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OZET
MUSKULER DISTROFi TEDAVISINE YONELIK EKSON ATLAMA BIiLESIMLERI

Ekson 53 atlamasini indiklemek Uzere insan distrofin genindeki secilmis hedef bélgeye

S baglanabilen antisens molekuller agiklanir.
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ISTEMLER

1. Asagdidaki yapiya sahip antisens oligonikleotid veya farmasétik olarak kabul

edilebilir bir tuzudur;
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burada * = fosfor merkezinin stereokimyasi tanimlanmamistir.

2. Istem 1'deki antisens oligoniikleotidi ve farmasétik olarak kabul edilebilir bir

tasiyiciyl iceren farmasétik bir bilegsimdir.

3. Duchenne muskiler distrofisi tedavisinde kullaniimaya yénelik istem 2’deki

bilesimdir.
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TARIFNAME

Muskiiler distrofi tedavisine yonelik ekson atlama bilegimleri

BULUSUN SAHASI

Mevcut bulug, insan distrofin geninde ekson atlamasini kolaylastirmak icin uygun yeni
antisens bilesikler ve bilesimler ile ilgilidir. Ayni zamanda bulusun yéntemlerinde
kullanilimak (zere adapte edilmis yeni antisens bilesimler kullanilarak ekson

atlamasinin indUklenmesine ydnelik yéntemleri saglar.

BULUSUN ALT YAPISI

Antisens teknolgjileri, cesitli ekspresyonlarda gen ekspresyonunu etkilemek igin bir dizi
yap! kullanarak (transkripsiyon, birlestirme, stabilite, translasyon) gelistirimektedir. Bu
arastirmanin gogu, ¢ok cesitli endikasyonlarda anormal veya hastalikla iligkili genleri
dizeltmek veya kompanse etmek icin antisens bilesiklerin kullanimina odaklanmistir.
Antisens molekulleri, gen ekspresyonunu spesifiklikle inhibe edebilir ve bu nedenle,
gen ekspresyonunun modilatérleri olarak oligonUkleoctidlerle ilgili bircok arastirma
calismasi, hedef genlerin ekspresyonunu veya cis-etkili elementlerin fonksiyonunu
inhibe etmeye odaklanmistir. Antisens oligonikleotidleri, tipik olarak, bazi viral RNA
hedefleri durumunda, sens iplikgik (6rnedin, mRNA) veya eksi-iplikgik olan RNA'ya
yoneliktir. Spesifik gen asad) yonde regllasyonunun arzu edilen bir etkisini elde etmek
icin, oligonUkleotidler genellikle ya hedeflenen mRNA'min  bozunmasint arttirir,
mRNA'nIn translasyonunu bloke eder veya cis-etkili RNA elemanlarinin fonksiyonunu
bloke eder, bdylece hedef proteinin novo sentezini veya viral RNA'nin replikasyonunu

etkili bir sekilde dnler.

Bununla birlikte, bu tir teknikler yararh degildir, burada amac natif proteinin Gretimini
yukari degru regille etmek veya non-sens veya gerceve-kaydirma mutasyonlan gibi
erken translasyonlarin sonlandirilmasini saglayan mutasyonlari kompanse etmek
icindir. Bu durumlarda, defektif gen transkripti, hedeflenen bozunmaya veya sterik
inhihisyona maruz birakilmamalidir, bu nedenle antisens oligontkleotid kimyasi, hedef

mRNA bozulmasini veya blok translasyonu desteklememelidir.
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Cesitli genetik hastaliklarda, mutasyonlarin bir genin nihai ekspresyonu (zerindeki
etkileri, birlestirme prosesi sirasinda hedeflenen bir ekson atlama prosesi yoluyla
modiile edilebilir. Birlestirme prosesi, pre-mRNA'daki bitisik ekson-intron baglantilarini
yakin mesafeye getiren ve birbirine birlestiriimesi gereken eksonlar arasindaki
reformasycnlari ile intronlarin ucundaki fosfodiester baglarinin ayrilmasini saglayan
karmasik ¢ok bilesenli makineler tarafindan yénlendirilir. Bu kompleks ve son derece
hassas prosese, mRNA'da bulunan ve daha sonra birlestirme reaksiyonlarinda yer alan
cesitli nakleer birlestirme faktorlerinin baglandidi, nispeten kisa yari-korunmus RNA
segmentleri olan dizi motifleri aracilik eder. Birlegtirme makinesinin, MRNA
proseslerinden 6énceki motifleri okuma veya tanima seklini degistirerek, diferansiyel
olarak birlestirimis mRNA molekilleri olusturmak mimkindir. ilgili mekanizmalar
tanimlanmamasina ragmen, insan genlerinin ¢odunlugunun normal gen ekspresyonu
sirasinda alternatif olarak birlestirildigi artik bilinmektedir. Bennett vd. (U.S. Patent No.
6,210,892), hedef RNA'nin RNase H-aracii klevajini indiiklemeyen antisens
oligonikleotid analoglar kullanilarak dogal sus hiicresel mRNA’nin  antisens
modilasyonunu agiklar. Bu, membrani kapsayan domenleri kodlayan eksonlardan
yoksun olan ¢ézUntr TNF siper aile reseptérlerinin olusturulmasi amaciyla spesifik
eksonlardan (érnedin (Sazani, Kole, et al. 2007 tarafindan ag¢iklandigi Gzere) yoksun

olan alternatif olarak birlestiriimis mRNA'larin Uretiminde kullanilir.

Normalde fonksiyonel bir proteinin, buradaki mutasyonlar nedeniyle erken
sonlandinldidr durumlarda, bir kisim fonksiyonel protein Uretiminin antisens teknolgjisi
yoluyla geri kazaniimasi i¢in bir arag, birlestirme prosesleri sirasinda mudahale yoluyla
gosterimigtir ve hastaliklarla iligkili eksonlar varsa mimkUn olabilecedi gosterilmistir ve
hastalida neden olan mutasyonlarla iliskili eksonlar bazi genlerden spesifik olarak
silinebiliyorsa, bazen natif proteinin benzer biyolojik ézelliklerine sahip olan veya ekson
ile iliskili mutasyonlarin neden oldugu hastaligi iyilestirmek igin yeterli biyolojik
aktiviteye sahip olan bir kisaltilmis protein OranG  Gretilebilir.  (6rnegin  bakiniz
Sierakowska, Sambade et al. 1996; Wilion, Lloyd ve et al., 199%; van Deutekom,
Bremmer-Bout ve et al., 2001; Lu, Mann ve et al., 2003; Aartsma-Rus, Janson ve et al.,
2004). Kole et al., (US Patentleri No. 5,627,274; 5,916,808, 5,976,879, ve 5,665,593),
hedeflenen mRNA'nin  bozunmasini  azaltmayan modifiye edilmis antisens
oligonikleotid analoglan kullanilarak anormal birlesme ile micadele yontemlerini
aciklar. Bennett et al., (US Patenti No. 6,210,832), hedef RNA'nin RNAse H-aracili
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ayrilmasini indiklemeyen antisens oligonUkleotid analoglarini kullanarak dogal sus

hiicresel mMRNA prosesinin antisens modulasyonunu tarif eder.

Hedeflenen ekson atlama prosesinin uzun genlerde &zellikle vyararli olmasi
muhtemeldir, burada birgcok ekson ve intron bulunur, burada eksonlarin genetik
yapisinda fazlalik vardir veya bir protein bir veya daha fazla 6zel ekson olmadan iglev
gorebilir. Cesitli genlerdeki mutasyonlarin neden oldugu tepe kesmelerine baglh genetik
hastaliklarin tedavisi icin gen prosesini ydnlendirmeye yonelik cabalar antisens
oligondkleotidlerin kullanimina odaklanmistir, burada cligontkleotidler {1) birlestirme
prosesinde yer alan elemanlarla tamamen veya kismen &rtlsir; veya (2) normal olarak
bu elementte meydana gelen belirli bir birlestirme reaksiyonuna aracilhk edecek olan
birlestirme faktdrlerinin baglanmasini ve fonksiyonunu bozmak icin elemente yeterince

yakin bir konumda pre-mRNA'ya baglanir.

Duchenne muskiler distrofisine (DMD), protein distrofin ekspresyonundaki bir defekt
neden olur. Proteini kodlayan gen, 2 milyondan fazla DNA ni(kleotidine yayilmis 79
ekson igerir. Eksonun okuma cercevesini degistiren veya bir durdurma kodonu dahil
eden veya hir eksenun btln bir ¢cerceve eksonu veya eksonlarindan veya bir veya
daha fazla eksonun kopyalarinin ¢cikanimasiyla karakterize edilen herhangi bir eksonik

mutasyon, DMD ile sonuclanan islevsel distrofin Oretimini bozma potansiyeline sahiptir.

Daha az siddetli bir muskuler distrofisi clan Becker muskuler distrofisinin (BMD) ortaya
ciktig) bulunmustur, burada tipik olarak bir veya daha fazla eksonun delesyonu bir
mutasyonun, tim distrofin transkripti boyunca dogru bir okuma gergevesi ile
sonuglandir, sdéyle ki mRNA’nin protein i¢ine translasyonun erken sonlanmaz.
Mutasycna ugramis bir distrofin pre-mRNA'nin iglenmesinde yukar ve asad ydnde
eksonlarin birlestirilmesi durumunda gen dogru okuma gergevesini koruyorsa, sonug bir
Becker fenotipi ile sonuc¢lanan bir aktiviteyi tutan kisa bir dahili delesyon prosesine
sahip bir proteini kodlayan bir mRNA'dir.

Uzun yillardan beri distrofin proteininin okuma gergevesini degistirmeyen bir ekson
veya eksonlarin delesyonlarinin, bir BMD fenotipine yol acarken, bir cerceve-
kaymasina neden olan bir ekson delesyonunun DMD'ye yol agacadi bilinmektedir
(Monaco, Bertelson et al., 1988). Genel olarak, nokta mutasyonlan ve okuma

cercevesini degistiren ve bdylece uygun protein translasyonunu kesen ekson
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delesyonlan iceren distrofin mutasycnlari, DMD ile sonuglanir. Ayrica bazi BMD ve
DMD hastalarinin  c¢oklu eksonlarn kapsayan ekson delesyonlan oldugu da
belirtiimelidir.

Antisens oligonikleotidler ile mutant distrofin pre-mRNA birlegtirme igleminin
modilasyonu, in vitro ve in vivo olarak rapor edilmistir (bakimz dérnegin, Matsuo,
Masumura et al. 1991; Takeshima, Nishio et al. 1995; Pramono, Takeshima et al.
1996; Dunckley, Eperon et al. 1997; Dunckley, Mancharan et al. 1998; Errington, Mann
et al. 2003).

Mdx fare modelinde atlanan spesifik ve yeniden Uretilebilir eksonun birinci érnedi
Wilton ve et al. tarafindan rapor edilmistir (Wilton, Lloyd ve et al., 1999). Bir antisens
molekUll dondr birlestirme bélgesine yonlendirerek, kiltirlenen hiicrelerin tedavisinden
6 saat sonra distrofin mMRNA'sinda uygun ve etkili ekson 23 atlama indiklendi. Wilton et
al. ayrica, fare distrofin pre-mRNA'nin akseptér bdlgesini daha uzun antisens
oligoniikleotidlerle hedeflemeyi de tarif eder. intron 23 donér birlestirme bdlgesine
yonlendirilen birinci antisens oligonikleotidi, primer kiltirlenmis miyoblastlarda uygun
ekson atlamasini uyarsa da, bu bilesidin daha yiksek distrofin seviyelerini ekprese
eden immortalize hicre kultirlerinde ¢cok daha az etkili oldugu bulundu. Ancak geligmig
hedefleme ve antisens oligonikleotid tasarimi ile spesifik ekson c¢ikarma isleminin

etkinlidi, neredeyse bir buylklik sirasi kadar arttirildi (Mann, Honeyman et al. 2002).

Yapilan son c¢aligmalar, distrofin yoklugundan etkilenen dokularda minimal advers
etkilerin eslik ettidi sirekli distrofin ekspresyonunun saglanmasindaki zorlugu ele
almaya baslamistir. Ekson 51'e (PRO051) hedeflenen antisens oligonikleotidinin,
DMD'li dért hastada tibialis anterior kasina intramiskiler enjeksiyonu, klinik olarak
gorinar herhangi bir advers etki olmadan ekson 51'in spesifik atlanmasi ile
sonuclanmigtir (Mann, Honeyman et al. 2002; van Deutekom, Janson et al. 2007). mdx
farelerde ekson 23’e hedeflenmis hicreye nifuz eden bir peptide (PPMO) konjuge
edilmis antisens fosforodiamidat maorfolino cligomerinin  sistemin  uygulamasini
inceleyen calismalar, saptanabilir toksisite olmadan iskelet ve kalp kaslarinda ylksek
ve sirekli distrofin protein Uretimi saglamigtir (Jearawiriyapaisarn, Moulton et al. 2008;
Wu, Moulton et al. 2008; Yin, Moulton et al. 2008).
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DMD tedavisine ydnelik olarak birlestirmeyi dedistiren oligoniikleotidlerin (SSQO’lar)
glvenligini ve etkinligini test eden son klinik ¢calismalar, splisisozomun sterik blokaji ile
pre-mRNA’larin alternatif birlesmesini indUklemek Uzere SSO teknolojine dayalidir
(Cirak et al, 2011; Goemans et al, 2011; Kinali et al., 2009; van Deutekom ef al,
2007).

Bu basarlara ragmen distrofin eksonlarinin g¢ogaltiimasi igin hedeflenen gelismis
antisens oligomerlere ve terapétik DMD uygulamalarina yénelik gelismis uygulama
bilesimlerine ve yontemlerine gereksinim vardir.

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Mevcut bulug, asadidaki yapiya sahip bir antisens oligoniikleotidini veya farmasdtik

olarak kabul edilehilir bir tuzunu saglar:
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Mevcut bulus ayni zamanda, mevcut bulusa gére antisens oligoniikleotidi ve farmasdtik

olarak kabul edilebilir bir tasiyiciyi iceren farmasétik bir bilegimi saglar.

Mevcut bulus ayni zamanda, Duchenne muskiler distrofisi tedavisinde kullaniimaya

S yonelik mevcut bulusa gore farmasétik bir bilesimi saglar.

Antisens oligomer, bir polietilen glikol molekiline kimyasal olarak baglanir.

Bulus, bir antisens oligomeri saglar, burada oligomer agsagidaki yapiya sahiptir:
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H53A(+36+60).

15 Burada, agadidaki yapilara sahip dider antisens cligomerleri agiklanir:
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H53A(+30+55).

Bir yéne gore bulug, ekson atlamasini indiklemek (zere insan distrofin pre-

mRNA’sInda se¢ilmis bir hedefe baglanabilen bir antisens molekill sadlar.

Mevcut tarifname, agsagida tanimlanan, ekson 53’e hedeflenmis antisens dizileri icerir.
H53A(+36+60): 5'-GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC-3' (SEQ ID NO:1}

Antisens oligomeri spesifik olarak tavlama bdlgesine H53A{+36+60) hibritlenir ve SEQ
ID NO: 1 dizisine sahiptir.

Mevcut bulusa gbre antisens oligonukleotidi, bir polietilen glikol bdlimine kimyasal

olarak baglanir.

Bir bagka yonde bulug, mevcut bulusa gore antisens oligontkleotidleri ve fosfat

tamponu iceren bir salin solisyonunu iceren farmasétik bilesimleri saglar.

Bir bagka yénde bulus, burada tanimlandidi Gzere belirli bir proteini kodlayan bir gende
mutasyonun oldudu ve mutasyon etkisinin, ekson atlamasi ile kaldirildig genetik bir

hastaliktan sikayet eden bir hastanin tedavisinde kullaniimaya yoénelik antisens
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molekOlil sagdlar. Tedavi: (a) burada acgiklanan ydntemlere gére bir antisens
molekUlinin secilmesi ve (b) bu molekulin bu tir bir tedaviye ihtivaci olan hastaya

uygulanmasi adimlarini icerir.

Baska bir yonde bulus, Duchenne muskuiler distrofisi tedavisinde kullaniimaya ydnelik

mevcut buluga gére farmasétik bir bilesimi saglar.

Bu ve diger amaclar ve Ozellikler, asadidaki detayh aciklama sekiller ile birlikte

okundugunda daha iyi anlasilacaktir.

SEKILLERIN KISA AGIKLAMASI

Sekil 1A, fosforodiamidat bagi olan érnek niteligindeki bir morfolino oligomeri

yapisini gdsterir.

Sekil 1B, arjininden zengin bir peptit ve antisens oligomerinin konjugatini

gosterir.

Sekil 1C, Sekil 1'deki gibi bir konjugati {bulusa gére dedildir) gdsterir, burada

omurga badlar, bir veya birka¢ pozitif yikld grubu icerir.

Sekiller 1D-G, D ila G olarak gésterilen, érnek niteligindeki maorfolino

oligonlkelotidlerinin tekrarlayan alt birim segmentini gésterir.

Sekiller 2A-2B, katl faz sentezine yénelik bir baglayici ve oligomer sentezine

yonelik kati bir destedin hazirlanigina ydnelik reaksiyon semasini gosterir.

Sekil 3, kdltirlenmis primer miyoblastlarda ekson 53 atlamasinin
indiiklenmesine yénelik &rmek niteligindeki antisens oligomerlerinin  nispi
aktivitelerini gésteren hbir grafigi gésterir. Belirtilen oligomerler ile muamele
edilen primer miyoblastlardan izole edilen RNA, ekson 53’e spesifik yuvalanmig
RT-PCR amplifikasyonuna tabi tutulmustur, akabinde jel elektroforezi ve bant
siddeti dlgumi yapilmigtir. Veriler, PCR ile degerlendirilen ekson atlama %’si,
yani tam uzunluktaki PCR urinine gére eksonu atlanmig Orindn bant siddeti

olarak grafiklenir.
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Sekil 4, kiltirlenmis insan rabdomiyosarkem hicrelerinde ekson 53
atlamasinin indiiklenmesine yonelik drnek nitelidindeki antisens oligomerlerinin
nispi aktivitelerini gésteren bir grafidi gdsterir. Belirtilen oligomerler ile muamele
edilmis rabdomiyosarkom hucrelerinden izole edilen RNA, ekson 53'e spesifik
yuvalanmis RT-PCR amplifikasyonuna tabi tutulmustur, akabinde jel
elektroforezi ve bant siddeti dlcimi yapilmistir. Veriler, PCR ile dederlendirilen
ekson atlama %’si, yani tam uzunluktaki PCR Grinine gére eksonu atlanmis

urinin bant siddeti olarak grafiklenir.

Sekil 5A-B, kiltirlenmis primer miyoblastlarda ekson 53 atlamasinin
indiklenmesine yoénelik drnek niteligindeki antisens oligomerlerinin  nispi
aktivitelerini gdsteren grafikleri gdsterir. Belirtilen oligomerler ile muamele edilen
primer miyoblastlardan izole edilen RNA, ekson 53’e spesifik yuvalanmis RT-
PCR amplifikasyonuna tabi tutulmustur, akabinde jel elektroforezi ve bant
siddeti olcimi yapilmistir. Veriler, PCR ile degerlendirilen ekson atlama %’si,
yani tam uzunluktaki PCR (r(inline gbre eksonu atlanmis (rindn bant siddeti

olarak grafiklenir.

BULUSUN DETAYLI AGIKLAMASI

Mevcut bulusun uygulamalari, genel olarak, gelistiriimis antisens bilesikleri ve bunlarin,
ozellikle insan distrofin geninde ekson atlamasini indUklemek igin tasarlanan kullanim
yontemleri ile ilgilidir. Distrofin kas fonksiyonunda hayati bir rol oynar ve kasla ilgili
gesitli hastaliklar bu genin mutasyona ugramis formlarn ile karakterize edilir. Bu
nedenle, burada tarif edilen gelisgtiriimis antisens bilegikleri, Duchenne muskuler
distrofisinde (DMD) ve Becker muskuler distrofisinde (BMD) bulunan mutasyona
ugramis distrofin genleri gibi insan distrofin geninin mutasycna ugramis formlarinda
ekson atlamasini indikler.

Mutasycnlarin neden oldugu anormal mRNA birlestirme olaylari nedeniyle, bu
mutasyona ugramis insan distrofin genleri, ya defektif distrofin proteinini eksprese eder
veya cesitli muskuler distrofisi formlarna yol acan bir kogul olarak &l¢llebilir hi¢bir
distrofini eksprese etmez. Bu durumu gidermek igin, mevcut bulusun antisens bilesikleri
mutasyona ugramig bir insan distrofin geninin dnceden iglenmis bir RNA'sinin secilen

bdlgelerine hibritlesir, aksi takdirde anormal sekilde birlesmis distrofin mRNA'sinda
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ekson atlama ve diferansiyel birlestirmeye neden olur ve bdylece kas hiicrelerinin
fonksiyonel bir distrofin proteinini kodlayan bir mRNA transkripti Gretmesine olanak
saglar. Bazi uygulamalarda ortaya cikan distrofin proteini, zorunlu olarak "dogal sug"
bir distrofin formu degil, kesilmis, ancak islevsel veya yari fonksiyonel bir distrofin

formudur.

