulamalarda asitle parcalanabilen bagdlanti gruplari,
yaklasik 6.5 ya da daha dusuk (6rnegin, yaklasik 6.0, 5.5, 5.0, ya da daha dusuk) bir
pH ile asidik bir ortamda pargalanir ya da bir genel asit olarak etki edebilen enzimler
gibi ajanlar ile pargalanir. Bir hucrede, endozomlar ve lizozomlar gibi spesifik dusuk
pH organelleri, asitle parcalanabilen haglanti gruplarn igin bir parcalanma ortami
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saglayabilir.  Asitle  pargalanabilen baglantt  gruplanina drnekler, ancak
sinirlandirilmamig olarak, hidrazonlar, esterler, ve amino asitlerin esterlerini igerir.
Asitle parcalanabilen gruplar, genel formul- C = NN- , C(O)O, ya da- OC(O) sahiptir.
Tercih edilen bir uygulama, esterin (alkoksi grubu) oksijenine baglanan karbonun, bir
dimetil pentil ya da t- butil gibi bir ikame edilmis grup, ya da tersiyer grup oldugu bir aril
grubu oldugu zamandir. Bu adaylar, yukarida tarif edilenlere benzer metotlar

kullanilarak degerlendirilebilir.

Ester tabanli badlanti gruplari

Ester tabanli pargalanabilen baglanti gruplari, hucrede esterazlar ve amidazlar gibi
enzimler tarafindan pargalanir. Ester tabanli parcalanabilen baglanti gruplar, alkilen,
alkenilen ve alkinilen gruplannin esterlerini igerir, ancak bunlarla sinirh degildir. Ester
ile pargalanabilen baglanti gruplar, genel formul- C(O)O- , ya da- OC(O)- sahiptir. Bu
adaylar, yukarida tarif edilenlere benzer metotlar kullanilarak degerlendirilebilir.

Peptit tabanl parcalanan gruplar

Peptid tabanh pargalanabilen baglanti gruplan, hucrelerdeki peptidazlar ve proteazlar
gibi enzimler tarafindan pargalanir. Peptid tabanli parcalanabilen baglanti gruplari,
oligopeptidler (ornegin, dipeptidler, tripeptidler vb.) ve polipeptidler verecek sekilde
amino asitler arasinda olusturulan peptid baglandir. Peptid tabanh parcalanabilir
gruplar, amid grubunu (- C(O)}NH- } icermez. Amid grubu herhangi bir alkilen, alkenilen
ya da alkinelen arasinda olusturulabilir. Bir peptit badi, peptidleri ve proteinleri vermek
uzere amino asitler arasinda olusan 0zel bir amid bad turudur. Peptid tabanh
parcalanma grubu genel olarak, peptidleri ve proteinleri vererek amino asitler arasinda
olusan peptid bagiyla (yani, amid bagi) sinirlandirilir ve tum amid islevsel grubunu
icermez. Peptid tabanh parcalanabilen baglanti gruplari, genel formul
NHCHRAC(O)NHCHRBC(O)- sahip olup icerisinde R* ve R® ifadeleri, iki komsu amino
asitlerin R gruplandir. Bu adaylar, yukarida tarif edilenlere benzer metotlar kullanilarak
degerlendirilebilir,

Ligandlar

Cok cesitli varliklar bunun iginde tarif edilen oligonukleotidler ve lipidlere baglanabilir.
Tercih edilen pargalar, tercih edilen sekliyle araya giren bir teter vasitasiyla dogrudan
ya da dolayh olarak baglanan, tercih edilen sekliyle kovalent olarak baglanan
ligandlardir.
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Tercih edilen duzenlemelerde, bir ligand, icerisine dahil edildigi molekulun dmrunu
hedefleyen dadihmi degistirir. Tercih edilen duzenlemelerde, bir ligand, ligand
icermeyen bir tur ile karsilastirildiginda 6rnegin, molekul, huicre ya da hucre tipi, bolme
gibi, 6rnegin, bir hucresel ya da organ bolmesi, doku, organ ya da vucut bolgesi gibi
secilmis bir hedef icin gelistirilmis bir afinite saglar. Segilen bir hedef icin gelismis afinite
saglayan ligandlar da ayni zamanda hedefleme ligandlan olarak adlandirilir. Burada

tarif edilen lipitlere konjugasyon icin tercih edilen ligandlar, hedefleme ligandlaridir.

Bazi ligandlar endozomolitik ozelliklere sahip olabilir. Endozomolitik ligandlar, burada
aciklanan endozomun lizisini ve / veya kompozisyonun transportunu, ya da
endozomdan hucrenin sitoplazmasina kadar kendi bilegsenlerini destekler.
Endozomolitik ligand, pH bagimli membran aktivitesi ve fuzojenisite gosteren bir
polianyonik peptid ya da peptidomimetik olabilir. Bazi uygulamalarda, endosomolitik
ligand, kendi aktif konformasyonunu endozomal pH'de varsayar. “Aktif” konformasyon,
endosomolitik ligandlarin, bunun iginde agiklanan endosomun lizisini ve / veya
kompozisyonun transportunu, ya da endozomdan hucrenin sitoplazmasina kadar
kendi bilesenlerini destekledidi bu konformasyondur. Ornek teskil eden endozomolitik
ligandlar, GALA peptidi (Subbarao ve di§., Biochemistry, 1987, 26: 2964- 2972), EALA
peptid (Vogel ve dig., J. Am. Chem. Soc., 1996, 118: 1581- 1586), ve bunlarin
turevlerini (Turk ve dig., Biochem. Biophys. Acta, 2002, 1559: 56- 68) icerir. Baz
duzenlemelerde, endozomolitik bilegsen, pH dederindeki bir degdisiklige yanit olarak
yukte ya da protonasyonda bir degisiklik gegirecek bir kimyasal grup (ornegin, bir
amino asit) icerebilir. Endozomolitik bilesen, lineer ya da dallanmig olabilir. Peptit bazh

endosomolitik ligandlanin 6rnek primer sekanslan, Tablo 5'te gosterilmistir.

Tablo 5. Endozomolitik aktiviteye sahip peptitlerin listesi

Isim Sekans (N ila C) Ref.
GALA AALEALAEALEALAEALEALAEAAAAGGC 1
EALA AALAEALAEALAEALAEALAEALAAAAGGC 2
ALEALAEALEALAEA 3
INF-7 GLFEAIEGFIENGVVEGMIVVDYG 4
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Inf HA- 2 GLFGAIAGFIENGVVEGMIDGVVYG 5

dilNF- 7 GLF EAlI EGFI ENGW EGMI 5

DGVVYGC GLF EAI EGFI ENGVV

dilNF3 GLF EAI EGFI ENGVV EGMI 6

DGGC GLF EAI EGFI ENGVV

GLF GLFGALAEALAEALAEHLAEALAEALEALAAGGSC | 6

GALA- INF3 GLFEAIEGFIENGVVEGLAEALAEALEALAAGGSC | 6

INF-5 GLF EAI EGFI ENGVV EGnl DG 4

K GLF EAlI EGFI ENGVV EGnl

n, norlosin

Referanslar
1. Subbarao ve dig., Biochemistry, 1987, 26: 2964- 2972.
2. Vogel ve dig., J. Am. Chem. Soc, 1996, 118: 1581- 1586

3. Turk, M. J., Reddy, J. A. ve dig. (2002). Characterization of a novel pH- sensitive
peptide that enhances drug release from folate- targeted liposomes at endosomal pHs.
Biochim. Biophys. Acta 1559, 56- 68.

4. Plank, C. Oberhauser, B. Mechtler, K. Koch, C. VVagner, E. (1994). The
influence of endosome- disruptive peptides on gene transfer using synthetic virus- like
gene transfer systems, J. Biol. Chem. 269 12918- 12924.

5. Mastrobattista, E., Koning, G. A. ve di§. (2002). Functional characterization of
an endosome- disruptive peptide and its application in cytosolic delivery of

immunoliposome- entrapped proteins. J. Biol. Chem. 277, 27135- 43.

6. Oberhauser, B., Plank, C. ve dig. (1995). Enhancing endosomal exit of nucleic
acids using pH- sensitive viral fuzyon peptides. Deliv. Strategies Antisense
Oligonucleotide Ther. 247- 66.
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Tercih edilen ligandlar transport, hibridizasyon ve ozgulluk ozelliklerini geligtirebilir ve
ayrica dogal olarak modifiye edilmis oligoribonukleotidin nukleaz direncini de
gelistirebilir, ya da burada tarif edilen monomerlerin herhangi bir kombinasyonunu
iceren bir polimerik molekul ya da modifiye ribonukleotidlerin nukleaz direncini de

gelistirebilir.

Ligandlar genel olarak ornedin, geri alimi gelistirmek igin terapoétik modifiye edicileri;
ornedin dagilimi gozlemlemek igin, tani bilesikleri ya da haberci gruplan; capraz
baglama ajanlari; ve nukleaz direnci veren kisimlari icerebilir. Genel olarak ornekler,
lipidler, steroidler, vitaminler, sekerler, proteinler, peptidler, poliaminler ve peptid

taklitleri igerir.

Ligandlar, bir protein (ornedin, insan serum albumini (HSA), dusuk yogdunluklu
lipoprotein (LDL), yuksek yogunluklu lipoprotein (HDL), ya da globulin); bir karbohidrat
(ornegin, a dekstran, pullulan, kitin, kitosan, inulin, siklodekstrin ya da hiyaluronik asit);
ya da bir lipit gibi dogal olarak olusan bir maddeyi igcerir. Ligand ayni zamanda, bir
rekombinant ya da sentetik polimer gibi sentetik molekul, 6rnegin bir sentetik poliamino
asit, bir oligonukleotid (6rnegin bir aptamer) olabilir. Poliamino asitlere ornekler,
poliamino asidi icermekte olup, bunlar bir polilisin {PLL), poli L- aspartik asit, poli L-
glutamik asit, stiren- maleik asit anhidrit kopolimer, poli{L- laktit- ko- glikolied)
kopolimer, divinil eter- maleik anhidrit kopolimer, N- (2- hidroksipropil) metakrilamid
kopolimer (HMPA), polietilen glikol (PEG), polivinil alkol (PVA), polilretan, poli (2-
etilakrilik asit), N- izopropilakrilamid polimerler, ya da polifosfazindir. Poliaminlere ait
ornek: polietilenimin, polilizin (PLL), spermin, spermidin, polyamin, psodopeptid-
poliamin, peptidomimetik poliamin, dendrimer polyamin, arjinin, amidin, protamin,
katyonik lipid, katyonik porfirin, bir polyaminin kuarternar tuzu ya da bir alfa heliks

peptid icerir.

Ligandlar ayni zamanda hedefleme gruplari, érnegin, bir huicre ya da doku hedefleme
ajani, ornegin, a lektin, glikoprotein, lipid ya da protein, bir bébrek hucresi gibi
ozellestirilmis bir hucreye bagdlanan ornedin, bir antikoru igerir. Bir hedefleme grubu,
bir tirotropin, melanotropin, lektin, glikoprotein, surfaktan protein A, Musin karbohidrat,
pok degerli laktoz, cok degerli galaktoz, N- asetil- galaktozamin, N asetil- gulukosamin
gok degderli manoz, cok degerli fukoz, glikosilatlanmis poliamino asitler, cok degerli
galaktoz, transferrin, bisfosfonat, poliglutamat, poliaspartat, bir lipit, kolesterol, bir
steroid, safra asidi, folat, vitamin B12, biotin, bir RGD peptidi, bir RGD peptidi taklidi ya
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da bir aptamer olabilir. Tablo 6, hedefleme ligandlarin ve bunlarin iligkili reseptorlerinin

bazi drneklerini gosterir.

Tablo 6: Hedefleme Ligandlari ve bunlarin iligkili reseptorleri

Karaciger Hucreleri Ligand Reseptor
1) Parenkimal Hucresi {PC) | Galaktoz ASGP- R
(Hepatositler) (Asiologlikoprotein
reseptor)
Gal NAc (n- asetil- | ASPG- R
galaktosamin) Gal NAc Reseptoru
Laktoz
Asialofetuin ASPG-r
2) Sinusoidal Endotelyal | Hiyaluronan Hiyaluronan reseptor
Hiucresi (SEC)
Prokollaien Prokollaien reseptor
Negatif olarak yuklu | Supurhcu reseptorler
molekuller
Manoz Manoz reseptorleri

N- asetil Glukosamin

Supurucu reseptorler

Immunoglobulinler

Fc Reseptori

LPS

CD 14 Reseptor

Insulin

Reseptor aracil transsitosiz

Transferrin

Reseptor aracili transsitosiz

Albuminler

Spesifik olmayan
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$eker- Albumin konjugatlar

Manoz- 6- fosfat Manoz- 6- fosfat reseptoru
3) Kupffer Hucresi (KC) Manoz Manoz reseptorleri

Fukoz Fukoz reseptorleri

Albuminler Spesifik olmayan

Manoz- albumin konjugatlar

Ligandlara ait diger ornekler, boyalar, araya eklenen ajanlar (dmegin, akridinleri),
gcapraz baglayicilar (6rnedin, psoralen, mitomisin C), porfirinler (TPPC4, teksaprin,
Sapfirin), polisiklik aromatik hidrokarbonlar (ornegin, fenazin, dihidrofenazin), yapay
endonukleazlar (ornegin EDTA), lipofilik molekuller, ornegin, kolesterol, kolik asit,
adamantan asetik asit, 1- piren butirik asit, dihidrotestosteron, 1,3- Bis- O (hekzadesil)
gliserol, geraniloksihekzil grubu, hekzadesilgliserol, borneol, mentol, 1,3- propandiol,
heptadesil grubu, palmitik asit, miristik asit, O3- (oleqil) litokolik asit, O3- (oleoil) kolenik
asit, dimetoksitritil, ya da fenoksazin) ve peptid konjugatlari (6rnegin, antennapedia
peptid, Tat peptid), alkilleyici ajanlar, fosfat, amino, merkapto, PEG (6rnegin, PEG-
40K), MPEG, [MPEG]z, poliamino, alkil, ornatilmis alkil, radyoaktif isaretli markerler,
enzimler, haptenler (6rnegin, biyotin), transport / absorpsiyon kolaylastiricilar
(ornegin, aspirin, E vitamini, folik asit), sentetik ribonukleazlar (ornegin, imidazol,
bisimidazol, histamin, imidazol kumeleri, akridin- imidazol konjugatlari,

tetraazamakrolaplarin Eu3 + kompleksleri }, dinitrofenil, HRP ya da AP igerir.

Ligandlar, proteinler, érnegdin, glikoproteinler ya da peptidler, ornegdin bir ko- ligand i¢in
spesifik bir afiniteye sahip molekuller ya da antikorlar, ornegin, bir kanser hucresi,
endotel hucre, ya da kemik hucresi gibi belirli bir hucre turune baglanan bir antikor
olabilir. Ligandlar ayni zamanda hormonlar ve hormon reseptorleri igerebilir. Ayni
zamanda lipidler, lektinler, karbohidratlar, vitaminler, kofaktorler, cok degerli laktoz, cok
degerli galaktoz, N- asetil- galaktozamin, N- asetil- gulukosamin ¢ok degerli manoz,

cok degerli fukoz, ya da aptamerler gibi peptidik olmayan turleri icerir. Ligand, 6rnegin,
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bir lipopolisakkarit, p38 MAP kinazin bir aktivatoru ya da NF- kB'nin bir aktivatoru
olabilir.

Ligand, 6rnegin, hucrenin hucre iskeletini bozarak, ornegin hucrenin mikrotubullerini,
mikrofilamentlerini ve / veya ara filamentleri bozarak, hucre igerisine iRNA ajanin geri
alimini arttirabilen, drnedin bir ilag gibi bir madde olabilir. ilag, drnegin, takson,
vinkristin, vinblastin, sitokalasin, nokodazol, japlakinolid, latrunculin A, palloidin,

swinholide A, indanaokin, ya da miyoservin olabilir.

Ligand, ornegdin, bir inflamatuar yaniti aktive ederek iRNA ajanin hucre igine geri
alinmasini artirabilir. Bu tur bir etkiye sahip olan ornek teskil eden ligandlar, tumor

nekroz faktor alfa (TNFalfa), interlokin- 1 beta, ya da gama interferon igerir.

Bir bakis agisinda, ligand, bir lipit ya da lipit bazli molekuldur. Boyle bir lipit ya da lipid
bazli bir molekul tercih edilen sekliyle bir serum proteinini, ornegin insan serum
albumini (HSA) baglar. Bir HSA baglanma ligandi, konjugatin, vucudun boébrek digi bir
hedef dokusu olan bir hedef dokuya dagilmasina izin verir. Ornegdin, hedef doku,
karacigerin parankimal hucresi de dahil olmak Uzere karaciger olabilir. HSA'yi
baglayabilen diger molekuller de ayni zamanda ligand olarak kullanilabilir. Ornegin,
neproksin ya da aspirin kullanilabilir. Bir lipit ya da lipit bazl ligand, (a) konjugatin
bozunmasina karsi direncini artirabilir, (b) bir hedef hiuicre ya da huicre membrani
icerisine tasinmayi ya da hedeflemeyi arttirilabilir ve / veya (c) 6rnegin, HSA gibi bir

serum proteine baglamayi ayarlamak icin kullanilabilir.

Bir lipit tabanli ligand, ornegin konjugatin bir hedef dokuya bagdlanmasini kontrol etmek,
module etmek igin kullanilabilir. Ornegdin, HSA'ya daha guclu baglanan lipit ya da lipit
bazl bir ligandin bdobrede hedeflenmesi daha az olasidir ve bu nedenle vucuttan
temizlenme olasiligi daha dusuktur. HSA'ya daha az kuvvetle baglanan bir lipit ya da

lipit bazli ligand, konjugati bobrede hedeflemek icin kullanilabilir.

Tercih edilen bir duzenlemede, lipid tabanh ligand HSA'y1 baglar. Tercih edilen sekliyle,
HSA'yI, konjugatin tercih edilen sekliyle bobrek disi bir dokuya daditilacad sekilde
yeterli bir afinite ile badlar. Bununla birlikte, afinitenin, HSA- ligand baglanmasinin

tersine cevrilemeyecek kadar guclu olmamasi tercih edilir.

Bir bagka tercih edilen duzenlemede, lipid tabanli ligand HSA'yi zayif bir sekilde baglar
ya da hi¢c baglamaz, oyle ki konjugat tercih edilen sekliyle bobrege daditilacaktir.
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Bobrek hucrelerini hedefleyen dider kisimlar, lipit bazh liganda ek olarak ya da bunun
yerine kullanilabilir.

Bir baska bakis acisinda, ligand, ornedin bir prolifere edici hiuicre gibi bir hedef hucre
tarafindan alinan 6rneg@in bir vitamin gibi bir kismidir. Bunlar, ornegin kanser hucreleri
gibi, ornedin, malignant ya da malignant olmayan ture ait istenmeyen hucre
proliferasyonu ile karakterize edilen rahatsizliklari tedavi etmek igin ozellikle
kullaniimaktadir. Ornek teskil eden vitaminler, vitamin A, E, ve K igerir. Difler ornek
teskil eden vitaminler, B vitamini ipermekte olup, ornedin, kanser hucresi ile alinan folik
asit, B12, riboflavin, biyotin, piridoksal ya da diger vitaminler ya da besinlerdir. Ayni
zamanda dahil edilenler HAS, dusuk yogunlukiu lipoprotein (LDL) ve yuksek
yogunluklu lipoproteindir (HDL}.

Baska bir bakis agisinda, ligand, bir hucreye gegirgenlik ajani, tercih edilen sekliyle bir
sarmal hucreye gecirgenlik ajanidir. Bu ajan tercih edilen sekliyle amfipatiktir. Ormek
teskil eden bir ajan, tat ya da antennopedia gibi bir peptiddir. Ajan bir peptid ise, bir
peptidilimetik, invertomerler, peptit olmayan ya da psodo- peptid baglar ve D- amino
asitlerinin kullamm da dahil olmak Uzere modifiye edilebilir. Sarmal ajan tercih edilen

sekliyle bir lipofilik ve bir lipofobik faza sahip olan bir alfa- helisel ajandir.

Ligand, bir peptid ya da peptidomimetik olabilir. Bir peptidomimetik (burada ayrica bir
oligopeptidomimetik olarak da adlandirilir), dogdal bir peptide benzer bir tanimlanmig
uc boyutlu yapiya katlanabilen bir molekuldur. Peptid ya da peptidomimetik kisim,
yaklasik 5- 50 amino asit uzunlugunda olabilir, 6rnegin, yaklasik 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 45, ya da 50 amino uzunlugundadir (Tablo 7'ye bakiniz).

Tablo 7. Ornek Teskil Eden Hucre Gecgirgenligi Peptitleri

Amino asit Sekansi Referans

Penetratin RQIKIWFQNRRMKWKK Derossi et al., J. Biol.
Chem. 269: 10444,
1994
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Tat fragmani (48- 60)

GRKKRRQRRRPPQC

Vives et al., J. Biol.

Chem., 272:
16010,1997
Sinyal Sekansi | GALFLGWLGAAGSTMGAWSQPKKKR | Chaloin ve  dig.,
tabanh peptit Biochem. Biophys.

KV

Res. Commun., 243:
601,1998

PVEC LLILRRRIRKOAHAHSK Elmquist ve dig., Exp.
Cell Res., 269: 237,
2001

Transportan GWTLNSAGYLLKINLKALAALAKKIL Pooga ve di§, FASEB
J., 12: 67,1998

Amfifilik model KLALKLALKALKAALKLA Oehlke ve dig, Mol.
Ther., 2: 339, 2000

Argg RRRRRRRRR Mitchell ve did., J.
Pept. Res., 56:
318,2000

Bakteriyel hucre | KFFKFFKFFK

duvar gegirgenligi

LL- 37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFL
RNLVPRTES

Sekropin Pl SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAIAIQG
GPR

a- defensin ACYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWA
FCC

b- defensin DHYNCVSSGGQCLYSACPIFTKIQGTC

YRGKAKCCK
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Baktenesin RKCRIVVIRVCR

PR- 39 RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRIPP
GF PPRFPPRFPGKR- NH2

Indolisidin ILPWKWPWWPWRR- NH2

Bir peptid ya da peptidomimetik, ornedin bir hucre gecirgenlik peptidi, katyonik peptid,
amfipatik peptid, ya da hidrofobik peptid olabilir (6rnegin, primer olarak Tyr, Trp ya da
Phe'den olusur). Peptit kismi, bir dendrimer peptid, sinilanmis peptid ya da capraz
baglanmis peptid olabilir. Baska bir alternatifte, peptit kismi, bir hidrofobik membran
translokasyon sekansi (MTS) icerebilir. Ornek teskil eden bir hidrofobik MTS icerikli
peptid, AAVALLPAVLLALLAP amino asit sekansina sahip RFGFdir.

Bir hidrofobik MTS igeren bir RFGF analogu (6rnedin, amino asit sekansi
AALLPVLLAAP) da bir hedefleme kismi olabilir. Peptit kismi, hiicre membranlar
boyunca peptidler, oligonukleotidler ve protein dahil olmak Uzere buyuk polar
molekulleri tasiyabilen bir "iletim" peptidi olabilir. Ornegin, HIV Tat proteini
(GRKKRRQRRRPPQ) ve Drosophila Antennapedia proteininin
(RQIKIWFQNRRMKWKK) sekanslarinin, iletim peptidleri olarak iglev gorebildigi
bulunmustur. Bir peptid ya da peptidomimetik, bir faj- gdoruntuleme kitiuphanesinden
ya da bir- boncuk- bir- bilesik (OBOC) kombinatoryal kutuphanesinden tanimlanmisg bir
peptid gibi rastgele bir DNA sekansi tarafindan kodlanabilir {(Lam ve dig., Nature, 354:
82- 84, 1991). Tercih edilen sekliyle, bir birlesik monomer birimi yoluyla bir iRNA
ajanina tetrittenmis peptid ya da peptidomimetik, bir arjinin- glisin- aspartik asit (RGD)-
peptid, ya da RGD mimik gibi bir hticre hedefleyici peptiddir. Bir peptit kismi yaklasik
5 amino asitten yaklasik 40 amino asit uzunluga kadar degisebilir. Peptit kisimlar,
dogrudan konformasyon ozelliklerinde stabiliteyi arttirmak igin  yapisal bir
modifikasyona sahip olabilir. Asadida aciklanan yapisal modifikasyonlardan herhangi

biri kullanilabilir.

Bir RGD peptid kismi, bir endotelyal huicre ya da bir gdogus kanseri tumor hucresi gibi
bir tumor hucresinin hedeflenmesi igin kullanilabilir (Zitzmann ve dig., Cancer Res., 62:
5139- 43, 2002). Bir RGD peptidi, bir iRNA ajaninin akcider, bobrek, dalak, ya da
karaciger de dahil olmak uUzere cesitli diger dokulara ait colanlari hedeflemesini
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kolaylastirabilir (Aoki ve did., Cancer Gen Therapy 8: 783- 787, 2001). Tercih edilen
sekliyle, RGD peptidi, bir iRNA ajaninin bobrede hedeflenmesini kolaylastiracaktir.
RGD peptidi lineer ya da siklik olabilir, spesifik dokulara hedeflemeyi kolaylastirmak
icin modifiye edilebilir, 6rnegin glikosillenebilir ya da metillenebilmektedir. Ornegin,
glikosile edilmis bir RGD peptidi, avpBs eksprese eden bir tumor hicresine bir iRNA
ajani iletebilir (Haubner ve dig., Jour. Nucl. Med., 42: 326- 336, 2001).

Prolifere olan hiicrede zenginlestiriimis isaretleyicileri hedef alan peptitler kullanilabilir.
Ornedin, peptid ve peptidomimetikler iceren RGD, kanser hucrelerini, ozellikle de bir
avPs integrini sergileyen hucreyi hedefleyebilir. Boylece, RGD peptidleri, RGD igeren
siklik peptidler, D- amino asitler igeren RGD peptidleri ve bunun yani sira sentetik RGD
mimikleri de kullanilabilir. RGD'ye ilave olarak, avBs integrin ligandini hedefleyen diger
kisimlar kullanilabilir. Genel olarak, bu tur ligandlar, hucre ve anjiyogensizlerin
gcodaltilmasini kontrol etmek igin kullanilabilir. PECAM- 1, VEGF ya da diger kanser
geni, ornegin burada tarif edilen bir kanser geni hedefleyen bu tip ligandlarin tercih

edilen konjugatlardir.

Bir "hucre gecirgenlik peptidi”, ornegin bir insan hucresi gibi bir memeli hucresi ya da
bir bakteriyel ya da fungal huicre gibi bir mikrobiyal hiicre olan bir hucreye nufuz
edebilir. Bir mikrobiyal hucre gecirgenlik peptidi, ornegin, a- helisel lineer bir peptid
(ornedin, LL- 37 ya da Ceropin P1), bir disuilfid bad1 icerikli peptid (6rnegin, a- defensin,
(B- defensin ya da baktenesin) ya da sadece bir ya da iki dominant amino asitleri igceren
(ornegdin, PR- 39 ya da indolisidin} bir peptittir. Bir hucre gecirgenlik peptidi ayni
zamanda bir nukleer lokalizasyon sinyali (NLS) icerebilir. Ornedin, bir hucre gegirgenlik
peptidi, HIV- 1 gp41 ve SV40 buyuk T antijeninin NLS'sinin fuzyon peptid bolgesinden
turetilen MPG gibi bir bipartit amfipatik peptid olabilir (Simeoni ve dig., Nucl. Acids Res.
31: 2717- 2724, 2003).

Bir duzenlemede, bir hedefleme peptidi, bir iRNA ajanina baglanir ve / veya tasiyici
oligomer bir amfipatik a- helisel peptid olabilir. Ornek teskil eden amfitatik a- helisel
peptidler, sekropinler, likotoksinler, paradaksinler, buforin, CPF, bombinin benzeri
peptid (BLP), katelisidinler, keratotoksinler, S. dava peptidleri, balik bagirsak
antimikrobiyal peptidler (HFIAP'ler), magaininler, brevininler- 2, dermaseptinler,
melittinler, plorosidin, H2A peptidleri, Ksenopus peptidleri, esculentinis- 1 ve caerinler
igerir, ancak bunlarla sinirh tutulmamaktadir. Heliks stabilitesinin butunlugunu korumak

igin bir takim faktorler tercih edilen sekliyle dugsunulecektir. Ornedin, maksimum sayida
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heliks stabilizasyon kalintisi kullanilacaktir (0rnegin, leu, ala, ya da lys) ve minimum
sayida heliks destabilizasyon kalintisi kullanilacaktir {ornedin, prolin, ya da siklik
monomerik birimler). Kaplama kalintisi, géz onune alinacaktir (érnegin, Giy ornek
teskil eden bir N- kaplama kalntisidir ve / veya C- terminal amidasyonu, sarmalin
stabilize edilmesi icin ekstra bir H- badi temin etmek Uzere kullanilabilir. i1+ 3, yadaizx
4 pozisyonlan ile ayrilan karsit yuklere sahip kalinhilar arasindaki tuz koprulerinin
olusumu, , stabiliteyi saglayabilir. Ornegin, lisin, arjinin, homo- arjinin, ornitin ya da
histidin gibi katyonik kahntilar, anyonik kalintlar glutamat ya da aspartat ile tuz
koprulerini olusturabilir.

Peptit ve peptidomimetik ligandlar, dogal olarak olusan ya da modifiye edilmis
peptidlere sahip olanlan, drmegdin D ya da L peptidleri; a, B ya da y peptidleri; N- metil
peptidleri; azapeptidleri; bir ya da daha fazla amide sahip peptidler, yani, peptid, bir ya
da daha fazla ure, tioure, karbamat, ya da sulfonil ure baglar ile yer degistirilen badlar;
ya da siklik peptidleri igerir.

Hedefleme ligand, spesifik bir reseptoru hedefleyebilen herhangi bir ligand olabilir.
Ornekleri: folat, GalNAc, galaktoz, manoz, manoz- 6P, GalNAc kumesi, manoz
kumesi, galaktoz kumesi gibi seker kumeleri ya da bir apatamerdir. Bir kume, iki ya da
daha fazla seker biriminin bir kombinasyonudur. Hedefleme ligandlari ayn1 zamanda,
integrin reseptér ligandlari, kemokin reseptor ligandlan, transferrin, biyotin, serotonin
reseptor ligandlan, PSMA, endotelin, GCPII, somatostatin, LDL ve HDL ligandlari
igerir. Ligandlar ayni zamanda nukleik asit, érnegdin bir aptamere dayanabilir. Aptamer
modifiye edilmeyebilir ya da burada agiklanan modifikasyonlarin herhangi bir

kombinasyonuna sahip olabilir.

Endosomal salinim ajanlari, imidazoller, poli ya da oligoimidazoller, PEl'ler, peptidler,
fuzojenik peptidler, polikarboksilatlar, poliaksiyonlar, maskeli oligo ya da poli katyonlari
ya da anyonlar, asetaller, poliasetaller, ketaller / poliketyallar, ortoesterler, maskeli ya
da maskesiz katyonik ya da anyonik yuklu polimerler, maskeli ya da maskesiz katyonik

va da anyonik yuklu dendrimerleri icerir.

PK modulator farmakokinetik modulator anlamina gelir. PK modulatoru, lipofiller, safra
asitleri, steroidler, fosfolipid analoglan, peptidler, protein baglama ajanlan, PEG,
vitaminler vb. icerir. Ornek teskil eden PK modulatoru, ancak sinidandinlmamis olarak,

kolesterol, yagh asitler, kolik asit, litokolik asit, di alkilgliseridler, diasilgliserid,
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fosfolipidler, sfingolipidler, naproksen, ibuprofen, vitamin E, biotin vb. igerir. Bir dizi
fosforotioat badi iceren oligonukleotidlerin de aymi zamanda serum proteinine
baglandigi bilinmektedir, boylece omurgasinda fosforotioat baglantilarinin ¢cogunu
iceren oOrnegin, yaklasik 5 baz, 15 baz ya da 20 baz oligonukleotidler gibi kisa
oligonukleotidler de ayni zamanda ligandlar olarak kullanilabilir (6rnedin PK module
edici ligandlar olarak).

llaveten, serum bilesenlerini baglayan aptamerler (drnegin serum proteinleri) de ayni

zamanda PK module edici ligandlar olarak kullanilabilir.

Bunun iginde kullanilan diger ligandlar, 10 Agustos 2004'te dosyalanan USSN: 10 /
916,185; 21 Eylul 2004'te dosyalanan USSN: 10 / 946,873; 3 Agustos 2007'de
dosyalanmig USSN: 10/ 833,934; 27 Nisan 2005'de dosyalanmig USSN: 11/ 115,989,
ve 21 Kasim 2007'de dosyalanmig USSN: 11 / 944,227 sayih basvurularda tarif
edilmektedir.

Iki ya da daha fazla ligand mevcut oldugunda, ligandlarin hepsi ayni dzelliklere sahip
olabilir, hepsi farkh ozelliklere sahip olabilir, ya da bazi ligandlar ayni ozelliklere
sahipken digerleri farkh oOzelliklere sahip olabilir. Ornegin, bir ligand hedefleme
ozelliklerine sahip olabilir, ya da PK module edici ozelliklere sahip olan endosomolitik
aktiviteye sahip olabilir. Tercih edilen bir uygulamada, tum ligandlar farkh ozelliklere

sahiptir.

Ligandlar, oligonukleotidlere gesitli yerlerde, drnedin, 3'- ucu, 5- ucu ve / veya bir i¢
pozisyonda birlestirilebilir. Tercih edilen uygulamalarda, ligand, araya giren bir baglanti
vasitasiyla oligonukleotidlere baglanir. Bahsi gegcen monomer, buyuyen sarmal
icerisine dahil edildiginde ligand ya da baglanmis ligand bir monomer uzerinde mevcut
olabilir. Bazi uygulamalarda, ligand, bahsi gegcen "oncu” monomerin buyuyen sarmala
dahil edilmesinden sonra bir "6ncl” monomere birlestirilmesi yoluyla birlestirilebilir.
Ornegin, bir amino ile sonlandirilan baglanti (yani, ilgili bir liganda sahip olmayan),
ornedin TAP- (CHz)nNHz sahip bir monomer, blyuyen sens ya da antisens sarmal
icerisine birlestirilebilir. Bir sonraki iglemde, yani, oncu monomerin sarmal igerisine
birlestirildikten sonra, bir elektrofilik gruba sahip bir ligand, ornegin, bir pentaflorofenil
ester ya da aldehit grubu, 6ncl monomerin baglantisinin terminal nukleofilik grubu ile

ligandin elektrofilik grubunun birlestiriimesiyle Oncu monomere baglanabilir.
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Cift sarmalli oligonukleotidler i¢in, ligandlar bir ya da her iki sarmala da baglanabilir.
Bazi uygulamalarda, ¢ift sarmalli bir iIRNA ajani, sense sarmalina konjuge edilmis bir
ligand icerir. Diger uygulamalarda c¢ift sarmalli bir iRNA ajani, antisens sarmalina

konjuge edilmis bir ligand icerir.

Bazi uygulamalarda, ligandlar, nukleobazlar, seker kisimlarn ya da nukleik asit
molekullerin internukleosidik baglantilarina konjuge edilebilir. Saf nukleobazlara ya da
bunlarin turevlerine konjugasyon, endosiklik ve ekzosiklik atomlari dahil olmak Uzere
herhangi bir konumda olusabilir. Bazi uygulamalarda, bir purin nukleobazin 2- , 6-, 7-
., ya da 8- pozisyonlar bir konjugat kismina baglanir. Pirimidin nukleobazlar ya da
bunlarin turevlerine konjugasyon, herhangi bir pozisyonda da ortaya c¢ikabilir. Bazi
uygulamalarda, Bir pirimidin nukleobazinin 2- , 5- ve 6- pozisyonlari bir konjugat kismi
ile ikame edilmig olabilir. Nukleositlerin seker kisimlarina konjugasyon herhangi bir
karbon atomunda meydana gelebilir. Bir konjugat kismina baglanabilen bir seker
kisminin ornek karbon atomlar, 2 ', 3' ve 5 'karbon atomlarini igerir. 1 '‘pozisyonu, bir
abasik kalintida oldugu gibi bir konjugat kismina da baglanabilir. Internukleosidik
baglantilar da konjugat kisimlari tasiyabilir. Fosfor icerikli baglar igin (oérmegin,
fosfodiester, fosforotioat, fosforoditiyotat, fosforoamidat, ve benzeri), konjugat kismi,
fosfor atomuna dogrudan bagdl ya da fosfor atomuna badlanan bir O, N, ya da S
atomuna bagdlanir. Amin- ya da amid- icerikli internukleosidik baglantilar (ornegin,
PNA) igin, konjuge kismi, amin ya da amide ait azot atomuna ya da bir komsu karbon

atomuna baglanabilir.

Oligomerik bilesiklerin konjugatlarini hazirlamak icin sayisiz metot bulunmaktadir.
Genel olarak bir oligomerik bilesik, bir konjugat kismi Uzerinde reaktif bir grup ile reaktif
bir grup (o6rnegin, OH, SH, amin, karboksil, aldehit, ve benzeri) oligomerik bilesik
uzerinde temas ettirilerek bir konjugat kismina baglanir. Bazi uygulamalarda, bir reaktif

grup elektrofilik ve digeri nukleofiliktir.

Ornegdin, bir elektrofilik grubu, karbonil igerikli bir islevsellik olabilir ve bir nukleofilik
grubu, bir amin ya da tiyol olabilir. Baglanma gruplan ile ya da badlanma gruplan
olmaksizin nukleik asitlerin ve ilgili oligomerik bilesiklerin konjugasyon metotlari,
ornegin, Manoharan in Antisens Research ve Applications, Crooke ve LeBleu, eds.,
CRC Press, Boca Raton, Fla., 1993, Bolum 17 sayili belgedeki gibi literaturde iyi tarif
edilmistir.
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Oligonukleotid konjugatlarinin  hazirlanmasini  ogreten temsili Birlesik Devletler
patentleri, , U.S. Pat. Novlar, 4,828,979; 4,948,882, 5,218, 105; 5,525,465; 5,541,313,
5,645,730; 5,552,538, 5,678, 717, 5,580,731; 5,580,731; 5,591,584, 5,109,124, 5,118,
802; 5,138,045; 5,414,077, 5,486,603; 5,512,439, 5,578, 718; 5,608,046; 4,587,044;
4,605,735; 4,667,025; 4,762,779, 4,789,737, 4,824,941, 4,835,263, 4,876,335; 4,904,
582; 4,958,013, 5,082,830, 5.112,963; 5,214,136, 5,082, 830; 5,112,963, 5,149,782;
5,214,136, 5,245,022; 5,254, 469; 5,258,506, 5,262,536, 5,272,250, 5,292,873; 5,317,
098; 5,371,241, 5,391,723, 5,416,203, 5,451,463, 5,510, 475; 5,512,667; 5,514,785;
5,565,552; 5,567,810; 5,574, 142; 5,585,481, 5,587,371; 5,595,726, 5,597,696; 5,599,
923, 5,599,928, 5,672,662; 5,688,941; 5,714,166, 6,153, 737; 6,172,208; 6,300,319;
6,335,434, 6,335,437, 6,395, 437, 6,444,806; 6,486,308, 6,525,031, 6,528,631; 6,559,
279 igerir, ancak bunlarla sinirli degildir.

Tanimlar

Kolaylik olmasi i¢in tarifnamede, orneklerde ve ekli istemlerde kullanilan belirli baz
terimlerin ve ifadelerin anlami asagida verilmistir. Bir terimin kullaruminda mevcut
tarifnamenin diger kisimlari ile bu bodlumde sadlanan anlam arasinda belirgin bir

tutarsizlik varsa, bolumdeki anlam gecgerlidir.

‘G, “C7, “A” ve “U’nun her biri genel olarak sirasiyla guanin, sitosin, adenin ve urasili
bir baz olarak igeren bir nuikleotiti ifade eder. Ancak “ribonukleotit” veya “nukleotit” ayni
zamanda agagida ayrintili olarak agiklandi§i gibi modifiye bir niikleotiti veya bir vekil
ikame grubunu ifade edebilir. Alaninda uzman kimse guanin, sitosin, adenin ve urasilin
bu tur bir ikame grubu tasiyan bir nukleotit de dahil olmak uzere bir oligonukleotitin baz
ciflenme  Ozelliklerini  buyuk ©olcude dedistirmeden diger gruplarla yer
degistirebileceginin farkindadir. Ornegin sinirlama olmaksizin baz olarak inosin iceren
bir nukleotit adenin, sitosin veya urasil igceren nukleotitlerle baz cifti olusturabilir.
Dolayisiyla urasil, guanin veya adenin iceren nukletotitier burada agiklanan nukleotit
sekanslar icinde, ornegin inosin igeren bir nukleotitle yer degistirebilir. Bu tur ikame

gruplar igeren sekanslar burada agiklanan duzenlemelerdir.

Burada kullanilan “Faktor VII” ile bir Faktor VII mRNA, protein, peptit veya polipeptit
ifade edilir. “Faktor VII” terimi aymi zamanda teknikte Al132620, Cf7, koagulasyon
faktort VIl oncull, koagulasyon faktoru VII, FVII, serum protrombin donusum
hizlandiricisi, FVIl koagulasyon proteini ve eptacog alfa olarak da bilinir.
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Burada kullanildigi haliyle “hedef sekansi®, bir primer transkripsiyon urununun RNA
islemesinin bir urunu olan mMRNA da dahil olmak uzere genin transkripsiyonu sirasinda

olusan bir mMRNA'nin nukleotit sekansinin bitisik bir bolumunu ifade eder.

Burada kullanildigi haliyle “bir sekans igeren sarmal’, sarmal nukleotit terminolojisi
kullanilarak basvurulan sekans tarafindan tarif edilen bir nukleotit zincirini iceren bir

oligonukleotiti ifade eder.

Burada kullanildigi haliyle ve aksi belirtiimedigi surece bir nukleotit cifti baglaminda
kullanilan “tamamlayici” terimi klasik bir Watson- Crick ¢iftini, yani GC, AT veya AU'yu
ifade eder. Ayni zamanda burada tarif edildigi gibi bir veya daha fazla nukleotitin
ornegin bir riboz modifikasyonu veya bir fosfat iskelet modifikasyonu ile modifiye
edildigi klasik Watson- Crick ciftlerine kadar uzanir. Ayrica baz ciftlenme ozelliklerini

buyuk olcude degigtirmeyen bir inosin veya diger varliklari da icerir.

Burada kullanildidi haliyle ve aksi belirtiimedigi sturece “tamamlayici” terimi, ikinci bir
nukleotit sekansina gore birinci bir nukleotit sekansini tarif etmek igin kullanildiginda,
alaninda uzman kimse tarafindan anlasilacagi Uzere birinci nukleotit sekansini iceren
bir oligonukleotit veya polinukleotitin ikinci nukletotit sekansini iceren bir oligonukleotit
veya polinukleotitle belirli kosullar altinda hibritlesme ve bir dupleks yapisi olugsturma
yetenedini ifade eder. Tamamlayicilik fizyolojik kosullar altinda, omegin bir
organizmada karsilasilabilecek fizyolojik olarak ilgili kosullar altinda hibritlesmeye izin
veren tam bir tamamlayiciligi, buyuk olgude tamamlayiciligl ve yeterli tamamlayicihi
igerir. Tam tamamlayicilik yukarida tarif edildigi gibi bireysel bir ¢ift icin birinci ve ikinci
sekansin tum ciftlerinde tamamlayicili§i ifade eder. Bir sekans burada agiklanan ikinci
bir sekansa gore “buyuk olgude tamamlayici” oldugunda, iki sekans tamamen
tamamlayici olabilir veya nihai uygulamalarina en uygun kosullar altinda hibritlegme
yeteneklerini korurken, hibritlesme Uzerine bir veya daha fazla uyusmayan baz cifti
olustururlar ancak genel olarak 4, 3 veya 2'den daha fazlasini olusturmazlar. Buyik
olcude tamamlayici, ayni amanda zorlayici kosullar altinda hibritlesme olarak
tanimlanabilir, burada zorlayici kosullar sunlari igerebilir; 400 mM NacCl, 40 mM PIPES
pH 6.4, 1 mM EDTA, 12 saat boyunca 50 T veya 70 T ardindan yikama. Alaninda
uzman kimse hibritlesen nukleotitlerin nihai uygulamalarina uygun olarak iki sekansin

tamamlayicihiginin bir testi icin en uygun kosullar setini belirleyebilecektir.
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Bununla birlikte hibritlesme Uzerine iki oligonukleotit bir veya daha fazla tek sarmal
gikintis1  olusturmak uzere tasarlandiyinda, bu tur c¢ikintilar tamamlayicihgin
belirlenmesi ile ilgili olarak uyusmazlik clarak kabul edilmemelidir. Ornegdin 21 nukleotit
uzunlugunda bir oligonukleotit iceren bir dsRNA ve 23 nukleotit uzunlugunda baska bir
oligonukleotit hala “tam tamamlayic’” olarak adlandirlabilir, burada daha uzun
oligonukleotit kisa nukleotit igin tam tamamlayici olan 21 nukleotit uzunlugunda bir

sekans icerir.

“Tamamlayici” sekanslar burada kullanildigi haliyle ayni zamanda, hibritlesme
yeteneklerine gore yukandaki gereksinimler karsilandigi surece Watson Crick disi baz
giftleri ve / veya dogal olmayan ve modifiye nukleotitleri igerebilir veya tamamen

bunlardan meydana gelebilir.

Fizyolojik kosullar altinda, 6rnegin bir organizmada karsilasilabilecek fizyolojik olarak
ilgili kosullar altinda hibritlesmeye izin vermek Uzere “tamamlayici’, “tam tamamlayicr”,
“‘buyuk olgude tamamlayici” ve yeterli tamamlayici terimleri, kullanimlan badlaminda
anlasilacag uzere bir dsRNA'nin sens sarmall ve antisens sarmall arasinda veya bir
dsRNATIn antisens sarmah ve bir hedef dizisi arasinda baz eslesmesine gore

kullanilabhilir.

Burada kullanildigi haliyle bir mesajci RNA (mRNA) icin “tamamlayici, ornegin bunun
bir kismi igin buyuk olgude tamamlayici” olan bir polinukleotit, ilgili mMRNA'nin (6rnegdin
kodlayan Faktor VII} bitisik bir kismi igcin tamamlayici, drnedin buyuk olgude
tamamlayici olan bir polinukleotiti ifade eder. Ornedin bir polinukleotit, eger sekans bir
mRNA kodlayan Faktor VII'in dokunulmayan bir kismi igin buyuk olcude tamamlayici

ise bir Faktor VIl mMRNA'nin en az bir kismi icin tamamlayicidir.

Burada kullamlidigi haliyle “cift sarmalli RNA” veya “dsRNA” | yukarida tanimlandigi
gibi iki anti paralel ve buyuk dlcide tamamlayici nukleik asit sarmali iceren bir dupleks
yapisina sahip bir ribonukleik asit molekulunu veya ribonukleik asit molekullerinin
kompleksini ifade eder. Dupleks yapisini olusturan iki sarmal daha buyuk RNA
molekulunun farkh kisimlari olabilirler ya da ayri RNA molekulleri olabilirler. iki sarmalin
daha buyuk bir molekulun parcasi oldugu ve dolayisiyla dupleks yapisini olusturan bir
sarmalin 3' ucu ve ilgili dier sarmalin - ucu arasinda dokunulmayan bir zincir ile
baglandigi durumda, bagdlayici RNA zinciri bir “sac tokasi ilmegi” olarak ifade edilir. iki

sarmalin dupleks yapisini olusturan bir sarmalin 3’ ucu ve ilgili diger sarmalin 5'- ucu
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arasinda dokunulmayan bir zincir disinda bir yolla kovalent olarak baglandig: durumda,
baglayan yapi bir “baglayici” olarak ifade edilir. RNA sarmallan ayni veya farkli sayida
nukleotitlere sahip olabilirler. Baz ciftlerinin maksimum sayisi dsRNA'nin en kisa
sarmalindaki nukleotitlerin sayisidir. Dupleks yapisina ek olarak bir dsRNA burada
kullanildid)r haliyle ayni zamanda bir “kuglk inhibitor RNA”, “siRNA”, “siRNA ajani”,
“IRNA ajani” veya "“RNAI ajani” olarak ifade edilir.

Burada kullanildigi haliyle bir “nukleotit cikintis)”” giftlenmeyen nukleotiti veya
dsRNAnin bir sarmalinin bir 3° ucu diger sarmalin 5- ucunun otesine uzandiginda ve
tam tersi durumda bir dsRNA'nin dupleks yapasindan ¢ikinti yapan nukleotitlerini ifade
eder. “Kor” veya “kor ug” dsRNA'nin ucunda ¢iftlenmemis nukleotitlerin yani nukleotit
gikintisinin bulunmadidini ifade eder. Bir “kor uclu” dsRNA, tam uzunlugu boyunca cift
sarmalli olan, yani molekulun higbir ucunda nukleotit cikintisi bulunmayan bir
dsRNA-dir.

“‘Antisens sarmal” terimi bir hedef sekans igcin buyuk olgude tamamlayici olan bir
bolgeyi iceren bir dsRNA'min sarmalini ifade eder. Burada kullanildigi haliyle
“tamamlayicilik bolgesi” terimi, bir sekans i¢in érnegin burada tarumlancigi gibi bir
hedef sekansi icin buyuk olgude tamamlayici olan antisens sarmalinin bolgesini ifade
eder. Tamamlayicilik bolgesinin hedef sekans igin tam tamamlayici olmadigi durumda,
uyusmazliklar en ¢ok ug bolgelerde tolere edilirler ve eger mevcutsa, genel olarak bir
u¢ bolge ya da bolgelerde, 6rnegdin 5 ve / veya 3’ ucunun 6, 5, 4, 3 veya 2 nukleotitleri
icindedir.

Burada kullanmlidigi haliyle “sens sarmall”, antisens sarmalinin bir bélgesi igin buyuk

olgude tamamlayici olan bir bolgeyi iceren bir dsRNA'nin sarmalini ifade eder.

“Kimlik™ terimi, sekanslarin kargilastinimasiyla belirlendigi Uzere iki veya daha fazla
polintikleotit arasindaki iliskidir. Kimlik ayni zamanda bu tur sekanslarin iplikgikleri
arasindaki eslesme ile belirlendigi uzere polinukleotit sekanslan arasindaki sekans
ilgisinin derecesi anlamina da gelir. ki polinukleotit sekansi arasindaki kimligi dlcmek
icin bir dizi yontem varsa da, terim alaninda uzman kimseler tarafindan iyi bilinir
(bakiniz, ornegin Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic
Press (1987); ve Sequence Analysis Primer, Gribskov., M. ve Devereux, J., ed., M.
Stockton Press, New York (1991)). Burada kullanildidi haliyle “buyuk olgcude ozdes”,
dsRNA'nIn sens sarmall ve hedef genin kargilik gelen kismi arasinda cok yuksek bir
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homolojinin (tercih edilen sekliyle % 100 dizi kimligi) var oldudu anlamina gelir.
Bununla birlikte % 90'dan fazla veya % 95'den fazla dizi kimligine sahip dsRNA burada
kullanilabilir ve dolayisiyla genetik mutasyona, sus polmorfizmine veya evrimsel
ayrismaya bagh olarak beklenebilecek sekans varyasyonlar tolere edilebilir. % 100
kimlik tercih edilse de dsRNA RNA ve hedef gen arasinda tek veya coklu baz ¢ifti
rastlantisal uyusmazliklari icerebilir.

Bir dsRNAyla ilgili olarak “bir huicreye sokma”, alaninda uzman kimsenin anlayacagi
uzere hucreye alimin veya absorbsiyonun kolaylagtiriimasi anlamina gelir. dsRNA'nin
alimi veya absorbsiyonu yardim almayan difuzif veya aktif hlicresel proseslerle veya
yvardimca ajanlarla veya cihazlarla ortaya cikabilir. Bu durumda hiicreye sokma,
organizmaya iletimi icerecektir. Ornegin in vivo iletim igcin dsRNA bir doku bdlgesine
enjekte edilebilir veya sistemik olarak uygulanabilir. Bir huicreye in vitro olarak getirme

elektroporasyon ve lipofeksiyon gibi teknikte bilinen yontemleri igerir.

Burada Faktdr VII geniyle ilgili olarak “susturma” ve “ifadesini inhibe etme” terimleri,
birinci Faktor VII geninin transkribe edildigi ve Faktor VIl geninin ifadesinin inhibe
edilecegi sekilde muamele edildigi bir hucre veya hucre grubundan, buyuk olgcude
birinci huicre veya hucre grubuna 6zdes ancak bu sekilde muamele edilmeyen (kontrol
hucreleri) ikinci bir hucre veya hucre grubuna gore, izole edilebilecek Faktor VI
geninden gelen mRNA miktarinda bir azalmayla ortaya kondugu uzere Faktor VII
geninin ifadesinin en azindan kismen baskilanmasini ifade eder. Inhibisyon derecesi

genellikle asagidaki sekilde ifade edilir:

(kontrol hucrelerindeki mRNA) — (tedavi edilen hucrelerdeki mRNA) x % 100

(kontrol hucrelerindeki mRNA)

Alternatif olarak inhibisyon derecesi fonksiyonel olarak Faktor VIl gen
transkripsiyonuna baglanan bir parametrenin, érnegin bir hucre tarafindan salgilanan
Faktor VII geni tarafindan kodlanan protein miktari veya belirli bir fenotipi gosteren
hucre sayisi, ornegin apaptozun azalmasi cinsinden verilebilir. Prensipte Faktor VII
gen susturmasi yapisal olarak veya genomik muhendislikle ve uygun bir analizle hedefi
ifade eden herhangi bir hucrede saptanabilir. Ancak verilen bir siRNA‘nin Faktor VI
geninin ifadesini belirli bir dereceye kadar inhibe edip etmedigini belirlemek igin bir
referans gerektiginde, asagidaki Orneklerde sadlanan analizler bu tur bir referans

olarak hizmet edebilir.
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Ornedin belirli bazi durumlarda Faktor VII geninin ifadesi , burada agiklanan cift
sarmalli oligonukleotitlerin uygulanmasi ile en az yaklasik % 20, % 25, % 35, % 40
veya % 50 baskilanir. Bir duzenlemede Faktor VI geni burada aciklanan ¢ift sarmalli
oligonukleotitin uygulanmasiyla en az yaklasik % 60, % 70 veya % 80 baskilanir. Daha
fazla tercih edilen bir duzenlemede Faktor VIl geni burada aciklanan cift sarmalli
oligonukleotitin uygulanmasi ile en az yaklasik % 85, % 90 veya % 95 baskilanir.

“Tedavi etme”, “tedavi” terimleri ve benzerleri bir hastalik veya bozukluktan kurtulmayi
veya bunlarin hafiflemesini ifade eder. Asadida gecen dider hastalik durumlanndan
herhangi biriyle ilgili oldugu surece (6rnegin trombotik bir bozukluktan baska bir Faktor

LI

VIl aracili durum), “tedavi etme”, “tedavi” ve benzerleri bu tur durumlarla ilgili en az bir
semptomdan kurtulma ya da bunun hafiflemesini veya bu tur bir hastalik durumunun

ilerleyisini yavaglatma veya geri gevirmeyi ifade eder.

“Terapotik olarak ilgili” bir bilesim uygun bir dozda uygulandiginda bir hastali§i veya
bozuklugu veya bir hastaliin veya bozuklugun bir semptomunu hafifletebilir.

Burada kullanildidi haliyle “Faktor VII aracili durum veya hastalik™ ve ilgili terimler ve
ifadeler uygun olmayan, ornegin normalden buyuk Faktor VIl aktivitesini ifade eder.
Uygun olmayan Faktor VII fonksiyonel aktivitesi, normalde Faktor VIl'yi ifade etmeyen
hucrelerdeki Faktor VIl ifadesinin veya artan Faktor VIl bir sonucu olarak ifadesinin
(ornegin viral bir hemorajik ates veya bir trombus semptomuna yol acarak}) artabilir. Bir
Faktor VII aracili hastallk durumu veya hastaliga tamamen veya kismen uygun
olmayan Faktor VIl fonksiyonel aktivitesi aracilik edebilir. Ancak bir Faktor VIl aracili
hastalik durumu veya hastalk, Faktor VIl modulasyonunun altta yatan hastalik durumu
veya bozukluk Uzerinde bir miktar etkiyle sonuglandigi bir bozukluk veya hastaliktir
(ornegin bir Faktor VIl inhibitoru en azindan bazi hastalarda hastanin esenliginde bir

miktar ilerlemeye yol acar).

Bir “hemorajik ates”, bir viral enfeksiyonun neden oldugu bir hastalik kombinasyonunu
icerir. Ates ve gastrointestinal semptomlari tipik olarak kapiler hemoraiji takip eder.

Bir “koagulopati” bir denegin kan pihtilasma mekanizmasindaki herhangi bir kusurdur.

Burada kullarildigi haliyle bir “trombotik bozukluk”, istenmeyen kan koagulasyonu ile
karakterize edilen herhangi bir bozuklugu igeren, tercih edilen sekliyle istenmeyen FVII

ifadesinden kaynaklanan herhangi bir bozukluktur.
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Burada kullamlidid haliyle “terapdtik olarak etkili miktar” ve “profilaktik olarak etkili
miktar” ifadeleri, viral bir hemorajik atesin veya bu tur bir bozuklugun, érnedin hemoraj,
ates, gugsuzluk, kas agrisi, bas agrisi, enflamasyon veya dolasim soku gibi bir acik
semptomunun tedavisi, dnlenmesi veya idaresinde terapotik bir fayda saglayan bir
miktan ifade eder. Terapotik olarak etkili olan spesifik miktar siradan bir tip hekimi
tarafindan kolayca belirlenebilir ve teknikte bilinen, drnegin trombotik bozuklugun turu,
hastanin hikayesi ve yasi, hastaliyin evresi ve uygulanan dider ajanlar gibi faktorlere

bagh olarak degisebilir.

Burada kullanildigi haliyle bir “farmasétik bilesim”, bir dsRNA'nin farmakolojik olarak
etkili bir miktarini ve farmasotik olarak kabul edilebilir bir tasiyiciyi icerir. Burada
kullanildig1 haliyle “farmakolojik olarak etkili miktar”, “terap®tik olarak etkili miktar” veya
basitce “etkili miktar’, bir RNA'nin istenen farmakolojik, terapotik veya oOnleyici
sonucunu Uretmek icin etkili bir RNA miktarini ifade eder. Ormedin bir hastalik veya
bozuklukla ilgili élgulebilen bir parametrede en az % 25'lik bir azalma oldugunda verilen
bir klinik tedavi etkili sayilirsa, bu hastalik veya bozuklugun tedavisi icin bir ilacin
terapotik olarak etkili bir miktari bu parametreyi en az % 25 oraninda etkilemek i¢in

gerekli miktardir.

“Farmasotik olarak kabul edilebilir tagiyici” terimi terapotik bir ajanin uygulanmasi igin
bir tasiyiciyr ifade eder. Bu tur tasiyicilar, bunlarla sinirh olmamakla birlikte tuzlu su
gozeltisi, tamponlanmig tuzlu su ¢ozeltisi, dekstroz, su, gliserol, etanol ve bunlarin
kombinasyonunu igerir. Terim spesifik olarak hucre kulturu ortamini diglar. Oral olarak
uygulanan ilaglar igcin farmasotik olarak kabul edilebilir tagiyicilar, bunlarla sinirh
olmamakla birlikte inert seyrelticiler, dagitici ajanlar, baglayici ajanlar, kaydirici ajanlar,
tatlandinci ajanlar, aroma verici ajanlar, renklendirici ajanlar ve koruyuculan igerir.
Uygun inert seyrelticiler sodyum ve kalsiyum karbonat, sodyum ve kalsiyum fosfat ve
laktozu icerirken, misir nisastasi ve alginik asit uygun dagitici ajanlardir. Baglayici
ajanlar nisasta ve jelatini icerirken, kaydirici ajan, eder mevcutsa, genel olarak
magnezyum stearat, stearik asit veya talk olacaktir. Eder istenirse, tabletler
gastrointestinal sistemde absorbsiyonu geciktirmek igin gliseril monostearat veya
gliseril distearat gibi bir malzeme ile kaplanabilir.