Kas hiicrelerinde fonksiycnel distrofin proteini seviyelerinin arttinimasiyla, bu ve iliskili
uygulamalar, muskuler distrofisinin prcfilaksisinde ve tedavisinde, 6zellikle anormal
mRNA birlestiriimesi nedeniyle defektif distrofin proteinlerinin  ekspresyonu ile
karakterize edilen DMD ve BMD gibi muskuler distrofisinin formlarinda yararhdir.
Burada tarif edilen spesifik oligomerler ayrica, kullanimdaki diger oligomerlere gore
gelistiriimig, distrofin-ekson-spesifik hedefleme sadlar ve béylece ilgili muskiler distrofi
formlann tedavi etmenin alternatif yontemlerine kiyasla énemli ve pratik avantajlar

sunar.

Burada aciklanan antisens oligomer, asadida verilen SEQ ID NO: 1'deki dizi listesine

sahiptir:

H53A(+36+60): 5-GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC-3' (SEQ ID NO: 1)

Aksi belirtiimedidi strece, burada kullanilan tom teknik ve bilimsel terimler, bulusun ait
oldugu teknikte siradan uzmanliga sahip kisilerce genel olarak anlasilanlarla ayni
anlama sahiptir. Burada tarif edilenlere benzer veya esdeder herhangi bir yéntem ve
materyal, mevcut bulusun uygulamasinda veya testinde kullanilabilse de, tercih edilen
ybntemler ve materyaller tarif edilir. Mevcut bulusun amagclanina gére, asagidaki

terimler asagida tanimlanmaktadir.

l. Tanimlar

"Yaklagik" ifadesi, %30, 25, 20, 25, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 veya 1 referans miktar,
seviye, deger, sayi, frekans, ylzde, boyut, boyut, miktar, adirlik veya uzunluk kadar
defisen miktar, seviye, deder, sayi, frekans, ylzde, boyut, boyut, miktar, adirik veya

uzunluk anlamina gelir.

"Tamamlayicl” ve "tamamlayicillik” terimleri, baz eslestirme kurallar ile ilgili
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poliniikleotidleri (diger bir deyisle bir niikleotid dizisini) ifade eder. Ornegin, "T-G-A (5'-
3" dizisi, "T-C-A (5'-3")" dizisine tamamlayicidir. Tamamlayicilik, bazi niikleik asitlerin
bazlarinin baz eglestirme kurallarina gbre eslestirildidi "kismi” olabilir. Veya nikleik
asitler arasinda "tam" veya "toplam" tamamlayicilik olabilir. NUkleik asit iplikgikleri
arasindaki tamamlayiciik  derecesinin, nikleik asit iplikgikleri  arasindaki
hibridizasyonun etkinlii ve gicii Uzerinde &nemli etkileri vardir. Mikemmel bir
tamamlayicilik sikhikla istense de, bazi uygulamalar, hedef RNA'ya gére bir veya daha
fazla fakat tercihen 6, 5, 4, 3, 2 veya 1 yanlis eslesme icerebilir. Oligomer icindeki
herhangi bir yerde varyasyonlar dahil edilmigtir. Bazi uygulamalarda, bir oligomerin
terminusuna yakin dizideki varyasyonlar genellikle i¢c Kisimdaki varyasyonlara tercih
edilir ve eder mevcutsa tipik olarak 5' ve/veya 3' terminuslarinin yaklasik 6, 5, 4, 3, 2

veya 1 nikleotidleri icinde bulunur.

"Hicreye nifuz eden peptit" ve "CPP" terimleri, birbirlerinin yerine kullanilir ve ayrica
transport peptitleri, tasiyici peptitler veya peptit transdilksiyon domainleri olarak da
adlandinlan katyonik hiicreye niifuz eden peptitleri ifade eder. Burada gosterildidi gibi,
peptitler, belirli bir hiicre kiltdrd populasyonunun hicrelerinin % 100’0 dahilinde hiicre
penetrasyonunu indikleme kabiliyetine sahiptir ve sistemik uygulama Gzerine in vivo
olarak ¢oklu dokularda makromolekiler translokasyona izin verir. Tercih edilen bir CPP

duzenlemesi, agsagida ayrica agiklanan arjininden zengin bir peptittir.

"Antisens oligomeri" ve "antisens bilesigi" ve “antisens oligonikleotidi” terimleri,
birbirlerinin yerine kullantlir ve her biri, hedef dizi iginde bir nikleik asit:oligomer
heterodupleks olusturmak igin baz eslestirme molekil bélimlerinin, bir nGkleik asitte
(tipik olarak bir RNA), Watson-Crick baz eslemesi ile bir hedef diziye hibritlenmesini
saglayan, arabirimleraras! baglantilarla baglanmis bir baz eglestirme molekil bélimu
icerir. Siklik alt birimler, riboz veya baska bir pentoz sekeri veya tercih edilen bir
uygulamada, bir morfoline grubuna dayanir (asadidaki morfolino oligomerlerinin tarifine
bakiniz). Oligomer, hedef dizi ile tam veya tama yakin dizi tamamlaycih@ina sahip
olabilir; bir cligomerin terminalleri yanindaki dizide bulunan varyasyonlar genel olarak i¢

kisimdaki varyasyonlara tercih edilir.

Bu gibi bir antisens oligomeri, mRNA'nin translasyonunu bloke etmek veya inhibe
etmek veya natif mRNA dncesi natif birlesme prosesini inhibe etmek icin tasarlanabilir

ve hibritlendidi bir hedef diziye "yénelik" veya "hedeflenmig" oldudu sdylenebilir. Hedef
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dizi tipik olarak, Translasyon Baskilayici Oligomer clan bir mRNA'nin AUG baslangig
kodonunu veya Birlestirme Baskilayici Oligomer (SSO) olan dnceden iglenmis bir
mMmRNA'nin birlestirme bdlgesini iceren bir bdlge icerir. Hedef dizi bir ekson iginde veya
bir intron icinde olabilir. Bir birlestirme bélgesi icin hedef dizi, dnceden iglenmis bir
mRNA'da normal bir birlestirme akseptér birlesim yerinin asagisinda 5 ucu 1 ila
yaklasik 25 baz ¢ifti iceren bir mRNA dizisi i¢erebilir. Tercih edilen bir hedef dizi, bir
birlestirme yeri iceren veya tamamen bir ekson kodlama dizisi iginde bulunan veya bir
birlestirme akseptdr veya dondr yerini kaplayan oénceden iglenmis bir mRNA'nin
herhangi bir bélgesidir. Bir oligomerin, hedefin nikleik asidine karsi yukarida tarif
edildigi sekilde hedeflendiginde protein, virls veya bakteri gibi biyolojik olarak ilgili bir

hedefe "karg! hedeflendigi" sdylenir.

“Morfolino oligomer" veya "PMOQ" (fosforamidat- veya fosforodiamidat morfolino
oligomer) terimleri, morfoline alt birim yapilarindan clusan bir oligoniikleotid analogunu
ifade eder, burada (i) yapilar, bir alt birimin morfolino nitrojenini bir bitigik alt Gnitenin 5'
ekosiklik karbonuna birlestiren, bir ila (¢ atom uzunlugunda, tercihen iki atom
uzunlugunda ve tercihen yiksiz veya katyonik olan, fosfor iceren baglarla birbirine
baglanir ve (ii} her bir morfolino halkasi, bir bazik hidrojen badiyla bir polintkleotid
icindeki bir baza baglanmak i¢in etkili bir plrin veya pirimidin baz eglestirme molekdl
bélumii tagir. Ornegdin Sekil 1A'daki yapiya, tercih edilen bir fosforodiamidat baglanti
tipini gésteren yapiya bakiniz. Bu badda, baglanma veya aktiviteye midahale etmedigi
sUrece  degisiklikler  yapilabilir,.  Ornegin, fosfora badli  oksijen, sUIfor
(tiyofosforodiamidat) ile sUbstitlie edilebilir. 5 oksijen, amino veya distk alkil ile
sUbstitle edilmis amino ile sibstitle edilebilir. Fosfora baglanan pendant nitrojen
sUbstitle edilmemis, monosubstitie edilmis veya (istege badl olarak sibstitle edilmis)
dustk alkil ile sibstitiie edilmis olabilir. Ayrica asagidaki katyonik badlantilarin
tarismasina bakiniz. “Morfclino halka yapisi” terimi, “morfolino alt birimi” teriminin
yerine kullanilabilir. Fosfora baglanan pendant nitrojen metil ile disUbstitiie edilmistir.
Parin veya pirimidin bazini eglestirme kismi adenin, sitozin, guanin veya timindir.
Morfolino oligemerlerinin sentezi, yapilar ve baglanma ézellikleri, U.S. Patent No.
5,698,685, 5,217,866, 5,142,047, 5,034,506, 5,166,315, 5521,063, 5,506,337,
8,076,476, 8,299,206 ve 7,943,762'de (katyonik baglar) detayli olarak aciklanir.
Modifiye alt birimler arasi baglar ve terminal gruplar, PCT bagvurusu US2011/038459
ve WC/2011/150408 yayininda detayl olarak agiklanir.
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Bir “aminc asit alt birimi” veya “amino asit kalintisI”, a-amino kalintisi residue (-CO-
CHR-NH-) veya B- veya dider bir amino asit kalintisina (érnegin, CO-(CH,),CHR-NH-)

refere eder, burada R, yan zincirdir (hidrojen icerebilen) ve n, 1 ila 6, tercihen 1 ila 4’tlr.

“‘Dogal olarak olugan amino asit” terimi, dogada bulunan proteinlerde bulunan bir aminc
aside refere eder. “Dogal olmayan amino asitler” terimi, dogada bulunan proteinlerde
bulunmayan amino asitlere refere eder, o&rnekleri beta-alanin (B-Ala), B6-

aminohekzanoik asit (Ahx) ve 6-aminopentanoik asidi icerir.

Bir "ekson", bir proteini kodlayan nukleik asidin tanimlanmig bir bélumind veya
énceden iglenmis (veya prekirsér} bir RNA'min her iki bdlimundndn birlestirilerek
¢ikariimasindan sonra bir RNA molekdlinin matir formunda temsil edilen bir nikleik
asit dizisi anlamina gelir. Matir RNA moleklll bir haberci RNA (mMRNA) veya rRNA
veya tRNA gibi kodlayici olmayan bir RNA'nin fonksiyonel bir formu olabilir. insan

distrofin geninde yaklasik 79 ekson vardir.

Bir "intron", bir proteine ¢evrilmemis olan bir nikleik asit bdlgesini (bir gen iginde) ifade
eder. Bir intron, bir prekirsér mRNA'ya {pre-mRNA) kopyalanan ve daha sonra olgun

RNA olugsumu sirasinda birlestirilerek ¢ikartilan kodlama yapmayan bir b&limdar.

“Etkili bir miktar” veya “terapétik olarak etkili miktar”, tek doz olarak veya bir dizi dozun
bir parcasl olarak memeli denede uygulanan antisens oligcmeri gibi terapétik bir
bilesigin, istenen terapdtik etkiyi olusturmada etkili olan bir miktarina refere eder. Bir
antisens oligomeri igin bu etki tipik olarak, secilen hedef dizinin translasyonunun veya

dogal birlesme prosesinin inhibe edilmesi yoluyla gergeklestirilir.

"Ekson atlama”, genel clarak, bitiin kir eksonun veya bunun bir bélimin{n, dnceden
islenmig bir RNA'dan cikarldigi ve bu nedenle, matir RNA'da bulunmasi durumunun
hari¢ tutuldugu prosese karsilik gelir, soyle ki matiir mRNA bir proteine cevrilir. Bu
nedenle, atlanan ekson tarafindan baska bir sekilde kodlanan proteinin bélimd,
proteinin eksprese edilmis formunda mevcut degildir, tipik olarak proteinin degismis
ancak iglevsel bir formu olusturur. Bazi uygulamalarda atlanan ekson, insan distrofin
geninden, aksi halde anormal birlestirmeye neden olan dizide bir mutasyon veya baska

bir degisiklik icerebilen bir anormal eksondur. Belirli uygulamalarda atlanan ekson,
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distrofin geninin 1-79 eksonlarindan herhangi biri veya daha fazlasidir, ancak insan

distrofin geninin ekson 5301 tercih edilir.

"Distrofin", cubuk seklinde bir sitoplazmik proteindir ve bir kas lifinin hdcre iskeletini
hilicre disi matrise hlcre zar boyunca baglayan protein kompleksinin hayati bir
parcasidir. Distrofin ¢oklu fonksiyonel domainler icerir. Ornegdin, distrofin, yaklagik
amino asitler 14-240'ta bir aktin baglama domaini ve yaklasik amino asitler 253-3040'ta
bir merkezi ¢ubuk domaini icerir. Bu blyilk merkezi demain, alfa-aktin ve spektrin ile
homolojiye sahip yaklasik 109 amino asidin, 24 spektrin-benzeri Gglu-heliksel eleman
tarafindan olusturulur. Tekrarlar tipik olarak mentese bdlgeleri olarak da adlandirilan
dort prolin bakimindan zengin tekrarlanmayan boélim ile ayrihr. 15 ve 16 nolu tekrarlar,
distrofinin proteolitik bélinmesi icin majér bir bélge sadladig gérinen 18 amino asitlik
bir gerilme ile ayrilmistir. Codu tekrar arasindaki dizi dzdesligi %10-25 arasinda
dedismektedir. Bir tekrar, ii¢ alfa-heliks icerir: 1, 2 ve 3. Alfa heliksleri 1 ve 3, her biri,
bir hidrofobik ara ylz boyunca kivrimh spiral olarak etkilesime giren 7 heliks donlsle
olusturulur. Alfa-heliks 2 daha karmasik bir yapiya sahiptir ve bir Glisin veya Prolin
kalintisi ile ayriimis doért ve ¢ heliks ddénisli segmentlerden olugur. Her bir tekrar, tipik
olarak alfa-heliks 2'nin birinci bélimande amino asitler 47 ve 48 arasindaki bir intron
tarafindan kesilen iki ekson tarafindan kodlanir. Diger intron, tekrar heliks-3'Un Gzerine
dagilmis, tekrardaki farkli konumlarda bulunur. Distrofin ayrica, civik mantar
(Dictyostelium discoideum) alfa aktininin C-terminal domainine homoloji gésteren bir
sistein bakimindan zengin segment (diger bir deyigle, 280 amino asitte 15 Sistein) dahil
olmak Uzere, yaklasik 3080-3360 aminc asitinde sistein bakimindan zengin bir alan

icerir. Karbeksi terminal domaini yaklasik 3361-3685 amino asitlerindedir.

Distrofin amino terminusu F-aktin'e badlanir ve karboksi terminus sarkomdaki
distrofinle iligkili protein kompleksine (DAPC) bagdlanir. DAPC, distroglikanlar,
sarkoglikanlar, integrinler ve kaveolini icerir ve bu bilesenlerin herhangi birindeki
mutasyonlar otozomal kalitsal muskuler distrofisine neden olur. DAPC, distrofin meveut
olmadiginda kararsiz hale gelir, bu da Uye proteinlerin seviyelerinin azalmasina neden
olur ve sirayla ilerleyici lif hasar ve membran sizintisina yol agar. Duchenne'in
muskuler distrofisi (DMD) ve Becker'in muskuler distrofisi (BMD) gibi ¢esitli muskuler
distrofisi bicimlerinde, kas hucreleri, esasen gen dizisindeki mutasyonlar nedeniyle hi¢
degismemis ve fonksiyonel olarak defektif bir distrofin formu Uretir veya hi¢ distrofin

uretmezler, bu da yanlis birlestirmeye yol acar. Defektif distrofin proteininin baskin
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eskpresyonu veya tamamen distrofin veya bir distrofin benzeri proteinin eksikligi,
yukarida belirtildidi gibi kas dejenerasyonunun hizli ilerlemesine yol acar. Bu
baglamda, bir "defektif" distrofin proteini, teknikte bilindigi gibi DMD veya BMD'li bazi
deneklerde dretilen veya farkli tespit edilebilir distrofin yoklugu ile Gretilen distrofin

formlan ile karakterize edilebilir.

Bu tarifnamede kullanildigi haliyle, "fonksiyon" ve "iglevsel" ve benzerleri terimleri,

biyolojik, enzimatik veya terapétik bir iglevi ifade etmektedir.

“Islevsel" bir distrofin proteini, genellikle, tipik olarak degistiriimis veya "defektif"
distrofin proteininin dedistiriimis veya "defektif" formuyla karsilastinldiyinda, muskuler
distrofisinin karakteristik ézellidi olan kas dokusunun ilerleyici bozunmasini azaltmak
igin yeterli biyolojik aktiviteye sahip bir distrofin proteini anlamina gelir. DMD veya BMD
ile baz) konularda mevcuttur. Bazi uygulamalarda fonksiyonel bir distrofin proteini,
teknikte rutin tekniklere gore élgulen dogal sus distrofinin in vitro veya in vivo biyolojik
aktivitesinin yaklasik %10, %20, %30, %40, %50, %60, %70, %80, %90 veya
%100'Une (aralarindaki tim tamsayilar dahil} sahip olabilir. Bir érnek olarak, in vitro kas
kiltirlerinde distrofine badl aktivite, miyotlp buyukligine, miyofibril dizenine (veya
dizensizlesmesine), kasiima aktivitesine ve asetilkolin reseptérlerinin  spontan
kimelenmesine (bakiniz érnegin, Brown ve et al., Journal of Cell Journal Science
112:209-216, 1999) gdére Olgllebilir. Hayvan modelleri ayni zamanda hastalidin
patogenezini incelemek icin dederli kaynaklardir ve distrofine bagl aktiviteyi test etmek
icin bir ara¢ saglar. DMD arastirmasi igin en yaygin kullanilan hayvan moedellerinden
ikisi, her ikisi de distrofin negatif olan mdx fare ve golden retriever muskuler distrofisi
(GRMD) kopegidir (bakiniz érnegin, Collins & Morgan, Int J Exp Pathol 84: 165-172,
2003). Bu ve diger hayvan modelleri, c¢esitli distrofin proteinlerinin fonksiyonel
aktivitesini  ¢lgmek igin  kullanilabilir. Mevecut bulusun ekson atlayan antisens
bilegiklerinin bazilarinin Grettigi formlar gibi tepesi kesilmis distrofin formlan dahildir.

“[zole edilmig" ile, normal haliyle kendisine natif haliyle eslik eden bilesenlerden biyik
blglide veya esasen serbest olan malzeme kastedilmektedir. Ornegdin, burada
kullanildid@1 sekliyle "izole edilmis bir polinikleotid”, natif olarak olugan bir durumda,
érnegin, normal olarak fragmana bitigik dizilerden ¢ikanlmis bir DNA fragmanindan,
dogal olarak olugsan bir durumda onu cevreleyen dizilerden arntilimig veya

uzaklastiriimig olan bir poliniikleotid anlamina gelebilir.
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Burada kullanildidi Ozere “yeterli uzunluk”, hedef bir distrofin pre-mRNA’sinda en az 8,
daha tipik olarak 8-30 bitisik ndkleobaza tamamlayici olan bir antisens

oligonikleotidine refere eder.

“lyilestirmek" veya "iyilestirici" veya "arttirmak” veya "arttinc!” veya "uyarmak" veya
"uyarict”, genellikle bir veya antisens bilesiklerin veya bilesimlerinin bir hilcre veya bir
denekte antisens bilesidi veya bir kontrol bilesiginin neden olmadigi yanitla
karsilastirildiginda daha bilyik bir fizyolojik yanit Gretme veya buna neden olma
kabiliyetini ifade eder (diger bir deyisle, asad yénde etkiler). Olgulebilir bir fizyolojik
yanit, bir distrofin proteininin islevsel bir formunun ekspresycnunun arttirimasini veya
kas dokusunda artmis distrofin ile ilgili biyolojik aktivitenin, teknikte anlayis ve buradaki
tarifnrameden agik¢a anlasilan diger yanitlarini igerebilir. Artmig kas islevi, kas islevinde
yaklasik %1, %2, %3, %4, %5, %6, %7, %7, %8, %9, %10, %11, %12, %13, %14,
%15, %16, %17, %18, %19, %20, %25, %30, %35, %40, %45, %50, %55, %60 %65,
%70, %75, %80, %85, %90, %95 veya %100 artis veya iyilestirmeler dahil clmak lizere
Olgllebilir. Fonksiyonel bir distrofin eksprese eden kas liflerinin ylzdesi, yaklagik %1,
%2, %, %15, %16, %17, %18, %19, %20, %25, %30, %35, %40, %45, %50, %55,
%60, %65, %70, %75, %80, %85, %90, %95 veya %100 kas lifi oraninda artmis
distrofin ekspresyonu dahil olmak Uzere 6lculebilir. Ornegin, liflerin %25-30'unun
distrofeni eksprese etmesi durumunda kas fonksiyon iyilesmesinin yaklasik %40
olabilecedi gosterilmistir (bakimiz érnegin, DelloRusso ve et al., Proc Natl Acad Sci
USA 99: 12979-12984, 2002). Bir "arttinimis” veya "ylkseltilmis" bir miktar tipik clarak
"istatistiksel olarak anlamli" bir miktardir ve antisens bilesidi (bir ajan yoklugu) veya bir
kontrol bilesidi tarafindan Uretilen miktardan 1.1, 1.2, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20,
30, 40, 50 veya daha fazla kez {6rnegin, 500, 1000 kez) (1 arasindaki ve Uzerindeki
tim tamsayilar ve ondalik noktalar dahil), érnegin, 1.5, 1.6, 1.7. 1.8, vb.) bir artigi

icerebilir.