Burada kullanildigi haliyle bir “donusturulmus huicre”, bir dsRNA molekulunun ifade
edilebilecegi bir vektorun sokuldugu bir huicredir.
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Nukleik Asit Lipit Partikullerinin Karakteristikleri

Bazi uygulamalarda, burada tarif edilenler, nukleik 6zelliklerin bir lipit tabakasi iginde
kapsullenmis oldugu lipit- enkapsule edilmis nukleik asit partikullerin Uretilmesine
yonelik metotlar ve kompozisyonlardir. siRNA oligonukleotidlerini iceren bu tip nukleik
asit- lipit partikulleri, asagidakiler dahil olmak uzere cesitli biyofiziksel parametreler
kullanilarak karakterize edilir: (1) ilag ila lipit orani; (2) kapsulleme verimliligi; ve (3)
parcacik buyukludu. Yuksek ilac ila lipit oranlari, yuksek kapsulleme verimliligi, iyi
nukleaz direnci ve serum stabilitesi ve kontrol edilebilir partikul buyuklugu, genel olarak
cap olarak 200 nm'den kuguk olmasi arzu edilir. Buna ek olarak, nukleik asitin
polimerinin dogasinin o kadar onemlidir, cunkl nikleik asitlerin modifikasyonu nukleaz
direncini kazandirma pahasinda bircok durumda terapotiklerin maliyetini arttirirken
bircok durumda sadece sinirli bir direng sadlar. Aksi belirtiimedidi surece, bu kriterler

asagidaki gibi bu tarifnamede hesaplanabilir:

Nukleik asit ila lipit orani, ayni hacimde lipidin miktari ile bolunen preparasyonun 30
tanmimlanmis bir hacimde nukleik asidin miktaridir. Bu, mol bazi basina bir mol ya da
agirlik bazi bagina bir agirhk ya da mol bazi basina bir agirlik uzerine olabilir. Nihai
olarak, uygulamaya hazir formulasyonlar, nukleik asit: lipit orani, diyalizden sonra
hesaplanir, kromatografi ve / veya enzim (om., nukleaz) kadar dis nukleik asidin

gikariimasi igin kullanihr;

Kapsulleme etkinligi, uygulamaya yetkin formulasyon olan nihai ilag ila lipit orani ile
bélunen baslangic kansiminin ilag ila lipit orani anlamina gelir. Bu nispi verimin bir
olgusudur. Mutlak verimin bir dlgusu igcin, uygulamaya yetkin formulasyonda biten
baslangig karisimina ilave edilen toplam nukleik asit miktari da ayni zamanda
hesaplanabilir. Formulasyon islemi sirasinda kaybolan lipit miktar da ayni zamanda

hesaplanabilir. Verimlilik, formulasyonun israfi ve masrafinin bir olgusudur; ve

Boyut, olusan partikullerin boyutunu {(gapini) gosterir. Boyut dagihimi, bir Nicomp Model
370 alt mikron partikul boyut dlcucusu uzerinde yar elastik 1sik sagilimi (QELS)
kullanilarak belirlenebilir. Neoplazmlar ve iltihap bolgeleri gibi neo- vaskUlarize

(sizintih) dokulara dagitiimak uzere 200 nm altindaki partikuller tercih edilir.

Lipit partikullerini hazirlama yontemleri

Burada tarif edilen metotlar ve kompozisyonlar, eslik eden Orneklerde ve asagida tarif

edilen sentez, hazirlama ve karakterizasyonu olan bazi katyonik lipitleri kullaniriar.
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Buna ilaveten, burada tarif edilenler, ornegin, bir nukleik asit gibi terapotik ajan ile iligkili
olanlar dahil olmak uzere lipid partikullerini hazirlama metotlandir. Burada tarif edilen
metotlarda, lipitlerin bir karigimi, lipit partikullerinde enkapsullenmis nukleik asidi iceren
bir ara maddeyi uretmek icin nukleik asidin tamponlu bir sulu ¢ozelti ile kombine
edilmekte olup icerisinde enkapsule edilmis nukleik asitler, adirlikgca yaklasik % 3 ila
yaklasik % 25 arasinda, tercih edilen sekliyle agirhkga % 5 ila % 15 arasinda bir nukleik
asit / lipit oraninda mevcuttur. Ara madde karnisimi, opsiyonel olarak lipit ile
enkapsullenmis nukleik asit partikulleri elde etmek icin boyutlandirilabilir, burada lipit
parcalar, tercih edilen sekliyle 30 ila 150 nm bir ¢apa, daha fazla tercih edilen sekliyle
yaklasik 40 ila 90 nm bir capa sahip tek lamelli vesikullerdir. pH daha sonra lipid-
nukleik asit partikulleri Uzerindeki yuzey yuklerinin en az bir kismini notralize etmek
icin yukseltilir boylece en az kismen yuzeyden nodtrlestiriimig lipit kapsullenmis nukleik
asit kompozisyonu saglanir.

Yukarida tarif edildigi gibi, bu katyonik lipidlerin bircogu, amino grubunun pKa'sinin
altinda bir pH'ta yuklu olan ve pKa'nin uzerinde bir pH degerinde buyuk olgude notr
olan amino lipidlerdir. Bu katyonik lipidler titrasyonlu katyonik lipidler olarak adlandirilir
ve iki adimh bir islem kullanilarak bunun iginde tarif edilen formulasyonlarda
kullanilabilir. Birincisi, lipit vesikulleri, nukleik asitlerin mevcudiyetinde titrasyonlu
katyonik lipidler ve diger vesikul bilesenleri ile dusuk pH'da olusturulabilir. Bu sekilde,
vesikuller niikleik asitleri kapsullemekte ve yakalayacaktir. Ikincisi, yeni olugan
vesikullerin yuzey yuku, yani fizyolojik pH ya da daha yuksek mevcut olan pKa
titrasyonlu katyonik lipitlerin Gizerinde bir seviye ila ortamin pH artmasiyla notralize
edilebilir. Bu islemin ozellikle avantajli bakis agilar arasinda, hem herhangi yuzey
absorbe edilmig nukleik asit hem de notr bir yuzeye sahip olan nukleik asit tagiyici bir
aracin gikarilmasini igerir. Notr bir yuzeye sahip olan lipozomlar ya da lipid partikuller,
katyonik lipozom preparasyonlar ile iligkili olan belirli toksisitelerin onlenmesi icin ve
dolasimdan hizl bir sekilde temizlenmesinin sakinilmasi beklenir. Bu tur titrasyonlu
katyonik lipitlerin nukleik asit- lipit partikullerinin formulasyonunda bu kullanimlarina
iliskin ilave detaylar, U.S. Patent 6,287,591 ve U.S. Patent 6,858,225 sayili belgelerde

temin edilmektedir.

Aynica, bu sekilde olusturulan vesikullerin, nukleik asitlerin yuksek icerigine sahip tek

bicimli vesikil boyutuna sahip formilasyonlar sagladigi da belirtiimektedir. ilaveten,
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vesikuller yaklasik 30 ila yaklasik 150 nm arasinda, daha fazla tercih edilen sekliyle
yaklasik 30 ila yaklasik 30 nm'lik arasinda bir boyut araliina sahiptir.

Herhangi bir ozel teoriye bagl kalmaksizin, nukleik asit enkapsullemenin ¢ok yuksek
verimliliginin dusuk pH'ta elektrostatik etkilesimin bir sonucu olduguna inanilmaktadir.
Asidik pH'da (pH 4.0), vesikul yuzeyi yuklenir ve elektrostatik etkilesimlerle nukleik
asitlerin bir kismini baglar. Harici asidik tampon daha notr bir tampon icin degistirildigi
zaman (ornegin, pH 7.5), lipid partikulu ya da lipozomunun ylzeyi notralize olup
herhangi bir harici nukleik asitin ¢ikarilmasina izin verir. Formulasyon sureci hakkinda
daha detayl bilgi cesitli yayinlarda verilmektedir (ornegin, U.S. Patent 6,287,591 ve
U.S. Patent 6,858,225 sayih belgeler).

Yukaridakilerin 1s1ginda, burada tarif edilenler lipit / nukleik asit formulasyonlarini
hazirlama metotlardir. Burada tarif edilen metotlarda, lipitlerin bir kangimi, lipit
partikullerde enkapsullenmis nukleik asit iceren bir ara madde karisimini uretmek icin
nukleik asidin tamponlanmis bir sulu ¢dzelti ile kombine edilmekte olup, ornegin
icerisinde enkapsullenmis nukleik asitler, agirlikga yaklasik % 10 ila agirlikga yaklasik
% 20 bir nukleik asit / lipit oraninda mevcut olmaktadir. Ara karisim, opsiyonel olarak
lipit ile enkapsullenmis nukleik asit partikulleri elde etmek icin boyutlandirilabilmekte
olup icerisinde lipit kisimlari, tercih edilen gekliyle 30 ila 150 nm arasinda bir capa,
daha tercih edilen sekliyle yaklasik 40 ila 90 nm'lik bir papa sahip tek lamelli
vesikullerdir. pH daha sonra, lipid- nukleik asit partikulleri Uzerindeki yuzey yuklerinin
bir kismini notralize etmek icin yukseltilir, boylece en az kismen yuzeyde notrlestiriimis

lipid kapsullenmis nukleik asit kompozisyonu saglanir.

Baz duzenlemelerde, lipit kansimi, en az iki lipit bileseni icerir: burada tarif edilen,
lipidin pKa'nin altinda pH degerinde katyonik olan ve pKa'nin Uzerinde pH'ta ndtr olan
bir pKa'ya sahip lipidler arasindan segilen bir birinci lipit bileseni ve lipid- nukleik asit
partikul olusumu sirasinda partikul agregasyonunu onleyen lipidler arasindan segilen
bir ikinci lipit bileseni. Belirli duzenlemelerde, amino lipit, burada tarif edilen bir yeni
katyonik lipittir.

Burada tarif edilen nukleik asit- lipit partikullerin hazirlanmasinda, lipitlerden olusan
kansim tipik olarak bir organik gozucu igindeki lipitlerin bir gozeltisidir. Lipidlerin bu
karisimi daha sonra ince bir film olusturmak uzere kurutulabilir ya da lipozomlar

olusturmak icin sulu bir tampon ile hidratlanmadan once bir toz olugturmak Uzere
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liyofilize edilir. Alternatif olarak, tercih edilen bir metotta, lipit karisimi, etanol gibi suda
kansabilir bir alkol icinde ¢ozulebilir ve bir sulu tampona eklenen bu etanolik ¢ozelti,
spontan lipozom olusumu ile sonuclanir. Bircok uygulamada, alkol, ticari olarak temin
edilebilen formda kullanilir, ornegin, etanol mutlak etanol (% 100) olarak ya da % 95
etanol olarak da kullanilabilir, geri kalani ise sudur. Bu metot, U.S. Patent 5,976,567
saylli belgede daha ayrintil oclarak anlatiimaktadir.

Bir ornek teskil eden uygulamada, lipitlerden olusan karigim, bir alkol ¢cozucusu icindeki
katyonik lipidler, notr lipidler (katyonik bir lipid disinda), bir sterol {(6rnegin, kolesterol)
ve PEG ile modifiye edilmis bir lipidin (bir PEG- DMG ya da PEG- DMA) karisimidir.
Tercih edilen uygulamalarda, lipit karisimi, esasen bir katyonik lipit, notr lipit, kolesterol
ve alkol iginde daha ¢ok tercih edilen sekliyle etanol icinde PEG ile modifiye edilmis bir
lipittir. Ayrica tercih edilen uygulamalarda, birinci ¢ozelti, yukaridaki lipitlerden olugan
kangimda belirtilen molar oranlarinda yaklasik % 20- % 70 katyonik lipit: % 5- % 45
notr lipid: % 20- % 55 kolesterol: % 0.5- % 15 PEG ile modifiye edilmis lipitten olusur.
Ayrica yine de tercih edilen uygulamalarda, birinci gozelti, esasen Tablo 1, DSPC, Kol
ve PEG- DMG ya da PEG- DMA arasindan secilen, daha fazla tercih edilen sekliyle
yaklasik % 20- % 60 katyonik lipid: % 5- % 25 DSPC: % 25- % 55 Kol: % 0.5- % 15
PEG- DMG ya da PEG- DMA bir molar oraninda bir lipitten olusur. Belirli
uygulamalarda, molar lipit orani yaklasik olarak 50 / 10/ 38.5/ 1.5 (% mol katyonik lipit
/ DSPC /Kol / PEG- DMG, PEG- DSG ya da PEG- DPG), 57.2/7.1/34.3/ 1.4 (% mol
katyonik lipit / DPPC / Kol / PEG- cDMA), 40/ 15740/ 5 (% mol katyonik lipit / DSPC
/ Kol / PEG- DMG), 50/ 10/ 35/ 4.5/ 0.5 (% mol katyonik lipit / DSPC / Kol / PEG-
DSG ya da Ga1NAc3- PEG- DSG), 50/ 10/ 35 / 5 (katyonik lipit /f DSPC / Kol / PEG-
DMG), 40 / 10 / 40 / 10 (% mol katyonik lipit / DSPC / Kol / PEG- DMG ya da PEG-
c¢DMA), 35/ 15/ 40/ 10 (% mol katyonik lipit / DSPC / Kol / PEG- DMG ya da PEG-
cDMA) ya da 52/ 13/ 30/ 5 (% mol katyonik lipit / DSPC / Kol / PEG- DMG vya da
PEG- cDMAYdir. Tercih edilen uygulamalara ait bir baska grupta, bu kompozisyonlar
icindeki notr lipit, POPC, DPPC, DOPE ya da SM ile yer degistirir. Tarifnameye gore,
lipid kansimi, nukleik asitleri icerebilen bir tamponlu sulu gézelti ile kombine edilir.
Tamponlu sulu solusyon, tipik olarak tamponun, lipit karngimindaki protonlanabilir
lipidin pKa'sindan daha dusuk bir pH degerine sahip oldudu bir gozeltidir. Uygun
tamponlara ait ornekler, sitrat, fosfat, asetat, ve MES igerir. Ozellikle tercih edilen
tampon sitrat tamponudur. Tercih edilen tamponlar, kapsullenmis olan nukleik asidin
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kimyasina bagh olarak 1- 1000 mM anyon araliyinda olabilecektir ve tampon
konsantrasyonun optimizasyonu, yuksek yukleme seviyelerinin gergeklestiriimesi igin
anlami olabilir {bakiniz, érnegin U.S. Patent 6,287,591 ve U.S. Patent 6,858,225 sayil
belgeler). Alternatif olarak, klorit, sulfat ya da benzeri ile pH 5- 6’ya asitlestirilen saf su
kullanilabilir. Bu durumda, % 5 glukoz ilave edilmesi ya da partikuller etanolu
uzaklastirmak icin diyalize edildiginde, pH"1 arttirdi§i ya da normal salin gibi farmasotik
olarak kabul edilebilir bir tagiyici ile kanstinldid partikul membran boyunca potansiyel
ozmotidi dengeleyecek olan bir baska iyonik olmayan ¢ozucunun ilave edilmesi uygun
olabilir. Tampon icindeki nukleik asidin miktari degisebilir, ancak tipik olarak yaklasik
0.01 mg / mL ila yaklasik 200 mg / mL, daha fazla tercih edilen sekliyle yaklasik 0.5
mg / mL ila yaklasik 50 mg / mL arasinda olacaktir.

Lipitlerden olusan kangim ve terapoétik nukleik asitlerin tamponlu sulu ¢ozeltisi ara
madde karigim saglamak icin kombine edilmistir. Ara madde kansimi tipik olarak,
kapsullenmis nukleik asitlere sahip olan bir lipit taneciklerinin bir kangimidir. Buna
ilaveten, ara madde kansimi ayni zamanda nukleik asitlerin bazi kismini da
icerebilmekte olup negatif yuklu nukleik asitlerin ve lipit partikul yuzeyinde pozitif yuklu
lipitlerin iyonik cekimine bagh olarak lipit partikullerin yuzeyine (lipozomlar ya da lipid
vesikuller) baglanirlar (Protonlanabilir ilk lipit bilesenini olusturan amino lipidler veya
diger lipitler, lipit Uzerinde protonlanabilir grubun pKa'sindan daha dusuk bir pH'a sahip
olan bir tampon igcinde pozitif olarak yuklenir). Tercih edilen uygulamalarin bir
grubunda, lipidlerin bir karigimi lipitlerin bir alkol cozeltisidir ve ¢ozeltilerin her birinin
hacimleri, kombinasyon halinde, elde edilen alkol i¢eriginin hacimce yaklasik % 20 ila
hacimce vyaklasik % 45 arasinda olacad sekilde ayarlanir. Karisimlari kombine
edilmesine ait metot, cogunlukla uretilen formulasyonun olgcedine bagh olarak cesitli
islemlerden herhangi birini icerebilir. Ornegin, toplam hacim yaklasik 10- 20 mL ya da
daha az oldugunda, ¢ozeltiler bir test tupu icinde kombine edilir ve bir vorteks mikseri
kullanilarak birlikte kanstinlir. Buyuk olcekli islemler uygun uretim Olgekli cam

esyalarda gerceklestirilebilir.

Opsiyonel olarak, lipit karisimi ve terapotik ajanlarin (nukleik asitler) tamponlanmig
sulu ¢bzeltisinin kombine edilmesiyle uretilen lipit ile kapsullenmis terapo6tik ajan
(ornegin, nukleik asit) kompleksleri, istenilen bir boyut araligini ve lipit partikul
boyutlarin nispeten dar dagiimini gergeklestirmek igin boyutlanabilir. Tercih edilen
sekliyle, bunun icinde temin edilen kompozisyonlar yaklagik 70 ila yaklagik 200 nm,
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daha fazla tercih edilen sekliyle yaklagik 90 ila yaklagik 130 nm arasinda bir ortalama
papa sahip olacaklardir. Lipozomlan istenilen boyuta getirmek icin cesitli teknikler
mevcuttur. Bir boyutlama metodu, U.S. Pat. No. 4,737,323 sayilh belgede tarif
edilmistir. Ya banyo ya da prob sonikasyon ile bir lipozom suspansiyonun ultrasonik
banyoda tutulmasi, boyutu yaklasik 0,05 mikrondan kuguk olan Kuguk tek katmanh
vesiklllere (SUVlar) indirgenmis bir progresif boyutu Uretir. Homojenizasyon, buyuk
lipozomlan daha kuguk olanlara pargalamak icin enerji kesmeye dayanan bagka bir
metottur. Tipik bir homojenizasyon prosedurunde, ¢ok katmanli vesikuller, tipik olarak
yaklasik 0.1 ve 0.5 mikron arasinda secilen lipozom buyuklUkleri gozlenene kadar
standart bir emulsiyon homojenlestirici icinden yeniden sirkule edilir. Her iki metotta,
partikul boyutu dagihmi, konvansiyonel lazer 1sin1 partikul boyutu tayini ile izlenebilir.
Buradaki belirli metotlar icin, ekstriizyon, tek bicimli bir vesikiul boyutu elde etmek icin
kullanilir.

Bir kuiguk gozenekli polikarbonat membran ya da bir asimetrik seramik membran
boyunca lipozom kompozisyonlarin ekstruzyonu, nispeten iyi tanimlanmis bir boyut
dagihimi ile sonuglanir. Tipik olarak, suspansiyon, arzu edilen lipozom kompleksinin
boyut dagihmina ulasilana kadar bir veya daha fazla kez membran dogrultusunda
gevrilir. Lipozomlar, lipozom boyutunda kademeli bir azalma saglamak icin basarili bir
sekilde daha kuguk gozenekli membran boyunca ekstrude edilebilir. Bazi durumlarda,
olusturulan lipit- nukleik asit kompozisyonlari herhangi bir boyutlandirma olmaksizin
kullanmlabilir.

Belirli uygulamalarda, burada tarif edilen metotlar ayrica, lipit- nukleik asit
kompozisyonlarin lipit kisimlan Uzerindeki yuzey yuklerinin en azindan bazilarini
notralize etmenin bir adimini icerir. Yuzey yuklerini en azindan kismen notralize
ederek, kapsullenmemis nukleik asit lipit partikuli ylizeyinden serbest birakilir ve
konvansiyonel teknikler kullanilarak kompozisyondan c¢ikarilabilir. Tercih edilen
sekliyle, kapsullenmemis ve yuzeye adsorbe edilmis nukleik asitler, tampon
gozeltilerinin dedisimi yoluyla elde edilen kompozisyonlardan cikarilir. Ornegin, bir
HEPES- tamponlu salin (HBS pH yaklasik 7.5) cozeltisi ile bir sitrat tamponu
(kompozisyonlar olusturmak icin kullanilan pH yaklasik 4.0) yer degistiriimesi, lipozom
yuzeyinin notralizasyonu ile sonuglanir ve nukleik asit yuzeyden salinir. Salinan

nukleik asit daha sonra standart metotlar kullanilarak kromatografiyle ¢ikarilabilir ve
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daha sonra kullanilan lipidin pKa'sinin uzerinde bir pH'a sahip bir tampona
donusturulebilir.

Opsiyonel olarak, lipit vesikulleri (yani, lipit partikulleri), nukleik asit ilavesinden dnce
yukarida tarif edilen metotlarin herhangi biri kullanilarak boyutlandinimis bir sulu
tamponda hidrasyon ile olusturulabilir. Yukarida tarif edildigi Uzere, sulu tampon, amino
lipitin pKa'sinin altinda bir pH'ta olmalidir. Daha sonra bu boyutlandiriimig, nceden
olusturulmus vesikullere nukleik asitlerin bir cozeltisi ilave edilir. Nukleik asitlerin bu tur
“onceden olusturulmus” vesikuller icine kapsullenmesine izin vermek icin kansim
etanol gibi bir alkol igermelidir. Etanol durumunda, yaklasik % 20 (ag. / 10 ag.) ila
yaklasik % 45 (ag. / ag.) arasinda konsantrasyonunda mevcut olmalidir. Buna ilaveten,
sulu tampon- etanol karisiminda onceden olusturuimus vesikuller ve nukleik asit
kansiminin, lipid vesikullerin kompozisyonuna ve nukleik asitin dogasina bagh olarak
yaklasik 25 °C ila yaklasik 50 "C arasinda bir sicaklhida isitilmasi gerekli olabilir.
Teknikte ortalama tecrubeye sahip kisilerin agikga gorecedi uzere, kapsulleme
isleminin lipit vesikullerin arzu edilen bir seviyede nukleik asit elde etmek igin
optimizasyonu, etanol konsantrasyonu ve sicaklik gibi degiskenlerin manipule
edilmesini gerektirecektir. Nukleik asit kapsulleme igin uygun kosullanin ornekleri,
Orneklerde verilmigtir. Nukleik asitler onceden olusturulmus vesikuller icinde
kapsullendikten sonra, dis pH, yuzey yukunu kismen nodtralize edecek sekilde
arttinlabilir. Enkapsule edilmemis ve yuzeyi absorbe edilen nukleik asitler yukarida
aciklandidi gibi gikarilabilir.

Kullanim Yontemi

Burada tarif edilen lipit tanecikleri, in vitro ya da in vivo olarak bir terapotik ajani bir
hiucreye vermek icin kullanilabilir. Belirli uygulamalarda, terap®étik ajan, burada tarif
edilen bir nukleik asit- lipit partikulu kullanilarak bir hiicreye verilen bir nukleik asittir.
Burada tarif edilen lipid partikullerinin ve ilgili farmasotik kompozisyonlarina ait gesitli
metotlarin asagidaki tarifleri, nukleik asit- lipit partikulleri ile ilgili agiklama ile
orneklenirken, bu metotlarin ve kompozisyonlarin, herhangi bir terapotik ajanin bu tur
bir tedaviden fayda saglayacak herhangi bir hastalik ya da bozuklugunun tedavisi igin

verilmesi icin kolayca adapte edilebilir.

Baz uygulamalarda burada tarif edilenler, bir nukleik asitin hir huicreye sokulmasi icin
metotlardir. Hucre igine sokulmak uzere tercih edilen nukleik asitler siRNA, immun
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stimule edici oligonukleotidler, plazmidler, antisens ve ribozimlerdir. Bu metotlar,
burada tarif edilen partikullerin ya da kompozisyonlarin, hucrelerarasi dagitimin
gerceklesmesi icin yeterli bir sure boyunca hucre ile temas ettiriimesiyle

gergeklestirilebilir.

Burada tarif edilen kompozisyonlar hemen hemen her hucre turune ornegin, Hela,
HCTI 16, A375, MCF7, B16F10, Hep3b, HUH7, HepG2, Skov3, U87, ve PC3 hure
dizileri iceren ancak bunlarla sinirli olmayan tumor hucresi dizilerine adsorbe edilebilir.
Bir kez adsorbe edildikten sonra, nukleik asit- lipit partikulleri, hucrenin bir Kismi, hucre
membranlar ile lipit degisimi, ya da hucre ile birlikte olabilir. Kompleksin nukleik asit
kisminin transfer edilmesi ya da dahil edilmesi bu yollardan herhangi biri ile
gerceklesebilir. Endositoz ile hucreye alinan partikuller s6z konusu oldugunda,
partikullerin daha sonra endozomal membran ile etkilesime girdiine ve bunun
sonucunda muhtemelen iki- katmanh olmayan fazlarin olusumuyla sonuglanan
endozomal membranin dengesizlesmesine neden olduguna, kapsullenmis nukleik
asitin hucre sitoplazmasina girmesi ile sonuclandigina inanilmaktadir. Benzer sekilde,
partikullerin hucre plazma membrani ile dodrudan fuzyonu durumunda, fuzyon
gergeklestigi zaman, lipozom membran, hucre zarnna birlestirilir ve lipozomun icerigi
hucre igci siviyla birlestirilir. Hucre ile lipit- nukleik asit kompozisyonlar arasindaki
temas, in vitro olarak gerceklestirildiginde biyolojik olarak uyumlu bir ortamda
gerceklesecektir. Kompozisyonlarin konsantrasyonu, belirli uygulamaya bagh olarak
buyuk olgude degisebilir ancak genel olarak yaklagik 1 pmol ve yaklagik 10 mmol
arasindadir. Bazi uygulamalarda, hucrenin lipit- nukleik asit kompozisyonlari ile isleme
tabii tutulmasi genellikle fizyolojik sicakliklarda (yaklasik 37 “C), yaklasik 1 ila 24 saat
arasinda, tercih edilen sekliyle yaklasik 2 ila 8 saat arasinda bir zaman periyodu
boyunca gergeklestirilir. /n vitro uygulamalar igin, nukleik asitlerin verilmesi, bitki ya da
hayvan orijinli, omurgali ya da omurgasiz olsun olmasin kultur icinde buyuyen herhangi
bir hucreye ya da herhangi bir dokuya ya da ture olabilir. Tercih edilen uygulamalarda,
hucreler, hayvan hucreleri, daha ¢ok tercih edilen sekliyle memeli hlicreleri ve en gok

tercih edilen sekliyle insan hucreleri olacaktir.

Uygulamalarin bir grubunda, bir lipit- nukleik asit partikiil sUspansiyonu, yaklasik 103
ila yaklagik 10° hiicre / mL arasinda, daha ¢ok tercih edilen sekliyle yaklagik 2 x 104
hucre / mL hucre yogunluguna sahip olan % 60- % 80 konfluent kaplanmig hucrelere
ilave edilir. Hucrelere ilave edilen suspansiyonun konsantrasyonu, tercih edilen sekliyle
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yaklasik 0.01 ila 20 yg / mL arasinda, daha fazla tercih edilen sekliyle yaklasik 1 pg /
mL olmaktadir.

Tipik uygulamalar, siRNA'nin spesifik hucresel hedefleri susturmak icin ya da nakavt
olmasi i¢in hucre ici dagitimini saglamak uzere iyi bilinen prosedurlerin kullaniimasini
icerir. Alternatif olarak, uygulamalar, terapdtik olarak yararl polipeptidleri kodlayan
DNA ya da mRNA sekanslarnn verilmesini icerir. Bu sekilde, terapi, eksik ya da bos
gen urunleri tedarik ederek (yani, Duchenne'nin distrofisi igin, bkz. Kunkel ve di§., Brit.
Med. Bull. 45 (3): 630- 643 (1989) sayil belge), genetik hastaliklar igin ve kistik fibroz
igin saglanmaktadir, bakiniz Goodfellovw, Nature 341: 102- 103 (1989) sayil belge).
Burada tarif edilen kompozisyonlara yonelik dider kullanimlar, antisens
oligonukleotidlerin hucre icine sokulmasini igerir (bakiniz, Bennett, ve dig., Mol. Pharm.
41: 1023- 1033 (1992) sayih belge).

Alternatif olarak, burada tarif edilen kompozisyonlar, teknikte tecrubeli kisilerce bilinen
metotlar kullanilarak, nukleik asitlerin in vivo olarak hucreye aktariimasi igcin de
kullanilabilir. DNA ya da mRNA sekanslarinin verilmesi ile ilgili olarak, Zhu, ve dig.,
Science 261. 209- 211 (1993), DOTMA- DOPE kompleksleri kullanilarak
sitomegalovirus (CMV)- kloramfenikol asetiltransferaz (CAT) ifadesi plazmidinin
intravenoz yoldan uygulanmasini tarif eder. Hyde, ve dij., Nature 362: 250- 256
(1993), lipozomlar kullanilarak farelerin akcigerinde hava yolu ve alveollerin epiteline
sistik fibrozis transmembran iletkenlik duzenleyici (CFTR} geninin verilmesini tarif eder.
Brigham, ve dig., Am. J. Med. Sci. 298: 278- 281 (1989), farelerdeki akcigerlerin in vivo
transfeksiyonunu, hucre ici enzimi kloramfenikol asetiltransferazi (CAT)} kodlayan
islevsel bir prokaryotik gen ile tarif eder. Bu nedenle, bunun iginde tarif edilen

kompozisyonlar, bulasici hastaliklarin tedavisinde kullanilabilir.

Bundan dolay, bir baska yaklagsimda, burada tarif edilen formulasyonlar, FVII, Eg5,
PCSK9, TPX2, apoB, SAA, TTR, RSV, PDGF beta geni, Erb- B geni, Src geni, CRK
geni, GRB2 geni, RAS geni, MEKK geni, JNK geni, RAF geni, Erk1 / 2 geni, PCNA
(p21) geni, MYB geni, JUN geni, FOS geni, BCL- 2 geni, Siklin D geni, EGF geni,
EGFR geni, Siklin A geni, Siklin E geni, WNT- | geni, beta- katenin geni, c- MET geni,
PKC geni, NFKB geni, STAT3 geni, survivin geni, Her2 / Neu geni, topoizomeraz |
geni, topoizomeraz Il alfa geni, p73 geni, p21 (WAF11 / CIP1) geni, p27 (KIP1) geni,
PPM1D geni, RAS geni, kaveolin | geni, MIB | geni, MTAI geni, MG8 geni, tumor
baskilayici genler, p53 tumdr baskilayici gen, p53 ailesi uyesi DN- p63, pRb tumor
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baskilayici geni, APCI tumor baskilayici geni, BRCA1 tumor baskilayici geni, PTEN
tumor baskilayici gen, mLL fuzyon geni, BCR / ABL fuzyon geni, TEL / AML1 fuzyon
geni, EWS / FLI1 fuzyon geni, TLS / FUS1 fuzyon geni, PAX3 / FKHR fuzyon geni,
AML1 / ETO fuzyon geni, alfa v- integrin geni, Flt- 1 reseptor geni, tubulin geni, Insan
Papilloma Virtisu geni, insan Papilloma Viristi replikasyonu icin gerekli bir gen, Iinsan
Badisiklik Yetmezligi Virusu geni, insan Bagisiklik Yetmezligi Virusu replikasyonu igin
gerekli bir gen, Hepatit B Virusu geni, Hepatit B Virusu replikasyonu igin gerekli bir gen,
Hepatit C Virusu geni, Hepatit C Virusu replikasyonu igin gerekli bir gen, Hepatit D
Virusu geni, Hepatit D Virusu replikasyonu igin gerekli bir gen, Hepatit E Virusu geni,
Hepatit E Virusu replikasyonu icin gerekli bir gen, Hepatit F Virusu geni, Hepatit F
Virust replikasyonu igin gerekli bir gen, Hepatit G Virusu geni, Hepatit G Virusu
replikasyonu igin gerekli bir gen, Hepatit H Viriisu geni, Hepatit H Virusu replikasyonu
icin gerekli bir gen, Respiratuar Sinsitival Virus geni, Respiratuar Sinsitival Virus
replikasyonu i¢in gerekli olan bir gen, Herpes Simpleks Virus geni, Herpes Simpleks
Virus replikasyonu icin gerekli bir gen, herpes Sitomegalovirus geni, herpes
Sitomegalovirus replikasyonu icin gerekli bir gen, herpes Epstein Barr Virusu gen,
herpes Epstein Barr virus replikasyonu icin gerekli olan bir gen, Kaposi'nin Sarcoma
ile iliskili Herpes Virus geni, Kaposi'nin Sarcoma ile iliskili Herpes Virus replikasyonu
igin gerekli olan bir gen, JC Virus geni, JC Virus replikasyonu igin gerekli olan insan
geni, miksovirus gen replikasyonu igin gerekli olan bir gen olan miksovirus geni,
rinovirus geni, rinovirus replikasyonu igin gerekli bir gen, koronavirus geni, koronavirus
replikasyonu igin gerekli bir gen, Bati Nil Virusu geni, Bati Nil Virusu replikasyonu igin
gerekli bir gen, St. Louis Ensefaliti geni, St. Louis Ensefaliti replikasyonu icin gerekli
olan bir gen, Keneyle gegen ensefalit virus geni, Keneyle gecen ensefalit virusu
replikasyonu icin gerekli bir gen, Murray Valley ensefalit virusu geni, Murray Valley
ensefalit virusu replikasyonu igin gerekli bir gen, dang virusu geni, dang virusu geni
replikasyonu icin gerekli olan bir gen, Simian Virus 40 geni, Simian Virus 40
replikasyonu icin gerekli bir gen, insan T Hucresi Lenfotropik Viriis geni, insan T
Hucresi Lenfotropik Virus replikasyonu igin gerekli bir gen, Moloney- Murin Losemi
Virusu geni, Moloney- Murin Lésemi Virusu replikasyonu igin gerekli bir gen,
ensefalomiyokardit virus geni, ensefalomiyokardit virusu replikasyonu igin gerekli bir
gen, kizamik virus geni, kizamik virusu replikasyonu icin gerekli bir gen, Vericella
zoster virus geni, Vericella zoster virus replikasyonu igcin gerekli bir gen, adenoviruis

replikasyonu icin gerekli bir gen, sari humma virusu geni, sari humma virusu
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replikasyonu icin gerekli bir gen, poliovirus geni, poliovirus replikasyonu igin gerekli bir
gen, poksvirus geni, poksvirus replikasyonu igin gerekli bir gen, Plasmodium geni,
Plasmodium icin gerekli bir gen, Mikobakteriyum ulserabkar geni, Mikobakteriyum
ulseranlarnnin replikasyonu igcin gerekli bir gen, Mikobakteriyum tuberkuloz geni,
Mikobakteriyum tuberkuloz replikasyonu igin gerekli bir gen, Mikobakteriyum cuzzam
geni, Mikobakteriyum cuzzam replikasyonu icin gerekli bir gen, Staphylococcus aureus
geni, Staphylococcus aureus replikasyonu igin gerekli bir gen, Pnomokok geni,
Pnomokok replikasyonu igcin gerekli bir gen, streptokok piyojenler geni, streptokok
piyojenlerin replikasyonu igin gerekli bir gen, Akciger iltihaplanmasi geni, Akciger
itihaplanmasinin replikasyonu igin gerekli bir gen, Mikoplazma pnomani geni,
Mikoplazma pnomani replikasyonu icin gerekli bir gen, bir integrin geni, bir selektin
geni, komplement sistem geni, kemokin geni, kemokin reseptor geni, GCSF geni, Grol
geni, Gro2 geni, Gro3 geni, PF4 geni, MIG geni, Pro- Trombosit Bazik Protein geni,
MIP- Il geni, MIP- |J geni, RANTES geni, MCP- | geni, MCP- 2 geni, MCP- 3 geni,
CMBKRI geni, CMB KR2 geni, CMB KR3 geni, CMBKR5v, AIF- | geni, 1- 309 geni, bir
iyvon kanalinin bir bilesenine bir gen, bir nérotransmiter reseptorune bir gen, bir
norotransmitter ligandi icin bir gen, amiloid- aile geni, presenilin geni, HD geni, DRPLA
geni, SCA1 geni, SCA2 geni, MJD1 geni, CACNL1A4 geni, SCA7 geni, SCA8 geni,
LOH hucrelerinde bulunan allel geni veya bir polimorfik genin bir allel geni igeren ancak
bunlarla sinirl olmayan bu tip bir hedef geni baskilamak ya da degistirmek igin

kullanilabilir.

In vivo olarak uygulama i¢in farmasotik kompozisyonlar tercih edilen sekliyle parenteral
olarak, yani, intraartikUler olarak, intravenoz olarak, intraperitonal olarak, subkutan
olarak ya da kas igcinden tatbik edilir. Belirli uygulamalarda, farmasétik
kompozisyonlari, bir bolus enjeksiyonu ile intravendz olarak ya da intra peritoneal
olarak tatbik edilir. Bir ornek icin bakiniz, Stadler, ve dig., U.S. Patent No. 5,286,634
saylli belge. Hucresel arasi nukleik asit verilmesi de ayni zamanda Straubringer, ve
dig., METHODS IN ENZYMOLOGY, Academic Press, New York. 101: 512- 527
(1983); Mannino, ve dig., Biotechniques 6; 682- 690 {1988); Nicolau, ve dig., Crit. Rev.
Ther. Drug Carrier Syst. 6: 239- 271 (1989), ve Behr, Ace. Chem. Res. 26: 274- 278
(1993) sayil belgelerde tartisiimaktadir. Halen lipit- bazli terapotiklerin uygulanmasina
ait diger metotlar, ornegin, Rahman ve dig., U.S. Patent No. 3,993,754, Sears, U.S.
Patent No. 4,145410; Papahadjopoulos ve dig., U.S. Patent No. 4,235871;
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Schneider, U.S. Patent No. 4,224,179; Lenk ve dig., U.S. Patent No. 4,522,803; ve
Fountain ve dig., U.S. Patent No. 4,588,578 sayili belgelerde tarif edilmistir.

Diger metotlarda, farmasdtik preparasyonlar, preparasyonun dokuya dogrudan
uygulanmasiyla hedef doku ile temas ettirilebilir. Uygulama, topikal, "acik" ya da
"kapal" prosedurler ile yapilabilir. "Topikal" ile, farmasotik preparasyonun, deri,
orofarenks, dis isitsel kanal, ve benzeri gibi cevreye maruz kalan bir dokuya dogrudan
uygulanmasi anlamina gelmektedir. "Ag¢ik” prosedurler, bir hastanin cildini incitmeyi ve
farmasotik  preparasyonlarin  uygulandi§i  altta yatan dokunun dogrudan
gorsellestiriimesini iceren prosedurlerdir. Bu genellikle, akcigerlere erismek icin
torakotomi, abdominal viseraya erismek igin abdominal laparotomi, ya da hedef
dokuya diger dogrudan cerrahi yaklasim gibi bir cerrahi prosedurle gerceklestirilir.
"Kapal" prosedurler, i¢ hedef dokularin dodrudan gorsellestiriimedigi, ancak derideki
Kuguk vyaralar yoluyla aletlerin sokulmasi yoluyla erisildigi invazif prosedurlerdir,
ornedin, preparasyonlar, igne lavaj ile peritona tatbik edilebilir. Benzer sekilde,
farmasotik preparasyonlar, lomber delinmesi sirasinda infuzyon yoluyla meninges ya
da omurilige uygulanarak spinal kordun spinal anestezi ya da metrazamid magingi i¢in
yaygin olarak uygulanan hastanin uygun pozisyonu ile uygulanabilir. Alternatif olarak,

preparasyonlar endoskopik cihazlarla uygulanabilir.

Lipit- nukleik asit kompozisyonlan da ayni zamanda akcidgerlere inhale edilen bir
aerosol halinde (bakiniz, Brigham, ve dig, Am. J. Sci. 298(4): 278- 281 (1989) sayil
belge) ya da hastalik bolgesine dogrudan enjeksiyon yoluyla (Culver, Human Gen
Therapy, Mary Ann Liebert, ine., Publishers, New York, syf.70- 71 (1994) sayil belge)
tatbik edilebilir.

Burada tarif edilen metotlar ¢esitli konakgilarda uygulanabilir. Tercih edilen konakgilar,
insanlar, insan olmayan primatlar, kopekler, kediler, sigirlar, atlar, koyunlar ve

benzerleri gibi memeli turleri igerir.

Burada tarif edilen lipit- terapdtik ajan partikulleri icin dozajlar, terapotik ajanin lipide
oranina ve hastanin yasina, kilosuna ve durumuna dayanarak doktorun gorusune bagh

olacaktir.

Bir uygulamada, burada tarif edilen, bir hedef polinukleotid ya da polipeptidin
ekspresyonunun module edilmesine ait bir metottur. Bu metotlar genel olarak, bir
polinukleotid ya da polipeptidin ifadesinin module edebilen bir nukleik asit ile iliskili olan
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burada tarif edilen bir lipit partikulu ile bir hucrenin temas ettiriimesini icerir. Burada
kullanildigi sekliyle, "module etme" terimi, bir hedef polinukleotid ya da polipeptidin
ekspresyonunu degistirmeyi ifade eder. Farkli uygulamalarda, module etme, artan ya
da zenginlestirici anlamina gelebilir, ya da azalma ya da kugulme anlamina gelebilir.
Bir hedef polinukleotid ya da polipeptidin ekspresyon seviyesinin dlculmesine yonelik
metotlar, teknikte bilinmekte ve temin edilmektedir ve omegdin ters transkripsiyon-
polimeraz zincir reaksiyonu (RT- PCR) ve immunohistokimyasal teknikleri kullanan
metotlari igerir. Belirli uygulamalarda, bir hedef polinukleotid ya da polipeptidin
ekspresyon seviyesi, uygun bir kontrol degerine kiyasla en az % 10, % 20, % 30, %
40, % 50, ya da % 50'den daha fazla arttinhr ya da azaltilir.

Ornedin, arzulanan bir polipeptidin ekspresyonun artmasi durumunda, nukleik asit
istenen polipeptidi kodlayan bir polinukleotid iceren bir ekspresyon vektoru olabilir.
Diger taraftan, polinukleotid ya da polipeptidin ekspresyonunun azaltiimasi
istendiginde, daha sonra nukleik asit, hedef polipeptidi kodlayan bir polinukleotide
spesifik olarak hibritlenen bir polintukleotid sekansini iceren bir antisens oligonukleotid,
siRNA, ya da mikroRNA olabilir, boylece hedef polinukleotid ya da polipeptidin
ekspresyonunu bozar. Alternatif olarak, nukleik asit, boyle bir antisens oligonukleotid,

siRNA ya da mikroRNA'yI eksprese eden bir plazmid olabilir.

Ozel bir duzenlemede, burada tarif edilen, bir polipeptit ekspresyonunun bir hiicre ile
module edilmesine dair bir ydontem olup, 6rnegdin, yaklasik % 20- 65 formul I'in katyonik
lipidi, % 3- 25 ndtr lipit, % 15- 55 sterol ve % 0.5- 15 PEG ya da PEG tarafindan
modifiye edilmis PEG molar oraninda formul I'in bir katyonik lipit, bir notr lipit, bir sterol,
PEG ya da PEG tarafindan modifiye edilmis lipitten olusan ya da esas olarak bunlardan
olusan bir lipit partikulunun bir hucreye saglanmasini igerir, burada lipit partikulu
polipeptidin ekspresyonunu module edebilen bir nukleik asit ile iliskilidir. Ozel
duzenlemelerde, molar lipit orani yaklasik olarak 60/7.5/31/1.5,57.5/7.5/31/ 3.5,
57.2/71/343/1.4,52/13/30/5,50/10/38.5/1.5,50/10/35/5,40/10/40/
10,35/15/40/10 yada 40/ 15/ 40 / 5dur (formul I'in katyonik lipidi / DSPC ya da
DPPC / Kol / PEG- DMG ya da PEG- cDMA’min mol % 'si). Bazi duzenlemelerde, lipit
partikulu ayrica burada tarif edilen gibi bir hedefleme lipidi (6rnegin, lipit partikulu, temel
olarak formul I’in bir katyonik lipidi, bir notr lipit, bir sterol, PEG ya da PEG tarafindan
modifiye edilmig lipitten ve bir hedefleme pargasindan olugur) igerir. DUzenlemelerin
bir baska grubunda, bu kompozisyonlardaki notr lipit, DPPC, POPC, DOPE ya da SM
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ile yer degistirir. Duzenlemelerin bir bagska grubunda ise PEG ya da PEG tarafindan
modifiye edilmis lipit, PEG- DSG, PEG- DMG ya da PEG- DPG ile yer degistirir.

Belirli uygulamalarda, terapotik ajan, bir siRNA, bir mikroRNA, bir antisens
oligonukleotid ve bir siRNA, bir mikroRNA ya da bir antisens oligonukleotidi eksprese
edebilen bir plazmid arasindan secilir ve icerisinde siRNA, mikroRNA, ya da antisens
RNA, polipeptidin ifadesini azaltacak sekilde polipeptidi kodlayan bir polinuklectide

spesifik olarak baglanan bir polinukleotid igerir.

Diger uygulamalarda, nukleik asit, burada polipeptid ya da bir fonksiyonel varyant ya
da bunlarnin fragmentini kodlayan bir plasmiddir, oyle ki polipeptid ya da bir fonksiyonel

varyant ya da bunlarin fragmentinin ekspresyonu artmaktadir.

llgili duzenlemelerde, burada tarif edilenler, hiicrelerin kiltir icinde transfeksiyonu igin
faydali reaktiflerdir. Ornegin, burada tarif edilen lipit formulasyonlan kulturlenmis
hucrelere (6rn., yapisik hucreler, suspansiyon hucreleri, vb.)nukleik asitlerin verilmesi
igin kullanmlabilir.

llgili uygulamalarda, burada tarif edilen, bir hastadaki bir polipeptidin asiri ekspresyonu
ile karakterize edilen bir hastalik ya da bozuklugunun tedavi edilmesine yonelik bir
metot olup, burada tarif edilen bir farmasotik kompozisyonun hastaya sunulmasini
icerir, burada terapotik ajan, bir siRNA, bir mikroRNA, bir antisens oligonukleotid
arasindan ve bir siRNA, bir mikroRNA ya da bir antisens oligonukleotid eksprese
edebilen bir plazmid arasindan secilir ve burada siRNA, mikroRNA, ya da antisens
RNA, polipeptidi kodlayan bir polinuklectide ya da bunlarin bir tamamlayicisina
ozellikle baglanan bir polinukleotidi igerir.

Bir duzenlemede, farmasotik kompozisyon ornedin, yaklasik % 20- 65 formul I'in
katyonik lipidi, % 3- 25 notr lipit, % 15- 55 sterol ve % 0.5- 15 PEG ya da PEG
tarafindan modifive edilmis PEG- DMG, PEG- C- DOMG ya da PEG- cDMA molar
oraninda formul I'in bir katyonik lipidi, DSPC, Kol ve PEG- DMG, PEG- C- DOMG ya
da PEG- cDMA’dan olusan ya da esas olarak bunlardan olusan bir lipit partikulu igerir,
burada lipit partikulu terapotik nukleik asit ile iliskilidir. Ozel duzenlemelerde, molar lipit
orani yaklasik olarak 60/7.5/31/1.5,57.5/75/31/3.5,57.2/71/34.3/1.4,52/
13/30/5,50/10/38.5/1.5,50/10/35/5,40/10/40/10,35/15/40/10yada
40/ 15/ 40 / 5dur (formul I'in katyonik lipidi / DSPC / Kol / PEG- DMG ya da PEG-
¢DMA'nIn mol % ’si). Bazi duzenlemelerde, lipit partikulu ayrica burada tarif edilen gibi
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bir hedefleme lipidi (drnedin, lipit partikulu, temel olarak formul I'in bir katyonik lipidi,
bir ndtr lipit, bir sterol, PEG ya da PEG tarafindan modifiye edilmig lipitten ve bir
hedefleme pargasindan (orn., Gal1NAc3- PEG- DSG) olusur) icerir. Bazi
duzenlemelerde, hedefleme lipidi bir PEG pargasi icerdiginde ve var olan bir lipozomol
formulasyona eklendiginde, PEG tarafindan degistirilmis lipidin miktari, PEG
tarafindan degistiriimis lipidin toplam miktari (yani, PEG tarafindan degistirilmis lipit,
ornedin PEG- DMG ve PEG icerikli hedefleme lipidi) sabit bir mol yuzdesinde (orn., %
0.3 mol, % 1.5 mol ya da % 3.5 mol) tutulacak sekilde azaltilir. Duzenlemelerin bir
baska grubunda, bu kompozisyonlardaki notr lipit, DPPC, POPC, DOPE ya da SM ile
yer degistirir. Duzenlemelerin bir bagka grubunda ise PEG ya da PEG tarafindan
modifiye edilmis lipit, PEG- DSG ya da PEG- DPG ile yer degistirir. lligkili bir bagka
duzenlemede, burada tarif edilen, bir denekte bir polipeptidin alt ekspresyonu ile
karakterize edilen bir hastalidin ya da rahatsizligin tedavi edilmesine dair bir yontem
olup, bahsedilen denege burada tarif edilen bir farmasodtik kompozisyonun
saglanmasiniicerir, burada terapotik ajan polipeptidi ya da bunun islevsel bir varyantini

ya da fragmanini kodlayan bir plazmittir.

Burada ayrica aciklanan, bir denekteki bagisiklik tepkisini tetikleyen bir yontem olup,
bahsedilen denegde burada tarif edilen bir farmasotik kompozisyonun saglanmasini
icerir, burada terapdtik ajan bagdisikligi baskilayan bir oligonlkleotittir. Belirli
duzenlemelerde, bagisiklik tepkisi humoral ya da mukozal bir bagdigiklik tepkisidir ve
ornegdin, yaklasik % 20- 65 formul P'in katyonik lipidi, % 3- 25 notr lipit, % 15- 55 sterol
ve % 0.5- 15 PEG ya da PEG tarafindan modifiye edilmis PEG- DMG, PEG- C- DOMG
ya da PEG- cDMA’lik bir molar oraninda formul I'in bir katyonik lipidi, DSPC, Kol ve
PEG- DMG, PEG- C- DOMG ya da PEG- cDMA'dan olusan ya da esas olarak
bunlardan olusur, burada lipit partikUill terapdtik nukleik asit ile iligkilidir. Ozel
duzenlemelerde, molar lipit orani yaklasik olarak 60/7.5/31/1.5,57.5/7.5/31/ 3.5,
57.2/71/343/1.4,52/13/30/5,50/10/38.5/1.5,50/10/35/5,40/10/40/
10,35/15/40/10 yada 40/ 15/ 40/ 5dur (formul I'in katyonik lipidi / DSPC / Kol /
PEG- DMG ya da PEG- cDMA'nin mol % ’si). Bazi duzenlemelerde, lipit partikulu
ayrica burada tarif edilen gibi bir hedefleme lipidi (6rnedin, lipit partikuilu, temel olarak
formul Iin bir katyonik lipidi, bir notr lipit, bir sterol, PEG ya da PEG tarafindan modifiye
edilmis lipitten ve bir hedefleme parcasindan olusur) icerir. Bazi duzenlemelerde,
hedefleme lipidi bir PEG pargasi igerdiginde ve var olan bir lipozomol formulasyona
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eklendiginde, PEG tarafindan degistirilmis lipidin miktan, PEG tarafindan degistiriimis
lipidin toplam miktan (yani, PEG tarafindan degistiriimis lipit, dmedin PEG- DMG ve
PEG icerikli hedefleme lipidi) sabit bir mol yuzdesinde (ormn., % 0.3 mol, % 1.5 mol ya
da % 3.5 mol) tutulacak sekilde azaltiir. Duzenlemelerin bir baska grubunda, bu
kompozisyonlardaki notr lipit, DPPC, POPC, DOPE ya da SM ile yer degistirir.
Duzenlemelerin bir baska grubunda ise PEG ya da PEG tarafindan modifiye edilmis
lipit, PEG- DSG ya da PEG- DPG ile yer degistirir. Bagka duzenlemelerde, farmasotik
kompozisyon denege bir asi ya da antijen ile birlikte saglanir. Boylece, burada temin
edilenler, burada tarif edilen bir lipit partikulunt iceren asilar olup, bir bagdisikhgi
baskilayici oligonukleotit icerir ve ayrica bir bagisiklik tepkisinin arzu edildigi bir antijen
ile iligkilidir. Ozel diuzenlemelerde, antijen bir tUmor antijenidir ya da om., bir virus,

bakteri ya da parazit gibi bulasici bir ajan ile iligkilidir.

Cesitli antijenler, enfeksiyon ajan antijenleri ve diger hastaliklarla iliskili antijenler, bu
alanda iyi bilinmektedir ve bunlann ornekleri burada belirtilen referanslarda
aciklanmistir. Burada kullamim ag¢isindan uygun antijenlerin ornekleri, polipeptid
antijenleri ve DNA antijenlerini icerir, ancak bunlarla sinirh degildir. Antijenlerin spesifik
ornekleri, Hepatit A, Hepatit B, cicek hastaligi, cocuk felci, sarbon, grip, tifus, tetanoz,
kizamik, rotavirus, difteri, bogmaca, tuberkuloz ve rubella antijenidir. Tercih edilen bir
duzenlemede, antijen, bir Hepatit B rekombinant antijenidir. Diger bakis agilarinda,
antijen bir Hepatit A rekombinant antijenidir. Diger bir yaklagimda, antijen bir tumor
antijenidir. Bu tur tumbr ile iligkili antijenlere ait drnekler, MUC- 1, EBV antijen ve Burkitt
lenfoma ile ilisikili antijenlerdir. Daha basgka bir yaklagimda, antijen bir tirosinaz ile iligkili
protein tumor antijen rekombinant antijenidir. Teknikte yetkili kisiler, dider uygun

ajanlar bilecektir.

Burada kullanim i¢in uygun olan tumaor ile iligkili antijenler, birkag tumor tipi arasindan
paylasilan tekil tumor tipinin indikatifi olabilen ve / veya normal hucreler ile
kiyaslandiginda tumor hucresi icinde sadece eksprese edilen ya da asirl eksprese
edilen hem mutasyona ugramis hem de mutasyona ugramamis molekulleri icerir.
Proteinler ve glikoproteinlere ilave olarak, karbohidratlarin, gangliosidlerin,
glikolipidlerin ve musinlerin ekspresyonuna ozgu spesifik desenler de belgelenmistir.
Denek kanser asilarinda kullanim icin ornek tesgkil eden tumor ile iligkili antijenler,
onkogenlerin protein urunlerini, tumor baskilayici genleri ve tumor hucresine 6zgu

mutasyonlar ya da yeniden duzenlemelere sahip diger genleri, yeniden aktive edilmis
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embriyonik gen urunleri, onkofetal antijenler, dokuya 6zgu (ancak, spesifik olmayan
tumor) farkhlagma antijenleri, buyume faktoru reseptorleri, hucre yuzeyi karbohidrat

kahntilan, yabanci viral proteinler ve bir dizi diger kendi kendine ait proteinleri igerir.

Tumor ile iliskili antijenlere ait spesifik uygulamalar, érnedin, Ras p21 protoonkogenler,
tumdr baskilayici p53 ve BCR- abl onkojenler, bunun yani sira CDK4, MUM1, Kaspaz
8, ve Beta katenin’e ait protein UrUnleri gibi mutasyona ugramis antijenleri; galektin 4,
galektin 9, karbonik anhidraz, Aldolaz A, PRAME, Her2 / neu, ErbB- 2 ve KSA gibi asir
eksprese edilmis antijenleri, alfa fetoprotein (AFP), insan korionik gonadotropin (hCG)
gibi onkofetal antijenleri; karsinoembriyonik antijen (CEA) gibi kendi antijenleri ve Mart
1 / Melan A, gp100, gp75, Tirosinaz, TRP1 ve TRP2 gibi melanosit farkhlagma
antijenleri; PSA, PAP, PSMA, PSM- P1 ve PSM- P2 gibi prostat ile iligkili antijenler;
MAGE 1, MAGE 3, MAGE 4, GAGE 1, GAGE 2, BAGE, RAGE gibi reaktive edilmis
embriyonik gen urlnleri ve NY- ESO1, SSX2 ve SCP1 gibi dider kanser testis
antijenleri; GM2, GD2 ve GD3 gibi gangliosidleri, Lewis (y) ve globo- H gibi nodtr
glikolipitler ve glikoproteinleri ve Tn, Thompson- Freidenreich antijen (TF) ve sTn gibi
glikoproteinleri icerir. Ayrica burada tumar ile iliskili antijenler olarak dahil edilenler, tum
hucre ve tumor hucre lizatlarinin yani sira bunlarin immunojenik kisimlari, yani sira B
hucre lenfomalara kargi kullaniimasi icin B lenfositlerin monoklonal proliferasyonu

Uzerine ifade edilen immunoglobulin idiyotiplerdir.

Patojenler, memelileri ve daha ozellikle insanlan enfekte eden bulasici ajanlari,
ornedin virusleri igerir, ancak bunlarla sinirh degildir. Enfekte eden viruse ait 6rnekler,
ancak sinirlandinlmamig olarak: Retroviridae (6rnegin, HIV- 1 gibi insan immun
yetmezlik virusleri, (ayrica HTLV- lll, LAV ya da HTLV- lll / LAV, ya da HIV- |ll olarak
da anilir) ve HIV- LP gibi diger izolatlar; Picomaviridae (6rnegin, polio virusleri, hepatit
A virusu; enterovirUsler, insan Coxsackie virusleri, rinovirusler, echovirusler);
Caliciviridae (6rnedin, gastroenterite neden olan suslar); Togaviridae {(6rnedin, ekuin
ensefalit virusleri, kizamikgik virusleri); Flaviviridae (ornedin dang virusleri, ensefalit
virusleri, sart  humma virusleri); Coronoviridae (ornedin, coronavirusler);
Rhabdoviradae {ornegin, vesikuler stomatitis virusleri, kuduz virusleri); Coronaviridae
(ornegin, coronavirusler); Rhabdoviridae (ornegin, vesikuler stomatit virusleri, kuduz
virusleri); Filoviridae (ornedin, ebola virusleri}, Paramyxoviridae (ornegin,
parainfluenza virusleri, kabakulak virusu, kizamik virusu, solunum sinsityal virusu);

Orthomyxoviridae (6rnedin, influenza virisleri); Bungaviridae (0rnegin, Hantaan
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virusleri, bunga viruslerin, phlebovirusler ve Nairo viruslerin; Arena viridae (hemorajik
ates virusleri); Reoviridae (ornedin, reovirusler, orbiviurses ve rotavirusler);
Bimaviridae; Hepadnaviridae (Hepatit B virusu); Parvovirida (parvovirusler);
Papovaviridae (papilloma virusleri, polioma virusleri); Adenoviridae (pogu adenovirus);
Herpesviridae herpes simpleks virusu (HSV) 1 ve 2, varisella zoster virusu,
sitomegalovirus (CMV), herpes virusu; Poxviridae (variola virusleri, vaccinia virusleri,
pox virusleri); ve Iridoviridae (6rnedin, Afrika domuz atesi virusu); ve siniflandiriimamis
virusler (ornegin, Spongiform ensefalopatilerin etiyolojik ajanlari, delta hepatitinin ajani
(Hepatit B virusu detektif bir uydu oldugu dusunuldu), A olmayan, B olmayan hepatitli
ajanlar (sinif 1 = internal olarak iletilen; sinif 2 = parenteral yolla bulasan (yani Hepatit

C); Norwalk ve ilgili virusler ve astrovirusler) icerir.

Ayrica, gram negatif ve gram pozitif bakteriler omurgali hayvanlarda antijenler olarak
gbrev yapar. Boyle gram pozitif bakteriler, ancak sinirlandirilmamis olarak, Pasteurella
turleri, Staphylococci turleri ve Streptococcus turleri icerir. Gram negatif bakteriler,
ancak sinirlandinlmamus olarak, Escherichia coli, Pseudomonas turleri ve Salmonella
turleri icerir. Enfekte edici bakterilere ait spesifik drnekler: Helicobacter pyloris, Borelia
burgdorferi, Legionella pneumophilia, Mycobacteria sps (ornegin, M. tuberculosis, M.
avium, M. intracellulare, M. kansaii, M. gordonae), Staphylococcus aureus, Neisseria
gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Listeria monocytogens, Streptococcus pyogens
(Grup A Streptococcus), Streptococcus agalactiae (Grup B Streptococcus),
Streptococcus  (viridans  Grubu), Streptococcusfaecalis, Streptococcus bovis,
Streptococcus (anaerobic sps.), Streptococcus pneumoniae, patojenic Campylobacter
sp., Enterococcus sp., Haemophilus infuenzae, Bacillus antracis, corynebacterium
diphtheriae, corynebacterium sp., Erysipelothrix rhusiopathiae, Clostridium
perfringers, Clostridium tetani, Enterobacter aerogens, Klebsiella pneumoniae,
Pasturella multocida, Bacteroides sp., Fusobacterium nucleatum, Streptobacillus
moniliformis, Treponema pallidium, Treponema pertenue, Leptospira, Rickettsia, ve

Actinomyces israelii icerir, ancak bunlarla sinirlt degildir.

Patojenlere ait ilave ornekler, memelileri ve daha ozellikle insanlan enfekte eden
enfeksiyoz mantarlari igerir, ancak bunlarla sinirli degildir. Enfeksiyoz mantarlara ait
ornekler: Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, Coccidicides immitis,
Blastomyces dermatitidis, Chlamydia trachomatis, Candida albicans igerir, ancak
bunlarla sinirh degildir. Enfeksiyoz parazitlere ait ornekler, Plasmodium falciparum,
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Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, ve Plasmodium vivax gibi Plasmodium

igerir. Diger enfeksiydz organizmalar (yani, protists), Toxoplasma gondii igerir.