"Azaltma" veya "inhibe etme" terimi, genel olarak, bulugsa ait bir veya daha fazla
antisens bilesidinin, burada tarif edildigi gibi teshis alanindaki rutin tekniklerle élgilen
bir hastallk veya durum semptomu gibi ilgili bir fizyolojik veya hicresel yaniti
“azaltmas!" ile ilgili olabilir. ilgili fizyolojik veya hiicresel yanitlar (in vivo veya in vitro),
teknikte uzman kisilerce acik¢a gérulecektir ve muskuler distrofisinin semptomlarinda
veya patolojisinde veya degistiriimis DMD veya BMD'li bireylerde eksprese edilen

distrofin formlan gibi defektif distrofin formlarinin ekspresyonunda azalma i¢erebilir. Bir
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yanitta "azalma", antisens bilesigi veya bir kontrol bilesimi tarafindan Gretilen yanit ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml olabilir ve aradaki tim tamsayilar dahil
%1, %2, %3, %4, %5, %6, %7, %8, %9, %10, %11, %12, %13, %14, %15, %16, %17,
%18, %19, %20, %25, %30, %35, %40 %45, %50, %55, %60, %65, %70, %75, %80,
%85, %90, %95 veya %100 disis icerebilir.

Bir bireyin (6rnedin, bir insan gibi bir memelinin) veya bir hicrenin "tedavisi®, bireyin
veya hicrenin dogal seyrini degistirme denemesinde kullanilan herhangi bir midahale
tipidir. Tedavi bir farmasétik bilesimin uygulanmasini igerir ancak bununla sinirli degildir
ve bir patolojik olayin baslatiimasindan veya bir etiyolojik ajan ile temasin ardindan
profilaktik olarak veya takiben yapilabilir. Tedavi, distrofinle iligkili bir hastallk veya
durumun semptemlar veya patolojisi Uzerinde arzu edilen herhangi bir etkiyi igerir.
Bazi muskuler distrofisi formlarinda oldugu gibi protein;, 6érnegin, tedavi edilen
hastaliin veya rahatsizidin bir veya daha fazla dlgllebilir markériinde minimal
degisiklikler veya iyilegtirmeler igerebilir. Ayni zamanda, tedavi edilen hastalidin veya
rahatsiziigin ilerleme hizini azaltmaya, bu hastaligin veya durumun baslangicini
geciktirmeye veya baslangicinin siddetini azaltmaya ydneltilebilecek "profilaktik”
tedaviler de dahildir. "Tedavi" veya "profilaksi”, mutlaka hastaliin veya durumun
tamamen ortadan kaldiriimasini, iyilestiriimesini veya énlenmesini veya bunlarla iligkili

semptomlari géstermez.

Burada kullanildi§) haliyle bir "denek”, bir antisens bilesigi ile tedavi edilebilir bir DMD
veya BMD semptomu sergileyen veya bu sartlarla iligkili semptomlarn herhangi biri ile
ilgili bir semptom (érnegin, kas lifi kaybi)} sergileme riski tasiyan herhangi bir hayvani
icerir. Uygun denekler {(hastalar), laboratuar hayvanlarini (fare, sigan, tavsan veya gine
domuzu gibi), ¢iftlik hayvanlarini ve evcil hayvanlari veya evde beslenen hayvanlar (bir
kedi veya képek gibi) igerir. insan olmayan primatlar ve tercihen insan hastalar dahil
edilir.

"Alkil" veya "alkilen", 1 ila 18 karbon igeren bir doymus diz veya dallanmig zincirli
hidrokarbon radikalini ifade eder. Ornekler, sinirflama olmaksizin metil, etil, propil, izo-
propil, bitil, izo-bitil, tert-batil, n-pentil ve n-heksil icerir. "Diaguk alkil" terimi, 1 ila 8

karbon iceren, burada tanimlandigi gibi bir alkil grubunu ifade eder.
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"Alkenil", 2 ila 18 karbon igeren ve en az bir karbon-karbon cift bag iceren bir
doymamis diiz veya dallanmis zincirli hidrokarbon radikali anlamina gelir. Ornekler,
sinirlama olmaksizin etenil, propenil, izo-propenil, bitenil, izo-butenil, tert-butenil, n-
pentenil ve n-heksenildir. "Dusik alkenil” terimi, burada tanimlandigi gibi 2 ila 8 karbon

iceren bir alkenil grubunu ifade eder.

"Alkinil", en az bir karbon-karbon Gcli badi iceren 2 ila 18 karbon i¢eren bir doymamis
diiz veya dallanmis zincirli hidrokarbon radikali anlamina gelir. Ornekler, sinirlama
olmaksizin etinil, propinil, izo-propinil, butinil, izo-butinil, tert-butinil, pentinil ve heksinili
icerir. "Dusuk alkinil" terimi, burada tanimlandigi gibi 2 ila 8 karbon igeren bir alkinil

grubunu ifade eder.

“Sikloalkil', bir mono- veya poli-siklik alkil radikalini ifade eder. Ornekler bunlarla sinirli

olmamak Uzere siklobitil, siklopentil, sikloheksil, sikloheptil ve sikloositildir.

"Aril", bir veya daha fazla kapali halkayi/halkalari clan 5 ila 18 karbon iceren bir siklik
aromatik hidrokarbon molekil bolimini ifade eder. Omekler sinilama olmaksizin

fenil, benzil, natftil, antrasenil, fenantrasenil ve bifenili icerir.

"Aralkil", RaRb formulintin bir radikalini belirtir, burada Ra yukarida tanimlandidi gibi
bir alkilen zinciridir ve Rb yukarida tanimlandigi gibi kir veya daha fazla aril radikalidir,

ornedin benzil, difenilmetil ve benzeridir.

"Tiyoalkoksi", -SRc¢ formuilinun bir radikalini ifade eder; buradaki Rc, burada
tanimlancigi gibi bir alkil radikalidir. "D0slk tioalkoksi” terimi, 1 ila 8 karbon igeren,

burada tanimlandig gibi bir alkoksi grubunu ifade eder.

"Alkoksi", -ORda formilinin bir radikalini ifade eder; burada Rd, burada tanimlandig
gibi bir alkil radikalidir. "DOgik alkoksi" terimi, 1 ila 8 karbon i¢eren, burada
tanimlandidi giki bir alkoksi grubunu ifade eder. Alkoksi gruplarinin érnekleri arasinda,
bunlarla sinirl olmamak lzere, metoksi ve etoksi bulunur.

"Alkoksialkil", bir alkoksi grubu ile stbstitGe edilmig bir alkil grubunu ifade eder.

"Karbonil", -C(=0)- radikalini ifade eder.
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“Guanidinil”, H2N(C=NH,)-NH- radikalini ifade eder.

"Amidinil", H,N(C=NH,)CH- radikalini ifade eder.

"Amino", -NH, radikalini ifade eder.

"Alkilamino", -NHRd veya -NRdRd foermiline sahip bir radikali ifade eder; burada her
Rd, bagimsiz olarak, burada tanimlandidi gibi bir alkil radikalidir. "Dugik alkilamino”
terimi, 1 ila 8 karbon igeren, burada tanimlandidi gibi bir alkilamino grubuna karsilk

gelir.

"Hetercsikl", doymus, doymamis veya aromatik olan ve badimsiz olarak nitrojen,
oksijen ve silfur arasindan secilen 1 ila 4 heteroatom iceren 5- ila 7 Gyeli monosiklik
veya 7- ila 10 Oyeli bisiklik, heterosiklik bir halka anlamina gelir ve burada nitrojen ve
sUlfir heteroatomlan istege bagh olarak oksitlenebilir ve yukanda belirtilen
heterosikllerin herhangi birinin bir benzen halkasina kaynasmis oldugu bisiklik halkalar
dahil olmak Uzere nitrojen heteroatomu istege badll olarak kuaternize edilebilir.
Heterosikl, herhangi bir heteroatom veya karbon atomu vyoluyla badlanabilir.
Heterosikller asagida tanimlandidi gibi heteroariller icerir. Dolayisiyla, asagida
listelenen heteroarillere ilaveten, heterosikller ayrica morfolinil, pirrolidinenil, pirrolidinil,
piperidinil, piperizinil, hidatoinil, valerclaktamil, oksiranil, oksetanil, tetrahidrofuranil,

tetrahidroiluranil ve benzerlerini igerir.

"Heteroaril", 5-10 Qyeli ve nitrojen, oksijen ve silflr arasindan segilen ve hem mono
hem de bisiklik halka sistemleri de dahil oclmak (Uzere en az 1 karbon atomu igeren en
az bir heteroatom iceren bir aromatik heterosikl halkasi anlamina gelir. Temsilci
heteroariller, piridil, furil, benzofuranil, tiyofenil, benzotiofenil, kinolinil, pirrolil, indolil,
oksazolil, benzoksazolil, imidazolil, benzimidazolil, tiyazolil, benzotiyazolil, tiazolil
kinazolinil.

"istege bagli olarak sibstitie edilmis alkil’, "istege bagh olarak sibstitiie edimisg

alkenil", "istede bagdlh olarak sObstitie edilmis alkoksi", "istede baglh olarak substitGe

edilmis tioalkoksi", "istege bagl olarak substitie edilmis alkil amino”, "istege bagh
olarak sibstitlie edilmis alt alkil", "istege badl olarak sibstitle edilmis alt alkenil”,

"iste§e badh olarak substitle edilmis disik alkoksi”, "istede badh olarak substitiie
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edilmis dUsUk ticalkoksi', "istege badll olarak sibstitlle ediimis disik alkil amino” ve
"istede badl olarak slbstitiie edilmis heterosiklil" terimleri, siibstitle edildijinde en az
bir hidrojen atomunun bir stbstitient ile sUbstitlie edildi§i anlamina gelir. Bir okso
substituentinde (=0) iki hidrojen atemu yer degistirilir. Bu badlamda, substitientler;
déteryum, istege bagh olarak sibstitie edilmis alkil, istege bagh olarak substitie
edilmis alkenil, istede bagdl olarak sibstitie edilmis alkinil, iste§e bagh olarak siibstitiie
edilmis aril, istege bagl olarak stbstitlie edilmis heterosikl, istege bagl olarak substitlie
edilmis sikloalkil, okso, halojen, --CN, -ORx, NRxRy, NRxC(=O)Ry, NRxSO2Ry, -
NRxC(=O)NRxRy, C(=0)Rx, C(=0)ORx, C(=O)NRxRy, -SOmRx ve —-SomNRxRy
icerir, burada m 0, 1 veya 2'dir, Rx ve Ry ayni veya farkhdir ve badimsiz olarak
hidrojen, istege bagh olarak stbstitie edilmis alkil, istege badh olarak substitiie edilmis
alkenil, istege bagh olarak sibstitie edilmis alkinil, istege badh olarak sibstitiie edilmis
aril, istege bagl olarak sibstitle edilmis heterosikl veya istege baglh olarak sUbstitie
edilmis sikloalkil ve bahsedilen istege bagli olarak silbstitie edilmis alkil, iste§e bagl
olarak sibstitie edilmis alkenil, istege bagh olarak stbstitie edilmis alkinil, istede bagl
olarak siubstitlie edilmis aril, istege badh olarak slibstitiie edilmis heteroarildir ve istede
bagdli olarak substitte edilmis sikloalkil stbstituentleri ayrica bir veya daha fazla okso,
halojen, -CN, -ORx, NRxRy, NRxC{=0)Ry, NRxSO2Ry, -NRxC(=O)NRxRy, C(=0O)Rx,
C(=0)ORx, C(=O)NRxRy, -SOmRx and -SOmNRxRYy ile de substitie edilebilir.

Farkli antisens molekiller arasinda ayrim yapiimasi amaciyla bir antisens molekuli
isimlendirme sistemi énerilmigtir ve yayinlanmistir (bakiniz Mann et al., (2002) J Gen
Med 4, 644-654). Bu isimlendirme 6zellikle, asadida gosterildigi Gzere tamaminin ayni
hedef bdlgeye yénlendirildidi ¢cok az farkl birkag antisens molekil test edilirken séz

konusu olmustur:

H#A/D(CY).

llk harf, tiiril (6rnegin H: insan, M, mirin, C: képek) belirtir. "#", hedef distrofin ekson
numarasini belirtir. "A/D", sirasiyla eksonun baslangicindaki ve bitisindeki akseptor
veya dondr birlestirme bolgesini gosterir. (x y), tavlama koordinatlarini temsil eder,
burada "-" veya "+", sirasiyla intronik veya eksonik dizileri gésterir. Ornegdin A(-6+18),
hedef eksondan énce gelen intronun son 6 bazini ve hedef eksonun ilk 18 bazini
gosterecektir. En yakin birlestirme bélgesi, akseptdr olacaktir, bdylece bu koordinatlar,

‘A'dan® ©nce gelecektir. Donér birlestirme bodlgesindeki tavlama koordinatlarinin
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aciklamasi D(+2-18) olabilir, burada son iki 2 ekscnik baz ve ilk 18 intronik baz,
antisens molekiliniin tavlama bdélgesine karsilik gelir. Tamamen eksonik tavlama
koordinatlarn, A(+65+85), yani eksonun baslangicindan 65. ve 85. nikleotid arasindaki

bélge ile temsil edilecektir.

Il. Antisens Oligoniikleotidler

Antisens molekuUl(ler), pre-mRNA dizileri igindeki eksonlarin birlestiriimesinde yer alan
nikleotid dizilerine hedeflendiginde eksonun normal birlesmesi inhibe edilebilir, bu da
birlestirme mekanizmasinin, olgun mRNA’dan hedeflenen tim eksonu baypas
etmesine neden clur. Birgok gende tim eksonun silinmesi, &nemli fonksiyonel
domenlerin kaybi veya okuma c¢ergevesinin bozulmasi yoluyla fonksiyonel olmayan
proteinin Uretiimesine neden olacaktir. Ancak bazi proteinlerde okuma cercevesi
hozulmadan ve proteinin biyolojik aktivitesi ciddi élclide degistiriimeden protein icinden
bir veya birkag eksonun silinmesi yoluyla proteinin kisaltiimasi mamkindir. Tipik clarak
bu tir proteinler, yapisal bir role sahiptir ve/veya uglarinda fonksiyonel domenlere
sahiptir. Duchenne muskuler distrofisi, tipik olarak okuma cercevesinin bozulmasi
yoluyla fonksiyonel distrofin gen Graninun sentezini engelleyen mutasyonlardan
kaynaklanir. Mutasyonu iceren distrofin geni bélgesinde ekson atlamasini indUkleyen
antisens oligondkleotidleri kas hicrelerinin, fonksiyonel bir distrofin genini kodlayan
olgun bir mRNA transkriptini Uretmesini saglayabilir. Elde edilen distrofin proteininin
distrofinin “dogal sus” formu olmasina gerek yoktur ancak bunun yerine distrofinin
kirpiimig, hala fonksiyonel veya yari-fonksiyonel bir formudur. Mevcut bulug, ekson
53'te belirtilen distrofin pre-mRNA hedeflerine baglanabilen ve bu genin islenmesini

yeniden yonlendirebilen antisens molekdlleri agiklar.

Antisens oligonUkleotidi ve hedef RNA, her moleklldeki ilgili pozisyonlarin yeterli
sayisi, birbiri ile hidrojen badi olusturabilen nikleotidler tarafindan dolduruldugunda
birbirine tamamlayicidir, béylece oligonikleotid ile hedef arasinda stabil baglanma
meydana gelir. Dolayisiyla “spesifik olarak hibritlesebilen” ve “tamamlayicl”,
oligonikleotid ile hedef arasinda stabil ve spesifik baglanma meydana gelecek sekilde
yeterli tamamlayiciik veya tam eslesme derecesini belitmek amaciyla kullanilan
terimlerdir. Teknikte bir antisens molekill dizisinin, spesifik olarak hibritlesebilecek
hedef dizisininki ile %100 tamamlayicl olmasina gerek oclmadidl anlasilir. Bir antisens

molekdll, oligonikleotidin hedef moleklle badlanmasinin, hedef RNA’nin normal
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fonksiyonunu engellemesi ve spesifik baglanmanin istendigi kosullar, yani in vivo
analizler veya terapdtik tedavi durumundaki fizyolojik kosullar altinda ve in vitro
analizler durumunda analizlerin  gerceklestirildigi  kosgullar altinda antisens
oligonikleotidinin hedef digI dizilere spesifik olmayan badlanmasini engellemek GUzere

yeterli tamamlayicilik derecesinin olmasi durumunda spesifik olarak hibritlesebilir.

Ekson silinmesi, kisaltlilmis transkribe edilmis mRNA'daki ckuma c¢ercevesi kaymasina
yol agmamaldir. Dolayisiyla (¢ eksonun lineer dizisinde birinci ekson ucunun bir
kodondaki ¢ nikleotidden ikisini kodlamasi ve sonraki eksonun silinmesi halinde lineer
dizideki dg¢lncu ekson, bir kodona ydnelik nikleotid Gglistnd tamamlayabilen tek bir
nikleotid ile baslamahdir. Uglincii eksonun, tek bir nikleotid ile baslamamasi halinde
kirpilmis veya fonksiyonel clmayan protein (retimine neden olacak olan okuma

gercevesi kaymasi olacaktir.

Yapisal proteinlerde eksonlarin ucundaki kedon dizenlemelerinin, her zaman kodonun
ucunda bitmeyecedi, sonu¢ olarak mRNA’'nin gerceve ici okumasini sadlamak (zere
pre-mRNA’dan birden fazla eksonun silinmesinin gerekli olabilecegi anlagilacaktir. Bu
tar durumlarda bulusun yéntemi ile bircok antisens oligondkleotidinin secilmesi
gerekebilir, bunlardan her biri, silinecek eksonlarda birlestirme  igleminin

indiklenmesinden sorumilu farkli bir bélgeye yénlendirilir.

Antisens molekiller ile dupleks olusumu eshasinda pre-mRNA'nin parcalanmasini
énlemek amaciyla antisens molekulleri, endojen RNase H ile klevaji minimize edecek
veya Onleyecek sekilde adapte edilebilir. Bu 6ézellik, RNAnin metillenmemis
oligontkleotidler ile hlcre iginde veya RNase iceren ham ekstraktlarda muamelesinin,
pre-mRNA: antisens oligonikleotidi duplekslerinin  parcalanmasina yol agmasi
nedeniyle yiksek oranda tercih edilir. RNA ile dupleks olusturdugunda hiicresel RNase
H ile klevaj edilmeyen antisens molekillerinin bir érnegi, 2'-O-metil tlrevleridir. 2'-O-
metil-oligoribonikleotidler, hiicresel ortamda ve hayvan dokularinda olduk¢a stabildir
ve RNA ile olan dupleksleri, ribo- veya deoksiribo-muadillerinden daha ylksek Tm
degerlerine sahiptir. 2' hidroksiriboz pozisyonunun metilasyonu ve bir fosforotiyoat
omurgasinin eklenmesi, ylzeysel olarak RNA'y1 taklit eden ancak nikleaz ile

parcalanmaya ¢ok daha direncli olan molekillerin Gretilmesindeki ortak stratejidir.
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RNase H'yi aktive etmeyen antisens molekiilleri, bilinen tekniklere gére yapilabilir
(bakiniz 6rnedin U.S. Pat. No. 5,149,797). Deoksiribonlkleotid veya ribonikleotid
dizileri olabilen bu tir antisens molekulleri basit clarak, RNase H'nin bir Oyesi olarak
oligonikleotidi iceren dupleks molekile baglanmasini sterik olarak engelleyen veya
oénleyen herhangi bir yapisal modifikasyonu icerir, bu yapisal modifikasyon, dupleks
olusumunu bilyik élciide engellemez veya bozmaz. Dupleks olusumunda yer alan
oligonlkleotid parcalarinin, RNase H badlanmasinda yer alan parc¢alarindan biyik
élcide farkli olmasi nedeniyle RNase H'yi aktive etmeyen birka¢ antisens molekilil
mevcuttur. Ornedin bu tir antisens molekiiller oligonukleotidler olabilir, burada
nikleotidler arasi képrileyici fosfat kalintilarinin en az biri veya tamami, modifiye
fosfatlar, o©rnedin metil fosfonatlar, metil fosforotiyoatlar, fosferomorfolidatlar,
fosforopiperazidatlar ve fosforamidatlardir. Ornedin nikleotidler arasi képrileyici fosfat
kalntilarinin ikisinden biri agiklanan sekilde modifiye edilebilir. Sinirlayici olmayan bir
baska drnekte bu tir antisens molekilleri, nOkleotidlerin en az birinin veya tamaminin,
2' dusik alkil bolimi {6rnegin, C-C4, lineer veya dallanmis, doymus veya doymamis
alkil, érnegin metil, etil, etenil, propil, 1-propenil, 2-propenil ve izopropil) igerdidi

molekullerdir. Ornedin niikleotidlerin ikisinden biri, agiklanan sekilde modifiye edilebilir.