Farmasdtik kompozisyonlar

Bir duzenlemede, burada tarif edilenler, burada agiklanan karaciger izleme modeli ile
tanimlanan bir nukleik asit ajanini igeren farmasotik kompozisyonlardir. Kompozisyon,
orn., bir dsRNA ve farmasotik olarak kabul edilebilir bir tasiyict gibi ajan igerir.
Farmasotik kompozisyon, genin ekspresyonuyla ya da aktivitesi ile iliskili bir hastaligi
ya da rahatsizhgi tedavi etmek icin faydaldir. Bu tip farmasotik kompozisyonlar verilig
sekline bagh olarak formule edilir. Parenteral dagitim araciligi ile sistemik uygulama
igin formule edilen formulasyonlar bunun igin bir ornektir. Tanimlanmis ajan igeren
farmasotik kompozisyonlar hedef genin ornedin, Faktor VII geninin ekspresyonunu
inhibe etmek icin yeterli dozajlarda uygulanir. Genelde, dsRNA ajaninin uygun bir
dozu, alicimin vucut agirhgindaki kilogram basina gunde 0.01 ila 5.0 miligramlik
aralikta, genel olarak ise vucut agirhgindaki kilogram bagina gunde 1 mikrogram ila 1
mg'lik aralikta olacaktir. Farmasotik kompozisyon gunde bir kez uygulanabilir ya da
dsRNA, gun boyunca uygun araliklarla iki, ¢ ya da daha fazla alt dozlar halinde ya da
hatta sUrekli infuzyon ya da kontrolli bir salim formulasyonu vasitasi ile dagitim
kullanilarak uygulanabilir. Bu durumda, her alt dozda ihtiva edilen dsRNA, toplam
gunluk dozaja ulasmak uzere uygun sekilde daha kuguk olmalidir. Dozaj birimi ayrica,
birka¢ gun boyunca, érnegin birkag gunluk bir sure boyunca dsRNA'min surekli salimini
saglayan geleneksel bir surekli salim formulasyonu kullanilarak, daditilmak Uzere
birlestirilebilir. Surekli salim formulasyonlari teknikte iyi bilinmektedir ve 6zellikle
bulusun ajanlari ile kullanilabilen maddelerin vajinal yoldan verilmesi igin yararhidir. Bu

duzenlemede, dozaj birimi uygun bir coklu gunluk doz icerir.

Teknikte uzman bir kisi, hastaligin ya da rahatsizhgin siddeti, Onceki tedaviler, denegin
genel saglk durumu ve / veya yasl ve mevcut difer hastaliklarn da igceren ancak
bunlarla sinirh olmayan bazi faktorlerin bir denegi etkili bir sekilde tedavi etmek igin
gerekli dozaji ve zamanlamay etkileyebildigini takdir edecektir. Ayrica, bir denegin
terapotik olarak etkili bir miktarda bir bilesimle tedavisi, tek bir tedaviyi veya bir dizi
tedaviyi icerebilir. Bulus tarafindan kapsanan dsRNA'lar icin etkili dozajlar ve in vivo
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yari omur tahminleri, geleneksel metodolojiler kullanilarak veya burada bagka bir yerde
tarif edildigi gibi uygun bir hayvan modeli kullanilarak in vivo testler temelinde

yapilabilir.

Belirli duzenlemelerde, burada tarif edilen lipit- nukleik asit partikulleri iceren farmasotik
kompozisyonlar, standart tekniklere gére hazirlanir ve ayrica farmasotik olarak kabul
edilebilir tasiyici igerir. Genel olarak, normal tuzlu su, farmasotik olarak kabul edilebilir
tasiyici olarak tatbik edilecektir. Diger uygun tasiyicilar, érnedin, albumin, lipoprotein,
globulin, vb. gibi gelismis stabilite icin glikoproteinler dahil olmak uUzere, su,
tamponlanmis su, % 0.9 tuzlu su, % 0.3 glisin, ve benzeri igerir. Tuzlu su ya da diger
tuz igerikli tasiyicilan iceren kompozisyonlarda, tasiyici tercih edilen sekliyle lipit
partikul olusumunu takiben ilave edilir. Boylece lipit- nukleik asit kompozisyonlan
olusturulduktan sonra, kompozisyonlar normal tuzlu su gibi farmasotik olarak kabul

edilebilir tasiyicilara seyreltilebilirler.

Elde edilen farmasotik preparasyonlar, konvansiyonel, iyi bilinen sterilizasyon
teknikleri ile sterilize edilebilir. Sulu ¢ozelltiler, daha sonra, kullanim icin paketlenebilir
ya da aseptik kosullar altinda filtrelenir ve liyofilize edilir, liyofilize edilmis preparasyon,
uygulamadan once steril bir sulu ¢gozelti ile birlestirilebilir. Kompozisyonlar, érnegin,
sodyum asetat, sodyum laktat, sodyum klorit, potasyum klorit, kalsiyum klorit, vb. gibi,
pH ayarlayici ve tamponlayici ajanlan, tonisite ayarlayici ajanlar ve benzeri gibi
yaklagik fizyolojik kosullar igcin gereken sekilde farmasotik olarak kabul edilebilir
maddeleri icerir. Buna ilaveten, lipidik suspansiyonu, saklanmasi uzerine serbest
radikal ve lipid- peroksidatif hasarlara kargi koruyan lipit koruyucu ajanlari igerebilir, a-
tokoferol gibi lipofilik serbest radikal sonduruculer ve ferroksamin gibi suda ¢ozunur
demir spesifik kenetleyiciler uygundur.

Farmasotik formulasyonlardaki lipit partikulu ya da lipit- nukleik asit partikUlunun
konsantrasyonu, yani, agirlikga yaklasik % 0.01'den daha az, genellikle yaklasik %
0,05- % 5 ila % 10 arasinda ya da en az ila % 10 ila % 30 arasina kadar genis bir
sekilde degisebilir ve segilen belirli uygulama tarzina gore sivi hacimleri, viskoziteleri,
vb. tarafindan primer olarak secilecektir. Ornegin, konsantrasyon, tedaviyle iligkili sivi
yukunii azaltmak icin arttinlabilir. Bu, ozellikle aterosklerozla iligkili konjestif kalp
yetmezligi ya da ciddi hipertansiyonu olan hastalarda istenebilir. Alternatif olarak, irite
edici lipitlerden olusan kompleksler, uygulama bdlgesinde enflamasyonu azaltmak igin
dusuk konsantrasyonlara seyreltilebilir. Uygulamalarin bir grubunda, nukleik asit ekli
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bir etikete sahip olacak ve tani icin kullanilacaktir (tamamlayici nukleik asit varligini
endike edilmesiyle). Bu durumda, uygulanan komplekslerin miktarn, kullanilan belirli
etikete, teshis edilen hastalik durumuna ve klinisyenin kararina bagh olacaktir ancak
genel olarak vucut agirhidinin kilogrami basina (orn., nukleik asit ajaninin basina)
yaklasik 0.01 ve yaklasik 50 mg arasinda, tercih edilen sekliyle yaklasik 0.1 ve yaklasik
5 mg / kg vucut agirhd arasinda olacaktir. Bazi duzenlemelerde, uygulanan bir
kompleks, vucut agirhgindaki kilogram basina yaklasik 0.004 ila yaklagik 50 mg
arasinda nukleik asit ajani igerir (orn., yaklasik 0.006 mg / kg ila yaklasik 0.2 mg / kg).

Yukarida belirtildigi sekliyle, burada tarif edilen lipit- terapotik ajan (ornegin, nukleik
asit) partikulleri, polietilen glikol (PEG)- modifiye edilmis fosfolipidler, PEG- seramid ya
da gangliosid Gmi- modifiye edilmis lipitleri ya da agregasyonu onlemek ya da
sinirlandirimak icin etkili diger lipitleri icerir. Bu gibi bilesenlerin ilavesi sadece
karmasik agregasyonu onlemez. Daha ziyade, dolagim omrunu arttirmak ve lipid-
nukleik asit kompozisyonun hedef dokulara verilmesini arttirmak icin bir ara¢ da
saglayabilir.

Ayni  zamanda burada tarif edilenler, kit formunda lipid- terapdtik ajan
kompozisyonlardir. Kit tipik olarak kitin gesitli elementlerini tutmak i¢in bolumlere
aynimis bir konteynirdan olusacaktir. Kit, bunun icinde tarif edilen partikuller ya da
farmasotik kompozisyonlar, tercih edilen sekliyle sudan anndiriimis ya da konsantre
hale getirilmis formda igerecektir ve bunlarin rehidrasyonunu ya da seyreltiimesini ve
uygulama talimatlarini icerecektir. Bazi uygulamalarda, partikuller, aktif ajani icerirken

diger uygulamalarda icermezler.

Karaciger tarama modeli ile tanimlanan bir ajan ihtiva eden farmasotik kompozisyonlar,
lokal veya sistemik tedavinin istenip istenmedigine ve tedavi edilecek alana bagli
olarak bir ¢cok yolla uygulanabilir. Uygulama topikal, pulmoner, mesela nebulizer dahil
olmak uzere tozlarin veya aerosollerin solunmasi veya havalandinimasi ile olabilir;
intratrakeal, intranazal, epidermal ve transdermal), oral veya parenteral olabilir.
Uygulama ayrica lokal dagitim yoluyla belirli dokulara tercih edilen lokalizasyon ile
sonuclanabilecek sekilde orn. eklem icine dogrudan intraartikuler enjeksiyon yoluyla,
badirsak ve bagirsaklara dodrudan uygulama igin rektal uygulama ile, serviks ve
vajinaya uygulanacak intravajinal uygulama yoluyla, goze verilmesi icin intravitreal

uygulama yoluyla tasarlanabilir. Parenteral uygulama intravendz, intraarteriyal,
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intraartikuler, subkutan, intraperitonal veya intramuskuler enjeksiyon veya infuzyonu

veya intrakranyal, ornegdin intratekal veya intraventrikuler uygulamayi igerir.

Topikal uygulama icin farmasotik kompozisyonlar ve formulasyonlar arasinda
transdermal yamalar, merhemler, losyonlar, kremler, jeller, damlalar, fitiller, spreyler,
sivilar ve tozlar bulunabilir. Geleneksel farmasotik tasiyicilar, sulu, toz veya yagl
bazlar, koyulastiricilar ve benzerleri gerekli olabilir veya arzu edilebilir. Kaplanmig
prezervatifler, eldivenler ve benzerleri de vyararl olabilir. Tercih edilen topikal
formulasyonlar, bulusun dsRNA'larinin bir lipit, lipozom, yad asidi, yag asidi esteri,
steroid, kenetleme maddesi veya yuzey aktif madde gibi bir topikal dagitim bileseni ile
karisim halinde oldugu bilesimleri icerir. Tercih edilen lipidler ve lipozomlar, notr (orn.,
Diolecilfosfatidil  etanolamin  (DOPE),  dimiristoilfosfatidil  kolin  (DMPC),
disearoilfosfatidil kolin) negatif (orn., dimiristoilfosfatidil gliserol veya DMPG) ve
katyonik (orm., dioleoiltetrametilaminopropil DOTAP ve dioleoilfosfatidil etanolamin
DOTMA) igerir. Bulusa ait DsRNA'lar lipozomlar icinde kapsullenebilir veya 6zellikle
katyonik lipozomlar kompleksler olusturabilir. Tercih edilen yag asitleri ve esterleri
arasinda, bunlarla sinirli olmamakla birlikte arasidonik asit, oleik asit, ekosanoik asit,
laurik asit, kaprilik asit, kaprik asit, miristik asit, palmitik asit, stearik asit, linoleik asit,
linolenik asit, dikaprat, trikaprat, monoolin, dilaurini gliseril 1- monokaprat, 1-
dodesilizasikloheptan- 2- on, bir asilkarnitin, bir asilkolin veya bir C1. 10 alkil ester (or.,
izopropil miristat IPM), monogliserit, digliserit veya farmasotik olarak kabul edilebilir
tuzu yer alir. Topikal formulasyonlar, 20 Mayis 1999'da dosyalanmig ABD patent
basvurusu Ser. No. 09/ 315,298 sayih ABD Patentinde tarif edilmektedir.

Oral uygulama icin bilesimler ve formulasyonlar, tozlar veya granuller,
mikropartikulatlar, nanopartikulatlar, suspansiyonlar veya su veya sulu olmayan
ortamlardaki ¢ozeltiler, kapsuller, jel kapsuller, paketler, tabletler veya mini tabletler
icerir. Yogunlastiricilar, lezzet verici maddeler, seyrelticiler, emulsifiye ediciler, dagitici
yardimci maddeler veya baglayicilar istenebilir. Tercih edilen oral formulasyonlar,
bulusun dsRNA’lannin bir veya daha fazla penetrasyon arttirici surfaktan ve selatlayici
ile birlikte uygulandigi formulasyonlardir. Tercih edilen yuzey aktif maddeler arasinda
yag asitleri ve / veya esterleri veya bunlarin tuzlarn, safra asitleri ve / veya bunlarin
tuzlan bulunur. Tercih edilen safra asitleri / tuzlan arasinda, kenodeoksikolik asit
(CDCA) ve uredeoksikondeoksikolik asit (UDCA), kolik asit, dehidrokolik asit,
deoksikolik asit, glukolik asit, glikolik asit, glikodeoksikolik asit, taurokolik asit,
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taurodeoksikolik asit, sodyum tauro- 24, 25- dihidro- fusidat ve sodyum
glikadhidrofutidat bulunur. Tercih edilen yag asitleri arasinda arasidonik asit,
undekanoik asit, oleik asit, laurik asit, kaprilik asit, kaprik asit, miristik asit, palmitik asit,
stearik asit, linoleik asit, linolenik asit, dikaprat, trikaprat, monoolein, dilaurin, gliseril 1-
monokaprat, |- dodesilizasikloheptan- 2- on, bir asilkamitin, bir asilkolin veya bir
monogliserit, bir digliserit veya bunun farmasotik olarak kabul edilebilir bir tuzu (orn.
sodyum) yer alir. Ayrica tercih edilenler, penetrasyon arttiricilarin, ornegin safra asitleri
/ tuzlan ile kombinasyon halinde yag§ asitleri / tuzlarinin kombinasyonlaridir. Ozellikle
tercih edilen bir kombinasyon, laurik asit, kaprik asit ve UDCA'nin sodyum tuzudur.
Daha fazla penetrasyon arttiricilar arasinda polioksietilen- 9- lauril eter, polioksietilen-
20- setil eter bulunur. Bulusa ait DsRNA'lar, puskurtulerek kurutulmus parcaciklar dahil
olmak Uizere granuler formda oral yoldan veya mikro veya nanopartikuller olusturmak
uzere kompleks haline getirilebilir. DsRNA kompleks olusturucu maddeler arasinda
poli- amino asitler; poliiminler; poliakrilatlar; polialkil akrilatlar, polickstanlar, poli
alkilsianoakrilatlar;  katyonize  jelatinler, albuminler, nisastalar, akrilatlar,
polietilenglikoller (PEG) ve nisastalar; poli alkilik anoakrilatlar; DEAE turevli poliminler,
pollulanlar, selulozlar ve nisastalar bulunur. Ozellikle tercih edilen komplekslestirici
ajanlar kitosan, N- trimetilkitosan, poli- L- lisin, polihistidin, poliornitin, poli sperminler,
protamin, polivinilpiridin, politiyo- dietilaminometiletilen P (TDAE), poliaminostiren
(orn., P- amino), poli (metil siyanoakrilat), poli (etil siyanoakrilat), poli
(butilsiyanoakrilat), poli (izobutilsiyanoakrilat), poli (izohekzilsiyanoakrilat), DEAE-
metakrilat, DEAE- heksilakrilat, DEAE- akrilamid, DEAE- albumin ve DEAE- dekstran,
polimetakrilat, poliheksilakrilat, poli (D, L- laktik asit) ), poli (DL- laktik- ko- glikolik asit
(PLGA), aljinat ve polietilenglikol (PEG) icerir. DsRNA'lar i¢in oral formulasyonlar ve
bunlarin hazilanmasi ABD basvurusu seri no. 08 / 886,829'da (1 Temmuz 1997'da
basvurulmus), Seri No. 09/ 108,673 {1 Temmuz 1998'de bhasvurulmus), Seri No. 09 /
256,515 (23 Subat 1999'da basgvurulmus), Seri No. 09 / 082,624 (21 Mayis 1998de
basvurulmus) ve Seri No. 09 / 315,298'de (20 Mayis 1999:da basvurulmus) ayrintili
olarak aciklanmaktadir.

Parenteral, intratekal veya intraventrikuler uygulama igin bilesimler ve formulasyonlar,
ayrica, sinirh olmamakla birlikte penetrasyon arttinicilar, tasiyici bilesikler ve diger
farmasotik olarak kabul edilebilir tasiyicilar veya eksipiyanlar gibi tamponlar,
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seyrelticiler ve diger uygun katki maddeleri de ihtiva edebilen steril sulu ¢ozeltileri
igerebilir.

Farmasotik bilesimler arasinda, bunlarla sinirh oclmamakla birlikte ¢ozeltiler,
emulsiyonlar ve lipozom igeren formulasyonlar bulunur. Bu bilesimler, onceden
olusturulmus sivilar, kendiliginden emulsifiye edici katilar ve kendi kendine emulsifiye
yari katilari iceren ancak bunlarla sinirli olmayan cesitli bilegenlerden uretilebilir.

Uygun olarak birim dozaj formunda sunulabilecek farmasotik formulasyonlar,
farmasotik endustrisinde iyi bilinen geleneksel tekniklere gore hazirlanabilir. Bu
teknikler, aktif bilesenlerin farmasotik tasiyici (lar) veya yardimci madde (ler) ile bir
araya getirilmesi adimini icerir. Genel olarak, formulasyonlar, aktif bilesenlerin sivi
tasiyicilar veya ince bolunmus kati tagiyicilar veya her ikisi ile muntazam bir sekilde ve

bir araya getiriimesiyle ve daha sonra gerekirse urunun sekillendiriimesiyle hazirlanir.

Bilesimler, tabletler, kapsuller, jel kapsulleri, sivi suruplar, yumusak jeller,
supozituvarlar ve lavmanlar gibi, ancak bunlarla sinirh olmayan birgok olasi dozaj
formundan herhangi birine formule edilebilir. Bulusun bilesimleri aynca sulu, susuz
veya karisik ortamlarda suspansiyon halinde formule edilebilir. Sulu suspansiyonlar
ayrica, ornegin sodyum karhoksimetilseluloz, sorbitol ve / veya dekstran dahil clmak
Uzere suspansiyonun viskozitesini artiran maddeler icerebilir. Suspansiyon ayrica

stabilizorler de icerehilir.

Bir duzenlemede farmasotik bilesimler, kopukler halinde formule edilebilir ve
kullanilabilir. Farmasotik kopukler, bunlarla sinirfli olmamak Uzere, emulsiyonlar,
mikroemulsiyonlar, kremler, jdleler ve lipozomlar gibi formulasyonlan icerir. Temel
olarak temelde benzer olsa da, bu formulasyonlar bilesenlerde ve nihai Urunun
kivaminda degisiklik gosterir. Bu gibi bilesimlerin ve formulasyonlarin hazirlanmasi
genel olarak farmaso6tik ve formulasyon teknolojilerinde uzman kisilerce bilinir ve

burada tarif edilen bilesimlerin formulasyonuna uygulanabilir.

Burada kullanilan ifadeler ve terminoloji, aciklama amaghdir ve sinirlayici olarak kabul
edilmemelidir. Burada "dahil®, "igeren”, "sahip olan”, "ihtiva eden”, "bulunduran" ve
bunlarin varyasyonlarinin kullamimi, bundan sonra listelenen maddeleri ve bunlarin

esdegderlerini ve ayrica ek maddeleri kapsamaktadir.
ORNEKLER

Asagidaki ornekler talep edilen bulusu agiklamayi, ancak sinirlamamayi 6nermektedir.
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Burada saglanan Orneklerde kullamldidi uzere, “ApoE” terimi, aksi belirtiimedigi
surece ApoE3'u ifade eder.

Ornek 1: Luc ve FVII hedefleme igin siRNA dupleksleri

Asagidaki Tablo 8 Luc ve FVIInin hedeflenmesi icin ornek niteliinde sekanslar

sadlamaktadir.

Tablo 8

Dupleks | Sens/ Antisens Sekans 5'- 3 Hedef

1000 / 2434 CUU ACG CUG AGU ACU UCG AdTdT U*CG | Luc

AAG fUAC UCAGCG fUAA GAT*dT

243371001 C*'UfU ACG CUG AGfU ACU UCG AdT*dT | Luc
UCG

AAG UAC UCA GCG UAA GdTdT

243312434 C'UfU ACG CUG AGfU ACU UCG AdT*dT | Luc
U*CG

AAG fUAC UCAGCG fUAA GdT*dT

1000 / 1001 CUU ACG CUG AGU ACU UCG AdTdT UCG | Luc
AAG

UAC UCAGCG UAA GdTdT

AD- GGAUCAUCUCAAGUCUUACITIT FVII

1696 GUAAGACUUGAGAUGAUCCATAT

AD- GGATUCATUICIUFCAAGTUFCIUTUATCATsdT FVII

1661 GFUAAGATCIUTUGAGATUGAFUTCICAT
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Not: L8 ifadesi,
edilmig nukleotittir, * osforotioat omurga baglandir, fN ifadesi bir 2'- floro nukleotittir,
dN ifadesi 2'- deoksi nukleotittir.

2"dir, kuguk harf 2- O- metil ile modifiye

Ornek 2: Katyonik lipit turevi lipozomlar kullanilarak FVII'nin in vivo

degerlendirilmesi
In vivo kemirgen Faktor VIl ve ApoB susturma deneyleri.

C57BL / 6 farelerine (Charles River Labs, MA) ve Sprague- Davvley sicanlarina
(Charles River Labs, MA), 0.01 mL / glk bir hacimde kuyruk ven enjeksiyonu
aracihgiyla arzu edilen formulasyonda ya salin (tuzlu su} ya da siRNA verilmigtir.
Uygulama sonrasi ¢esitli zaman noktalarinda, hayvanlara izofloran inhalasyonu ile
anestezi uygulanmis ve kan, retro orbital kanamayla serum ayirici tupleri icerisine
toplanmigtir. Faktor VII proteinin serum seviyeleri, uretici protokollerine gore bir
kromojenik analizi (Coaset Faktor VI, DiaPharma Grubu, OH ya da Biofen FVII, Aniara
Corporation, OH) kullanilarak numunelerde belirlenmistir. Salin ile isleme tabii tutulmus
olan hayvanlardan toplanan serum kullanilarak standart bir edri olusturulur. Karaciger
MRNA seviyelerinin degerlendirildigi deneylerde, uygulama sonrasi ¢esitli zaman
noktalarinda, hayvanlar kurban edilmistir ve karacigerler toplanmig ve sivi nitrojen
iginde dondurulmus halde tutulmustur. Dondurulmus karaciger dokusu toz haline
getirilir. Doku lizatlar hazirlanir ve Faktor VIl ve apoB'nin karaciger mRNA seviyeleri

dallanmig DNA analizi (Ouantijen Assay, Panomics, CA) kullanilarak belirlenir.
Ornek 3. FVIl hedefleme igin Lipozom Formulasyonlari

Faktor VII (FVII), pihtilagsma kaskadindaki dne c¢ikan bir protein karacigerde
(hepatositlerde) sentezlenir ve plazmaya salgilanir. Plazmadaki FVII seviyeleri basit,
plaka tabanli kolorimetrik bir analiz ile belirlenebilir. Bu sekilde, FVII, hepatosit turevi
proteinlerin sirna aracil asagi duzenlemesinin belirlenmesinin yani sira plazma
konsantrasyonlarinin ve nukleik asit lipit partikullerinin ve siRNA doku dagiliminin

izlenmesi icin uygun bir model sunar.

Farelerde Faktor VIl Nakavt
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FVII aktivitesi, CS7BL / 6 farelerinde intraventz (bolus) enjeksiyondan 24 saat sonra
FVIlI siRNA ile muamele edilmis hayvanlarda degerlendirilmistir. FVIIl, serum ya da
dokudaki protein seviyelerini belirlemeye yonelik ticari olarak temin edilebilen bir kit
kullanilarak, bir mikro plaka olgeginde ureticinin talimatlari takip edilerek dlgulmustur.
FVII azalmasi, tedavi edilmemis kontrol farelerine kars) belirlenmistir ve sonuglar
Kahnti FVII % 'si olarak ifade edilmistir. Dort doz seviyesi (2, 5, 12.5, 25 mg / kg FVII
siRNA) her yeni lipozom kompozisyonun baslangic ekraninda kullanmiimistir ve bu
dozlama, baslangictaki ekranda elde edilen sonucglara dayanarak sonraki calismalarda

genisletilmistir.

Tolere edilebilirliin belirlenmesi

Her yeni lipozomal siRNA formulasyonunun tolere edilebilirligi, agirhk degisiminin,
kafes yani gozlemleri, klinik kimya ve bazi durumlarda, hematolojinin izlenmesi ile
dedgerlendirildi. Hayvan agirliklan tedaviden once ve tedaviden 24 saat sonra
kaydedildi. Veriler, Vucut Agirigindaki % 'ce Degisim olarak kaydedildi. Vucut agirhgi
olgumlerine ek olarak, enjeksiyondan 24 saat sonra her doz seviyesinde (2, 5, 12.5 ve
25 mg / kg siRNA) karaciger fonksiyonu markorleri de dahil olacak sekilde bir tam klinik
kimya paneli FVIlI analizi icin toplanan serumun bir bolutu kullanilarak elde edildi.
Numuneler analiz icin Hayvanlar i¢cin Merkezi Laboratuara (Langley, BC) gonderildi.
Bazi durumlarda, hematoloji analizi icin tum kanin toplanmasina olanak saglamak

Uzere tedavi grubuna ek fareler dahil edildi.

Terapotik Indeksin Belirlenmesi

Terapotik indeks (TI), toksisite ve aktivite dlcumlerinin kargilastirilmasi ile uretilen keyfi

bir parametredir. Bu calismalar icin Tl asagidaki gibi belirlenmistir:
Tl = MTD (maksimum tolere edilen doz) / EDso (% 50 FVII nakavt icin doz)

Bu calismalara ybnelik MTD, kemirgenlerde vucut agirhdinda % 7°den buyuk
azalmaya, alanin aminotransferazda (ALT) a>200 kat artisa, karaciger hasari igin iyi
spesifiteye sahip bir klinik kimyasal markére yol acan en dusuk doz olarak ayarlandi.

EDso, FVII doz aktivitesi egrilerinden belirendi.

Omek 1'de saglanan gibi AD 1661 siTNA, DLin- M- C3- DMA: DSPC: Kol: PEG-
DMG'nin agsadidaki molar oranini da igeren formulasyonlarda uygulanmis olup, bunlar

Ornek 2'de tarif edilen yontemlerde hazirlanmis ve test edilmistir: 60: 7.5: 31: 1.5; 50:
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10: 38: 0.5: 1.5 ve 40: 20: 38.5: 1.5. Bu in vivo deneylerin sonuclan $ekil 1°de temin
edilmekte, test edildigi uzere formulasyonlarin susturma kabiliyetini gostermektedir.

Ornek 4. 1,2- Di- O- alkil- sn3- Karbomoilgliserit’in (PEG- DMG) hazirlanmasi
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IVa’nin Hazirlanmasi

1,2- Di- O- tetradesil- sn- gliserid la (30 g, 61.80 mmol} ve N,N’- suksinimidilkarbonat
(DSC, 23.76 g, 1.5 esdeg.), diklorometan (DCM, 500 mL) icine alinir ve bir buzlu su
kansimi Uzerine Kkanstirildi. Trietilamin (TEA, 25.30 mL, 3 esded.), kanistirma
gozeltisine ilave edildi ve sonradan reaksiyon karigsimin, ortam sicakhginda butun gece
boyunca karnistiriimasina izin verildi. Reaksiyonun ilerleyisi TLC ile izlenir. Reaksiyon
karisimi DCM (400 mL) ile seyreltilir ve organik katman, su (2 X 500 mL}, sulu NaHCOs
gozeltisi (500 mL) akabinde standart duzen ile yikandi. Elde edilen kalinti butun gece
boyunca yuksek vakum altinda ortam sicakhginda kurutuldu. Kurutmanin ardindan,
boylece elde edilen ham karbonat lla, diklorometan (500 mL} icinde ¢ozundi ve bir
buzlu banyo Uzerinde karigtinldi. Karistirilma ¢ozeltisine, mPEGzo0o- NHz (I, 103.00
g, 47.20 mmol, NOF Corporation (Japonya) firmasindan satin alinir) ve susuz piridin
(Py, 80 mL, fazlalik} argon altinda ilave edildi. Reaksiyon kansiminin daha sonra butun
gece boyunca ortam sicakhdinda karnistirilmasina izin verildi. Cozuculer ve ugucular
vakum altinda cikartildi ve kalinti DCM (200 mL) icinde gozunur ve etil asetat icinde
silika jelin bir kolonu uzerine yuklendi. Kolon baglangig¢ olarak etil asetat ile ve sonradan
beyaz bir kati olarak (105.30 g, % 83) istenen PEG- Lipit IVa’yi vermek Uzere
diklorometan icinde % 5- % 10 metanol'Un gradyani ile aynidi. "H NMR (CDCls, 400
MHz) 6 = 5.20- 5.12 (m, 1 H), 4.18- 4.01 {m, 2 H)}, 3.80- 3.70 {m, 2 H}), 3.70- 3.20 (m,-
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0- CH2- CH2- O- , PEG- CH2), 2.10- 2.01 (m, 2 H), 1.70- 1.60 (m, 2 H), 1.56- 1.45 (m,
4H), 1.31-1.15 (m, 48H), 0.84 (t, J = 6.5 Hz, 6H). Bulunan MS arahgi: 2660- 2836.

IVb’nin Hazirlanmasi

1.2- Di- O- hekzadesil- sn- gliserid Ib (1.00 g, 1.848 mmol) ve DSC (0.710 g, 1.5
esded.), diklorometan (20 mL} igcinde birlikte alindi ve bir buzlu su karisimi icinde 0
‘Crye sogutuldu. Trietilamin {1.00 mL, 3 esded.) ilave edildi ve reaksiyon butun gece
boyunca karistirildi. Reaksiyon TLC ile izlendi, DCM ile seyreltildi, su (2 kere), NaHCO3
gozeltisi ile yikandi ve sodyum sulfat Uzerine kurutuldu. Cozuculer azalan basing
altinda ayristirildi ve llb’nin elde edilen kalintisi, bitun gece boyunca yuksek vakum
altinda muhafaza edildi. Bu bilesik, ayrica saflastinimaksizin bir sonraki reaksiyon igin
dogrudan kullaniimistir. MPEGzo00- NH2z Il {1.50 g, 0.687 mmol, NOF Corporation
(Japonya) firmasindan satin alinir) ve llb (0.702g, 1.5 esdeg.), argon altinda
diklorometan (20 mL) icinde ¢6zundu. Reaksiyon 0 “C'ye sogdutuldu. Piridin (1 mL,
fazlalk) ilave edildi ve reaksiyon butun gece boyunca kanstirildi. Reaksiyon TLC ile
izlendi. Cézuculer ve ugucular vakum altinda ¢cikartildi ve kalinti, beyaz bir kati olarak
(1.46 g, % 76) arzu edilen bilesik IVb elde etmek uzere kromatografi ile (ilk etil asetat
akabinde bir gradyan elusyon olarak % 5- % 10 MeOH / DCM ile) saflastirildi. 'TH NMR
(CDCls, 400 MHz) 6 =5.17 (t, J=5.5Hz, 1 H), 4.13 (dd, J =4.00 Hz, 11.00 Hz, 1 H),
4.05(dd, J =5.00 Hz, 11.00 Hz, 1 H), 3.82-3.75 (m, 2 H), 3.70- 3.20 (m,- O- CH2- CH2-
O-, PEG- CH2}, 2.05- 1.90 (m, 2 H), 1.80- 1.70 (m, 2 H), 1.61- 1.45 (m, 6H), 1.35- 1.17
(m, 56H), 0.85 (t, J = 6.5 Hz, 6H). Bulunan MS aralidi: 2716- 2892.