Oligonukleotidler ayni zamanda nikleobaz (teknikte genellikle basit olarak “baz” olarak

refere edilir) modifikasyonlarini veya substitlisyonlarini icerebilir.

Parin bazlar, genel formdl ile aciklandi§i Ozere bir imidazol halkasina kaynasik bir

pirimidin halkasini icerir:

oA
'N“ \.
Ny

Parin

Adenin ve guanin, nikleik asitlerde en yaygin olarak bulunan iki parin nikleobazidir,

Pirimidin bazlar, genel formdl ile agiklandigi Gzere alti Uyeli bir pirimidin halkasini

igerir:
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Pirimidin -

Sitozin, urasil ve timin, niikleik asitlerde en yaygin olarak bulunan pirimidin bazlandir.

Antisens oligonikleotidi, oligonUkleotidin aktivitesini, hiicresel dagihmini veya hiicresel
alimini arttiran bir bdlime kovalent olarak baglanir. Bu bélum, bir polietilen glikol

zinciridir.

Bu bulusa gére kullanilan antisens molekdilleri, kati faz sentezinin iyi bilinen teknidi ile
uygun sekilde ve rutin olarak yapilabilir. Bu senteze yénelik ekipman, érnegin Applied
Biosystems (Foster City, Calif.) da dahil birkag tedarikgi tarafindan satilr.
Qligonikleotidlerin modifiye kati destek (izerinde sentezlenmesine ydnelik bir yéntem
U.S. Pat. No. 4,458,066’da agiklanir.

Teknikte bilinen bu tir senteze yénelik bir bagka ydntem ek veya alternatif olarak
kullanilabilir. Fosforotiyoatlar ve alkillenmis tarevler gibi oligoenikleotidlerin hazirlanmasi
amaciyla benzer tekniklerin kullanilacagi iyi bilinmektedir. Bu tlr otomatik bir
uygulamada dietil-fosforamiditler baslangic materyalleri olarak kullanilir ve Beaucage,
et al, (1981) Tetrahedron Letters, 22:1859-1862 tarafindan agiklanan sekilde
sentezlenebilir.

Bulusun antisens molekilleri, in vitro olarak sentezlenir ve biyolojik kékenli antisens
bilesimleri igermez. Bulusun molekllleri ayni zamanda, diger molekiller, molekiil
yapilari veya alim, dagilim ve/veya absorpsiyona yardim edilmesi amaciyla érnegin
lipozomlar, reseptér hedefli molekiller, oral, rektal, topikal veya diger formulasyonlar
gibi bilesiklerin karisimlan ile kangtinlabilir, kapsillenebilir, konjuge edilebilir veya

baska sekilde birlestirilebilir.

A. Morfolino Oligomerieri
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Fosfor igeren omurga baglarina sahip morfolino oligomerleri Sekiller 1A-1C’'de
gosterilir. Sekil 1C'de gosterilen gibi bir fosforodiamidat badh morfolino oligomeri,
omurga bagdlarinin tercihen %10-%50'sinde pozitif ylUkld gruplan icerecek sekilde
modifive edilir. Antisens oligonukleotidler de dahil yukslUz omurga baglarina sahip
morfolino oligomerleri 6rnedin (Summerton and Weller 1997) ve musterek sahip olunan
U.S. Patent No. 5,698,685, 5,217,866, 5,142,047, 5,034,506, 5,166,315, 5,185, 444,
5,521,083, 5,506,337, 8,076,476, 8,299,206 ve 7,943,762'de detayl olarak aciklanr.
YUkl badlar da dahil modifiye baglan olan morfolino oligomerleri, US Patent
Basgvurusu Yayin No: 2012/0065169'da bulunabilir.

Morfolino bazli alt birimlerin dnemli ézellikleri sunlardir: 1) bir oligomerik formda stabil,
ylikslz veya pozitif yOkli omurga badlantilan ile badlanma kabiliyeti; 2) clugturulan
polimerin tamamlayici bir baz hedef nilkleik asit ile hibritlesebilmesi icin bir nikleotit
bazini (drnedin adenin, sitozin, guanin, timidin, urasil ve inosin) destekleme yetenedi,
hedef RNA dahil, nispeten kisa oligoniiklectitierde (6rnedin 10-15 bazlar) yaklasik 45
°C'nin (zerindeki Tm degerleri; 3) oligoniikleotidin, memeli hiicrelerine aktif veya pasif
olarak taginmasi; ve 4) antisens oligonikleotit: RNA heterodupleksinin sirasiyla RNAse

ve RNase H bozunmasina karsi direng gésterme kabiliyeti.

Talep edilen konunun antisens oligonikleotidleri icin érnek teskil eden ecmurga yapilari,
Sekil 1D-G'de gosterilen morfclino altbirim tiplerini icerir, her biri ylksilz veya pozitif
yuklb, fosfor igeren bir alt birim baglantisiyla baglanmistir. Sekil 1D, bes atom tekrar
eden birim omurgasini olusturan fosfor iceren bir badi gb&stermektedir, burada
morfolino halkalari, 1 atomlu bir fosfoamid bagi ile baglanir. Sekil 1E, 6 atomlu bir
tekrarlayan birim omurgasi Greten bir baglantiyl gdstermektedir. Bu yapida, 5 morfolino
karbonu fosfor grubuna badlayan Y atomu sQIfir, nitrojen, karbon veya tercihen oksijen
olabilir. Fosfordan X molekill bolim0{, florin, bir alkil veya sibstitile edilmis alkil, bir
alkoksi veya sibstitie edilmis alkoksi, bir tiyoalkoksi veya sibstitie edilmig tioalkoksi
veya morfolinler veya piperidinler gibi siklik yapilar da dahil olmak Gzere substitiie
edilmemis, monosUbstitie edilmis veya sibstitiie edilmis nitrojen olabilir. Alkil, alkoksi
ve tioalkoksi, tercihen 1-6 karbon atomu igerir. Z molekll bdélumleri stlfar veya

oksijendir ve tercihen oksijendir.

Sekil 1F ve 1G'de goésterilen baglantilar, 7 atomluk birim uzunluktaki omurgalar i¢in

tasarlanmistir. Yapi IF'de, X molekil bélumi, Yap! 1E'deki gibidir ve Y molekil bélumi
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metilen, sUIfir veya tercihen oksijen olabilir. Yapi 1G'de, X ve Y molekil bdlumleri Yapi
1E'deki gibidir. Ozellikle tercih edilen morfolino oligoniikleotidler, Sekil 1E'de gésterilen
formun morfolino alt kirim yapilarindan olusanlarn icerir; burada X=NH,, N{CH,), veya

1-piperazinil veya diger yukla gruptur, Y=0 ve Z=0'dur.

Biydk glgide yUksiz bir oligenUkleotid, bulusun bir yéniine gére, drnedin her 2-5
yuksiz bag basina yaklagik 1, 6rnegin her 10 ylksiz bad basina yaklasik 4-5 olmak
Uzere yUkld badlar icerecek sekilde modifiye edilebilir. Bazi uygulamalarda antisens
aktivitesinde optimal artis, omurga baglarinin yaklasik %Z25'inin katyonik olmasi
durumunda gérilebilir. Bazi uygulamalarda artis, az sayida, drnedin %10-20 katyonik
bad ile veya katyonik badlarnin sayisinin yaklasik %60 gibi %50-80 aralifinda olmasi

durumunda gérilebilir.

Tamamen katyonik badlh oligomerler dahil olmak (zere herhangi bir sayida katyonik
baglantiya sahip oligomerler saglanir. Bununla birlikte, tercihen, oligomerler, érnegin,
%10 ila %80'e sahip ve kismen ylklenmistir. Tercih edilen uygulamalarda, baglantilarin
yaklasik %10 ila %8&60" ve tercihen %20 ila %50'si katyoniktir.

Bir uygulamada, katyonik baglantilar omurga boyunca serpigtirilir. Kismen ydklu
oligomerler tercihen en az iki ardisik yikstz baglant icerir; diger bir deyisle, oligomer

tercihen tim uzunlugu boyunca kesin olarak dedisen bir modele sahip degildir.

Ayrica, katyonik baglanti bloklarina ve yiksuz baglanti bloklarina sahip oligomerler;
érnedin, yukstz badlantilarin merkezi bir blogu, katyonik baglantilarin bloklariyla veya
tam tersi ile gevrilebilir. Bir uygulamada oligomer, yaklasik olarak esit uzunlukta 5', 3'
ve merkez bélgelere sahiptir ve merkez bdlgedeki katyonik badlarin yizdesi, yaklasik
%50'den, tercihen %70'ten blyuktir.

Bazi uygulamalarda antisens bilesikler, yukanda alinti yapilan referanslarda ve
asafida bir kangima veya yOksliz ve katyonik omurga baglarina sahip
oligoniukleotidlerin sentezine iligkin olarak detayl bir sekilde agiklanan yéntemler
kullanilarak asamali kati faz sentezi ile hazirlanabilir. Bazi durumlarda &rnegdin
farmakokinetikleri arttirmak veya bilesigin yakalanmasini  veya saptanmasini
kolaylagtirmak Uzere antisens bilegige ek kimyasal bélimlerin eklenmesi istenebilir. Bu

tir bir bélim, standart sentetik yéntemlere gére kovalent olarak bagdlanabilir. Ornegin,
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bir polietilen glikol kisminin veya bagka bir hidrofilik polimerin, 6rnedin 1-100
monomerik alt birime sahip olan polimerin eklenmesi ¢dzOnUrlidun arttirnimasinda

faydali olabilir.

Floresin veya radyoaktif etiketli bir grup gibi raportér bir bdlim saptama amaclan igin
baglanabilir. Alternatif olarak oligomere bagdlanan raportér etiket, etiketli bir antikoru
veya streptavidini baglayabilen, antijen veya biyotin gibi bir ligand olabilir. Antisens bir
bilesigin bagdlanmasina veya modifikasyonuna yoénelik bir bdlimiin secilmesinde
genellikle, biyo-uyumlu olan ve istenmeyen yan etkiler olmadan bir denek tarafindan

tolere edilebilecek gruplarin kimyasal bilegiklerinin secilmesi istenir.

Her bir morfolino halkasi yapisi, tipik olarak bir hilcrede veya tedavi edilen bir denekte
secilen bir antisens hedefini hibridize etmek igin tasarlanmis bir baz eslestirme molekl
holimleri dizisi olusturmak icin bir baz eslestirme molekil b&liminl destekler. Baz
eslestirme molekil bolimi, natif DNA veya RNA'da (6rmegin, A, G, C, T veya U)
bulunan bir purin veya pirimidin veya hipoksantin {(niikleosid inosinin baz bileseni) veya

5-metil sitozin gibi bir analog olabilir.

lll. Formilasyonlar ve Uyqulama Yollari

Bazi uygulamalarda mevcut bulus, mevcut bulusa gére antisens oligomerlerinin
terapotik uygulanmasi igin uygun farmasotik bilesimlari sunar. Bu nedenle, bazi
uygulamalarda, mevcut bulus, bir veya daha fazla farmasétik olarak kabul edilebilir
tasiyicl (katki maddesi) ve/veya seyreltici ile birlikte formile edilmis, mevcut bulusa
gére oligomerlerin bir veya birkaginin terapdtik olarak etkili bir miktarini igceren
farmasétik olarak kabul edilebilir bilesimler sunar. Mevcut bulusun bir oligomerinin tek
basina uygulanmasi mimkiin clsa da, bilesigin farmasétik bir formilasyon (bilesim)

olarak uygulanmasi tercih edilir.

Nikleik asit molekillerinin uygulanmsi igin yéntemler, érnedin Akhtar et al., 1992,
Trends Cell Bio., 2:139; ve Delivery Strategies for Antisense Oligonucleotide
Therapeutics, ed. Akhtar; Sullivan et al., PCT WO 94/02585'de aciklanmistir. Bu ve
diger protokoller, mevcut bulusun izole edilmis oligomerleri de dahil olmak Uzere

hemen hemen her tarll nikleik asit moleklliindn uygulanmasi icin kullanilabilir.



10

15

20

25

35

29

Asadida detaylandirildid gibi, mevcut bulusun farmasétik bilesimleri, asadidakiler igin
uyarlanmis olanlar dahil, kati veya sivi halde uygulanmak icin 6zel olarak formiile
edilebilir: (1) oral uygulama, érnegdin, puskirtmeler (sulu veya sulu olmayan c¢bzeltiler
veya slUspansiyonlar), tabletler, érnegin, dilde uygulama icin bukkal, dil alti ve sistemik
absorpsiyon, bolus, tozlar, graniller, macunlar icin hedeflenenler; (2) érnedin steril bir
¢ozelti veya sispansiyon halinde subkiitan, intramuskuler intravenéz veya epidural
enjeksiyon yoluyla parenteral uygulama veya sirekli salimli formilasyon; (3) drnegin
bir krem, merhem veya cilde uygulanan bir kontrollii salimli yama veya sprey olarak
topikal uygulama; {4) intravajinal veya intrarektal olarak, 6rnedin bir ovil, krem veya
képUk olarak; (5) dilalti olarak; (6) okuler olarak; {(7) transdermal olarak; veya (8) nazal

olarak.

Burada "farmasétik olarak kabul edilebilir" ifadesi, insanlarin ve hayvanlar tibbi dekulan
ile temas halinde kullanim igin uygun olan ve asiri toksisite, tahris, alerjik cevap veya
diger problem veya komplikasyonlari olmaksizin, makul kir fayda/risk orani ile orantih
olarak tibbi degerlendirme kapsaminda, bu bilesiklere, materyallere, bilesimlere

ve/veya dozaj formlarni ifade etmek igin kullanilir.

Burada kullanildigi haliyle "farmasétik olarak kabul edilebilir tagiyic” ifadesi, sivi veya
kati bir dolgu maddesi, seyreltici, eksipiyan, imalat yardimcisi {érnegin, kayganlastiric,
talk magnezyum, kalsiyum veya ¢inko stearat veya sterik asit) gibi farmasoétik olarak
kabul edilebilir bir madde, bilesim veya vehikll veya bahsedilen bilesigin bir organdan
veya vucudun bir kismindan baska bir organa veya vicudun bir kKismina tasinmasi
veya iletiimesinde rol alan veya c¢6zicl kapsulleyici malzeme anlamina gelir. Her
tasiyici, formilasyonun diger bilegenleriyle uyumlu olmasi ve hastaya zarar vermemesi

anlaminda "kabul edilebilir" olmalidir.

Farmasétik olarak kabul edilebilir tasiyicilar olarak hizmet edebilecek bazi madde
érnekleri; bunlarla sinirl olmamakla birlikte sunlan icerir: (1) laktoz, glikoz ve sukroz
gibi sekerler; (2) misir nigastas| ve patates nisastasi gibi nigastalar; {3) sellloz ve
sodyum karboksimetil seliiloz, etil sellloz ve sellloz asetat gibi tirevleri; (4) toz haline
getirilmis kitre; (5) malt; (6) jelatin; (7) talk; (8) kakao yadi ve fitii balmumu gibi
ekspisiyanlar; (9) yerfistigi yagi, pamuk tohumu yagdi, aspir yadi, susam yagi, zeytin
yagi, misir yagl ve soya yad gibi yadlar; (10) propilen glikol gibi glikoller; {11} gliserin,

sorbitol, manitol ve polietilen glikol gibi policller; (12) etil oleat ve etil lorat gibi esterler;
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(13) agar; (14) magnezyum hidroksit ve aliminyum hidroksit gibi tamponlama
maddeleri; (15) aljinik asit; {(16) pirojen icermeyen su; (17) izotonik salin; (18) Ringer
cOzeltisi; {19} etil alkol; (20) pH tamponlu ¢bzeltiler; (21) polyesterler, polikarbonatlar
ve/veya polianhidritler; ve (22) farmasétik formulasyonlarda kullanilan diger toksik

olmayan uyumlu maddeler.

Mevcut bulusun antisens oligomerleri ile formilasyon igin uygun olan maddelerin
sinirlayici olmayan ilave drnekleri sunlarn icerir: PEG konjuge nikleik asitler, fosfelipid
konjuge nikleik asitler, lipofilik molekGl bélumleri iceren nukleik asitler, fosforotiyoatlar,
ilaclarin cesitli dokulara girisini artirabilir P-glikoprotein inhibitérleri (6rnedin Pluronic
P85); implantasyondan sonra sirekli salimh uygulama igin poli (DL-laktid-coglikolid)
mikrosferleri gibi biyobozunur polimerler (Emerich, D F et al., 199, Cell Transplant, 8,
47-58) Alkermes, Inc. Cambridge, Mass; ve kan beyin bariyeri boyunca ilaglar
uygulayabilen ve ndronal alim mekanizmalarini dedistirebilen polibitilsiyanoakrilattan
yapilmis olanlar gibi yiUklO nanoparcaciklar (Prcg Neuropsychepharmacol Biol
Psychiatry, 23, 941-949, 1999).

Bulug ayrica poli (etilen glikol) lipidleri iceren (PEG ile modifiye edilmig, dallanmig ve
dallanmamig veya bunlann kombinasyonlan veya uzun siOre dolagim halindeki
lipozomlar veya gizli lipozomlar) yizey modifiye lipozomlari iceren farmasétik bilesimin
kullanimini da sunmaktadir. Bulugta kullanilmaya yoénelik cligomerler ayrica cgesitli
molekdler agirliklarda kovalent olarak eklenmis PEG molekillerini icerebilir. Bu
formualasyonlar, ilaglarin hedef dokularda birikmesini arttirmak igin bir ydntem sunar. Bu
ilag tastyici sinifi, mononikleer fagositik sistemin (MPS veya RES) opsonizasyonuna
ve ortadan kaldirimasina, bdylece daha uzun kan dolagim sireleri ve enkapsile
edilmis ilag icin doku maruziyetinin arttiriimasini mamkin kilar (Lasic et al., Chem. Rev.
1995, 95, 2601-2627; Ishiwata ve et al., Chem. Pharm. Bull. 1995, 43, 1005-1011). Bu
tir lipozomlarin, muhtemelen neovaskillarize hedef dokularda ekstravazasyon ve
yakalama yoluyla tOmérlerde secici olarak biriktigi gésterilmistir (Lasic ve et al., Science
1995, 267, 1275-1276; Oku ve et al., 1995, Biochim. Biophys. Acta, 1238, 86-90). Uzun
dolagim halindeki lipozomlar, ézellikle MPS'nin dokularinda biriktigi bilinen geleneksel
katyonik lipozemlara kiyasla, DNA ve RNA'nin farmakokinetigini ve farmakodinamidini
arttirir {Liu ve et al., J. Biol. Chem. 1995, 42, 24864-24870; Choi et al., Uluslararasi
PCT Yayin No. WO 96/10391; Ansell et al., Uluslararasi PCT Yayin No. WO 96/10380;
Holland et al., Uluslararasi PCT Yayin No. WO 96/10392). Uzun dolasim halindeki



10

15

20

25

35

31

lipozomlanin, karaciger ve dalak gibi metabolik clarak agresif MPS dokularinda
birikmeyi énleme yeteneklerine bagli olarak, ilaglan katiksiz lipozomlara kiyasla daha

bliylk oranda nikleaz bozulmasindan korumaktadir.

Bagka bir uygulamada mevcut bulug, U.S. Pat. No. 6,692,911, 7,163,695 ve
7,070,807'de tarif edildigi gibi uygulama icin hazirlanan farmasétik oligomer
bilesimlerini icerir. Bu baglamda, bir uygulamada mevcut bulusg, tek basina veya PEG
ile kombinasyon halinde (6rnegin, dallanmis veya dallanmamis PEG veya her ikisinin
bir kangimi}, PEG ile kombinasyon halinde ve bir hedefleyici molekul bdlumi veya
herhangi birinin bir capraz badlama maddesi ile kombinasyon halinde lizin ve histidin
(HK) kopolimerlerini iceren bir bilesimde (U.S. Pat. No. 7,163,695, 7,070,807 ve
6,692,911'de tarif edildigi Uzere) mevcut bulusun bir oligomerini sadlar. Bazi
uygulamalarda mevcut bulus, glukonik asit ile modifiye edilmis polihistidin veya
glukonlanmis-polihistidin/transferrin-polilisin iceren bilesimlerde antisens oligomerleri
saglar. Teknikte uzman bir kisi, His ve Lys'e benzer ézelliklere sahip amino asitlerin,

bilesim icerisinde siibstit{le edilebilecedini de bilecektir.

Mevcut bulusa gére oligomerlerin bazi uygulamalari, amino veya alkilamino gibi bazik
bir fonksiyonel grup icerebilir ve bu nedenle farmasétik olarak kabul edilebilir asitlerle
farmasdtik olarak kabul edilebilir tuzlar olusturabilirler. Bu badlamda "farmasétik clarak
kabul edilekilir tuzlar" terimi, mevcut bulusa ait bilesiklerin nispeten toksik clmayan,
inorganik ve organik asit ilave tuzlarini ifade eder. Bu tuzlar, uygulama vehikiilinde
veya dozaj formu imalat prosesinde yerinde veya bulusa ait bir saflagtinimis bilesigin
serbest baz formunda uygun bir organik veya inorganik asit ile ayri ayri reaksiyona
sokulmasi ve daha sonra saflastirma sirasinda olusan tuzun izole edilmesi suretiyle
hazirlanabilir. Temsilci tuzlar arasinda hidrobromid, hidroklorid, silfat, bisulfat, fosfat,
nitrat, asetat, valerat, oleat, palmitat, stearat, laurat, benzoat, laktat, fosfat, tosilat,
sitrat, maleat, fumerat, siiksinat, tartrat, naftilat, mesitalat, glukoheptonat, laktobiyonat
ve laurilsilifonat tuzlan ve benzerleri bulunur. (Bakimiz érnedin, Berge et al., (1977)
"Pharmaceutical Salts", J. Pharm. Sci. 66: 1-19).

Mevcut bulusa gére cligomerlerin farmasétik olarak kabul edilebilir tuzlarn, érnegin,
toksik olmayan organik veya inorganik asitlerden, bilesiklerin konvansiyonel toksik
olmayan tuzlarini veya kuaterner amonyum tuzlarini icerir. Ornegin, bu tiir geleneksel

toksik olmayan tuzlar, hidroklorid, hidrokromik, sulfirik, silfamik, fosforik, nitrik ve
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benzeri gibi inorganik asitlerden tlretilenleri; ve asetik, propiyonik, siksinik, glikolik,
stearik, laktik, malik, tartarik, sitrik, askorbik, palmitik, maleik, hidroksimaleik,
fenilasetik, glutamik, benzoik, salisiklik, sdlfanilik, 2-asetoksibenzoik, fumarik,
tollensulfonik, metanstlfonik, etan distlfonik, oksalik, izotiyonik ve benzerleri gibi

organik asitlerden hazirlanan tuzlari icerir.

Bazi uygulamalarda, mevcut bulusa gore oligomerler bir veya daha fazla asidik
fonksiyonel grup icerebilir ve bu nedenle farmasétik olarak kabul edilebilir bazlarla
farmasdétik olarak kabul edilebilir tuzlar olusturabilirler. Bu durumlarda "farmasétik
olarak kabul edilebilir tuzlar® terimi, mevcut bulusa ait bilesiklerin nispeten toksik
olmayan, inorganik ve organik baz ilave tuzlarini ifade eder. Bu tuzlar da ayni sekilde
uygulama vehikllinde veya dozaj formu Cretim prosesinde yerinde hazirlanabilir veya
saflastinimis bilesigin serbest asit formunda farmasdétik olarak kabul edilebilir bir metal
katyonun hidroksit, karbonat veya bikarbonat gibi uygun hir bazla, amonyakla veya
farmasotik olarak kabul edilebilir organik primer, sekonder veya tersiyer amin ile ayr
ayri reaksiyona sokulmasiyla hazirlanabilir. Temsilci alkali veya alkalin toprak tuzlar,
lityum, sodyum, potasyum, kalsiyum, magnezyum ve aliminyum tuzlarini ve
benzerlerini icerir. Baz ilaveli tuzlarin olusumu i¢in yararli olan temsili organik aminler
arasinda etilamin, dietilamin, etilendiamin, etanolamin, dietanolamin, piperazin ve

benzerleri yer alir (Bakiniz, érnegin, Berge ve et al., yukarida).

Sodyum lauril silfat ve magnezyum stearat gibi i1slatici maddeler, emUlgatérier ve
kayganlastincilar, ayrica renklendirici maddeler, salim maddeleri, kaplama maddeleri,
tatlandirici, lezzetlendiriciler ve koku verici maddeler, koruyucular ve antioksidanlar da

bilesimlerde mevcut olabilir.

Farmasétik olarak kabul edilebilir antioksidanlarin &rnekleri asagidakileri icerir: (1)
askorbik asit, sistein hidroklorid, sodyum bisUlfat, sodyum metabisilfit, sodyum silfit ve
benzeri gibi suda c¢oézinidr antioksidanlar, (2) askorbil palmitat, bdtillenmis
hidroksianisol (BHA), bdtillenmis hidroksitolien (BHT), lesitin, propil gallat, alfa-
tokoferol ve benzerleri gibi yadda ¢ézinen antioksidanlar; ve (3) sitrik asit, etilendiamin
tetraasetik asit (EDTA), sorbitol, tartarik asit, fosforik asit ve benzeri gibi metal

selatlama maddeleri.



10

15

20

25

35

33

Mevcut bulugsun farmasétik bilesimleri oral, nazal, topikal (bukkal ve dilalti dahil), rektal,
vajinal ve/veya parenteral uygulama i¢in uygun olanlari igerir. Formulasyonlar uygun bir
sekilde birim dozaj formunda sunulabilir ve eczacilik alaninda iyi bilinen herhangi bir
yéntemle hazirlanabilir. Tek bir dozaj formu dretmek icin bir tagiyici malzeme ile
birlestirilebilen aktif icerik miktar, tedavi edilen konakgiya, 6zel uygulama sekline bagh
olarak degisecektir. Tek bir dozaj formu dretmek i¢in bir tasiyict madde ile
birlestirilebilecek aktif icerik miktan, genellikle terapétik bir etki Greten bilesik miktar
olacaktir. Genel olarak, yazde yiiz Gzerinden, bu miktar aktif bilesenin yaklasik ylzde
0.1 ila yaklasik yuzde doksan dokuzu, tercihen yuzde 5 ila yaklasik ytzde 70'i, en gok
tercihen ylzde 10 ila yaklasik ylzde 30 arasinda degisecektir.

Bazi uygulamalarda mevcut bulusun farmasétik bir bilesimi, siklodekstrinler, selllozlar,
lipozomlar, misel olusturucu ajanlar, érnedin safra asitleri ve polimerik tasiyicilar,
érnegin, polyesterler ve polianhidritler; ve mevcut bulusun bir oligomerini icerir. Bazl
uygulamalarda, yukarnida bahsedilen formilasyon, bahsedilen bulusun bir oligomerini

oral olarak biyolajik olarak kullanilabilir hale getirir.

Bu farmasétik bilesimleri hazirlama ydntemleri, mevcut bulugun bir oligomerini tagiyici
ve istege bagh olarak bir veya daha fazla yardime igerikle bir araya getirme adimini
icerir. Genel olarak, farmasétik bilesimler, meveut bulusun bir bilegiginin sivi tasiyicilar
veya ince boélinmis kati tasiyicilar veya her ikisi ile birlikte birlestirimesi ve
gerektiginde Grinin sekillendiriimesiyle esit ve yakin bir sekilde bir araya getirilmesiyle

hazirlanir.

Agdizdan uygulamaya uygun bulusa ait farmasétik bilesimler, kapsiuller, saseler, haplar,
tabletler, pastiller (aromali bir baz, genellikle sakaroz ve akasya veya kitre olarak
kullanilir), tozlar, graniiller veya sulu veya susuz bir sivi icinde bir ¢dzelti veya
sGspansiyon formunda veya suda yag veya suda yag icinde sivi emilsiyon olarak veya
bir iksir veya surup olarak veya pastil olarak {jelatin ve gliserin gibi inert bir baz veya
sakaroz ve akasya kullanilarak) ve/veya adizda yikanir ve benzerleri seklinde olabilir,
her biri bir aktif icerik olarak mevcut bulusun antisens oligonikleotidinin dnceden
belirlenmig bir miktann icerir. Mevcut bulusun antisens oligonikleotidi, bir bolus,

elektuar veya macun halinde de verilebilir.

Oral uygulama i¢in bulusun kati dozaj fermlarinda (kapsiller, tabletler, haplar, drajeler,
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tozlar, grandlller, yassi hap ve benzerleri), aktif icerik, sodyum sitrat veya dikalsiyum
fosfat gibi bir veya daha fazla farmasdtik olarak kabul edilebilir tasiyici ile ve/veya
asagidakilerden herhangi biri ile kansgtinlabilir: (1) nigsastalar, laktoz, sukroz, glikoz,
manitol vel/veya silisik asit gibi dolgu maddeleri veya genigleticiler; (2) 6rnegin
karhoksimetilselilloz, aljinatlar, jelatin, polivinil pirolidon, sukroz velveya akasya gibi
baglayicilar; (3) gliserol gibi nemlendiriciler; (4) agar-agar, kalsiyum karbonat, patates
veya tapyoka nisastasi, aljinik asit, bazi silikatlar ve sodyum karbonat gibi parcalayici
maddeler; (5) parafin gibi ¢cézelti geciktirici maddeler; () dérdincul amonyum bilesikleri
ve poloksamer ve sodyum loril sllfat gibi surfaktanlar gibi emilim hizlandiricilan; (7)
drnegin setil alkol, gliserol monostearat ve iyonik olmayan surfaktanlar gibi 1slatic
maddeler; (8) kaolin ve bentonit kili gibi emiciler; (9) talk, kalsiyum stearat, magnezyum
stearat, kati polietilen glikoller, sodyum loril silfat, ¢inko stearat, sodyum stearat,
stearik asit ve bunlarin kansgimlari gibi yaglayicilar; (10) renklendirici maddeler; ve (11)
krospovidon veya etil seliloz gibi kontrolll salim maddeleri. Kapsiller, tabletler ve
haplar durumunda, farmasétik bilesimler ayrica tamponlayici maddeler igerebilir.
Benzer tipteki kati bilesimler, laktoz veya siit sekeri gibi eksipiyanlarin yani sira yilksek
molekuler agirhikl polietilen glikoller ve benzerleri kullanilarak yumusak ve sert kabuklu

jelatin kapsullerdeki dolgu maddeleri olarak da kullanilabilir.

Bir tablet, istege badl olarak bir veya daha fazla yardimci icerikle birlikte, sikistirma
veya kaliplama yoluyla hazirlanabilir. Sikistirlimis tabletler, badlayicr (érnedin jelatin
veya hidroksipropilmetil sellloz), kayganlastiricl, inert seyreltici, koruyucu, parcalayici
(6rnedin, sodyum nisasta glikolat veya c¢apraz bagh sodyum karboksimetil seliloz),
ylzey aktif veya dagitici ajan kullanilarak hazirlanabilir. Kaliplanmis tabletler, inert bir
sivi seyreltici ile nemlendirilmis toz halindeki bir bilesimin bir karisiminin uygun bir

makinede kaliplanmasiyla hazirlanabilir.

Mevcut bulugun farmasétik bilesimlerinin tabletler ve diger kati dozaj formlan, drajeler,
kapstller, haplar ve graniller gibi iste§e bagh clarak, enterik kaplamalar ve farmasotik
formilasyon teknidinde iyi bilinen dider kaplamalar gibi kaplamalar ve kabuklar ile
skorlanabilir veya hazirlanabilir. Arzu edilen salim profilini, diger polimer matrisleri,
lipozomlan vefveya mikrokireleri temin etmek icin, &rnedin, cesitli oranlarda
hidroksipropilmetil seltloz kullanilarak, aktif icerigin yavag veya kontrolld salimini
saglayacak sekilde formuUle edilebilirler. Bunlar hizli salim igin, érnedin dondurularak

kurutulmus olarak formiile edilebilirler. Ornedin, bakteri tutucu bir filtreden siztlerek
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veya steril su iginde kullanimdan hemen énce steril su iginde veya baska bir steril
enjekte edilebilir crtam icinde c¢ézllebilen steril kati bilesimler seklinde sterilize
edilebilirler. Bu bilesimler iste§e badh olarak opaklastirici maddeler de icerebilir ve
iste§e bagl olarak, gecikmeli bir sekilde, gastrointestinal sistemin belirli bir bélumunde,
aktif icerik(ler)in salimini sagladiklari bir bilesime sahip olabilirler. Kullanilabilecek
goémme bilesimlerin érnekleri arasinda polimerik maddeler ve mumlar bulunur. Aktif
icerik ayrica yukarida aciklanan eksipiyanlardan biri veya daha fazlasiyla uygun

oldugunda mikro kapsillenmig formda da olabilir.

Bulusun antisens oligonukleotidlerinin oral uygulamasi igin sivi dozaj formlari,
farmasotik  olarak  kabul edilebilir emdlsiyonlan, mikroemilsiyonlari, ¢dzeltileri,
sOspansiyonlari, suruplan ve iksirleri igerir. Aktif icerie ek olarak, sivi dozaj formlari,
teknikie yaygin olarak kullanilan, drnegin su veya diger ¢dzlcller gibi inert seyrelticiler,
etil alkol, izopropil alkol, etil karbonat, etil asetat, benzil alkol, benzil benzeat, propilen
glikol, 1,3-butilen glikol gibi ¢ézUndlriic maddeler ve emilsiyonlastiricilar, yaglar
(6zellikle pamuk tohumu, yer fisti§i, misir, tohum, zeytin, hint ve susam yaglar),
gliserol, tetrahidrofuril alkol, polietilen glikoller ve yagd asidi esterleri sorbitan ve bunlarin

karigimlarini icerebilir.

Inert seyrelticilerin yani sira, oral bilegsimler ayrica islatici maddeler, emlsifiye edici ve
sUspanse edici maddeler, tatlandirici, lezzet verici, renklendirici, koku verici ve

koruyucu maddeler gibi adjuvanlar icerebilir,

Suspansiyonlar, aktif bilesiklere ek olarak, 6rnegin etoksilatli izostearil alkoller,
polioksietilen sorbitol ve sorbitan esterler, mikrokristalli selGloz, aliminyum
metahidroksit, bentonit, agar-agar ve kitre ve bunlann karigimlari gibi sispanse edici

maddeler igerebilir.

Rektal veya vajinal uygulama i¢in formilasyonlar, bir veya daha fazla uygun bilesidi,
érnegdin kakao yad, polietilen glikol, bir fitil balmumu veya oda sicakh@inda kati olan,
ancak vicut sicakhginda sivi olan ve bu nedenle rektumda veya vajinal boslukta
eriyecek ve aktif bilesigi serbest birakacak bir salisilat iceren tahris edici olmayan
eksipiyanlar veya tasiyicilar ile kanstirmak suretiyle hazirlanabilen bir fitil olarak

sunulabilir.
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Burada saglanan bir oligomerin topikal veya transdermal uygulamasi igin
formiilasyonlar veya dozaj formlar arasinda tozlar, spreyler, merhemler, macunlar,
kremler, losyonlar, jeller, ¢cdzeltiler, yamalar ve inhalanlar bulunur. Aktif oligomerler,
steril kosullar altinda, farmasétik olarak kabul edilebilir bir tasiyici ile ve gerekl
olabilecek herhangi bir koruyucu, tampon veya itici ile kanstinlabilir. Merhemler,
macunlar, kremler ve jeller, mevcut bulusun aktif bir bilesigine ek olarak, hayvansal ve
bitkisel yagdlar, yaglar, balmumlar, parafinler, nisasta, kitre, sellloz tlrevleri, polietilen
glikoller, silikonlar, bentonitler, silisik asit, talk ve ¢inko oksit veya bunlarin karigimlari

gibi ekspisiyanlari igerebilir.

Tozlar ve spreyler, mevcut bulusun bir oligomerine ek olarak, laktoz, talk, silisik asit,
aliminyum hidroksit, kalsiyum silikatlar ve poliamid tozu gibi eksipiyanlan veya bu
maddelerin karigimlarini icerebilir. Spreyler ayrica kloroflorohidrokarbonlar ve bitan ve

propan giki ugucu sObstitlie edilmemis hidrokarbonlar gibi geleneksel iticileri icerebilir.

Transdermal yamalar, mevcut bulusun bir cligomerinin viicuda kontrollii bir sekilde
verilmesini sadlama avantajina sahiptir. Bu dozaj formlarn, oligomeri uygun ortamda
cdzlndlrerek veya daditarak yapilabilir. Absorpsivon arttiricilar, ajanin cilt boyunca
akisim arttirmak i¢in de kullanilabilir. Béyle bir akigin hizi, teknikte bilinen diger
yontemlerin yani sira, hizi kontrol eden bir membranin saglanmasi veya ajanin bir

polimer matrisinde veya jelinde dagilmasiyla kontrol edilebilir.

Parenteral uygulamaya uygun farmasétik kompozisyonlar, bir veya daha fazla
farmasétik  olarak  kabul edilebilir steril izotonik sulu veya susuz ¢dzeltiler,
dispersiyonlar, stspansiyvonlar veya emilsiycnlar veya kullanimdan hemen énce steril
enjekte edilebilir sollisyonlar veya dispersiyonlar halinde yeniden olusturulabilen ve
formilasyonu, hedeflenen alicinin kani ile izotonik yapan veya sispanse eden veya
kalnlastincr maddelerle izotonik yapan sekerler, alkoller, antioksidanlar, tamponlar,
bakteriyostatlar icerebilir steril tozlar ile kombinasyon halinde bulusa ait bir veya daha
fazla oligomer icerebilir. Bulusun farmasétik bilesimlerinde kullanilabilecek uygun sulu
ve susuz tasiyicilarin érnekleri arasinda su, etanol, polioller (6rnedin gliserol, propilen
glikol, polietilen glikol ve benzeri) ve bunlarin uygun karnisimlari, érnegdin bitkisel yaglar,
zeytinyadi ve etil oleat gibi enjekte edilebilir organik esterler bulunur. Uygun akiskanlik,
érnegdin lesitin gibi kaplama malzemelerinin kullaniimasi, dispersiyonlar halinde gerekli

parcacik boyutunun korunmasi ve surfaktanlarin kullaniimasiyla saglanabilir.
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Bu bhilesimler ayrica koruyucu maddeler, islatici maddeler, emuilgatérier ve dagitici
maddeler gibi adjuvanlar da icerebilir. Mikroorganizmalarin bahsedilen oligomerler
Uzerindeki etkisinin énlenmesi, érnedin paraben, klorobutanol, fenol sorbik asit ve
benzerleri gibi cesitli antibakteriyel ve antifungal ajanlarn dahil edilmesiyle sadlanabilir.
Ayrica, sekerler, sodyum klorid ve benzerleri gibi izotonik ajanlarin bilegimlere dahil
edilmesi de arzu edilebilir. Ek olarak, enjekte edilebilir farmasétik formun uzun sdreli
emilimi, aliminyum monostearat ve jelatin gibi emilimi geciktiren ajanlarn dahil

edilmesiyle saglanabilir.

Bazi durumlarda, bir ilacin etkisini uzatmak igin ilacin deri altindan veya kas ici
enjeksiyondan emiliminin yavaslatiimasi arzu edilir. Bu, teknikte bilinen diger yéntemler
arasinda, suda ¢6zOnOrlGga zayif olan bir kristalimsi veya amorf malzeme sivi
sUspansiyonunun kullaniimasiyla gergeklestirilebilir. llacin emilim hizi, daha sonra,
kristal boyutuna ve kristal formuna bagh olabilen ¢dzinme hizina badhdir. Alternatif
olarak, parenteral olarak uygulanan bir ilag formunun gecikmeli olarak emilmesi ilaci bir

yag aracinda eriterek veya siispansiyon halinde tutularak gerceklestirilir.

Enjekte edilebilir depo formlarn, polilaktid-poliglikolit gibi biyobozunur polimerlerde
bahsedilen oligomerlerin  mikrokapsil matrislerinin - olusturulmasiyla  yapilabilir.
Oligomerin polimere oranina ve kullanilan belirli polimerin yapisina baglh olarak,
oligomer salim hizi kontrol edilebilir. Diger biyobozunur polimerlerin érnekleri arasinda
poli(ortoesterler) ve poli{anhidritler) bulunur. Depo enjekte edilebilir formilasyonlar
ilaci, vOcut dokulariyla uyumlu olan lipozomlara veya mikroemiilsiyonlara hapsetmek

suretiyle de hazirlanabilir.

Mevcut bulugun oligomerleri, farmasétik olarak, insanlara ve hayvanlara
uygulandiginda, kendi basina veya drnegin farmasdétik olarak kabul edilebilir bir tagiyici
ile kombinasycn halinde aktif igerigin %0.1 ila 99'unu (daha tercihen %10 ila 30) iceren

farmasétik bir bilesim halinde verilebilir.

Yukarnda belirtildigi gibi, mevcut bulusun farmasétik bilesimleri oral, parenteral, topikal
veya rektal olarak verilebilir. Genellikle her uygulama yoluna uygun formlarda verilirler.
Ornegin, tabletler veya kapsil formunda, enjeksiyon, inhalasyon, géz losyonu,
merhem, fitil vb. enjeksiyon, inflizyan veya inhalasyon; lasyon veya merhem ile topikal;

ve fitiller ile rektal yolla uygulanir.
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Burada kullanildigi sekliyle "parenteral uygulama" ve "parenteral olarak uygulanan”
ifadeleri, genellikle enjeksiyon yoluyla enteral ve topikal uygulama digindaki uygulama
modlari anlamina gelir ve bunlarla sinirh olmaksizin intravendz, intramaskuler,
intraarteriyal, intratekal, intrakapsiler, intraorbital, intrakardiyak, intradermal,
intraperitoneal, transtraseal, subk(tan, subkutikiller, intraartikiiler, subkapsiiler,

subaraknoid, intraspinal ve intrasternal enjeksiyon ve inflzyonu igerir.