IVe’nin Hazirlanmasi

1.2- Di- O- oktadesil- sn- gliserid Ic (4.00 g, 6.70 mmol) ve DSC (2.58 g, 1.5 esdeq.),
diklorometan (60 mL) iginde birlikte alinir ve bir buzlu su karisimi icinde 0 "C'ye
sogutuldu. Trietilamin (2.75 mL, 3 esdeg.) ilave edildi ve reaksiyon butin gece boyunca
kanistiriidi. Reaksiyon TLC ile izlendi, DCM ile seyreltildi, su (2 kere), NaHCOQO3 ¢gozeltisi
ile yikandi ve sodyum sulfat Uzerine kurutuldu. Cozuculer azalan basing altinda
aynistirildi ve kahnt), butiin gece boyunca yuksek vakum altinda muhafaza edildi. Bu
bilesik, ayrica saflastinimaksizin bir sonraki reaksiyon icin dogrudan kullaniimistir.
MPEGz000- NH2 lll (1.50 g, 0.687 mmol, NOF Corporation (Japonya) firmasindan satin
alinir) ve llc (0.760g, 1.5 esded.), argon altinda diklorometan ((20 mL) icinde ¢ozundu.
Reaksiyon 0 "C'ye sogutuldu. Piridin (1 mL, fazlalik) ilave edildi ve reaksiyon butun
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gece boyunca karistirildi. Reaksiyon TLC ile izlendi. Cozuculer ve ugucular vakum
altinda ¢ikartildi ve kalinti, beyaz bir kati olarak (0.92 g, % 48) arzu edilen bilesik IV¢’yi
elde etmek Uzere kromatografi ile (etil asetat akabinde bir gradyan elusyon olarak %
5- % 10 MeOH / DCM ile) saflastinldi. '"H NMR (CDCls, 400 MHz) & = 5.22-
5.15{m, 1 H), 4.16 (dd, J = 4.00 Hz, 11.00 Hz, 1 H), 4.06 (dd, J = 5.00 Hz, 11.00 Hz,
1 H), 3.81- 3.75 (m, 2 H), 3.70- 3.20 (m,- O- CH2- CH2- O-, PEG- CH2), 1.80- 1.70
(m, 2 H), 1.60- 1.48 (m, 4H}, 1.31- 1.15 (m, 64H), 0.85 (t, J = 6.5 Hz, 6H). Bulunan MS
arali). 2774- 2948.

Ornek 5. DLin- M- C3- DMA’nin (yani, (6Z,9Z,28Z,31Z)- heptatriakonta- 6,9,28,31-

tetraen- 19- il- 4- (dimetilamino) butanoat) hazirlanmasi

Diklormetan (5 mL) icindeki (6Z2,92,282,312)- heptatriakonta- 6,9,28,31- tetraen- 19-
ol {0.53 g), 4,N,N- dimetilaminobiitirik asit hidroklorur (0.51 g), 4- N,N- hidroklorurun
(0.53 g) bir solusyonu oda sicakhginda gece boyunca karistirildi. Solusyon, seyreltik
hidrolik asit ile bunu takibe seyreltik sulu sodyum bikarbonat ile yikandi. Organik
fraksiyonlar susuz magnezyum sulfat uzerinde kurutuldu, filtrelendi ve bir rotovap
(doner buharlastirici) Uzerinde ¢ozucu uzaklastinldi. Kalinti, % 1- £lik bir metanol /
diklormetan elusyon gradyeni kullanilarak bir silika jel kolonuna (20 g) aktarild.
Saflastinlmis urunu igeren fraksiyonlar birlestirildi ve gozucu, renksiz bir yag (0.54 g)

verecek sekilde uzaklagtirildi.

Burada tarif edilen bilesikler asadidaki makalelerde tarif edilen prosedurler ile

sentezlenebilir:

1. Schlueter, Urs; Lu, Jun; Fraser- Reid, Bert. Synthetic Approaches To Heavily
Lipidated Phosphoglyceroinositides. Organic Letters (2003), 5(3), 255- 257.

2. King, J. F.; Allbutt, A. D. Can. J. Chem. 1970, 48, 1754- 1769

3. Mach, Mateusz; Schlueter, Urs; Mathew, Felix; Fraser- Reid, Bert; Hazen, Kevin
C. Comparing n- pentenyl orthoesters and n- pentenyl glycosides as alternative
glycosyl donors. Tetrahedron (2002), 58(36), 7345- 7354,

Ornek 6. Cesitli lipozomal kompozisyonlara sahip MC3 lipozomlarinin siganlarda
etkinligi
MC3 igeren lipozomal formulasyonlarin doz tepkisini incelemek icin asagidaki

lipozomal formuller temel olarak Ornek 2’de acgiklandigini gibi hazirlanir. Asagdidaki
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tabloda sunuldugu gibi ihtiva edilen bilesenler su sekilde gosterilir: MC3- DSPC-
Kolesterol- PEG- C14. Tablo 9, test edildigi uzere omek niteliginde formulasyonlar

sagdlar.
Hayvanlar Sprague- Dawley
Toplam 27

Enjeksiyon Vol. (uL) 5 ul/ g enjeksiyon

Grup | Grup | Hedef | siRNA | Konsan. | Enj. Hac. | Doz Arag
boyutu (mg | (uLig) |(mg !
mL) kg)

1 3 5 PBS

2 3 FVII 1661 0.06 5 0.30 50- 10- 38.5- 1.5
3 3 FVII 1661 0.02 5 0.10 50- 10- 38.5- 1.5
4 3 FVIl | 1661 0.006 5 0.03 50- 10- 38.5- 1.5
5 3 FVIl | 1661 0.002 5 0.01 50- 10- 38.5- 1.5
6 3 FvIl | 1661 0.06 5 0.30 40- 15-40-5

7 3 FVIl | 1661 0.02 5 0.10 40- 15-40-5

8 3 FvIl | 1661 0.006 5 0.03 40- 15- 40- 5

9 3 FVIl | 1661 0.002 5 0.01 40- 15-40-5

Sekil 2:de gosterildigi gibi % 50 mol MC3’e sahip olan lipozomal formulasyon, % 40
mol MC3'e sahip olan lipozomal formulasyonunkinden nispeten daha dusuk siRNA

konsantrasyonlarinda etkili bir dozaj tepkisi egrisi gostermistir.

Ornek 7. MC3 lipozomlarinin etkinlidi farelerde ApoE badimhhdi gosterir.

Cesitli lipozom formulasyonlannin etkinligi agisindan ApoE'nin rolunt daha fazla

incelemek icin, vahsi tip ve ApoE nakavt farelerine, esas olarak Ornek 2'de tarif edildigi
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gibi, 0.1- 0.03 ve 0.01 mg / kg'da AD- 1661 siRNA bilegimini iceren MC3 lipozomlar

uygulanmigtir. Lipozom formulasyonlarinin yarisi, ekzojen ApoE ilavesinin farelerde

proteinin yoklugunun ustesinden gelip gelemeyecegini belirlemek icin rekombinant

ApoE proteini ile onceden karigtinimistir.

Tablo 10 asadida, test edilen gibi 6rnek niteligindeki formulasyonlar gostermektedir.

Tablo 10
Deneysel Plan
Hayvanlar

Toplam

C57BL / 6 ve ApoE nakavt

42

Enjeksiyon Vol. (uL)

agirhga bagh olarak degisebilir

Grup | Grup | Fare Hedef | siRNA | Konsan. | Doz Arac
boyutu | Tipi (mg /| (mg |
mL) kg)
1 3 C57BL | FVII 0.00 PBS
/6
2 3 C57BL | FVII 1661 | 0.0100 | 0.100 | MC350- 10- 38.5-
/6 1.5 w/ ApoE
3 3 C57BL | FVII 1661 | 0.0030 | 0.030 | MC350- 10- 38.5-
/6 1.5w/ ApoE
4 3 C57BL | FVII 1661 | 0.0010 | 0.010 | MC350- 10- 38.5-
/6 1.5 w/ ApoE
5 3 C57BL | FVII 1661 | 0.0100 | 0.100 |50- 10- MC350- 10-
/6 385 15 w [/ o
ApoE.5-1.5
6 3 C57BL | FVII 1661 | 0.0030 | 0.030 | 50- 10- MC350- 10-
/6 385- 15 w / o
ApoE.5-1.5
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7 3 C57BL | FVII 1661 | 0.0010 | 0.010 | 50- 10- MC350- 10-
/6 385 15 w / o
ApoE.5- 1.5
8 3 ApoE 1661 0.00 PBS
nakavt
9 3 ApoE FVII 1661 | 0.0100 | 0.100 | MC350- 10- 38.5-
nakavt 1.5w/ ApoE
10 3 ApoE FVII 1661 | 0.0030 | 0.030 | MC350- 10- 38.5-
nakavt 1.5w/ ApoE
11 3 ApoE FVII 1661 | 0.0010 | 0.010 | MC350- 10- 38.5-
nakavt 1.5w/ ApoE
12 3 ApoE FVII 1661 | 0.0100 | 0.100 | 50- 10- MC350- 10-
nakavt 385 15 w / o
ApoE .5-1.5
13 3 ApoE FVII 1661 | 0.0030 | 0.030 | 50- 10- MC350- 10-
nakavt 385 15 w / o
ApoE .5-1.5
14 3 ApoE FVII 1661 | 0.0010 | 0.010 | 50- 10- MC350- 10-
nakavt 385 15 w [/ o
ApoE.5- 1.5

Sekil 3, MC3 ile formule edilmis lipozomlar ile birlikte uygulandiginda, vahsi tipteki (sag
cubuklar) FVII protein seviyelerinin doza bagh zayiflamasini gosterirken, ApoE eksikligi
olan nakavt farelerinde (sol gubuklar) gostermez, huicresel alimda ve / veya karacigere
verilmesinde ApoE'nin rolunt dustuindurmektedir. Yukarida 1661 siRNA ile tarif edildidi
gibi formule edilen MC3 lipozomlarn, kendi basina 0.1, 0.03 ve 0.01 mg / kg
konsantrasyonlarda uyguland veya ApoE lipoprotein ile dnceden karistirildi. Bununla
birlikte, cok daha yuksek dozlarda (ornedin, ~1.0 mg / kg veya Uzeri}, MC3 ile formule
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edilmis formulasyonlarin, FVII mRNA ve proteinin susturulmasina aracilhik ettigi
bulunmustur (gosterilmemistir). Sekil 3'te gosterildidi gibi Test edilen MC3 formullu
lipozomal formulasyonlar, rekombinant ApoE ile dnceden karistirilmadik¢a, ApoE
nakavt farelerinde FVII'nin susturulmasina aracilik edememektedir. Boylece, ApoE
nakavt farelerinde aktivite, MC3'un (bir MC3 iceren lipozom) ApoE ile karistinimasiyla
kurtanlabilir.

Ornek 8: Fosfokolinlerin mol yuzdesi ve kuyruk uzunlugu agisindan degdisen lipozomal

formulasyonlar iceren MC3'Un etkisi

Cesitli lipozom formulasyonlarinin etkinligine fosfolkolinlerin mol yuzdesi ve kuyruk
uzunlugundaki varyasyonlarin etkisini incelemek icin, DSPC, DMPC ve DLPC iceren
gesitli formulasyonlar FVII susturmanin etkisi agisindan 0.01 ya da 0.03 mg / kg'da test
edildi.

Tablo 11 asadida, test edilen gibi drnek niteligindeki formulasyonlar gostermektedir:

Deneysel Plan

Hayvanlar C57BL /6

Toplam 45

Enjeksiyon Vol. (uL) agirhga bagh olarak degisebilir

Grup | Grup | Hedef | siRNA | Konsan. Doz Arag

boyutu (mg /| (mg /
mL) kg)

1 3 FVII 0.00 PBS

2 3 FVII 1661 |0.0010 | 0.010 | MC3 50- 10- 38.5- 1.5 1661
DSPC

3 3 FVII 1661 | 0.0003 | 0.003 | MC3 50- 10- 38.5- 1.5 1661
DSPC

4 3 FVII 1661 | 0.0010 | 0.010 | MC3 50- 10- 38.5- 1.5 1661
DMPC
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5 FVII 1661 |0.0003 | 0.003 | MC3 50- 10- 38.5- 1.5 1661
DMPC

6 FVII 1661 | 0.0010 | 0.010 | MC3 50- 10- 38.5- 1.5 1661
DLPC

7 FVII 1661 |0.0003 | 0.003 | MC3 50- 10- 38.5- 1.5 1661
DLPC

8 FVII 1661 |0.0010 | 0.010 | MC3 40- 20- 38.5- 1.5 1661
DSPC

9 FVII 1661 |0.0003 | 0.003 | MC3 40- 20- 38.5- 1.5 1661
DSPC

10 FVII 1661 |0.0010 | 0.010 | MC3 40- 20- 38.5- 1.5 1661
DMPC

11 FVII 1661 |0.0003 | 0.003 | MC3 40- 20- 38.5- 1.5 1661
DMPC

12 FVII 1661 |0.0010 | 0.010 | MC3 40- 20- 38.5- 1.5 1661
DLPC

13 FVII 1661 | 0.0003 | 0.003 | MC3 40- 20- 38.5- 1.5 1661
DLPC

14 FVII 1661 |0.0010 | 0.010 | MC3 30- 30- 38.5- 1.5 1661
DMPC

15 FVII 1661 | 0.0003 | 0.003 | MC3 30- 30- 38.5- 1.5 1661
DMPC

Sekil 4, MC3'un mol yuzdesindeki degisikliklerin etkilerini, or., yuzde 50 ve 40 molu

karsilastirarak ve formulasyonu iceren DMPC, 50, 40 ve 30 mol yuzdesi igin olan etkiyi

gostermektedir.
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Ornek 9: Ga1NAc lipitlerinin lipozom formulasyonlarina dahil edilmesi

Potansiyel alternatif dagitim mekanizmalann aragtirmak igin in vivo deneyler, N- asetil
galaktosamin (Ga1NAc) konjuge lipidleri iceren lipozom formulasyonlari kullanilarak
gerceklestiriimistir. Ga1NAc reseptérunun karacierde yuksek oranda eksprese
edildigi sanildigi icin Ga1NAc olasi bir hedefleme ligandi olarak secilmistir. Bu nedenle,
farelerde ve siganlarda, Ornek 2'de tarif edildigi gibi, Formul IlI'un Ga1NAc- PEG- DSG
gahsmalar yapilmistir. Tum deneylerde, toplam PEG- konjuge lipit miktari sabit tutuldu
(ornegin,% 0.5 mol GalNAc3- PEG ilave edildiginde, karsihk gelen PEG- DSG
miktan% 0.5 mol azaldi). Deneyde genotip basina dokuz grubun her biri icin dort

hayvan kullaniimistir.

Asagidaki Tablo 12, formulasyonlarin C57BL6 farelerinde test edildigi,% 5 PEG lipit
konsantrasyonuna sahip olan MC3 iceren lipozomlari iceren yontemiler icin deneysel
ayrinti saglamaktadir. Asagidaki nispi molar miktarlari igeren lipozomlar: MC3 / DSPC
/ Chol / PEG- DSG'nin 50 / 10 / 35/ 5. Burada, % 0.5 GalNAc3- PEG eklendiginde,
karsilik gelen PEG- DSG miktari% 4.5'e dusurulur.

Tablo 12

Deneysel Plan

Hayvanlar C57BL /6
Toplam 45

Enjeksiyon Vol. (uL) agirhga bagh olarak degisebilir

Grup | Grup | Hedef | siRNA Konsan. | Enj. Hac. | Doz Arag

boyutu (mg /|MLig) |(mg |
mL) kg)

1 4 10 PBS

2 4 FvIl | 1661 0.1 10 1.00 50/10/35/5
3 4 FVIl | 1661 0.05 10 0.50 50/10/35/5
4 4 FvIl | 1661 0.025 10 0.25 50/10/35/5
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5 4 FVIl | 1661 0.0125 |10 0.125 |50/10/35/5

6 |4 FVIl | 1661 |0.1 10 100 |50/10/35/45
w % 5 GalNAc
lipidi

7 4 FvI 1661 0.05 10 0.50 50/10/35/45
w % 5 GalNAc
lipidi

8 4 Fvi 1661 0.025 10 0.25 50/10/35/4.5
w % 5 GalNAc
lipidi

9 4 FVII 1661 0.0125 |10 0.125 |50/10/35/4.5
w % 5 GalNAc
lipidi

Asagida Tablo 13, % 10 mol PEG- DSG lipidi konsantrasyonuna sahip lipozomlar
iceren MC3 ihtiva eden yontemler icin deneysel detay sadlar, burada formulasyonlar
C57BL6 farelerinde test edildi. Lipozomlar asagidaki molar miktarlari icerdi: 50 / 10 /
30 /10 MC3 / DSPC / Kol / PEG- DSG. Burada % 0.5 Ga1NAc3- PEG ilave edildi,
PEG- DSGrnin karsilik gelen miktar % 9.5 azaltild.

Tablo 13

Deneysel Plan

Hayvanlar C57BL6
Toplam 36
Enjeksiyon Vol. (uL) agirlhiga bagl olarak degisebilir

Grup | Grup | Hedef | siRNA Konsan. | Enj. Hac. | Doz Arag

boyutu (mg /|(uL/g) |(mg /

mL) kg)
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1 4 10 PBS

2 4 FVII 1661 0.5 10 5.00 50/10/30/710

3 4 FVII 1661 0.25 10 2.50 50/10/30/10

4 4 FVII 1661 0.125 10 1.25 50/10/30/10

5 4 FvI 1661 0.0625 |10 0625 | 50/10/30/10

6 4 FVII 1661 0.5 10 5 50/10/30/95
w % 0.5 GalNAc
lipidi

7 4 FVII 1661 0.25 10 2.50 50/10/30/95
w % 0.5 Ga1NAc

8 4 FVII 1661 0.125 10 1.25 50/10/30/795
w % 0.5 Ga1NAc

9 4 FVII 1661 0.0625 |10 0.63 50/10/30/95
w % 0.5 Ga1NAc

Sekil 5, artan PEG- kalkanlamanin C57BL6 farelerinde Gal1NAc aracili olmayan
sessizlikleri azalttigini gostermektedir. Bu, C57BL6 farelerinde hem % 5 hem de % 10
PEG konsantrasyonlari ile gosteriimektedir. C18- PEG'nin (yani, PEG- DSG) % 10 mol
oraninda dahil edilmesi etkili bir sekilde susturmayi engeller, bu da % 0.5 mol PEG
lipidin bir esmolar miktarda Ga1NAc- lipid (yani, Formul lll'un Ga1NAc3- PEG- DSG'si)
ile yer degistirmesiyle)ustesinden gelinebilir. Bu nedenle, artan PEG- koruyucu
(ornegdin, % 5 mol ila % 10 mol), Ga1NAc aracili olmayan susturmayi degil, ayni

zamanda genel gucu de azaltir.

Benzer deneyler ayrica sicanlarda gergeklestirilir, burada PEG lipidi (PEG- DSG)
lipozomlarda hem % 5 hem de % 10 mol ihtiva edildi. Asagida Tablo 14, % 5 mol PEG
lipidi konsantrasyonuna sahip lipozomlar iceren MC3 ihtiva eden yontemler icin

deneysel detay saglar, burada formulasyonlar sicanlarda test edildi. Lipozomlar
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asagidaki molar miktarlari icerdi: 50/10/35/5 MC3/DSPC /Kol / PEG- DSG. Burada
% 0.5 Ga1NAc3- PEG ilave edildi, PEG- DSG'nin karsilik gelen miktar % 4.5 azaltildi.
Tablo 14

Deneysel Plan

Hayvanlar Sprague- Dawley Sicanlari

Toplam 36

Enjeksiyon Vol. (uL) Bolus enjeksiyon

Grup | Grup | Hedef | siRNA | Konsan. | Enj. Hac. | Doz Arag

boyutu (mg /|(Lig) |(mg !
mL) kg)

1 4 5 PBS

2 4 FVIl | 1661 0.2 5 1.00 50/10/35/5

3 4 FVII | 1661 0.1 5 0.50 50/10/35/5

4 4 FVII | 1661 0.05 5 0.25 50/10/35/5

5 4 FVIl | 1661 0.025 5 0.125 |50/10/35/5

6 4 FVII | 1661 0.2, 5 1.00 50/10/35/4.5
w % S5 GalNAc
lipidi

7 4 FVIl | 1661 0.1 5 0.50 50/10/35/4.5
w % 5 GalNAc
lipidi

8 4 FVIl | 1661 0.05 5 0.25 50/10/35/4.5
w % 5 GalNAc
lipidi
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FVII

1661

0.025

0.125

50/10/35/45
w % 5 GalNAc
lipidi

Asagida Tablo 15, % 10 mol PEG lipidi konsantrasyonuna sahip lipozomlar iceren MC3

ihtiva eden yontemler icin deneysel detay saglar, burada formulasyonlar sicanlarda
test edildi. Lipozomlar asagidaki molar miktarlar icerdi: 50/10/ 30/ 10 MC3 / DSPC
/ Kol / PEG- DSG. Burada % 0.5 Ga1NAc3- PEG ilave edildi, PEG- DSGrnin karsilik

gelen miktan % 9.5 azaltild.

Tablo 15
Deneysel Plan
Hayvanlar
Toplam 36

Enjeksiyon Vol. (uL)

Bolus enjeksiyon

Sprague- Dawley Siganlari

Grup | Grup | Hedef | siRNA | Konsan. | Enj. Hac. | Doz Arag
t
boyulu (mg /|(L/g) |(mg
mL)} kg)
1 4 5 PBS
2 4 FVIl | 1661 1 5 5.00 50/10/35/5
3 4 FVII 1661 0.5 5 2.50 50/10/35/5
4 4 FVII 1661 0.25 5 1.25 50/10/35/5
) 4 FVII 1661 0.125 5 0625 | 50/10/35/5
6 4 FVII 1661 1 5 5.00 50/10/35/745
w % 5 GalNAc
lipidi
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7 4 FVII 1661 0.5 5 2.50 50/10/35/45
w % 5 GalNAc
lipidi

8 4 FVII 1661 0.25 5 1.25 50/10/35/74.5
w % 5 GalNAc
lipidi

9 4 FvI 1661 0.125 5 0625 ' 50/10/35/4.5
w % 5 GalNAc
lipidi

Sekil 6, belirtilen dozajlarda siganlara uygulanmis % 5 mol ve % 10 mol C18 PEG ihtiva
eden MC3 formulasyonlarinin sonuglarini goéstermektedir. % 10 mol PEG- DSG igeren
formulasyonlar, sicanlarda test edilen konsantrasyonlarda (0.625- 5 mg / kg) az bir
sessizlik gosterir. Bununla birlikte, Formul lll'e ait % 0.5 mol'luk Ga1NAc3- PEG-
DSG'sinin eklenmesi (yani, C18- PEG'nin % 0.5 mol'unun degistirimesi), FVII'nin
nakavtini eski haline getirir. Bu nedenle, fareler ile karsilastirildiginda, sicanda, daha
yuksek olgcude korunmus formulasyon genellikle % 5 mol ve % 10 mol PEG

konsantrasyonlari arasindaki farkhliklarda gosterildidi gibi gucu daha iyi korur.

Ornek 10: % 0.5 mol Ga1NAc3- PEG- DSG'nin dahil edildidi ve edilmedidi lipozomal
formulasyonlar iceren MC3'te bilesenlerin mol % ‘sindeki varyasyonlarin

degerlendiriimesi

Ga1NAc3- PEG- DSG igeren ve icermeyen farkli mol yuzdesi bilesenlerine sahip olan
MC3 igeren lipozomlarin etkinligini belilemek icin, asadidaki lipozomal formulasyonlar,
buyuk dlcude yukarida Ornek 2'de tarif edildigi gibi C57BL6 farelerinde hazirlanmis ve
test edilmistir. Bilesenler, tabloda gosterildigi gibi su sira ile saglanmaktadir: MC3 /
DSPC / Chol. / PEG- DSG. Burada % 0.5 Ga1NAc3- PEG ilave edildi, PEG- DSG'nin
karsihk gelen miktan asagidaki Tablo 16'daki gibi % 4.5 azaltild..

Tablo 16
Deneysel Plan

Hayvanlar C57BL6
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148

agirhga bagh olarak degisebilir

Grup | Grup | Hedef | siRNA | Konsan. | Enj. Hac. | Doz Arag
Poyutu mg /|@L/g) |(mg
mL) kg)

1 3 10 PBS

2 3 FVIl | 1661 0.1 10 1.00 50/10/35/5

3 3 FVIl | 1661 0.1 10 1.00 50/10/35/45
W % 0.5
GaTNACc3- lipit

4 3 FVII 1661 0.1 10 1.00 40/15740/5

) 3 FVII 1661 0.1 10 1.00 40/15/40/55
W % 0.5
Ga1NACc3- lipit

6 3 FVIl | 1661 0.1 10 1.00 30/25/401/5

7 3 FVII | 1661 0.1 10 1.00 30/25/401/45
w % 0.5
Ga1NAc- lipit

8 3 FVIl | 1661 0.1 10 1.00 20/35/401/5

9 3 FVIl | 1661 0.1 10 1.00 20/35/740/ 4.5
w % 0.5
Ga1NAc- lipit

Sekil 7'de gosterildigi gibi G1aNAcnin lipozomal formulasyonlara ilavesi, her

5 formilasyondaki FVII'nin susturulmasini gelistirir, yani, burada MC3 % 50, 40 ve 30

mol olarak bulunmaktadir.
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Ornek 11: Dogal Tip ve ASPGR KO farelerinde, MC3 ve Ga1NAc iceren lipozomlarin
etkisi

Cesitli lipozom formulasyonlarinin etkinliginde ASGPR'nin rolunu incelemek icin,
yabani tip ve ASGPR nakavt farelerine, AD- 1661 siRNA bilesimini igceren MC3
lipozomlari, Ornek 1'de tarif edildidi gibi 3, 1 ve 0.3 mg / kg olarak verilmistir. Burada
% 0.5 GalNAc3- PEG ilave edildi, PEG- DSGnin karsilik gelen miktari asagdidaki
Tablo 17°de gosterildigdi gibi % 9.5 azaltild..

Tablo 17

Deneysel Plan

Hayvanlar C57BL6 ve ASPGRr KO
Toplam 25+15
Enjeksiyon Vol. (uL) agirliga bagl olarak degisebilir
Grup | Grup | Hedef | siRNA | Konsan. | Enj. Hac. | Doz Arag
boyutu (mg /|@uLig) |(mg !
mL) kg)
1 5 10 PBS
2 5 FVIl | 1661 0.3 10 3.00 50/10/30/10
3 5 FVIl | 1661 0.3 10 3.00 50/10/30/95
w % 0.5
Ga1NAc- lipit
4 5 FVII | 1661 0.1 10 1.00 50/10/30/95
w % 0.5
Ga1NAc- lipit
5 5 FVIl | 1661 0.03 10 0.300 |50/10/30/95
w % 0.5
Ga1NAc- lipit
6 5 FVIl | 1661 10 PBS
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7 5 FVIl 1661 0.3 10 3.00 50/10/30/10

8 5 FVII 1661 0.3 10 3.00 50/10/30/95
w % 0.5
Ga1NAc- lipit

Sekil 8, bu deneylerin sonuglarini gostermektedir ki, GalNAc3- PEG- DSG lipidinin
dahil edilmesiyle C18 PEG ihtiva eden formulasyonlarda FVII nakavtinin yeniden
kazaniimasini, GalNAc hedefleme pargasi igin  beklenen reseptor olan
Asialoglycoprotein  Reseptorunde (ASGPR) eksik olan bir fare susu iginde

uygulandiginda ortadan kaldinldigini gostermektedir,
Ornek 12: Oligonukleotit Sentezi
Sentez

Butun oligonukleotidler bir AKTAoligopilot sentezleyici uzerinde sentezlenir. Standart
koruyucu gruplarla ticari olarak temin edilebilen kontrolli gozenekli cam kati destek
(dT- CPG, 500, Prime Synthesis) ve RNA fosforamidleri, 5- O- dimetoksitritil N6&-
benzoil- 2- t- butildimetilsilil- adenozin- 3- O- N,N- diisopropil- 2-
siyanoetilfosforamidit, 5- O- dimetoksitritil- N4- asetil- 2- t- butildimetilsilil- sitidin- 3'-
O- N,N'- diisopropil- 2- siyanoetilfosforamidit, 5- O- dimetoksitritil- N2- - isobutiril- 2'- t-
butildimetilsilil- guanozin- 3’'- O- N,N- diisopropil- 2- siyanoetilfosforamidit, ve 5- O-
dimetoksitritil- 2~ t-  butildimetilsilil-  Uridin- 3- O- N,N- diisopropil- 2-
siyanoetilfosforamidit (Pierce Nucleic Acids Technologies), oligonukleotid sentezi icin
kullanildi. 2°- F fosforamiditler, 5- O- dimetoksitritil- N4- asetil- 2'- fluro- sitidin- 3'- O-
N,N:- diisopropil- 2- siyanoetilfosforamidit ve 5- O- dimetoksitritil- 2- fluro- Uridin- 3--
O- N,N- diisopropil- 2- siyanoetil- fosforamidit, (Promega)} firmasindan satin alinir.
Butun fosforamiditler, % 10 THF / ANC (hac. / hac.) icinde 0.2 M konsantrasyonda
kullanilan guanozin harig asetonitrii (CH3CN) iginde 0.2M bir konsantrasyonda
kullanmlir. 16 dakikalik eglesme / geri donusum suresi kullamlir. Aktivator 5- etil
tiotetrazol (0.75 M: American International Chemicals) olup, PO- oksidasyon igin iyodin
{ su / piridin kullanihr ve 2,6- [utidin / ACN (1: 1 hac. / hac.) iginde PS- oksidasyon igin
PADS (% 2) kullanilir.
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3'- ligand konjuge edilmis sarmallar, iligkili ligand igcerikli kati destek kullanilarak
sentezlenir. Ornedin, sekans igindeki kolesterolun girigi, bir hidroksiprolinol- kolesterol
fosforamidit'ten gerceklestirilir. Kolesterol, bir hidroksiprolinol- kolesterol kisminin elde
edilmesi icin bir 6- aminohekzanoat baglantisi araciligiyla trans- 4- hidroksiprolinol’e
baglanmistir. 5- ug Cy- 3 ve Cy- 55 (florofor) etiketli siRNA’lar, Biosearch
Technologies firmasindan satin alinan, karsilik gelen Quasar- 570 (Cy- 3)
fosforamidit'ten sentezlenir. 5'- ug ve ya da i¢ pozisyona ligandlarin konjugasyonu,
uygun korunmus ligand- fosforamidit yapi blogu kullanilarak gerceklestirilir. 5- (etiltio)-
1 H- tetrazol aktivatoru mevcudiyetinde susuz CHsCN iginde fosforamiditin 0.1 M
gozeltisinin bir katiya, uzatlmis bir 15 dak. eslenmesi oligonukleotid baglanir.
Interntkleotidin fosfata oksidasyonu, rapor edildigi (1) gibi standart iyodin- su
kullanilarak ya da 10 dak. oksidasyon bekleme zamanh konjuge edilmig oligonukleotid
ile tert- butil hidroperoksit / asetonitril / su (10: 87: 3) ile islemle yurutulmektedir.
Fosforotioat, ornegin DDTT (AM Chemicals firmasindan satin alinan), PADS ve veya
Beaucage ayiraci gibi bir sulfur transfer ayiraci kullanilarak fosfitin fosforotioata
oksidasyonu ile girer. Kolesterol fosforamidit kurumda sentezlenir ve diklorometan
icinde 0.1 M bir konsantrasyonda kullanilir. Kolesterol fosforamidit icin eslesme zamani
16 dakikadir.