Burada kullanillan "sistemik uygulama”, "sistematik clarak uygulanan”, "periferik
uygulama" ve "periferik olarak uygulanan" ifadeleri, bir bilesidin, ilacin veya dogrudan
merkezi sinir sistemine olmayan baska bir maddenin uygulanmasi anlamina gelir, sdyle
ki hastanin sistemine girer ve bu nedenle, &rnedin subkitan uygulama gibi

metabolizmaya ve diger benzer proseslere tabi tutulur.

Secilen uygulama yolundan badimsiz olarak, uygun bir hidrat formunda kullanilabilen
mevcut bulusun antisens oligonlkleotidi ve/veya mevcut bulusa ait farmasétik
bilegimler, teknikte uzman kisilerce bilinen yéntemlerle geleneksel olarak farmasétik
olarak kabul edilebilir dozaj formlarinda formile edilebilir. Meveut bulusun farmasétik
bilesimlerindeki aktif iceriklerin fiili dozaj seviyeleri, belirli bir hasta, bilesim ve uygulama
sekli icin arzu edilen tedavi edici yaniti elde etmek Uzere hasta icin kabul edilemez

toksik olmaksizin etkili olan bir miktarda aktif icerik elde edecek sekilde degistirilebilir.

Secilen dozaj seviyesi, mevcut bulugun ézel oligomerinin aktivitesi veya bunun ester,
tuzu veya amidi uygulama yolu, uygulama siresi, atilma orani veya kullanilan belirli
oligomerin metabolizmasi, absorpsiycn orani ve kapsami, tedavi slresi, diger ilaglar,
bilesikler ve/veya kullanilan belirli cligomer ile kombinasych halinde kullanilan
maddeler, yas, cinsiyet, agirhk, durum, genel saglik ve tedavi edilmekte olan hastanin
onceki tibbi éykisl ve tip alaninda iyi bilinen benzer faktorler iceren cesitli faktorlere

bagh olacaktir.

Teknikte siradan uzmanliga sahip olan bir hekim veya veteriner, gerekli farmasétik
bilegimin etkili miktanni kolayca belirleyebilir ve recete edebilir. Ornedin, hekim veya
veteriner, arzu edilen terapétik etkiyi elde etmek ve arzu edilen etki elde edilinceye
kadar dozu kademeli olarak arttirmak igin farmasdétik bilesimde kullanilan bulusa ait

bilesiklerin dozlarini, gerekenden daha disik seviyelerde baslatabilir. Genel olarak,
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bulugun bir bilesiginin uygun bir gunlik dozu, terapdtik bir etki Oretmek icin etkili olan
en disik doz olan bilesik miktari olacaktir. Béyle etkili bir doz genellikle yukarida tarif
edilen faktbrlere badh olacaktir. Genellikle, bir hasta i¢in mevcut bulusa ait bilesiklerin
oral, intravenéz, intraserebroventrikiler ve subkitan dozlarn, belirtilen etkiler igin
kullanildiginda, ganliuk vicut agirhginin kilogrami basina yaklasik 0.0001 ila yaklasik
100 mg arasinda degisecektir.

Arzu edilirse, aktif bilesigin gunlik etkin dozu, iste§e bagh olarak birim dozaj
formlarinda, guin boyunca uygun araliklarla ayri ayri olarak uygulanan iki, ug, dér, bes,
alti veya daha fazla alt doz halinde uygulanabilir. Bazi durumlarda, dozlama giinde bir
defa uygulanir. Bazi uygulamalarda, islevsel bir distrofin proteininin ekspresyonunu
arzu edilen sekilde surdirmek igin dozlama her 2, 3,4, 5, 6,7, 8, 2, 10, 11, 12, 13, 14
ginveya her 1,2, 3, 4,5 6,7,8 9, 10, 11, 12 haftaveyaher 1,2, 3,4,5,6,7, 8, 9,
10, 11, 12 ayda hir veya daha fazla uygulamadir.

Nikleik asit molekilleri, lipczomlar icinde kapsillenme, iyontoforez veya hidrojeller,
siklodekstrinler, biyobozunur nanckapsiller ve biyo-yapigkan mikrosferleri gibi diger
vehiklllere dahil etme, ancak bunlarla sinirli olmamak Ozere, teknikte uzman Kisilerce
bilinen c¢esitli yéntemlerle uygulanabilir. Bazi uygulamalarda, lipofilik (suda
cdziinmeyen) farmasétik ajanlarin biyoyararlanimini arttirmak icin mikroemiulsifikasyon
teknolojisi kullanilabilir. Ornekler arasinda Trimetrin (Dordunoo, S. K., et al., Drug
Development and Industrial Pharmacy, 17(12), 1685-1713, 1991 and REV 5901
(Sheen, P. C., et al., J Pharm Sci 80(7), 712-714, 1991). Diger faydalarin yani sira,
mikroemulsifikasyon, karacigeri bypass eden ve hepatobiliyer dolasimdaki bilesiklerin
tahrip edilmesini 6nleyen dolagim sistemi yerine lenfatik sisteme absorpsiyonu

ybnlendirerek tercihen biyoyararlanimi saglar.

Bulusun bir yéninde, farmasétik bilesimler burada saglanan bir oligomerden
olusturulmug miseller ve misellerin yaklagik 100 nm'den daha dasik bir ortalama ¢apa
sahip oldugu en az bir amfifilik tasiyici icerir. Daha fazla tercih edilen uygulamalar,
yaklasik 50 nm'den daha kligik bir ortalama ¢apa sahip miseller sadlar ve daha da ¢ok
tercih edilen uygulamalar, yaklasik 30 nm'den daha az veya hatta yaklasik 20 nm'den

daha disik bir ortalama ¢apa sahip miseller saglar.
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Bitin uygun amfifilik tasiyicilar tasarlanirken, halihazirda tercih edilen tasiyicilar
genellikle Genel Qlarak Glvenli Olarak Taninan (GRAS) statiisiinde olan ve cozelti
karmasik bir su faziyla temas ettijinde (insan gastrointestinal kanalinda bulunanlar
gibi), hem mevecut bulusun bilesigini ¢ézebilen hem de daha sonraki bir agamada
mikroemulsifiye edebilen tasiyicilardir. Genellikle, bu gereksinimleri karsilayan amfifilik
bilesenler, 2-20 HLB (hidrofilik ila lipofilik denge) dederlerine sahiptir ve yapilari, C-6 ila
C-20 araliginda duz zincirli alifatik radikalleri igerir. Ornekler polietilen-glikolize yagl

gliseritler ve polietilen glikollerdir.

Amfifilik tasiyicilarin érnekleri arasinda, tamamen veya kismen hidrojenlenmis gesitli
bitkisel vadlardan elde edilenler gibi doymus ve tekli doymamig polietilenglikolize
edilmis yag asidi gliseritleri bulunur. Bu tir yaglar avantajl bir sekilde karsilik gelen yag
asitlerinin tri-, di- ve meno-yag asidi gliseritleri ve di- ve mono-pelietilenglikol esterlerini,
kaprik asit 4-10, kaprik asit 3-9, lorik asit 40-50, miristik asit 14-24, palmitik asit 4-14 ve
stearik asit %5-15 iceren ozellikle tercih edilen bir yag asidi bilesimini igerebilir. Bir
baska faydali amfifilik tasiyici sinifi, kismen esterlenmis sorbitan ve/veya sorbitol,
doymus veya tekli doymamis yad asitleri (SPAN serisi) veya karsilik gelen etoksile
edilmis analoglari (TWEEN serisi) icerir.

Ticari olarak temin edilebilen amfifilik tasiyicilar &zellikle faydalh olabilirler, bunlara
Gelucire serisi, Labrafil, Labrasol veya Lauroglikel (tim{ Gattefosse Corporation, Saint
Priest, Fransa tarafindan Uretilen ve daditilan), PEG-mono-oleat, PEG-di-cleat, PEG-
mono-laurat ve dilaurat, Lecithin, Polysorbate 80, vb (USA ve dlinya ¢apinda bir cok

sirket tarafindan Gretilmis ve dagitilmistir) dahildir.

Bazi uygulamalarda uygulama, mevcut bulusa ait bilesimlerin uygun konakgi hicrelere
dahil edilmesi igin lipozomlar, nanokapsuiller, mikropartiklller, mikrokareler, lipid
partikilller, vezikiiller ve benzerleri kullanilarak gerceklestirilebilir. Ozellikle, meveut
bulugsun farmasétik bilesimleri, bir lipid par¢acidi, bir lipozom, bir vezikl, bir nanosfer,
bir nanopartikil veya benzerinde kapsillenmis olarak uygulama i¢in formile edilebilir.
Bu tdr uygulama vehiklllerinin formllasyonu ve kullanimi bilinen ve geleneksel

teknikler kullanilarak gerceklestirilebilir.

Mevecut bulusta kullanim i¢in uygun hidrofilik polimerler, hali hazirda suda ¢dzinir,

vezikdl olusturucu bir lipide kovalent olarak tutturulabilen ve toksik etkiler olmadan in
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vivo olarak tolere edilebilen (diger bir deyisle biyo-uyumlu) olanlardir. Uygun polimerler
arasinda polietilen glikol (PEG), polilaktik {polilaktid olarak da adlandirilir}, poliglikolik
asit (ayrica poliglikolit olarak adlandirilir), bir polilaktik-poliglikolik asit kopolimeri ve
polivinil alkol bulunur. Bazi uygulamalarda, polimerler yaklasik 100 veya 120 dalton ila
yaklasik 5.000 veya 10.000 dalton veya yaklagik 300 dalton ila yaklasik 5.000 dalton
molekiler agirhda sahiptir. Diger uygulamalarda polimer, molekil agirh@ yaklagik 100
ila yaklasik 5.000 dalton olan veya molekil agirhgr yaklasik 300 ila yaklasik 5.000
dalton olan polietilenglikoldur. Bazi uygulamalarda, polimer 750 daltonluk
polietilenglikoldlr (PEG (750)). Polimerler ayrica, icindeki monomerlerin sayisi ile de
tanimlanabilir; mevcut bulusun tercih edilen bir uygulamasinda, en az yaklasik ¢
monomerden olusan polimerler, érnedin ¢ monomerden (yaklasik 150 dalton) olusan

PEG polimerleri kullanilir.

Mevcut bulusta kullamim igin uygun olabilecek dider hidrofilik polimerler arasinda
polivinilpirrolidon, polimetoksazolin, polietilokzazolin, polihidroksipropil metakrilamid,
polimetakrilamid, polidimilasillamid ve hidroksimetilselliloz veya hidroksietilselliloz gibi

taretilmis seltlozlar bulunur.

Bazi uygulamalarda mevcut bulusa ait bir farmasétik bilesim, poliamitler,
polikarbonatlar, polialkilenler, akrilik ve metakrilik esterler, polivinil polimerler,
poliglikcller, polisiloksanlar, poliiretanlar ve bunlarin ko-polimerleri, selllozlar,
polipropilen, polietilenler, polistiren, laktik asit ve glikolik asit polimerleri, polianhidritler,
poli(orto)esterler, poli(butik asit), poli(valerik asit), poli{laktid-ko-kaprolakton),
polisakaritler, proteinler, polihitaluronik asit, polycyanoacrylates ve bunlarin harmanlari,
karisimlan veya kopolimerlerinden olusam gruptan secilen biyouyumlu bir pclimer

icerir.

Siklodekstrinler, sirasiyla Yunan harfleri a, Bveya y ile belittilen 6, 7 veya 8 glikoz
biriminden olusan siklik oligosakaritlerdir. Glikez birimleri a-1,4-glukosidik baglarla
baglanir. Seker birimlerinin destek konformasyonunun bir sonucu olarak, tim sekonder
hidroksil gruplan (C-2, C-3'te) halkanin bir tarafina yerlestirilirken, C-6'daki tOm primer
hidroksil gruplan dider tarafa yerlestirilir. Sonu¢ olarak, dig yizler hidrofiliktir ve
siklodekstrinleri suda ¢odzinar hale getirir. Buna karsilik, siklodekstrinlerin bogluklar
hidrofobiktir, ¢iinkdl bunlar C-3 ve C-5 atomlarinin hidrojeni ve eter benzeri oksijenler

tarafindan kaplanmistir. Bu matrisler, érnedin, 17a-estradiol gibi steroid bilesikleri dahil
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olmak lzere gesitli nispeten hidrofobik bilesiklerle komplekslemeye izin verir (bakiniz
érnegdin, Van Uden ve et al.,, Plant Celi Tiss. Orc. 38: 1-3-113 (1994)). Kompleksleme
Van der Waals etkilesimleri ve hidrojen bagdi olusumu ile gerceklesir. Siklodekstrinlerin
kimyasina genel bir bakis icin, bakiniz, Wenz, Agnew. Chem. Int. Ed. Engl., 33: 803-
822 (1994).

Siklodekstrin tdrevlerinin fiziko-kimyasal &zellikleri, kuvvetle tariine ve sbstitlie
derecesine baghdir. Ornegin, suda ¢ézunurliga, ¢éziinmeyen (6rmedin, triasetil-beta-
siklodekstrin) ila %147 cézunur (w/v) (G-2-beta-siklodekstrin) arasinda degisir. Ek
olarak, birgok organik c¢ozict iginde ¢ozinarler. Siklodekstrinlerin  dzellikleri,
¢ozunarlOklerini  arttinp azaltarak cgesitli formOlasyon bilesenlerinin - ¢dzOnarlagi

Uizerinde kontrol saglar.

Cok sayida siklodekstrin ve bunlarin hazirlanmasina yénelik yéntemler tarif edilmistir.
Ornegdin, Parmeter (1) et al., (U.S. Patenti 3,453,259) ve Gramera, et al., (US Patenti
3,459,731), elektroneutral siklodekstrinleri tarif etmistir. Diger tlrevler, katyonik
6zelliklere sahip siklodekstrinleri [Parmeter (11}, U.S. Pat. 3,453,257], ¢dzlinmez ¢apraz
bagh siklodekstrinleri (Solms, U.S. 3,420,788) ve anyonik &zelliklere sahip
siklodekstrinleri [Parmeter (lll), ABD Pat. 3,426,011] igerir. Anyonik ozelliklere sahip
siklodekstrin tlrevieri arasinda karboksilik asitler, fosfor asitleri, fosfin asitleri, fosfonik
asitler, fosforik asitler, tiyofosfonik asitler, tiyosulfinik asitler ve sillfonik asitler ana
siklodekstrine eklenmistir [bakimz, Parmeter (lll), yukanda]. Aynica, silfoalkil eter
siklodekstrin tirevleri Stella et al., (U.S. Patenti No. 5,134,127y de acgiklanmaktadir.

Lipozomlar, sulu bir ic bdlmeyi cevreleyen en az bir lipid iki katmanhh membrandan
olusur. Lipozomlar, membran tipi ve buylklGdl ile karakterize edilebilir. Kigik
unilamellar veziklller (SUV'ler) tek bir membrana sahiptir ve tipik olarak capi 0.02 ile
0.05 pym arasinda degismektedir; biyik unilamel vezikiller (LUVS) tipik olarak 0,05
pm'den daha biyldktiar. Oligolameller biyUk vezikiller ve ¢cok hiicreli vezikiller ¢oklu,
genellikle esmerkezli membran katmanlarina sahiptir ve tipik olarak 0.1 pm'den daha
buyuktir. Kensantrik olmayan birkag membran igeren lipozomlar, diger bir deyigle daha
bliylk bir vezikll icinde bulunan birkag¢ kilgik vezikil, multivesikiler vezikdl clarak

adlandirilir.
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Mevcut bulusun bir yénl, mevcut bulusun bir oligomerini iceren lipozomlarl igeren
farmasdétik bilesimler ilgilidir, burada lipozom membrani, artan tasima kapasitesine
sahip bir lippzom sadlamak Uzere formile edilir. Alternatif olarak veya ek olarak,
mevcut bulusa ait antisens oligonukleotidi, lipozomun lipozomun ikili tabakasi i¢inde
bulunabilir veya adsorbe edilebilir. Mevcut bulusun antisens oligonikleotidi bir lipid
surfaktan ile kiimelenebilir ve lipozomun i¢c alam i¢inde tasinabilir; bu durumlarda,
lipozom membrani, aktif madde-surfaktan agreganinin yikici etkilerine dayanacak

sekilde formule edilir.

Mevcut bulusun bir uygulamasina gére, bir lipozomun lipid ikili tabakasi, polietilen glikol
(PEG) ile tdretilmis lipidler icerir, sdyle ki PEG zincirleri lipid ikili tabakanin ic
ylzeyinden, lipozom tarafindan kapsanan i¢ alana uzanir ve lipid ¢ift katmaninin

disindan ¢evre ortama uzanir.

Mevcut bulusun lipozomlan iginde bulunan aktif maddeler ¢oziindlriiimas formdadir.
Surfaktan ve aktif maddenin (emilsiyonlar veya ilgili aktif maddeyi iceren miseller gibi)
agregalari, mevcut bulusa gére lipozomlarin i¢ alani icine sikigabilir. Bir surfaktan, aktif
maddeyi daditmak ve c¢dzindirmek icin etki eder ve dedisen zincir uzunluklarinda
(6rnegin yaklasik C14 ila yaklagik C20) biyolojik olarak uyumlu lisofosfatidilkolinleri
(LPG'ler) igeren fakat bunlarla sinirli olmayan herhangi bir uygun alifatik, sikloalifatik
veya aromatik sUrfaktan arasindan segilebilir,. PEG-lipidler gibi pelimerden taretilmis
lipidler, misel/membran flzyonunu inhibe etmeye etki edecekleri icin ve misel
olusturucu molekillere bir polimer eklenmesi surfaktan molekdlinin CMC'sini
dusurdigl ve misel olusumunda yardimci oldugu igin misel olusumunda da
kullanilabilir. Tercih edilen mikromolar aralikta CMO’lara sahip surfaktanlar; mevcut
bulusun lipozomlar igine sikigmis miselleri hazirlamak igin daha yuksek CMC

surfaktanlan kullanilabilir.

Mevcut bulusa gére lipozomlar, teknikte bilinen c¢esitli tekniklerden herhangi biriyle
hazirlanabilir. Bakiniz, érnegin, U.S. Pat. 4,235,871; Yayinlanmis PCT basvurulari WO
96/14057; New RRC, Liposomes: A practical approach, IRL Press, Oxford (1990),
pages 33-104; Lasic DD, Liposomes from physics to applicaticns, Elsevier Science
Publishers BV, Amsterdam, 1993. Ornegin, mevcut bulusun lipozomlari, bir hidrofilik
polimer ile tlretilmis bir lipidin énceden olusturulmus lipozomlarin lipozomda arzu

edilen tlrevlendirilmis lipidin  nihai mol ylzdesine karsihk gelen lipid
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konsantrasycnlarinda lipid asilanmis polimerlerden olugan misellere maruz birakilmasi
gibi onceden olusturulmus lipozomlara dagitiimasiyla hazirlanabilir. Bir hidrofilik
polimer iceren lipozomilar, teknikte bilindidi gibi homojenlestirme, lipid-alan hidrasyonu

veya ekstriizyon teknikleriyle de olusturulabilir.

Ornek niteligindeki baska bir formalasyon prosediriinde, aktif madde énce hidrofobik
molekilleri kolayca ¢dzen bir liscfosfatidilkolin veya baska digik CMC surfaktanda
(polimer asilanmisg lipidler dahil} sonikasyon ile dagitilir. Elde edilen misel aktif madde
suspansiyonu daha sonra uygun bir mol polimer asilanmis lipid veya kolesterol igeren
kurutulmus bir lipid numunesinin rehidrati igin kullanilir. Lipid ve aktif madde
sUspansiyonu daha sonra, teknikte bilindidi gibi ekstrizyon teknikleri kullanilarak
lipozomlar halinde olusturulur ve elde edilen lipozomlar, standart Kolon ayrimi ile

kapsillenmemis ¢gozeltiden ayrilr.

Mevcut bulusun bir yéninde, lipozomlar, secilen bir boyut arahiginda buylk odlgiide
homojen boyutlara sahip olacak sekilde hazirlanir. Etkili bir boyutlandirma y&éntemi,
lipozomlarin sulu bir stispansiyonunun, secilen bir tek bicimli gézenek boyutuna sahip
bir dizi polikarbonat membrandan geciriimesini icerir, membranin gbézenek blyuklagu
kabaca ilgili membranin icinden ekstrizyonla dretilen en bayik lipozom buylklagane
karsilik gelecektir. Bakiniz, &érnedin, U.S.Pat. 4,737,323 (12 Nisan 1988). Bazi
uygulamalarda DharmaFECT® ve Lipofectamine® gibi reaktifler, poliniikleotidleri veya

proteinleri hiicrelere dahil etmek icin kullanilabilir.

Mevcut bulusun bir farmasétik bilesiminin salim dzellikleri, kapsilleme malzemesine,
kapsillenmis ilacin konsantrasycnuna ve salim degistiricilerin varh@ina baghdr.
Ornegin, salim, érnedin midede oldugu gibi sadece disilk bir pH'ta veya bagdirsakta
oldugu gibi daha yiksek bir pH'ta salinan bir pH'a duyarli kaplama kullanilarak pH'a
bagimli olacak sekilde manipile edilebilir. Midenin igcinden gectikten sonra salinimi
énlemek icin enterik bir kaplama kullanilabilir. Midede bir baglangic salimi, ardindan
badirsakta salim elde etmek i¢in farklh malzemelerle kaplanmig siyanamid g¢oklu
kaplamalar veya karigimlar kullanilabilir. Sahm ayrica, su alimini artirabilen veya
ilacin kapsilden difizyonla salinmasini artirabilen tuzlarin veya gézenek olusturucu
ajanlanin dahil ediimesiyle de manipile edilebilir. llacin ¢ézUnurlGguni degistiren
eksipiyanlar ayrica salim oranini kontrol etmek icin kullanilabilir. Matrisin bozulmasini

artiran veya matristen salinan ajanlar da dahil edilebilir. llaca ilave edilebilirler, ayn bir



10

15

20

25

35

45

faz olarak (diger bir deyisle parcaciklar halinde) ilave edilebilirler veya bileside baglh
olarak polimer fazda birlikte ¢dzilebilirer. Codu durumda, miktar ylizde 0.1 ila yizde
otuz (w/w polimer} arasinda olmalidir. Bozunma arttirici tipleri arasinda amonyum
sulfat ve amonyum klorid gibi inorganik tuzlar, sitrik asit, benzoik asit ve askorbik asit
gibi organik asitler, sodyum karbonat, potasyum karbonat, kalsiyum karbonat, ginko
karbonat ve inorganik bazlar ve protamin silfat, spermin, kolin, etanolamin,
dietanolamin ve trietanolamin gibi organik bazlar ve Tween® ve Pluronic® gibi
surfaktanlar bulunur. Matrislere mikroyapi ekleyen gdzenek olusturucu maddeler (diger
bir deyigle inorganik tuzlar ve sekerler gibi suda ¢6zUnur bilesikler) partikil halinde

eklenir. Aralik tipik olarak ylzde bir ila otuz (w/w polimer) arasindadir.

Alim, taneciklerin badirsakta kalma sirelerini degistirerek de manipule edilebilir. Bu,
drnegin, parcacigi kapsulleyici malzeme olarak bir mukozal yapiskan polimeri ile
kaplayarak veya secerek saglanabilir. Ornekler, kitosan, selllozlar ve ozellikle
poliakrilatlar gibi serbest karboksil gruplar olan ¢odu polimeri (burada kullanildigi gibi,
poliakrilatlar, akrilat gruplari ve siyanoakrilatlar ve metakrilatlar gibi modifiye akrilat

gruplari igeren polimerleri ifade eder) i¢erir.

Bir oligomer, bir cerrahi veya tibbi cihaz veya implant tarafindan salinacak veya
kapsanacak sekilde formule edilebilir. Bazi yénlerde, bir implant bir oligomer ile
kaplanabilir veya baska tirl( islemden gegcirilebilir. Ornegin, hidrojeller veya biyouyumlu
ve/veya biyobozunur polimerler gibi diger polimerler, bir implantt mevcut bulusun
bilesimleri ile kaplamak igin kullanilabilir (diger bir deyisle bilesim bir hidrojel veya
bagka bir polimer Kkullanilarak tibbi bir cihazla kullanim igin uyarlanabilir). Tibbi
cihazlarin bir maddeyle kaplanmasi igin polimerler ve Kkopolimerler teknikte iyi
bilinmektedir. implant drnekleri arasinda bunlarla sinirli clmamakla birlikte, stentler, ilag
salgilayan stentler, sitiirler, protezler, vaskiller kateterler, diyaliz kateterleri, vaskiler
greftler, protez kalp kapakgiklar, kalp pilleri, implante edilebilir kardiyoverter
defibrilatérler, IV igneler, kemik ayari ve pimler, vidalar, plakalar ve diger cihazlar gibi

olusumlar ve yara iyilesmesi i¢in yapay doku matrisleri bulunur.

Burada sadlanan yéntemlere ek olarak, bulusa gére kullanim igin oligomerler, dider
farmasdétiklere benzer sekilde, insan veya veteriner tibbinda kullamm icin herhangi bir
uygun sekilde uygulama igin formile edilebilir. Antisens oligomerleri ve bunlara karsilik

gelen farmasétik bilesimler, tek basina veya miyaoblast transplantasyonu, kdk hiicre
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terapileri, aminoglikozid antibiyotiklerinin verilmesi, proteazom inhibitérleri ve yukan
ybnde regllasyon terapileri (6rnegin utrofinin yukan yonde regilasyonu, distrofinin

otozomal bir paralogu) ile kombinasyon halinde uygulanabilir.

Aciklanan uygulama yollarinin, teknikte uzman bir kisinin, belirli bir hayvana ve duruma
ybnelik optimum uygulama yolunu ve herhangi bir dozaji kolay bir sekilde
belirleyebilecek olmasi nedeniyle sadece érnek olmasi amaclanir. Fonksiyonel yeni
genetik materyalin in vitro ve in vivo olarak hicrelere eklenmesine ydnelik birgok
yaklasim denenmigtir (Friedmann (1989) Science, 244:1275-1280). Bu yaklasimlar,
eksprese edilecek genin modifiye edilmis retrovirlslere entegrasyonu (Friedmann
(1989) yukarida, Rosenberg (1991) Cancer Research 51(18), suppl.. 50745-50793);
retrovir(s digi vektdrlere (6rnedin adeno-iligkili viral vektérler) entegrasyon (Rosenfeld,
et al. (1992) Cell, 68:143-155; Rosenfeld, et al. (1991) Science, 252:431-434) veya
heterolog promotér-hizlandirici elemana bagl bir transgenin lipozomlar ile uygulanmasi
(Friedmann (1989), yukarida; Brigham, et al. (1989) Am. J. Med. Sci., 298:278-281;
Nabel, et al. (1990) Science, 249:1285-1288; Hazinski, et al. (1991) Am. J. Resp. Cell
Molec. Biol., 4:206-209; and Wang and Huang (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. {(USA),
84.:7851-7855); ligand-spesifik, katyon bazl transport sistemleri ile birlesme (Wu and
Wu (1988) J. Biol. Chem., 263:14621-14624) veya c¢iplak DNA, ekspresyon
vektérlerinin kullanimini (Nabel et al. (1990), yukanda); Waolff et al. {1990) Science,
247.1465-1468) icerir. Transgenlerin dokuya direkt enjeksiyonu sadece lokalize
ekspresyen olusturur (Rosenfeld (1992) yukarida); Rosenfeld et al. (1991) yukanida;
Brigham et al. (1989) yukarida; Nabel (1990) yukarida; and Hazinski et al. (1991)
yukarida). Brigham et al. grubu (Am. J. Med. Sci. (1989) 298:278-281 ve Clinical
Research (1991) 39 (abstract)), DNA lipozom kompleksinin intravendz veya intratekal
uygulamasini takiben farelerin sadece akciderlerinin in vivo transfeksiyonunu
bildirmistir. Insan gen terapisi prosedirlerinin inceleme makalesinin bir drnedi:
Anderson, Science (1992) 256:808-813'tir.

IV. Ornekler

Materyaller ve Yéntemler

Hiicreler ve Doku Kiiltiirii Muamele Kosullan
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insan Rabdomiyosarkom hicreleri (ATCC, CCL-136; RD hucreleri), L-Glutamin
(HyClone), %10 fotal bovin serumu ve %1 Penisilin-Streptomisin antibiyotik sollisyonu
(CelGro) iceren 24 mL ihtilmis DMEM icinde 1.5 x 10° hiicre/balonda doku kultiri ile
muamele edilmis T75 balonlarina (Nunc) tohumlanmistir; 24 saat sonra ortam aspire
edilmistir, hiicreler ilitilmis PBS icinde bir kez yikanmistir ve taze ortam eklenmigtir.
Hicreler, %5.0 CO2'de 37°C’lik bir inkiibatérde %80 konfllansa kadar biytilmistir
ve tripsin kullanilarak hasat edilmistir. Liyofilize fosforodiamidat morfolino oligomerleri
(PMO’lar), nikleaz icermeyen su icinde yaklasik 0.5 ila 2.0 mM’'de yeniden slspanse
edilmistir, molariteyi dogrulamak Uzere PMQO solisyonlar, NanoDrop 2000
spektrofotometresi (Thermo Scientific} kullamlarak odlcUimistir. PMO’lar, Gretici
talimatlarina gére nlkleoporasyon ve SG kiti (Lonza) kullanilarak RD hicrelerine
uygulanmigtir. PMQ’lar, belirtilen gesitli konsantrasyenlarda (drnedin, 2.5, 5, 10, 12.5,
20 ve 25 mikrecmolar) test edilmigtir. Hucreler, 12 veya 24 gézIli plakanin (n=2 veya 3)
her gozii icin yaklasik 2 - 3 X 10° hilcrede nilkleoporasyon sonrasinda 24 saat inkiibe
edilmigtir ve akabinde asadida agiklanan gsekilde RNA ekstraksiyonuna tabi

tutulmustur.

Primer insan miyocblastlar, standart teknikler kullanilarak iskelet Kasi Hiicresi Blyime
Ortami  (PromoCell) iginde kaltarlenmistir.  PMCO’larnin  ¢esitli  konsantrasyonlarda
nikleoporasyonu, yukarida RD hicreleri i¢in agiklanan sekilde yapilmistir. Hicreler
akabinde PromoCell biylime ortami igcinde 12 g&zIU bir plakanin G¢ kopya halindeki
gozlerine yerlestiriimistir ve asagida aciklanan RNA ekstraksiyonu dncesinde 24 saat

inklbe edilmistir.
RNA Ekstraksiyonu ve PCR Amplifikasyonu

RNA, GE Healthcare'den elde edilen RNAspin 96 gézIi RNA izolasyon kiti kullanilarak
PMQ ile muamele edilmig hiicrelerden (RD hiicreleri veya primer insan miyoblastiar)
ekstrakte edilmigtir ve standart teknikler ve asadidaki primer ciftleri kullanilarak
yuvalanmis RT-PCR islemine tabi tutulmustur. Dis primerler: ileri  5'-
CTTGGACAGAACTTACCGACTGG-3' (SEQ D NO: 22), geri 5
GTTTCTTCCAAAGCAGCCTCTCG -3'(SEQ ID NO: 23); i¢c primerler. ileri 5'-
GCAGGATTTGGAACAGAGGCG-3'(SEQ ID NO: 25), geri 5'-
CATCTACATTTGTCTGCCACTGG-3'(SEQ ID NO: 25). Ekson atlamas), jel

elektroforezi ile veya Caliper LabChip biyoanaliz cihazi kullanilarak dlctlmastir ve
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ekson atlama %’si (yani, tam uzunluktaki PCR Orlniine gére eksonu atlanmis Griniin
bant siddeti), SEKILLER 3-5'te gésterilen sekilde grafiklenmistir.

Morfoiino Ait Birimleri, PMO ve Modifiye Alt Birimler Arast Baglan olan PMO
Hazirlanis:

B
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$ema 1. PMO ve modifiye PMO Alt Birimlenne yoneltk genel sentetik yol

B'nin, baz eslesme bolimini temsil ettiji ve PG’nin koruma grubunu temsil ettigi
Reaksiyon $Semasi 1'e referans olarak morfolino alt birimleri, gésterilen sekilde ilgili
riboniikleozidden (1) hazirlanabilir. Morfolino alt birimi (2) istege bagl olarak, uygun bir
koruma grubu prekirséri érnegin tritil klorid ile reaksiyon yoluyla korunabilir. 3' koruma
grubu genellikle, asagida daha detayli olarak ag¢iklandigi Gzere kati hal oligomer
sentezi esnasinda uzaklastinhr. Baz eslesme bolimi, kati faz oligomer sentezi igin
uygun sekilde korunabilir. Uygun koruma gruplari, adenin ve sitozin icin benzoil, guanin
icin fenilasetil ve hipoksantin () icin pivaloiloksimetili icerir. Pivaloiloksimetil grubu,
hipoksantin heterosiklik bazinin N1 pozisyonu Uzerine eklenebilir. Korunmamis bir

hipoksantin alt biriminin kullanilabilmesine radmen aktivasyon reaksiyonlarindaki
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verimler, bazi korunmasi durumunda ¢ok daha Gstindir. Diger uygun koruma gruplari,
buraya tamamiyla referans olarak eklenen U.S. Patent No. 8,076,476’da aciklananlan

icerir.

J'Un aktive fosfor bilesigi (4a veya 4b) ile reaksiyonu, istenen bag bélimine {(5a veya
5b) sahip morfolino alt birimleri ile sonuclanir. R' ve/veya L' bélimlerinin de, P-O bag)
olusumu sonrasinda veya alt birimin oligomere eklenmesinden sonra heterosiklik

halkaya Z yerlestirilebilecegi bilinmelidir.

Yapinin (4a veya 4b) bilesikleri, 6rneklerde aciklananlar da dahil teknikte uzman
kisilerce bilinen birkag yontem kullanilarak hazirlanabilir. Morfolino bélima ile birlesme,

yukarida agiklanan sekilde ilerler.

Yapinin (5a veya 5b) bilesikleri, alt birimler arasi baglan igeren oligomerlerin
hazirlanigina yonelik kati faz oligomer sentezinde kullanilabilir. bu tar ydéntemler
teknikte iyi bilinir. Kisaca, yapinin (5a veya 5b) bir bilesigi, &' ucta kati destede yonelik
bir badlayici icerecek sekilde modifiye edilebilir. Desteklendiginde 5a veya 5b'nin
koruma grubu {6rnegin 3'-ugta tritil) uzaklastirihr ve serbest amin, yapinin (8) (vevya
analogunun) ikinci bilesiginin aktive fosfor bsdlumd ile reakte edilir. Bu dizi, istenen
uzunluktaki oligo elde edilene kadar tekrarlanir. terminal 3' ug¢taki koruma grubu
uzaklastirilabilir veya 3' modifikasyonunun istenmesi halinde burada birakilabilir. Oligo,
birkag yontem veya kati destege yodnelik bagl klevaj etmek (zere bir baz ile érnek

muamele kullanilarak kat destekten uzaklastinlir.

Bulusun genel ve spesifik morfolinc oligomerlerindeki morfolino oligomerlerinin

hazirlanigi Orneklerde daha detayll olarak agiklanir.
Ornek 1

Morfolino Oligomerlerinin Hazirlanisi

Bulus bilesiklerini hazirlama islemi, asadidaki protokel kullanilarak ger¢eklestirilir:

Tritil piperazin fenil karbamat (35) hazirlanig1 (Sekil 2). Diklorometan (6 mL/g

11} igindeki sodutulmus bilesik {11) suspansiyonuna, su {4 mL/g potasyum
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karbonat) icindeki potasyum karbonat (3.2 esdeder) sclisyonu eklenmigtir. Bu
iki fazl karigima diklorometan (2 g/g fenil kloroformat) icindeki fenil kloroformat
(1.023 esdeder) solusyonu yavasca eklenmistir. Reaksiyon karisimi 20°C'ye
iitilmistir. Reaksiyonun tamamlanmasi Ozerine (1-2 saat) katmanlar ayrilmistir.
Organik katman su ile yikanmigtir ve anhidréz potasyum karbonat Uzerinde
kurutulmustur. Urin (35), asetonitrilden kristalizasyon ile izole edilmigtir.
Karbamat alkol (36) hazirlanisi: Sodyum hidrit (1.2 esdeger), 1-metil-2-
pirolidinon (32 mL/g sodyum hidrit) icinde sispanse edilmistir. Bu sispansiyona
trietilen glikol {(10.0 esdeger) ve bilesik (35) (1.0 esdeger) eklenmistir. Ortaya
glkan sulu karisim 90°C’ye isitiimistir. Reaksiyonun tamamlanmasi Uzerine (1-2
saat) karisim 20°C’'ye sogutulmustur. Bu kansima %30 diklorometan/metil tert-
butil eter (v:v) ve su eklenmistir. Uriin iceren organik katman, sirasiyla akdz
NaOH, akdz siiksinik asit ve doymus akdz sodyum klorid ile yikanmistir. Uriin
(36), diklorometan/metil tert-biitil eter/heptandan kristalizasyon ile izole
edilmistir.

Tail asidinin {(37) hazirlanisi: Tetrahidrofuran (7 mL/g 36) igindeki bilesik (36)
solisyonuna siksinik anhidriti (2.0 esdeger) ve DMAP (0.5 esdegeR)
eklenmigtir. Karigim 50°C’ye 1sitilmigtir. Reaksiyonun tamamlanmasi Gzerine (5
saat) kansm 20°C’ye sogutulmusgtur ve akdéz NaHCO3 ile pH 85
ayarlanmistir. Metil tert-butil eter eklenmistir ve Qriin, akdz katmana ekstrakte
edilmistir. Diklorometan eklenmistir ve karisim akdz sitrik asit ile pH 3'e
ayarlanmistir. Ur(in iceren organik katman, pH=3 sitrat tamponu ve doymus
akdz sodyum klorid karisimi ile yikanmistir. 37'nin bu diklorometan sollsyonu,
bilesik (38) hazirlanisinda izolasyon yapiimadan kullanilmisgtir.

38 Hazirlanigl:  Bilesik (37) solisyonuna  N-hidroksi-5-norbornen-2,3-
dikarboksilik asit imid (HONB) (1.02 esdeger), 4-dimetilaminopiridin (DMAP)
(0.34 esdeger) ve akabinde 1-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilkarbodiimid
hidroklorid (EDC) (1.1 egdeger) eklenmigtir. Kansim 55°C’ye isitilmistir.
Reaksiyonun tamamlanmasi Uzerine (4-5 saat) kangim 20°C'ye sodutulmustur
ve sirasiyla 1:1 0.2 M sitrik asit/tuzlu su ve tuzlu su ile yikanmistir. Diklorometan
solusyonu, aseton ve akabinde N,N-dimetilformamid clarak solvent degigimine
ugramistir ve Orin, doymugs akéz sodyum kloride aseton/N,N-
dimetilformamidden ¢oéktirme yoluyla izole edilmistir. Ham arin, geri kalan N,-
N-dimetilformamid ve tuzlari uzaklastirmak Ozere su icinde birkac kez yeniden

sulu karigim haline getirilmistir.
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Aktive edilmis “Tail” kisminin baglayici ylkli regine Gzerine eklenmesi, katl faz sentezi
esnasinda alt birimlerin eklenmesi amaciyla kullanilan prosediir ile dimetil

imidazolidinon (DMI) i¢cinde gerceklestirilmistir.

Morfolino Oligomerlerinin Sentezine yénelik Kati Destegin Hazirlanigi: Bu prosedr, iri
gozenekli (40-60 pm) cam firit, yukardan asih kangtiner ve N2'nin  Afiritten
puskirtalmesine veya vakumlu ekstraksiyona izin veren 3 ydnli Teflon muslugu olan

silanlasmis, ceketli bir peptit kabinda (ChemGlass, NJ, USA) gergeklestiriimistir.

Asagidaki prosedurdeki regine muamelesifyikama adimlari, iki temel igslemden olusur:
recine sivilagtirma veya karistirici yatakl reaktér ve solvent/sollisyon ekstraksiyonu.
Regine sivilastirma igin O¢ ydnli musluk, N2'nin firitten akmasina olanak saglayacak
sekilde konumlandinimistir ve belirlenen regine muamele/yikama maddesi reaktore
eklenmistir ve nifuz etmesi ve regineyi tamamen islatmasi sagdlanmistir. Akabinde
karistirma islemi baslatilmistir ve regine sulu karisimi belirlenen sire boyunca
karistinlmigtir.  Solvent/solisyon ekstraksiyonu igin  kanstirma ve N2 akisi
durdurulmustur ve vakumlu pompa baglatiimistir ve akabinde (¢ yonli musluk, regine
muamele/yikama maddesinin atik olarak bosaltilmasina izin verecek sekilde
konumlandinimistir. Tim rec¢ine muamele/yikama hacimleri, aksi belirtimedikce 15

mL/g’dir.

Silanlanmis, ceketli bir peptit kabi igindeki aminometilpolistiren recinesine (100-200 gbz
boyutu; nitrojen substitusyonuna bagh olarak ~1.0 mmol/g yik; 75 g, 1 esdeger,
Polymer Labs, UK, part #1464-X799), 1-metil-2-pirolidinon {NMP; 20 ml/g recine)
eklenmistir ve recinenin, 1-2 saat karistinlarak sismesine olanak saglanmistir. Sisirme
solventinin bosaltiimasindan sonra regine diklcrometan {2 x 1-2 dakika), %25
izopropanol/diklorometan (2 x 3-4 dakika) igindeki %5 diizopropiletiiamin ve
diklorometan (2 x 1-2 dakika} ile yikanmigtir. Nihai yikamanin bosaltiimasindan sonra
recine, 1-metil-2-pirolidinon (0.17 M; 15 mL/g regine, -2.5 esdeder) icindeki disilfit
badlayici (34) solGsyconu ile muamele edilmistir ve regine/reaktif karisimi 45°C’de 60
saat 1sitilmistir. Reaksiyonun tamamlanmasi Gzerine 1sitma islemi durdurulmustur ve
badlayici solisyonu bosaltiimistir ve recine, 1-metil-2-pirolidinon (4 x 3-4 dakika) ve
diklorometan (6 x 1-2 dakika) ile yikanmistir. Re¢ine, diklorometan icindeki %10 (v/v)
dietil dikarbonat sclisyonu ile muamele edilmigtir (16 mL/g;, 2 x 5-6 dakika) ve
akabinde diklorometan (6 x 1-2 dakika) ile yikanmistir. Regine (39) (bakiniz Sekil 4), 1-
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3 saat boyunca N2 akigl altinda ve akabinde vakum altinda sabit agirhda (+%2)

kurutulmustur. Verim: orijinal recine agirhginin %110-150'si.