Korumanin Kaldirilmasi | {(Nukleobaz Korumasinin Kaldirilmasi)

Sentezin tamamlanmasinin ardindan, destek, bir 100 ml cam siseye (VWR) transfer
edilir. Oligonukleotid, 55 "C'de 6.5 saat boyunca etanolik amonyumun [amonyak:
etanol (3: 1)] bir 80 mL’lik karigimi ile baz ve fosfat gruplarinin e$ zamanh koruyucu
gruptan uzaklastiriimasi ile destekten aynlir. Sise, buz Uzerinde kisaca sogutulur ve
daha sonra etanolik amonyak karisimi bir yeni 250 ml sise igerisine filtre edilir. CPG,
etanol / su (1: 1 hac. / hac.) 2 X 40 mL kisimlan ile yikanir. Karisim hacmi daha sonra
roto- buhar ile ~ 30 ml'ye azaltilir. Karisim daha sonra boya uzerinde dondurulur ve

hizli vakum uUzerinde vakum altinda kurutulur.

Korumanin Kaldinimasi | (2’- TBDMS grubunun uzaklastiriimasi)

Kurutulmus kalinti, 26 mL trietilamin, trietilamin trihidroflorit {TEA-3HF) ya da piridin-
HF ve DMSO (3: 4: 6) iginde yeniden suispansiyon hale getirilir ve 2’ pozisyonda tert-
butildimetilsilil (TBDMS) gruplarnin gikariimasi igin 90 dakika boyunca 60 "C’de isitilir.
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Reaksiyon daha sonra 50 mL 20 mM sodyum asetat ile sulandiriir ve pH 6.5'ye

ayarlanir ve saflastinlana kadar dondurucuda saklanir.
Analiz

Oligonukleotidler, saflastirma oncesinde yuksek performansh sivi kromatografisi
(HPLC) ile analiz edilir ve tampon ve kolonun secgimi, sekans ve ya da konjuge edilmis

ligandin dogasina baghidir.

HPLC Saflastirma

Ligand ile konjoge edilmis oligonukleotidler, ters faz preparatif HPLC saflastirdir.
Konjuge edilmemis oligonukleotidler, kurumda paketlenen bir TSK jel kolonu uzerinde
anyon- deg@isim HPLC ile saflastinlir. Tamponlar, % 10 CHsCN (tampon A) iginde 20
mM sodyum fosfat {(pH 8.5) ve % 10 CHsCN, 1M NaBr (tampon B) igcinde 20 mM
sodyum fosfat (pH 8.5) olmaktadir. Tam uzunlukta oligonukleotidleri iceren fraksiyonlar
havuzda toplanir, tuzdan arindirilir ve liyofilize edilir. Yaklasik olarak 0.15 OD tuzdan
arindiriimis oligonukleotidler, su icinde 150 pl'ye seyreltilir ve daha sonra CGE ve LC
/ MS analizi icin 0zel siseler icine pipetlenir. Bilesikler daha sonra LC- ESMS ve CGE

ile analiz edilir.

siRNA preparasyonu

siRNA'nin hazirlanmasi icin, esmolar miktarlarda sens ve antisens sarmali, 5 dak.
boyunca 95 "C'de 1 X PBS iginde 1sitilir ve yavag bir sekilde oda sicakligina sogutulur.

Dupleksin butunlugu HPLC analizi ile konfirme edilir.

Tablo 18. Luc ve FVIlI hedefleme i¢in siRNA dupleksleri

Dupleks | Sek. Sekans 5- 3 Hedef
ID
1000 /1 CUU ACG CUG AGU ACU UCG AdTdT Luc
1001
2 UCG AAG UAC UCA GCG UAA GdTdT
AD-1955 | 3 cuuAcGeuGAGUAcUUcGAdTsdT Luc
4 UCGAAGUACUCAGCUAAGATSDT
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AD-1596 |5 GGAUCAUCUCAAGUCUUACATAT FVII
6 GUAAGACUUGAGAUGAUCCITAT

AD- 1661 |7 GGAfUFCAfUFCIUFCAAGIUFCIUfUATCATsdT | FVII
8 GIUAAGATCICIUfUGAGATUGATUCICATsdT

Kuguk harf, 220Me modifikasyonudur ve Nf, bir 2’°F modifiyeli niikleobazdir, dT ise

deoksitimidin, s, fosfoiyonattir.

Ornek 13: mPEG2000- 1,2- Di- O- alkil- sn3- karbomoilgliseritin sentezi

mPEG2000- 1,2- Di- O- alkil- sn3- karbomoilgliserit gibi PEG lipitleri asagidaki

prosedurler kullanilarak sentezlenmistir:
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mPEG2000- 1,2- Di- O- alkil- sn3- karbomoilgliserit

Bilesik 4a’min (PEG- DMG) hazirlanmasi: 1,2- Di- O- tetradesil- sn- gliserid la (30 g,
61.80 mmol) ve N.N’- suksinimidilkarhonat (DSC, 23.76 g, 1.5 esdeg.), diklorometan

(DCM, 500 mL) icine alinir ve bir buzlu su karigsimi Uzerine karnigtinihir. Trietilamin (TEA,

2530 mL, 3 esdegq.), kanistirma c¢ozeltisine ilave edilir ve sonradan reaksiyon

karisiminin, ortam sicakhdinda butun gece boyunca karistirlmasina izin verilir.

Reaksiyonun ilerleyisi TLC ile izlenir. Reaksiyon karigimi DCM (400 mL) ile seyreltilir
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ve organik katman, su (2 X 500 mL), 15 sulu NaHCO3 ¢ozeltisi (500 mL) akabinde
standart duzen ile yikanir. Elde edilen kalinti butun gece boyunca yuksek vakum
altinda ortam sicakhginda kurutulur. Kurutmanin ardindan, boylece elde edilen ham
karbonat 2a, diklorometan (500 mL) iginde ¢oézunur ve bir buzlu banyo Uzerinde
kanstiriir. Karistirlma ¢ozeltisine, MPEG2000- NH2 (3, 103.00 g, 47.20 mmol, NOF
Corporation (Japonya) firmasindan satin alinir) ve susuz piridin (Py, 80 mL, fazlalik)
argon altinda ilave edilir. Bazi duzenlemelerde, metoksi- (PEG)x- amin, bir 45 ila 49,
tercih edilen sekliyle 47- 49 arasinda olan ve daha ¢ok tercih edilen sekliyle 49 olan bir
x'e sahiptir. Reaksiyon karisiminin daha sonra butun gece boyunca ortam sicakliginda
kanistirlmasina izin verilir. Cozuculer ve ugucular vakum altinda ¢ikartilir ve kalinti,
DCM (200 mL}) icinde ¢ozunur ve etil asetat icinde silika jelin bir kolonu Uzerine
yuklenir. Kolon baglangig olarak etil asetat ile ve sonradan beyaz bir kati olarak (105.30
g, % 83) istenen PEG- Lipit 4a’y1 vermek Uzere diklorometan igcinde % 5- % 10
metanoltn gradyani ile aynhr. '"H NMR (CDCls, 400 M Hz) & = 5.20- 5.12 {m, 1 H),
4.18-4.01 (m, 2 H), 3.80- 3.70 (m, 2 H), 3.70- 3.20 (m,- O- CH2- CH2- O-, PEG- CH2),
2.10-2.01 (m, 2 H), 1.70- 1.60 {m, 2 H), 1.56- 1.45 (m, 4H), 1.31- 1.15 (m, 48H), 0.84
(t, J = 6.5 Hz, 6H). Bulunan MS araligi: 2660- 2836.

4b’nin hazirlanmasi: 1.2- Di- O- hekzadesil- sn- gliserid 1b (1.00 g, 1.848 mmol) ve
DSC (0.710 g, 1.5 esdeg.), diklorometan (20 mL) icinde birlikte alindi ve bir buzlu su
kansimi icinde 0 "C'ye sogutuldu. Trietilamin (1.00 mL, 3 esded.) ilave edildi ve
reaksiyon butun gece boyunca karistirldi. Reaksiyon TLC ile izlendi, DCM ile
seyreltildi, su (2 kere), NaHCOs3 ¢ozeltisi ile yikandi ve sodyum sulfat uzerine kurutuldu.
Cozuculer azalan basing altinda ayngtirildi ve 2b’nin elde edilen kalintisi, butin gece
boyunca yuksek vakum altinda muhafaza edildi. Bu bilesik, ayrica saflasgtirlmaksizin
bir sonraki reaksiyon icin dogrudan kullanimistir. MPEGz2000- NH2 3 (1.50 g, 0.687
mmol, NOF Corporation (Japonya) firmasindan satin alinir) ve 2b (0.702g, 1.5 esdegd.),
argon altinda diklorometan (20 mL) icinde ¢dozundu. Reaksiyon 0 "C'ye sogutuldu.
Piridin (1 mL, fazlalik) ilave edildi ve reaksiyon butun gece boyunca karistirildi.
Reaksiyon TLC ile izlendi. Cozuculer ve ugucular vakum altinda cikartildi ve kalint,
beyaz bir kati olarak (1.46 g, % 76) arzu edilen bilesik 4b elde etmek Uzere
kromatografi ile (ilk etil asetat akabinde bir gradyan elusyon olarak % 5- % 10 MeOH /
DCM ile) saflagtiriidi. '"H NMR (CDCls, 400 MHz) 6 =5.17 (t, J = 5.5 Hz, 1 H), 4.13 (dd,
J=4.00Hz, 11.00 Hz, 1 H), 4.05 (dd, J = 5.00 Hz, 11.00 Hz, 1 H), 3.82- 3.75 (m, 2 H),
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3.70- 3.20 {m,- O- CH2- CH2- O- , PEG- CHz), 2.05- 1.90 (m, 2 H), 1.80- 1.70 (m, 2 H),
1.61- 1.45 (m, 6H), 1.35- 1.17 (m, 56H), 0.85 (t, J = 6.5 Hz, 6H). Bulunan MS arali§ji:
2716- 2892.

4c’nin hazirlanmasi: 1.2- Di- O- oktadesil- sn- gliserid 1¢ (4.00 g, 6.70 mmol) ve DSC
(2.58 g, 1.5 esdeq.), diklorometan (60 mL) icinde birlikte alinir ve bir buzlu su kansimi
icinde 0 "Crye sogutuldu. Trietilamin (2.75 mL, 3 esdeg.) ilave edildi ve reaksiyon butun
gece boyunca kanstirildi. Reaksiyon TLC ile izlendi, DCM ile seyreltildi, su (2 kere),
NaHCOs ¢ozeltisi ile yikandi ve sodyum sulfat Uzerine kurutuldu. Cozluculer azalan
basing altinda ayrnistirildi ve kalinti, butin gece boyunca yuksek vakum altinda
muhafaza edildi. Bu bilesik, ayrica saflastinimaksizin bir sonraki reaksiyon igin
dogrudan kullaniimigtir. MPEGzo00- NH2 3 (1.50 g, 0.687 mmol, NOF Corporation
(Japonya) firmasindan satin alinir) ve 2¢ (0.760g, 1.5 esded.), argon altinda
diklorometan ((20 mL} iginde ¢ozundu. Reaksiyon 0 "C'ye sodutuldu. Piridin (1 mL,
fazlalk) ilave edildi ve reaksiyon butun gece boyunca kanstirildi. Reaksiyon TLC ile
izlendi. Cézuculer ve ugucular vakum altinda cikartildi ve kalinti, beyaz bir kati olarak
(0.92 g, % 48) arzu edilen bilesik 4c¢’yi elde etmek uzere kromatografi ile (etil asetat
akabinde bir gradyan elusyon olarak % 5- % 10 MeOH / DCM ile) saflastirildi. 'TH NMR
(CDCl3, 400 MHz) 8 = 5.22- 5.15 (m, 1 H), 4.16 (dd, J =4.00 Hz, 11.00 Hz, 1 H), 4.06
(dd, J =5.00 Hz, 11.00 Hz, 1 H), 3.81- 3.75 (m, 2 H), 3.70- 3.20 {m,- O- CH2- CH2- O-
, PEG- CH2), 1.80- 1.70 (m, 2 H), 1.60- 1.48 (m, 4H), 1.31-1.15 (m, 64H), 0.85 (t, J =
6.5 Hz, 6H). Bulunan MS araligi: 2774- 2948.

Ornek 14: Ekstruzyon yontemi igin genel protokol

Lipitler (formul I'in katyonik lipidi, DSPC, kolesterol, DMG- PEG ) ¢ozunebilirdir ve
istenen molar oranina gore etanol icinde kanstinlir. Lipozomlar, pH 5.2'de sodyum
asetat tamponuna karistinlmis lipidlerin eklendigi bir etanol enjeksiyon yontemiyle
olusturulur. Bu, % 35 etanol icinde spontan lipozom olusumuyla sonuglanir.
Lipozomlar, en az 2 kez bir 0.08 ym polikarbonat membrandan ekstrude edilir. Sodyum
asetat ve % 35 etanol iginde bir stok siRNA ¢ozeltisi hazirland) ve yuklenmek Uzere
lipozoma ilave edildi. SIRNA- lipozom ¢ozeltisi, 30 dakika boyunca 37 T'de inkube
edildi ve daha sonra seyreltildi. Etanol cikarildi ve diyaliz veya tegetsel akis filtrasyonu

ile PBS tamponuna degistirildi.

Ornek 15: Hat i¢i kanigtirma yontemi igin genel protokol
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Bireysel ve ayn stok cozeltileri hazirlanir- biri lipit ve diger siRNA igerir. Formul I'in
katyonik lipidini, DSPC, kolesterol ve PEG lipit iceren lipit stok,% 90 etanol iginde
gozunduorulur. Kalan % 10 dusuk pHh sitrat tamponudur. Lipit stokunun
konsantrasyonu 4 mg / mL'dir. Bu sitrat tamponunun pH'i, kullanilan fuzyojenik lipidin
tipine bagh olarak 3- 5 arasinda degisebilir. siRNA ayrica sitrat tamponu icinde 4 mg /
mL'lik bir konsantrasyonda cozundurulur. Kuguk olgekli, her bir stok ¢ozeltisinin 5 mL'si
hazirlanir.

Stok ¢ozeltileri tamamen berraktir ve siRNA ile birlestirimeden once lipitlerin tamamen
gozulmesi gerekir. Bu nedenle stok gozeltileri, lipitleri tamamen ¢ozundurmek igin
isitilabilir. Islemde kullanilan siRNA'lar modifiye edilmemis oligoniikleotidler olabilir

veya modifiye edilebilir ve kolesterol gibi lipofilik kisimlarla konjuge edilebilir.

Tek tek stoklar, her bir goziimi bir T- kavsagina pompalayarak birlestirilir. ki akigin
baslangicini ve durusunu ayni anda kontrol etmek icin ¢ift kafali Watson- Marlow
pompasi kullanilir. 1.6 mm'lik bir polipropilen boru, dogrusal akis oranini arttirmak igin
0,8 mm'lik bir boruya daha da kucultulur. Polipropilen hatti (ID = 0.8 mm), bir T
baglantisinin her iki tarafina baglanir. Polipropilen T, 4.1 mm?Iuk bir hacim icin 1.6
mm'lik bir dogrusal kenara sahiptir. Genis uclarin {1.6 mm) her biri polipropilen hattinin
herbiri, cozunmus lipid stokunu veya cozundurulmus siRNA'yl iceren test tuplerine
yerlestirilir. T- baglanti noktasindan sonra, birlesik akimin yayilacagi tek bir boru
yerlestirilir. Boru daha sonra 2x hacim PBS ile bir konteynere uzanmaktadir. PBS hizla
kanigtiriir. Pompa igin akis hizi 300 rpm veya 110 mL / dak'lik bir ayardadir. Etanol
gikanlir ve diyaliz ile PBS i¢in degistirildi. Lipit formulasyonlari daha sonra uygun bir

galisma konsantrasyonuna santrifuj veya diafiltrasyon kullanilarak konsantre edilir.

Ornek 16: [(6Z2,92,287,31Z)- heptatriakonta- 6,9,28,31- tetraen- 19- il- 4-

(dimetilamino) butanoat]in (formul Pin bir katyonik lipidi ya da MC3) sentezi
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THF, Su; vi) EDC, DMAP, DIPEA

Alkol 2’nin hazirlanmasi

Argon girigi ve termowell ile donatilmig temiz, kuru bir 200L cam reaktor 60 L THF ve
5.73 Kg (20.4 mol) linoleik asit ile dolduruldu. Reaktdrun igerigi, bir aseton- kuru buz
banyosu kullanilarak 0 T'nin altinda so gutuldu. Bu soguk ¢ozeltiye, toluen iginde 13.8
L Vitrid (agirhikca% 60), reaksiyon karisiminin i¢c sicakliginin 0 T'nin altinda
tutulmasiyla vyavas yavas eklenmistir (Not: Baslangigtaki vitridinin  eklenmesi
ekzotermiktir ve kopurme gozlenmistir. Kopurtme 15 dakika eklendikten sonra durdu).
Vitridin eklenmesi 3 saat 45 dakika surdld. Eklemenin tamamlanmasindan sonra,
reaksiyon karisimi 2 saat ortam sicakhginda kanstirildi. Bir kisim alinmis ve doymus.
Na:2S04 ve bu sekilde elde edilen ham urun, baslangig asitinin varligi bakimindan TLC

ile analiz edildi.
646 / 5000

TLC, reaksiyonun tamamlandidini gosterdi ve reaksiyon karisimi, yaklasik 45 dakika
icinde tekrar O T'nin altinda so gutuldu. Doymus bir sodyum sulfat ¢ozeltisi (1.5 L su
icinde 1.1 Kg sodyum sulfat ¢ozulerek hazirlanmis) 45 dakika boyunca reaksiyon
kansimina yavas vyavas eklenmistir. Eklemenin tamamlanmasindan sonra,
kanstirilarak 30 dakikalik bir sure boyunca 25 L etil asetat eklenmistir. Elde edilen
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reaksiyon karigimi, bir celite yatagindan 45 dakikalik bir sure zarfinda suzuldu ve selit
yatak, kalintidan tum urunu ¢ikarmak igin 17 L etil asetat ile yikandi. Birlestirilen
organikler dusuk basing altinda konsantre edildi. Kalinti, 15 L etil asetat icerisinde
gozunduruldu ve organik tabaka su (2 X 7 L) ile yikandi ve sodyum sulfat (1.1 Kg)
uzerinde kurutuldu. Suzuldukten sonra organik tabaka indirgenmis basing altinda
konsantre edildi ve urun linoleyil alkolu bir yag olarak elde etmek i¢cin yuksek vakum
altinda kurutuldu. Ham verim = 5.5 Kg (teorik verim = 5.43 Kg). Bu urin, bir sonraki

asamada daha fazla saflastinimadan kullanildi.
Linoleil mesilat 3 hazirlamak i¢cin proses

Argon girisi ve termowell ile donatilmis temiz, kuru bir 200 L'lik tum cam reaktor, 45 L
DCM ve adim 1'den elde edilen 5.5 Kg ham urun ile dolduruldu. Bu ¢ozeltiye, 11.5 L
trietilamin ilave edildi ve ardindan 0.252 Kg (2.0 mol) DMAP eklendi. Cozelti, bir kuru
buz aseton karisimi kullanilarak- 10 C'ye kadar so gutuldu ve sicaklik 3 saattir 0 T'nin
altinda tutulurken bu soguk reaksiyon kutlesine, bir sure zarfinda DCM (10 L} icindeki
bir mesil klorid (3.2 L, 41.3 mol) ¢ozeltisi damla damla ilave edildi. . Eklemenin
tamamlanmasindan sonra, reaksiyon karisimi 1 saat 0 T'de kan stirildiktan sonra
reaksiyon karisiminin TLC'si (DCM icinde % 5 EtOAc; PMA lekesi) baslangig¢ alkolunun
tamamen ortadan kalktigini gosterdi. Reaksiyon karisimina, 17 L buz gibi soguk su
eklenmis ve tabakalar aynimistir. Ust sulu tabaka tekrar 10 L DCM ile yikandi ve
katmanlar ayrildi. Birlegtirilen organik katmanlar, 2 X 10 L seyreltik hidroklorik asit (2 L
Konsantrasyonda HCI, 18 L RO su ile karistinlarak hazirlandi), 2 X 7.5 L suve 10 L
tuzlu su ile {11 Kg NaCl 10 L RO su icinde gozulerek hazirlandi ) yikandi. Organik
tabaka ayrildi, NazS0O4 (2.75 Kg) uzerinde kurutuldu ve suzuldu. Organik tabaka,
indirgenmis basing altinda buharlastirildi ve acik bir sar1 yag halinde ham mesilati elde
etmek igin vakumla kurutuldu. Ham verim = 7.1 Kg (teorik verim = 7.1 Kg). Bu materyal,
bir sonraki asamada bir daha artiimadan kullanildi. "H NMR (CDCls, 400 MHz) & =
5.42-5.21 (m, 4H), 4.20 (t, 2 H), 3.06 (s, 3 H), 2.79 (t, 2 H), 2.19- 2.00 (m, 4H), 1.90-
1.70 (m, 2 H), 1.06- 1.18 (m, 18H), 0.88 (t, 3 H). "*C NMR (CDClI3) d = 130.76, 130.54,
128.6, 128.4, 70.67, 37.9, 32.05, 30.12, 29.87, 29.85, 29.68, 29.65, 29.53, 27.72,
27.71, 26.15, 25.94, 23.09, 14.60. MS. C13H3603S icin hesaplanan molekuler agirlik,
Hesaplanan. 344.53, Bulunan 343.52 (M- H-).
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Linoleil bromur 4'un hazirlanmasi

Argon girisi ve termowell ile donatilmig temiz, kuru bir 200 L'lik tum cam reaktor, 25 L
DMF ve adim 2'den elde edilen 7.1 Kg ham urun ile dolduruldu. Bu karisim aseton-
kuru- buz karigimi ile- 10 C'ye so gutuldu. Bu karnistinlan karigima, reaksiyon sicakligi
0 C'nin altinda tutulurken, 25 T DMF iginde bir | ityum bromur ¢dzeltisi (2.7 Kg, 31.0
mol), 1.5 saat boyunca ilave edildi. Eklemenin tamamlanmasindan sonra, reaksiyon
karigimi, bir alikotun TLC'si (heksan iginde % 10 EtOAc, PMA boyasi), baslangic
mesilatinin tamamen kayboldugunu gosterene kadar, 18- 20 saat boyunca 45 T'de
kanstinimistir. Reaksiyon karisimi 70 L su ile seyreltildi ve 57 L heksanlar ile 6zl
gikanldi. Sulu tabaka 2 x 10 L heksanlar ile ekstre edildi ve birlestirilien organik
katmanlar (yaklasik 120 L) tekrar 2 x 10 L su ve 1 X 10 L tuzlu su ile yikandi (14 Kg
sodyum klorurin gozundurulmesiyle hazirlandi). 10 L su). Elde edilen organik tabaka
(120 L), sodyum sulfat (4 Kg) Uzerinde kurutuldu ve ham Urunu (6.5 Kg) elde etmek
igin dusuk basing altinda konsantre edildi. Ham urun, eluent olarak heksanlar
kullanillarak 60- 120 gozenekli silika jel kullanilarak kolon kromatografisiyle
saflastinimistir. Saf urunun konsantrasyonu, renksiz bir sivi olarak bromur 4'Un 5.5
Kg'ini {% 81, Ug adim) sagladi. '"H NMR (CDCls, 400 MHz) & = 5.41- 5.29 (m, 4H), 4.20
(d,2H),340(X,J=1Hz, 2H),2.77 (t,/ =6.6 Hz, 2 H), 2.09- 2.02 (m, 4H), 1.88- 1.00
(m, 2 H), 1.46- 1.27 (m, 18H), 0.88 (t, / = 3.9 Hz, 3 H). ®C NMR (CDCls) = 130.41,
130.25, 128.26, 128.12, 34.17, 33.05, 31.75, 29.82, 29.57, 29.54, 29.39, 28.95, 28.38,
27.42, 27 .40, 25.84, 22.79, 14.28.

Dilinoleilmetanol 6’'nin hazirlanmasi

Argon girisi, geri akis kondenseri ve termowell ile donatilmis temiz, kuru 20 L'lik tum
cam reaktorler gazi alinmis ve argon ile temizlenmistir. Reaktor 277 g (11.3 mol) aktif
magnezyum ve 1.5 L susuz eter ile dolduruldu. Reaktor tekrar ug kere gazdan
anndinldi ve argonla temizlendi. Bromur 4 (2.5 Kg, 7.6 mol) argon altinda 5 L susuz
eter icinde ¢cozulmus ve bu ¢odzeltinin IL'si reaktore eklenmis, ardindan 25 mL (0.35
mol) dibromometan eklenmistir. Reaktorun igeridi bir su banyosu kullanilarak 40 C'ye
isitildi (efervesans gozlendi, ardindan Grignard reaktif formasyonunun basladigini
gosteren geri akis gozlemlendi). Reaksiyonun baslatiimasindan sonra, 1sitma
reaktorden cikanldi ve bromurun geri kalan 4L'si, kangimin hafif bir geri akigini
koruyarak 2 saat 30 dakikalik bir sure boyunca yavasca ilave edildi. Eklemenin
tamamlanmasindan sonra, reaksiyon karisimi tekrar 1 saat boyunca geri akisa (banyo
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sicakligr 45 T} isitildi, daha sonra reaksiyon kari siminin bir kismi su ile sonduruldu
ve TLC (Heksanlar, PMA boyasi) ile analiz edildi, bu da bromurun tamamen tukendigini
gosterdi. Reaksiyon karisimi, bir buz banyosu kullanilarak 10 T'nin altinda sogutuldu
ve eter icinde bir etil format (4 L eter icinde 275 mL) ¢ozeltisi, 2 saat 30 dakikalik bir
sure zarfinda ilave edildi ve reaksiyonun tamamlanmasindan sonra reaksiyon karisimi
oda sicakhgina kadar ihtildi ve 1 saat karistirildi. Reaksiyon karigimi tekrar 10 T'ye
kadar sogutuldu ve karisima yavasga aseton (1.15 L) eklendi, ardindan 7 L buzlu su
ve% 10 sulfurik asit ¢ozeltisi eklendi (3.4 L sulforik asit 34 L buzlu su ile seyreltilerek
hazirlandi}. Urun 3 x 10 L eter ile ekstre edildi ve birlestirilen organik tabakalar 10 L
tuzlu su ile yikandi ve sodyum sulfat (2 Kg) Uizerinde kurutuldu. Organik tabakanin
indirgenmis hasingta konsantre edilmesi, az miktarda O- formile edilmis Urun ile birlikte
gerekli olan dilinoleyil alkolun bir karigimi olarak ham urunu (2 Kg) sagladi. Bu ham
urun THF {4L) icinde yeniden ¢dzunduruldu ve 20 litrelik cam reaktorune dolduruldu.
Buna bir NaOH ¢ozeltisi (8 L buzlu su iginde cozulmus 0.934 Kg) ilave edildi ve icerikler
18 saat 65 T'de 1sitildi, daha sonra TLC (heksanlar icinde % 10 eter) gerekli olan
dilinoleilmetanol icin O- formile edilmis Urunun, tam dénusumunu gosterdi. Reaksiyon
kansimi sodutuldu ve eter (3 x 4 L) ile 0zumlendi ve birlestirilen organik katmanlar 5 L
tuzlu su ile yikandi ve sodyum sulfat (4 Kg) uzerinde kurutuldu. Filtrasyon, ardindan
organik tabakanin konsantrasyonu ham urtntr verdi. Bu sekilde elde edilen ham uiriin,
hekzan icinde % 4 eter kullanilarak 60- 120 gozenekli silika jel kullanilarak kolon
kromatografisi ile saflagtinlmigtir. Saf uruin fraksiyonlarninin konsantrasyonu, renksiz bir
sivi olarak saf 6 (1.45 Kg,% 80) sagladi. NMR (400 MHz5CDCIs) & 5.47- 5.24 (m, 8H}),
3.56 (dd,/ = 6.8, 4.2, IH), 2.85- 2.66 {m, 4H), 2.12- 1.91 (m, 9H), 1.50- 1.17 (m, 46H),
0.98- 0.76 (m, 6H). *C NMR (101 M Hz, CDCI3) & 130.41, 130.37, 128.18, 128.15,
77.54, 77.22, 76.91, 72.25, 37.73, 31.75, 29.94, 29.89, 29.83, 29.73, 29.58, 29.53,
27.46, 27.43, 25.89, 25.86, 22.80, 14.30.