Aminometilpolistiren-disulfit recine Yuklemesinin Belirlenmesi: Recine yiklemesi
(potansiyel olarak mevcut olan reaktif bélgelerin sayisi), recine grami basina disen
trifenilmetil (tritil) gruplarinin sayisina ydnelik spektrometrik bir analiz ile belirlenir.

Bilinen agirliktaki kurutulmus regine (25 £ 3 mg), silanlanmis 25 ml'lik volumetrik bir
balona transfer edilir ve diklorometan icindeki ~5 mL %2 (v/v) trifloroasetik asit eklenir.
Icerikler, hafifce déndirulerek kanistirilir ve akabinde 30 dakika bekletilir. Hacim,
diklorometan icindeki ek %2 (v/v) trifloroasetik asit ile 25 mL'ye getirilir ve icerikler iyice
kanstinhr. Pozitif deplasmanl bir pipet kullanilarak tritil igeren soliisyondan bir alikuot
(500 pL), 10 mL'lik volumetrik balona transfer edilir ve hacim, metansilfonik asit ile 10

mL’'ye getirilir.

Nihai solusyondaki tritil katyon i¢erigi, 431.7 nm’de UV absorbansi ile dlculir ve regine
ylklemesi, uygun hacimler, dilizyonlar, sénimleme katsayisi {€: 41 ymol-1cm-1) ve
recine adirh@ kullanilarak regine grami basina digen (umol/g) tritil gruplarinda

hesaplanir. Analiz, G¢ kopya halinde gergeklestirilir ve ortalama yikleme hesaplanir.

Bu drnekteki regine yukleme prosediru, yaklasik 500 umol/g’lik bir yUklemesi olan
recineyi saglayacaktir. pmol/g olarak 300-40C olan bir yikleme, disilfit baglayici

ekleme adiminin oda sicakliginda 24 saatte ger¢eklestirimesi halinde elde edilmistir.

Tail yuklemesi: Aminometilpolistiren-disilfit reginesinin hazirlanigt ile ayni dizenek ve
hacimler kullanilarak Tail katl destede eklenebilir. Baglayici yukll recine ilk olarak
asidik kosul altinda korumasiz birakilir ve elde edilen materyal badlama &ncesinde
nétralize edilir. Baglama adimi igin 4-etiimorfolin (NEM, 0.4 M) iceren DMI icindeki 38
(0.2 M} solasyonu, distlfit badlayici solisyonu yerine kullaniimistir. 45°C’de 2 saat
bekletildikten sonra recine (39), %25 izopropanol/diklorometan igindeki %5
diizopropiletilamin ile iki kez ve DCM ile bir kez yikanmistir. Bu regineye benzoik
anhidrit (0.4 M) ve NEM (0.4 M) solisyonu eklenmistir. 25 dakika sonra reaktor ceketi
oda sicakligina sogutulmustur ve recine %25 izopropanol/diklorometan icindeki %5
diizopropiletilamin ile iki kez ve DCM ile sekiz kez yikanmistir. Regine (40} filtrelenmistir

ve yiksek vakum altinda kurutulmustur. Regineye (40) yonelik yuklemenin, Tail
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yUklemesinde kullanilan ocrijinal aminometilpolistiren-disilfit reginesinin  yiklemesi

oldugu tanimlanr.

Kati Faz Sentezi: Morfolino Oligomerleri, 2 mL Gilson polipropilen reaksiyon
kolonlarinda (Part # 3980270) Gilson AMS-422 Otomatik Peptit Sentezleme Cihazinda
hazirlanmigtir. Su akisina yénelik kanallarn olan bir aliminyum blok, sentezleme
cihazina yerlestiriimeleri nedeniyle kolonlar etrafina yerlestirilmistir. AMS-422
dénisimli olarak reaktiffyikama sollsyonlarini  ekleyecektir, belirlenen bir siire

boyunca bekleyecektir ve vakum kullanarak kolonlar bosaltacaktr.

Uzunluk olarak yaklasik 25 alt birime kadar c¢ikabilen aralikta olan oligomerler igin
yaklagik 50C pmol/g regine ylklemesi olan aminometilpolistiren-disiilfit recine tercih
edilir. Daha blylk oligomerler igin 300-400 pmollg regine vyiklemesi olan
aminometilpelistiren-disiilfit regine tercih edilir. 5'-Tail iceren bir molekilin istenmesi

halinde ayni yukleme kilavuzlari ile Tail yiklenmis olan regine segilir.

Asagidaki reaktif solisyonlar hazirlanmistir:

Detritilasyon Solusyonu: 4:1 diklorometan/asetonitril icinde %10 Siyanoasetik Asit
(w/v); Netralizasyon Solisyonu: 3.1  diklorometanfizopropanol i¢cinde 55
Diizopropiletilamin; Badlama Sollsyonu: istenen baz ve bag tiriine sahip 0.18 M (veya
20 alt birimden daha uzun olan oligomerler igin 0.24 M) aktive Morfolino Alt Birimi ve
1,3-dimetilimidazolidinon igindeki 0.4 M N etilmorfolin. Diklorometan (DCM), farkl

reaktif sollisyonu yikamalarini ayiran geleneksel yilkama maddesi olarak kullaniimistir.

Sentezleme cihazinda 42°C’ye ayarlanan blok ile 30 mg aminometilpolistiren-disdlfit
recinesi (veya Tail recinesi) iceren her kolona 2 mL 1-metil-2-pirolidinon eklenmigtir ve
oda sicakhginda 30 dakika bekletilmistir. 2 mL diklorometan ile 2 kez yikandiktan sonra
asagidaki sentez déngsi kullanilmigtir:

Adim Hacim Uygulama Bekleme sOresi
Detritilasyon 1.5mL Manifold 15 saniye
Detritilasyon 1.5mL Manifold 15 saniye

Detritilasyon 1.5mL Manifold 15 saniye
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Adim Hacim Uygulama Bekleme sOresi
Detritilasyon 1.5mL Manifold 15 saniye
Detritilasyon 1.5mL Manifold 15 saniye
Detritilasyon 1.5mL Manifold 15 saniye
Detritilasyon 1.5 mL Manifold 15 saniye
DCM 1.5mL Manifold 30 saniye
Notralizasyon 1.5 mL Manifold 30 saniye
Nétralizasyon 1.5mL Manifold 30 saniye
Nétralizasyon 1.5 mL Manifold 30 saniye
Nétralizasyon 1.5mL Manifold 30 saniye
Nétralizasyon 1.5mL Manifold 30 saniye
Nétralizasyon 1.5mL Manifold 30 saniye
DCM 1.5mL Manifold 30 saniye
Baglama 350-500uL Siringa 40 dakika
DCM 1.5mL Manifold 30 saniye
Nétralizasyon 1.5 mL Manifold 30 saniye
Notralizasyon 1.5mL Manifold 30 saniye
DCM 1.5mL Manifold 30 saniye
DCM 1.5mL Manifold 30 saniye
DCM 1.5mL Manifold 30 saniye

Tekli oligemerlerin siralar, her kolon uygun baglama solGsyonunu (A,C,G,T,I) uygun
sirada alacak gekilde sentezleme cihazina programlanmistir. Bir kolondaki oligomer
nihai alt biriminin eklenmesini tamamladiginda kolon bloktan cikarilmistir ve nihai
déngi, 0.89 M 4-etilmorfolin iceren 4-metoksitrifenilmetil klorid (DMI icinde 0.32 M)

iceren baglama solusyonu ile mandel olarak gerceklestiriimistir.

Reg¢ineden kleva] ve bazlarin ve omurga koruma gruplannin uzaklagtiriimas:

Metoksitritilasyon sonrasinda re¢ine 2 mL 1-metil-2-pirolidinon ile 8 kez yikanmisgtir. 1-
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metil-pirolidinon igindeki 0.73 M trietilamin ve 0.1 M 1,4-ditiyotreitol (DTT) igeren bir mL
klevaj solisyonu eklenmistir, kolon kapatimistir ve oda sicakhdinda 30 dakika
bekletilmistir. Bu sure sonrasinda sollsyon, 12 mL'lik Wheaton sisesine bosaltiimistir.
Blydk dlcide cekmis olan recine, 300 pL klevaj solisyonu ile iki kez yikanmigtir. Bu
solisyona 4.0 mL konsantre akdz amonyak (-20°C'de saklanmigtir) eklenmistir, sise
sikica kapatilimigtir (Teflon kapli vidal kapak ile) ve karigim solisyonu kansgtirmak
Uzere déndurdlmastir. Sise, baz ve omurga koruma gruplarinin  klevajini

gergeklestirmek lzere 16-24 saat 45°C’lik etlive yerlestirilmigtir.

Ham Grun saflagtirmasi: Siselere kenulan amonoliz solisyonu etivden ¢ikariimistir ve
oda sicakhidina sogutulmustur. SolUsyon, 20 mL %0.28 akdz amonyak ile seyreltilmistir
ve Macroprep HQ recine (BioRad) igeren 2.5x10 cm kolondan gegcirilmistir. Tuz
gradyani (A: %0.28 amonyak ile B: %0.28 amonyak igindeki 1 M sodyum klorid; 60
dakikada %0-100 B), metoksitritii igeren piki ayristirmak amaciyla kullaniimistir.
Kombine fraksiyonlar toplanmistir ve istenen Grline baglh olarak ileri igleme tabi

tutulmustur.

Morfolino Oligomerlerinin Demetoksitritilasyonu: Macroprep saflastirmasindan toplanan
fraksiyonlar, pH degerini 2.5’e disirmek amaciyla 1 M H3PO4 ile muamele edilmigtir.
Ik karistirma sonrasinda numuneler oda sicakhginda 4 dakika bekletilmistir, bu sirede
%2.8 amonyak/su ile pH 10-11’e nétralize edilir. Urinler, kat) faz ekstraksiyonu (SPE)

ile saflastinimistir.

SPE kolon paketlemesi ve kosullandirmasi: Amberchrome CG-300M (Rohm and Haas;
Philadelphia, PA) (3 mL), 20 mL firitli kolonlara (BioRad Econo-Pac Kromatografi
Kolonlar {(732-1011)) paketlenmistir ve recine, 3 mL miktarinda asagdidaki maddeler ile
durulanmigtir: %0.28 NH40H/%80 asetonitril;, 0.5M NaOH/%20etanol; su; 50 mM
H3P04/%80 asetonitril; su; 0.5 NaOH/%20 etanol; su; %0.28 NH40H.

SPE saflastirmasi; Demetcksitritilasyondan elde edilen sclisyon, kolona yiklenmistir
ve recine, 3-6 mL %0.28 akdz amonyak ile U¢ kez durulanmigtir. Bir Wheaton sisesi
(12 mL), kolon altina yerlestirilmigtir ve Griin, %0.28 akéz amonyak i¢indeki 2 mL %45

asetonitril ile iki kez yikanarak aynigtiriimigtir.
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Uriin izolasyonu: Solusyonlar kuru buzda dondurulmustur ve siseler, yumusak, beyaz
bir toz olusturmak {izere dondurarak kurutma cihazina yerlestiriimistir. Numuneler su
icinde c¢cdzilmastdr, sinnga kullanilarak 0.22 mikronluk filtreden (Pall Life Sciences,
Acrodisc 25 mm siringa filtresi, 0.2 mikron HT Tuffryn membran ile) filtrelenmistir ve
Optik Yogunluk (OD), analize yénelik dagitim numunesinin yani sira mevcut oligomerin
OD birimlerini belirlemek Ozere UV spektrofotometresinde 6él¢ilmistir. SolGsyonlar

akabinde liyofilizasyon igin tekrar Wheaton siselerine yerlestirilmistir.

MALDI ile Morfolino Oligomerlerinin  Analizii MALDI-TOF kdtle spektrometrisi,
saflastirmalardaki fraksiyonlarin bilesimini belirlemek ve oligomerlerin  kimligine
(molekdl agirh@) yénelik kanit saglamak amaciyla kullaniimistir. Numuneler, matriksler
olarak 3,5-dimetoksi-4-hidroksisinnamik asit (sinapinik asit}, 3,4,5-trihidoksiasetofenon
(THAP) veya alfa-siyano-4-hidoksisinnamik asit (HCCA) solisyonu ile dillzyon

sonrasinda igleme tabi tutulmustur,

Ornek 2

Ornek 1'de aciklanan protokol kullanilarak asadidaki PMO sentezlenmistir,
H53A(+36+60), SEQ ID NO: 1 (5'- GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC -3 ve

Orneklerde kullaniimistir.
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Referans Ornek 3

Ornek 1'de agiklanan protokol kullanilarak asadidaki PMO sentezlenmistir
H53A(+30+57), SEQ ID NO: 2 (8'- GCC TCC GGT TCT GAA GGT GTT CTT GTA C-

3') ve Orneklerde kullaniimigtir.



10

Referans Ornek 4

Omek 1'de aciklanan protokol

H53A(+30+56), SEQ ID NO: 3 (5'- CCT CCG GTT CTG AAG GTG TTC TTG TAC-3))

ve Orneklerde kullaniimistir.
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Referans Ornek 5

Ornek 1'de aciklanan protokol kullanilarak asadidaki PMO  sentezlenmistir

H53A(+30+55), SEQ ID NO: 4 (5'- CTC CGG TTC TGA AGG TGT TCT TGT AC-3') ve

Orneklerde kullaniimistir.
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Referans Ornek 6

Ormek 1'de agiklanan

protokol
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PMO sentezlenmistir

H53A(+33+57), SEQ ID NO: 5 (5'- GCC TCC GGT TCT GAA GGT GTT CTT G-3') ve

Orneklerde kullaniimistir.
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Ornek 7

Ekson 53 atlamasi

Insan distrofin ekson 53’0 hedefleyen bir dizi antisens oligomeri asadidaki sekilde

tasarlanmistir ve sentezlenmistir:

Aciklama Dizi SEQ ID NO

H53A(+36+60) GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC 1

H53A(+30+57)
H53A(+30+56)

H53A(+30+55)

GCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTGTAC
CCTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTGTAC

CTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTGTAC
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Aciklama Dizi SEQ ID NO
H53A{+33+57) GCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTG 5
H53A(+33+60) GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTG 6
H53A(+31+55) CTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTGTA 7
HS3A(+22+46) TGAAGGTGTTCTTGTACTTCATCCC 8
H53A(+23+47) CTGAAGGTGTTCTTGTACTTCATCC 9

(SEQ ID NO: 2 ila 9 buluga gore degildir)

Yukaridaki antisens oligomerleri, belirlenen c¢esitli konsantrasyonlarda primer insan
miyoblastlarinin islenmesi yoluyla ekson atlama etkinligi yoniinden degerlendirilmistir.
Bu deneylerde H53A(+33+60) ve H53A(+31+55)'e karsilik gelen antisens oligomerleri
karsilastirma oligomerleri olarak kullaniimistir. Sekiller 3 ve 4'te gdsterildigi lUzere
oligomer H53A(+36+60) (SEQ ID NO: 1), primer insan miyoblast hiicrelerinde ekson 53
atlamasinin indiklenbmesinde oldukga etkili olmustur. H53A(+31+55) (SEQ ID NO: 7)
ve H53A(+22+46) (SEQ ID NO: 8) de ekson atlamasini HS3A(+33+60) (SEQ ID NO: 6)
ve H53A(+36+60) (SEQ ID NO: 1)'den daha az derecede indiklemistir. Sekil 3'te
gosterildigi Uzere H53A(+33+60) ve H53A(+36+60) (sirasiyla SEQ ID NO: 6 ve SEQ ID
NO: 1), kiltirlenmis miyoblastiarda ekson 53 atlamasinin indiiklenmesinde yiksek

oranda aktif dijer antisens oligonikleotidlerine gore oldukca etkili olmustur.

Yukaridaki ek antisens oligomerleri, belirlenen c¢esitli konsantrasyonlarda RD
hiicrelerinin iglenmesi yoluyla ekson atlamasi etkinligi yénunden degerlendirilmistir. Bu
deneylerde H53A(+33+60) (SEQ ID NO: B)ya karsihk gelen antisens oligomeri,
karsilastirma oligomeri olarak kullaniimistir. Sekil 4'te gosterildigi Uzere oligomerler
H53A(+30+57), H33A(+30+56), H53A(+30+55) ve HS3A(+33+57) (sirasiyla SEQ ID
NO: 2-5), aktivite bakimindan H53A(+33+60) (SEQ ID NO: 6) oligomeri ile

karsilastirilabilir olmustur.

Bir baska deneyde bulusun antisens oligomeri, yayinlanmig antisens
oligonikleotidlerine gdre primer insan miyoblastlaninda ekscn 53 atlamasi yéninden
test edilmistir. Yukarnda agiklanan H53A(+23+47) (SEQ ID NO: 9)a ek olarak US
8,232,384'ten elde edilen H53A(+39+69), H53A(+39+62) ve HS3A(+45+69) (sirasiyla
SEQ ID NO: 10, 11 ve 12); WO2004/083446'dan elde edilen h53A0N1 (+45+62) (SEQ
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ID NO: 13) ve W02012/02¢986'dan elde edilen PMO3(+32+56) ve PMOB8(+36+56)
(sirasiyla SEQ ID NO: 14 ve 15), bulusun ornek niteligindeki bir oligomeri
H53A(+36+60) (SEQ ID NO:1) ile kargilastinimigtir. Sekil 5A ve 5B'de gosterildigi Uzere
en dusik EC50 dederi sergileyen oligomerin H53A(+36+60) SEQ ID NO: 1 oldugu
belirlenmigtir. Bu, asagidaki tabloda gosterilen EC50 degerlerini olusturmak lzere
sonug¢larn GraphPad Prism programi icinde ¢ parametreli regresyon analizine tabi

tutulmasi yoluyla dogrulanmistir.

EC50
SEQIDNO:10 H53A(+39+69) 6.482
SEQIDNO:9 H53A(+23+47) 9.135
SEQIDNO:1 H53A(+36+60) 3.910
SEQIDNO:13 H53A(+45+62) 17.13
SEQIDNO:11 H53A(+39+62) 6.061
SEQIDNO:12 H53A(+45+69) 13.11
SEQIDNQO:14 PMO3+32+586 11.80
SEQIDNO:15 PMOB8(+36+56) 15.81
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DiZi LISTESI

Aciklama Dizi SEQ ID
NO

H53A(+36+60) GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC 1

H53A(+30+57) GCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTGTAC 2



Aciklama

H53A(+30+56)
H53A(+30+55)
H53A(+33+57)
H53A(+33+60)
h53A(+31+55)
H53A(+22+46)
H53A(+23+47)
H53 (+39+69)
H53(+39+62)
H53 (+45+69)
H53 (+45+62)
PMOQ3(+32+56)
PMOB8(+36+56)
rTAT

Tat

RoF2

RsFoR4

R4

Rs

Rs

Ry

Rs

Rs

(RX)e
(RAhxR).; (P007)

66

Dizi

CCTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTGTAC
CTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTGTAC
GCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTG
GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTG
CTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTGTA
TGAAGGTGTTCTTGTACTTCATCCC
CTGAAGGTGTTCTTGTACTTCATCC
CATTCAACTGTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTG
CTGTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTG
CATTCAACTGTTGCCTCCGGTTCTG

CTGTTGCCTCCGGTTCTG

CCTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTGT
CCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC

RRRQRRKKR
RKKRRQRRR
RRRRRRRRRFF
RRRRRFFRRRR
RRRR

RRRRR
RRRRRR
RRRRRRR
RRRRRRRR
RRRRRRRRR
RXRXRXRXRXRXRXRX

RAhxRRAhxRRAhXRRAhXR

SEQ ID
NO

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27



Aciklama

(RAhxR)s; (CP04057)

(RAhXRRBR),;
(CP06062)

(RAR),F>
(RGR)4F;
Primer
Primer
Primer

Primer
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Dizi

RAhXxRRAhXRRAhXRRAhXxRRAhxR

RAhxRRBRRAhXRRER

RARRARRARRARFF
RGRRGRRGRRGRFF
CTTGGACAGAACTTACCGACTGG
GTTTCTTCCAAAGCAGCCTCTCG
GCAGGATTTGGAACAGAGGCG

CATCTACATTTGTCTGCCACTGG

SEQ ID
NO

28
29

30
31
32
33
34

35
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