[(6Z,9Z,28Z2,31Z)- heptatriakonta- 6,9,28,31- tetraen- 19- il- 4- (dimetilamino)

butanoat] MC3 {(8)'Uin hazirlanmasi:

Dilinoleil metanol 6 (144 g, 272 mmol) 1 L diklorometan igcinde ¢ozulmus ve buna
dimetilaminobutirik asit 7'nin hidroklorur tuzu (55 g, 328 mmol) eklenmis, ardindan
diizopropiletilamin (70 mL) ve DMAP (4 g) eklenmistir. 5 dakika karistirildiktan sonra.
ortam sicakliginda EDCI (80 g, 417 mmol) ilave edildi ve reaksiyon karigimi, gece
boyunca oda sicakliginda kanstinldi; daha sonra TLC (CH2Cl2 iginde % 5 MeOH silika)
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analizi, baslangi¢ alkolunun tamamen ortadan kalktigini gosterdi. Reaksiyon karigimi
CH:zCI2 (500 mL) ile seyreltildi ve doymus NaHCO3 (400 mL), su (400 mL} ve brin (500
mL) ile yikandi. Birlestirilen organik katmanlar, susuz Na:S04 Uzerinde kurutuldu ve
gozuculer vakumda uzaklastinldi. Bu sekilde elde edilen ham uruin (180 g), renksiz bir
yag olarak saf urun 8'i izole etmek Uzere Flas kolon kromatografisi [2.5 Kg silika jel,
Asagidaki elusyonlari kullanarak i) DCM igcinde 6L % 0.1 NEts ile doldurulmus kolon;
yuklendikten sonra ii) DCM'de 4 L % 0.1 NEts; iii) DCM igerisinde 16L % 2 MeOH- %
98,% 0.1 NEts; iv) DCM icerisinde 4L % 2.5 MeOH- % 97.5 % 0.1 NEt3; v} DCM'de
12L % 3 MeOH- % 97 % 0.1 NEt3] ile saflagtinidi. "H NMR (400 M Hz, CDCls): 5 5.46-
5.23 (m, 8H), 4.93- 4.77 (m, IH), 2.83- 2.66 (m, 4H), 2.37- 2.22 (m, 4H), 2.20 (s, 6H),
2.10- 1.96 (m, 9H), 1.85-1.69 (m, 2 H), 1.49 (d,/ =5.4, 4H), 1.39- 1.15 (m, 39H), 0.95-
0.75 (m, 6H). *C NMR (101 M Hz, CDClz):  173.56, 130.38, 130.33, 128.17, 128.14,
77.54, 77.22, 76.90, 74.44, 59.17, 45.64, 34.36, 32.69, 31.73, 29.87, 29.76, 29.74,
29.70, 29.56, 29.50, 27.44, 27.41, 25.84, 25.55, 23.38, 22.78, 14.27. El- MS (+ve):
Ca3H7eNO2 (M* H)" igin hesaplanan MW: 642.6, bulunan: 642.6.

Ornek 17. Onceden olusturulmus vesikuller kullanilarak siRNA formulasyonu

Katyonik lipit icerikli partikuller, onceden olugturulmus vesikul metodu kullanilarak
yapilmistir. Katyonik lipit, DSPC, kolesterol ve PEG- lipit, etanol icinde sirasiyla 40 /
10 / 40 / 10 molar oraninda ¢ozundurulmustur. Lipit kanisimi, sirasiyla % 30 (hac. /
hac.) ve 6.1 mg/ mL bir nihai etanol ve lipit konsantrasyonuna karigtirilmasiyla bir sulu
tampona (50 mM sitrat, pH 4) ilave edilir ve ekstruksiyon oncesi 2 dak. boyunca oda
sicakliginda dengelenmesine izin verilir. Hidrath lipitler, Nicomp analizi ile belirlendigi
uzere, vesikul capi 70- 90 nm elde edilene kadar bir Lipex Ekstruder (Northern Lipids,
Vancouver, BC) kullanilarak 22 °C'de iki adet 80 nm'lik gbzenek boyutlu filtrelerden
(Nuclepore) ekstrude edilmistir. Genel olarak 1- 3 arasinda gegisleri gerektirir. Kiguk
vesikUlleri olusturmayan bazi katyonik lipit karisimlar icin, yardim edilen DSPC bas
grubu Uzerindeki fosfat grubunun proton eklenmesi igin bir dusuk pH tamponu {50 mM

sitrat, pH 3) ile lipit karigiminin hidrate edilmesi, stabil 70- 90 nm vesikulleri olusturur.

FVII siRNA (bir 50 mM sitrat, % 30 etanol icerikli pH 4 sulu ¢ozeltisi icinde ¢ozunen),
35 "Crye onceden dengelenmis vesikullere ~ 5mL / dak. bir hizda karistirilarak ilave
edilir. Bir nihai hedef sonrasi, 0.06 (ag. / ag.) siRNA/ lipit orani gergeklestirilir, karigim,
vesikul yeniden organizasyonuna ve FVI| siRNA enkapsulasyonuna olanak saglamak

igin 35 "C’de ayrica 30 dak. boyunca enkube edilir. Etanol daha sonra gikartilir ve harici
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tampon, ya diyaliz ya da tegetsel akim diyafiltrasyonuyla PBS (155 mM NacCl, 3 mM
NazHPO4, 1mM KH2PO4, pH 7.5) ile yer dedistirir. Nihai enkapsule edilmis siRNA- lipit
orani, boyut digslama dondurme kolonlari ya da iyon degisimi dondurme kolonlar
kullanilarak enkapsule edilmis siRNA'nin cikarilmasinin ardindan tespit edilir. Doza

(mg / kg) karsi kalinti FVIIl % 'sini gosteren doz tepkisi egrisi Sekil 9'da gosteriimektedir.
Ornek 18. Formul I'in bir Katyonik Lipidinin pKa’'sini Belirleme

Formul I'e ait katyonik lipidin pKa'si, esas olarak tarif edildi§i gibi (Eastman ve
arkadaslari, 1992 Biochemistry 31. 4262- 4268) suda floresan olmayan ancak
membranlara baglandiginda gozle gorulur derecede floresan hale gelen floresan prob
2- (p- toluidino)- 6- naftalensulfonik asit (TNS) kullanilarak belirlendi. Katyonik lipit /
DSPC / CH / PEG- ¢- DOMG (40: 10: 40: 10 mol orani) igeren vesikuller, gesitli
pH'lardaki, 2'den 11'e kadar, tamponlarda (13 Mm NaCl, 1 Mm CH3COONH4, 1 Mm
MES, 1 Mm HEPES) 0.1 mM'ye seyreltildi. Seyreltiimis vesikullere bir TNS sulu
gozeltisi (1 pM son) bolutu ilave edildi ve 30 saniyelik bir dengeleme periyodundan
sonra, TNS iceren cozeltinin fluoresani, sirasiyla 321 nm ve 445 nm'lik eksitasyon ve
emisyon dalga boylarinda odlguldu. Katyonik lipit iceren vesikullerin pKa'si, olgulen
floresansin gozeltilerin pH'sina karsi cizilmesi ve verilerin ticari grafik programi IgorPro
kullanilarak bir Sigmodial egrisine yerlestiriimesiyle belirlenmistir. Formul I'in katyonik

lipitine yonelik pKa titrasyon edrisi, sekil 10'da gosterilmektedir.
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<110> CHEN, JIANXIN

ANSELL, STEVEN

AKINC, AKIN
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QIN, XIAOJUN
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MANOHARAN, MUTHIAH
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<120> LIPID FORMULATION (LIPID FORMULASYONU)
<130> A2038-718210

<140> 12/813,448

<141> 2010-06-10

<150> 61/244,834

<151> 2009-09-22

<150> 61/185,800

<151> 2009-06-10

<160> 79

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)
<220>

<223> Description of Combined DNA/RNA Molecule: Synthetic oligonuclectide
(Kombine DNA/RNA Molekulunun Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<400> 1

cuuacgcuga guacuucgat t 21

<210> 2

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)

<220>
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<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin
Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<220>

<223> Description of Combined DNA/RNA Molecule: Synthetic oligonucleotide
(Kombine DNA/RNA Molekulunun Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<400> 2

ucgaaguacu cagcguaagt t 21

<210> 3

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin
Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<220>

<223> Description of Combined DNA/RNA Molecule: Synthetic oligonucleotide
(Kombine DNA/RNA Molekulunun Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<220>

<221> modified_base (modifiye_baz)

<222> (1)..(3)

<223> 2*-0O-Methyl nucleotide (2'-O-Metil nukleotid)
<220>

<221> modified_base (modifiye_baz)

<222> (5)..(5)

<223> 2'-O-Methyl nucleotide (2’-O-Metil nukleotid)
<220>

<221> modified_base (modifiye_baz)
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<222>(7)..(8)

<223> 2*-O-Methyl nucleotide (2'-O-Metil nukleotid)
<220>

<221> modified_base (modifiye_baz)
<222>(12)..(12)

<223> 2-O-Methyl nucleotide (2'-O-Metil nukleotid)
<220>

<221> modified_base (modifiye baz)

<222> (14)..(17)

<223> 2’-0O-Methyl nucleotide (2’-O-Metil nukleotid)
<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(21)

<223> Phosphorothioate linkage (Fosforotioat linkaji)
<400> 3

cuuacgcuga guacuucgat t 21

<210> 4

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<220>

<223> Description of Combined DNA/RNA Molecule: Synthetic oligonuclectide
(Kombine DNA/RNA Molekulunun Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<220>
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<221> modified_base (modifiye_baz)
<222>(7).(7)

<223> 2-O-Methyl nucleotide (2-O-Metil nukleotid)
<220>

<221> modified base (modifiye baz)

<222> (11)..(11)

<223> 2-O-Methyl nucleotide (2-O-Metil nukleotid)
<220>

<221> modified_base (modifiye baz)

<222> (16)..(16)

<223> 2'-0O-Methyl nucleotide (2'-O-Metil nukleotid)
<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(21)

<223> Phosphorothioate linkage (Fosforotioat linkaji)
<400> 4

ucgaaguacu cagcguaagt t 21

<210> 5

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<220>

<223> Description of Combined DNA/RNA Molecule: Synthetic oligonucleotide
(Kombine DNA/RNA Molekulunun Tarifi: Sentetik oligonukleotid)
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<400> 5

ggaucaucuc aagucuuact t 21

<210>6

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)
<220>

<223> Description of Combined DNA/RNA Molecule: Synthetic oligonuclectide
(Kombine DNA/RNA Molekulunun Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<400> 6

guaagacuug agaugaucct t 21

<210>7

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin
Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<220>

<223> Description of Combined DNA/RNA Molecule: Synthetic oligonucleotide
(Kombine DNA/RNA Molekulunun Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<220>
<221> modified base (modifiye baz)

<222> (3)..(4)
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<223> 2’-Fluoro nucleotide (2'-Floro nukleotid)
<220>

<221> modified_base (modifiye_baz)

<222> (6)..(9)

<223> 2’-Fluoro nucleotide (2'-Floro nukleotid)
<220>

<221> modified base (modifiye baz)

<222> (13)..(16)

<223> 2’-Fluoro nucleotide (2'-Floro nukleotid)
<220>

<221> modified_base (modifiye_baz)

<222> (18)..(18)

<223> 2*-Fluoro nucleotide (2°-Floro niukleotid)
<220>

<221> modified _base (modifiye baz)

<222> (20)..(21)

<223> Phosphorothioate linkage (Fosforotioat linkaji)

<400> 7

ggaucaucuc aagucuuact t 21

<210> 8

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi; Sentetik oligonukleotid)



10

15

20

25

169

<220>

<223> Description of Combined DNA/RNA Molecule: Synthetic oligonucleotide
(Kombine DNA/RNA Molekulunun Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<220>

<221> modified base (modifiye baz)

<222> (1)..(1)

<223> 2’-Fluoro nucleotide (2:-Floro niukleotid)
<220>

<221> modified_base (modifiye baz)

<222> (6)..(8)

<223> 2-Fluoro nucleotide (2'-Floro nukleotid)
<220>

<221> modified_base (modifiye_baz)
<222>(13)..(13)

<223> 2°-Fluoro nucleotide (2'-Floro nukleotid)
<220>

<221> modified base (modifiye baz)

<222> (16)..(18)

<223> 2’-Fluoro nucleotide (2’-Floro niikleotid)
<220>

<221> modified_base (modifiye_baz)

<222> (20) .. (21)

<223> Phosphorothioate linkage (Fosforotioat linkaji)

<400> 8
guaagacuug agaugaucct t 21

<210>9
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<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin
Tarifi; Sentetik oligonukleotid)

<400> 9

taacgttgag gggcat 16

<210> 10

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin
Tarifi; Sentetik oligonukleotid)

<400> 10

ttccatgacg ttcctgacgt 20

<210> 11

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)
<220>
<221> modified base (modifiye baz)

<222> (8)..(8)
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<223> methylated-cytosine (metillenmig-sitozin)
<220>

<221> modified_base (modifiye_baz)
<222>(17)..(17)

<223> methylated-cytosine (metillenmis-sitozin)
<400> 11

tccatgacgt tcctgacgt 19

<210> 12

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<220>

<221> modified base (modifiye baz)
<222> (4)..(4)

<223> methylated-cytosine (metillenmis-sitozin)
<400> 12

taacgttgag gggceat 16

<210> 13

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)
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<400> 13

tccatgacgt teectgacgtt 20

<210> 14

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<220>

<221> modified_base (modifiye_baz)

<222> (8)..(8)

<223> methylated-cytosine (metillenmis-sitozin)
<220>

<221> modified _base (modifiye baz)

<222> (17)..(17)

<223> methylated-cytosine (metillenmis-sitozin)
<400> 14

tccatgacgt tcctgacgtt 20

<210> 15

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi; Sentetik oligonukleotid)

<400> 15
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taagcatacg gggtgt 16

<210> 16

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<400> 16

gatgctgtgt cggggtctce ggge 24

<210> 17

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<400> 17

tcgtegtttt gtegttttat catt 24

<210> 18

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi; Sentetik oligonukleotid)

<220>
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<221> modified_base (modifiye_baz)
<222>(2)..(2)

<223> methylated-cytosine (metillenmis-sitozin)
<220>

<221> modified base (modifiye baz)

<222> (5)..(5)

<223> methylated-cytosine (metillenmis-sitozin)
<220>

<221> modified_base (modifiye baz)

<222> (13)..(13)

<223> methylated-cytosine (metillenmis-sitozin)
<220>

<221> modified_base (modifiye_baz)

<222> (21)..(21)

<223> methylated-cytosine (metillenmis-sitozin)
<400> 18

tcgtegtttt gtegtttigt cgtt 24

<210> 19

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)
<400> 19

tccaggactt ctctcaggtt 20
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<210> 20

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<400> 20

tctcccageg tgegecat 18

<210> 21

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence; Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin
Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<400> 21

tgcatcccec aggecaccat 20

<210> 22

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)
<400> 22

gcccaagcetg geatecgtea 20
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<210> 23

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<400> 23

gcccaagcetg geatcegtca 20

<210> 24

<211> 15

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence; Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin
Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<400> 24

ggtgctcact gcgge 15

<210> 25

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)
<400> 25

aaccgttgag gggcat 16
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<210> 26

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<400> 26

tatgctgtge cggggtcettc ggge 24

<210> 27

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence; Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin
Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<400> 27

gtgccggggt cttcggge 18

<210> 28

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)
<400> 28

ggaccctect ccggagec 18
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<210> 29

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<400> 29

tcctccggag ccagactt 18

<210> 30

<211> 15

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence; Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin
Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<400> 30

aacgttgagg ggcat 15

<210> 31

<211> 15

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)
<400> 31

cegtggteat getee 15
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<210> 32

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<400> 32

cagcctggct caccgcecttg g 21

<210> 33

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence; Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin
Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<400> 33

cagccatggt tcccceccaac 20

<210> 34

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)
<400> 34

gttctcgcetg gtgagtttca 20
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<210> 35

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<400> 35

tctcccageg tgegecat 18

<210> 36

<211> 15

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence; Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin
Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<400> 36

gtgctccatt gatgc 15

<210> 37

<211> 33

<212> RNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)
<400> 37

gaguucugau gaggccgaaa ggccgaaagu cug 33



10

15

20

25

181

<210> 38

<211> 15

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<400> 38

aacgttgagg ggcat 15

<210> 39

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence; Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin
Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<400> 39

caacgttatg gggaga 16

<210> 40

<211>4

<212> PRT

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic peptide (Yapay Sekansin Tarifi:
Sentetik peptid)

<400> 40
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Glu Ala Leu Ala
1

<210> 41

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic peptide (Yapay Sekansin Tarifi
Sentetik peptid)

<400> 41

Ala Ala Lou Glu Ala Lew Ala Zln Ale Loeu Glu Ala Loac Ala Glw Ala
1 5 1C 1T

Lo Gl Ala Lev ARla Q¥u Ala hla hla Ala Gly Gly Jys
20 <%

<210> 42

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic polipeptide (Yapay Sekansin Tarifi:
Sentetik polipeptid)

<400> 42

Ala Ala Lou Ala Glo Ala Iea Ala Gluy Adla Lev sla Glvw BRle Les Ala
1 5 0 15

Glu Ala Le: Ala Glo pla Tau Alx Rle Adla ala Gly Gly Cys
el 25 34

<210> 43
<211> 15

<212> PRT
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<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic peptide (Yapay Sekansin Tarifi:

Sentetik peptid)
<400> 43

Ala feu Glu Ala Leun Ala Glu Al e HGlu Ala lec Ala Glu Ala
1 5 19 14

<210> 44
<211> 22

<212> PRT

<213> Influenza A virus (Influenza A virusu)

<400> 44

Gly Leuv Pac Slu Alda Tle Gla Gly Phe Tle Glu Asn Gly Trp Siu Gly
1 3 ia 1c

Mot Ila Trp Asyp Tyr Sly

L%
~

<210> 45

<211> 23

<212> PRT

<213> Influenza A virus (Influenza A virusi)

<40Q0> 45

ty Leu Fhe Gly Ala Xle Ala Gly Pha Ile Giu Asn yly Tip Glu Sly

5 1 15

~ 0

et Jla Asp 3ly Trp Tyr Gly
iC

<210> 46

<211> 24

<212> PRT



184

<213> Influenza A virus (Iinfluenza A virusu)

<400> 46

2ly leu Pre Glu Ala Jle Glu Sly Phe Tle Glu A«n Gly Tip Glu Gly
i o) 10 )

Mpt Ile Asp Gly Trp Tvr Cly Cya
Fay

<210> 47
5 <211>22
<212> PRT

<213> Influenza A virus (Influenza A virusi)

<400> 47

Gly Lau Phe Glu Ala Ile Siu Gly Phe lle Gl Asn Gly Tip Glu Gly
1 5 10 15

Hat Ile Asp Cly Lly Cys
20

10 <210>48
<211> 35
<212> PRT
<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

15  <223> Description of Artificial Sequence: Synthetic polipeptide (Yapay Sekansin Tarifi:
Sentetik polipeptid)

<400> 48

21y Leu Fhe Gly ARl2z Lec Ala Glu ALa Leu Ala Giu Ale Lea Ale Glo
1 b 10 L&

His Lec Als Glu Ala Leu Ala Glv Alr Leu Glu Als Tan Ala Ala Cly
20 25 iAo

31y Jer Cys
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<210> 49

<211> 34

<212> PRT

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic polipeptide (Yapay Sekansin Tarifi:
Sentetik polipeptid)

<400> 49

Sly Luu Phe Glu Mia Ile fi)e Gly Phe Iis Glu kst Gly Trp Glu Gly
1 5 10 15

Leu Ala Glu ala Lou Ala GCluy Ala Leu Gl Ala Lau Ala Ala Uly Gly
Z0 25 33

Sex Cys

<210> 50

<211> 21

<212> PRT

<213> Influenza A virus (influenza A virusu)
<220>

<221> MOD_RES

<222> (17)..(17)

<223> Norleucine (Norlosin)

<400> 50

Cly Leu #re Glu Ala lle Giu Gly Fhe lle Slu Aan aly Trp Giu Gly
1 El 1€ 15

Xaa JIle Asp Gly Lys
20

<210> 51



10

15

20

186

<211> 20

<212> PRT

<213> Influenza A virus (Influenza A virusi)
<220>

<221> MOD_RES

<222> (17)..(17)

<223> Norleucine (Norlosin)

<400> 51

Sly Tev Pre Rlu Ala Ile Glv Giy Phe Ile Glu Xzn Gly Tip 41v Glwv

1 b 1% 15

Xan Iia Aap Gly
20

<210> 52

<211> 16

<212> PRT

<213> Drosophila sp.

<400> 52

Arg 5la I1le Lygs Jfla Trp Phe GLn Asn Arg Arg el Lvs T2p Lys Lys

1 5 19 1%

<210> 53
<211> 13
<212> PRT

<213> Human immunodeficiency virus (Insan immiinyetmezlik virlisu)

<400> 53

Gay Ay Lys bys Avg Axqg 'Sin Beg Arg Avg Pro Foo Gln
1 =1 19
<210> 54

<211> 27
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<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 54

Wly Ale Zau wbe len Sly Yrp Lav Sly Ala Rla Gly Zar Too Mat ly
1 5 iz i5

Alx Trp Ser Gl Pre Lys Lys Lya Ay Lys Val
z0 “8

<210> 55

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic peptide (Yapay Sekansin Tarifi
Sentetik peptid)

<400> 55

Leu lav Jlo Ila Lou Arg Arg aAry lle Arg Lys Gin Xlas f3s Ala Ras
i ] i 1%

Sac Lys
<210> 56

<211> 26

<212> PRT

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic peptide (Yapay Sekansin Tarifi:
Sentetik peptid)

<400> 56
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G5ly Try The lag Aza Ser Ala Tly Tyr Lew Lau Lys Tie Ren Lau Lya
s £ 12 ir

Ala Lai AKla Al L+ Ala Lyx Lye Tiu Lea

11
2¢ it

<210> 57

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic peptide (Yapay Sekansin Tarifi:
Sentetik peptid)

<400> 57

Cye Llauv Alu Gy Ly T Ald keaw Lyo Ale Loo Ly Aln Ala Leu Lys
1 % LEY 15

Lt Ala
<210> 58

<211>9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic peptide (Yapay Sekansin Tarifi:
Sentetik peptid)

<400> 58
Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg
1 5

<210> 59

<211> 10

<212> PRT
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<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic peptide (Yapay Sekansin Tarifi:

Sentetik peptid)
<400> 59

Lys 2ne Phe Lya Fhe Pho Lys he Phe Lys
1 5 in

<210> 60

<211> 37

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 60

Lo lak Gly Asp Phe Phe lua Lys
1 Y 13

vhe Lys Ar

a
N
[

25

[
e
2]

Pio Arg Tnr Glu
ih

<210> 61
<211> 31
<212> PRT
<213> Ascaris suum
<400> 61
Ser Trp Ieu Ser Lya

L - iV

.
EY
22 2%

<210> 62

% vVal Gin Arg Ile Lys Aap Pha iav Axr; Asq

Tay AlA Lys Lye e

i1le Alas Zie S$1lo Gly Gly

3ar Lys Slu Lys Ile SCly Lys Glu

15

Leu Val
20

Giu Aan Zer Als Lys Lys

%5

P10 AT
14
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<211> 30
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 62

t Ala Gly 4Ghku Awg Rrg Tys

Ala Cye Tyr Cya Ary Ila Pro Ala Cys 1!
0 A5

1 5

Qly Thr Cys Ils YTvr Al Gly Arg Yau Trp Ala Fhe Cye Oye
20 2z 33
<210> 63
<211> 36
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 63

Rep Bae Tyr Ann Cy~ Val Ser Ser Gly Gly Gln Cys Iy Tyr Ser Ala
1 £ 19 P

bys Pro lle Pha Tar [ye Tla Gln Gly Thr Cys Tyr Arg Gly Lys Ala
F4U % 30

Lys Cys Cys Lya

e

<210> 64

<211> 12

<212> PRT

<213> Unknown {Bilinmiyor)
<220>

<223> Description of Unknown: Unknown bactenecin peptide (Bilinmiyor tarifi:

Bilinmeyen baktenesin peptidi)

<400> 64
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Arg Ywws Cys Arg lla Yl Vel Yle Arg Val Tys Aryg
] 5 par

<210> 65

<211> 42

<212> PRT

<213> Sus scrofa

<220>

<223> C-term amidated (C-ucu amidatlanmis)

<400> 65

Arg Arg Acg Pro Arg ¥ro Fro Tyy Lau Fro Arg Pro Arg lro Pro Pro
1 S 10 1%

Phe Phe Pro Pro Arg Leu Pros Pro Arg Ile Pro Pro Gly Phe Pro Pro
20 25 3¢

Arg Phe Fro Pro Arg fhe Pro Gly Lys Arg
35 47

<210> 66

<211>13

<212> PRT

<213> Unknown (Bilinmiyor)

<220>

<223> Description of Unknown: Unknown indolicidin peptide
<220>

<223> C-term amidated (C-ucu amidatlanmis)

<400> 66

1le lay Pro Trp Lys Tre Bro Tre Trrp Exo Tryp Arn Ang
A % 19

<210> 67
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<211> 16

<212> PRT

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic peptide (Yapay Sekansin Tarifi:
Sentetik peptid)

<400> 67

Ald Kia Val Ala Leu Lav Pro Ala Val Lew Lev: Ala lau Leu Rla Pro
1 5 19 %

<210> 68

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic peptide (Yapay Sekansin Tarifi:
Sentetik peptid)

<400> 68

<210> 69

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)
<220>

<223> Description of Combined DNA/RNA Molecule: Synthetic oligonuclectide
(Kombine DNA/RNA Molekulunun Tarifi: Sentetik oligonukleotid)
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<220>

<221> misc_feature

<222>(1)..(2)

<223> Phosphorothioate linkage (Fosforotioat linkaji)
<220>

<221> modified base (modifiye baz)
<222>(7).(7)

<223> 2-Fluoro nucleotide (2:-Floro niukleotid)
<220>

<221> modified_base (modifiye baz)

<222> (16)..(16)

<223> 2-Fluoro nucleotide (2'-Floro nukleotid)
<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(21)

<223> Phosphorothioate linkage (Fosforotioat linkaji)
<400> 69

ucgaaguacu cagcguaagt t 21

<210> 70

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<220>
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<223> Description of Combined DNA/RNA Molecule: Synthetic oligonuclectide
(Kombine DNA/RNA Molekulunun Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<220>

<221> misc_feature

<222>(1)..(2)

<223> Phosphorothioate linkage (Fosforotioat linkaji)
<220>

<221> modified_base (modifiye baz)

<222> (3)..(3)

<223> 2’-Fluoro nucleotide (2'-Floro niuikleotid)
<220>

<221> modified_base (modifiye_baz)
<222>(12)..(12)

<223> 2-Fluoro nucleotide (2’-Floro nukleotid)
<220>

<221> misc_feature

<222>(20) .. (21)

<223> Phosphorothioate linkage (Fosforotioat linkaji)
<400> 70

cuuacgecuga guacuucgat t 21

<210> 71

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin
Tarifi: Sentetik oligonukleotid)
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<220>

<223> Description of Combined DNA/RNA Molecule: Synthetic oligonucleotide
(Kombine DNA/RNA Molekulunun Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<400> 71

ucgaaguacu cagcguaagt t 21

<210> 72

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin
Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<220>

<223> Description of Combined DNA/RNA Molecule: Synthetic oligonuclectide
(Kombine DNA/RNA Molekulunun Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<220>

<221> misc_feature

<222>(1)..(2)

<223> Phosphorothioate linkage (Fosforotioat linkaji)
<220>

<221> modified_base (modifiye_baz)
<222>(3)..(3)

<223> 2’-Fluoro nucleotide (2’-Floro nukleotid)
<220>

<221> modified_base (modifiye_baz)
<222>(12)..(12)

<223> 2’-Fluoro nucleotide (2'-Floro nukleotid)
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<220>

<221> misc_feature

<222> (20) .. (21)

<223> Phosphorothioate linkage (Fosforotioat linkaji)
<400> 72

cuuacgcuga guacuucgat t 21

<210>73

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin
Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<220>

<223> Description of Combined DNA/RNA Molecule: Synthetic oligonucleotide
(Kombine DNA/RNA Molekulunun Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> Phosphorothioate linkage (Fosforotioat linkaji)
<220>

<221> modified_base (modifiye_baz)

<222>(7)..(7)

<223> 2'-Fluoro nucleotide (2’-Floro nukleotid)
<220>

<221> modified base (modifiye baz)

<222> (16)..(16)
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<223> 2’-Fluoro nucleotide (2'-Floro nukleotid)
<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(21)

<223> Phosphorothioate linkage (Fosforotioat linkaji)
<400> 73

ucgaaguacu cagcguaagt t 21

<210> 74

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin
Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<220>

<223> Description of Combined DNA/RNA Molecule: Synthetic oligonucleotide
(Kombine DNA/RNA Molekulunun Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<400> 74

cuuacgcuga guacuucgat t 21

<210> 75

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin
Tarifi; Sentetik oligonukleotid)

<220>
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<223> Description of Combined DNA/RNA Molecule: Synthetic oligonuclectide
(Kombine DNA/RNA Molekulunun Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<400> 75

ucgaaguacu cagcguaagt t 21

<210> 76

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)
<220>

<223> Description of Combined DNA/RNA Molecule: Synthetic oligonucleotide
(Kombine DNA/RNA Molekulunun Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<400> 76

ggaucaucuc aagucuuact t 21

<210>77

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)
<220>

<223> Description of Combined DNA/RNA Molecule: Synthetic oligonuclectide
(Kombine DNA/RNA Molekulunun Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<400> 77
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guaagacuug agaugaucct t 21

<210>78

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin

Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<220>

<223> Description of Combined DNA/RNA Molecule: Synthetic oligonuclectide
(Kombine DNA/RNA Molekulunun Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<220>

<221> modified_base (modifiye_baz)

<222> (4)..(5)

<223> 2°-Fluoro nucleotide (2'-Floro nukleotid)
<220>

<221> modified base (modifiye baz)

<222> (7)..(10)

<223> 2’-Fluoro nucleotide (2’-Floro niikleotid)
<220>

<221> modified_base (modifiye_baz)
<222>(14)..(17)

<223> 2’-Fluoro nucleotide (2’-Floro nukleotid)
<220>

<221> modified_base (modifiye_baz)
<222>(19)..(19)

<223> 2’-Fluoro nucleotide (2'-Floro nukleotid)
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<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(21)

<223> Phosphorothioate linkage (Fosforotioat linkaji)
<400> 78

ggaucaucuc aagucuuact t 21

<210> 79

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence (Yapay Sekans)
<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic oligonucleotide (Yapay Sekansin
Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<220>

<223> Description of Combined DNA/RNA Molecule: Synthetic oligonucleotide
(Kombine DNA/RNA Molekulunun Tarifi: Sentetik oligonukleotid)

<220>

<221> modified base (modifiye baz)

<222> (2)..(2)

<223> 2’-Fluoro nucleotide (2'-Floro niuikleotid)
<220>

<221> modified_base (modifiye_baz)
<222>(7)..(9)

<223> 2'-Fluoro nucleotide (2’-Floro nukleotid)
<220>

<221> modified base (modifiye baz)

<222> (14)..(14)
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<223> 2’-Fluoro nucleotide (2'-Floro nukleotid)
<220>

<221> modified_base (modifiye_baz)

<222> (17)..(19)

<223> 2’-Fluoro nucleotide (2'-Floro nukleotid)
<220>

<221> misc_feature

<222> (20) .. (21)

<223> Phosphorothioate linkage (Fosforotioat linkajr)
<400> 79

guaagacuug agaugaucct t 21
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