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OZET

BIR SUJEDE SMN2 UC BIRLESTIRMESININ MODULASYONU ICIN
BILESIMLER VE YONTEMLER

Burada, bir sijedeki SMN2Z mENA'nin u¢ birlestirmesinin modile

edilmesi i¢in bilesikler, bilesimler ve yintemler
agiklanmaktadir. Ayrica, aciklanan bilesiklerin ve
bilesimleri, spinal kas atrofisi dahil olmak lzere

hastaliklarin wve rahatsizliklarin tedavisi 1i¢in bir ilacin

Uretiminde kullanimlari da saglanmaktadar.
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ISTEMLER

1. Spinal kas atrofisi (SMA) olan bir insan sijenin
tedavisinde kullanim icin, insan SMNZ2 kodlayvan bir on-
mRNA’nin intron 7"sine tamamlayici bir antisens
oligeoniikleotid iceren bir antisens bilesik olup, burada
bilesik 1insan sijenin intratekal bosgluundaki beyin-
omurilik sSivisinin icine verilir, burada antisens
oligonikleotid SEQ ID NO: 1’in nilkleobaz dizisinden
olusan bir niikleobaz dizisine sahiptir, burada antisens
oligonikleotidin her bir nlikleosidli kir modifiye seker
bolutil igerir, burada her bir modifiye seker p&liitd bir
2" -metoksietil seker boélitidir ve burada her bir

nikleosit arasi baglanti bir fosforoticat badlantidar.

2. Insan SMNZ kodlayvan bir on-mRNA'nin intron 7" sine
tamamlayici bir antisens oligonilikleotid igeren bir
antisens bilesidin, spinal kas atrofisi (SMA) olan bir
insan sUjenin tedavisinde kullanim i¢in bir ilacin
iretiminde kullanimi olup, burada 1ila¢ 1insan siijenin
intratekal boslugundaki beyin-omurilik saivisinin ig¢ine
verilir, burada antisens oligoniikleotid SEQ ID NO: 1'in
nilklecbaz dizisinden olusan bir niikleobaz dizisine
sahiptir, burada antisens cligoniiklectidin her bir
nikleosidi bir modifiye seker boliitidl igerir, burada her
bir modifiye seker Dbélitd bir 27 -metoksietil seker
bolitidir ve burada her bir niikleosit arasi baglanti bir

fosforeticat badlantaidar.

3. Istem 1'e gére kullanim ig¢in antisens bilesik veya istem
2'ye gbre bir antisens bilesigi kullanimi o¢lup, burada

verilisg bir bolus enjeksiyon icerir.

4, Istem 1 veya 3'e gdre antisens bilesik veya istem 2 vya da

3’e gdbre bir antisens bilesidin kullanimi o¢lup, burada
112
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antisens bilesik, insan sitijenin vucut agirliginin
kilogram1l hasina antisens bilesidin 0,01 ila 10 miligram

arasinda bir dozunda wverilir.

. Istem 4’e gére kullanim ig¢in antisens bilegsik veya istem

4'e gdre bir antisens bilesidin kullanimi olup, burada
dez asagidaki gibidir:

(a) insan slUjenin vilcut adirlidinin kilcgrami basina 0,01
ila 5 miligram arasinda antisens bilesik.

(h) dinsan sijenin viicut agirlaiginin kilogrami kasgina 0,05
ila 1 miligram arasinda antisens bilesik.

(c) insan siijenin vicut adirlidinin kilogrami basina 0,01
ila 0,5 miligram arasinda antisens bilesik veya

(d) insan sljenin vicut adirlidinin kilogrami bkasina 0,05

ila 0,5 miligram arasinda antisens bilesik.

. Istemler 1 veya 3-5'ten herhangi birine gére kullanim icin

antisens bilesik veya istemler 2-5 herhangi birine gdre
bir antisens bilesidin kullanimi olup, (i) tip I SMA"s1;
(ii) tip IT SMA's1 veya (1i1i) tip TIIT SMA's1 olan bir

insan hastanin tedavisinde kullanim igindir.

. Istemler 1 veya 3-6'dan herhangi birine gére kullanim icin

antisens bilesik veya istemler 2-6"dan herhangi birine
gére bir antisens Dbilesidin kullanimi olup, burada
antisens bilesidin wverilisi, ekson 7'ye sahip SMNZ mRNA

miktarinda en az %10 bir artisla soconuclanir.

. Istemler 1 veya 3-7'den herhangi birine gére kullanim ig¢in

antisens bilesik veya istemler 2-77den herhangi birine
gdére bir antisens bilegidin kullanimi1 olup, insan sije

SMA'nin bir ya da daha fazla endikatérine sahiptir.

. Istemler 1 veya 3-8’den herhangil birine gére kullanim icin

antisens bilesik veya istemler 2-8"den herhangi birine
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10.

11.

12.

13.

14.

gére bir antisens bilesidin kullanimi olup, burada insan

siije SMA ile iliskili en az bir semptoma sahiptir.

Istemler 1 veva 3-9’dan herhangi birine gére kullanim
igin antisens bilesik wveya 1istemler 2-8'dan herhangi
birine gdre bir antisens bilesidin kullanimi olup, burada
antisens bilesik hem sistemik olarak hem merkezi sinir
sisteminin igine wverilir wve burada sistemik wverilis ve
merkezi sinir sisteminin ig¢ine verilis farkli zamanlarda

gergeklestirilir,

Istem 10’a gdére kullanim ic¢in antisens bilesik veya
bir antisens bilesigin kullanimi olup, burada sistemik
verilis subkitan verilisle, intravendz veya

intraperitoneal enjeksiyonladir.

istemler 1 veya 3-9'dan herhangl birine gére kullanim
igin antisens bilesik wveya istemler 2-9'dan herhangi
birine g&re bir antisens bilesidin kullanimi olup, burada
antisens bilesidin bir bkirinci dozu, insan sijenin

dofumunun bir haftasi iginde verilir,.

istemler 1 veya 3-9’dan herhangi birine gére kullanim
icin antisens bilesik vwveya 1istemler 2-9'dan herhangi
birine gdre bir antisens bilesigdin kullanimi olup, burada
antisens Dbilesidin bir birinci dozu insan siujenin

doumunun bir ayi icinde verilir.

istemler 1 veya 3-9'dan herhangl birine gére kullanim
igin antisens bilesik veya istemler 2-9'dan herhangi
birine gdre bir antisens bilesigin kullanimi olup, burada
antisens bilesidin bir  birinci dozu insan sijenin

dofumunun ¢ ayvi ig¢inde wverilir.
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Istemler 1 veya 3-9'dan herhangli birine gére kullanim
i¢in antisens bilesik wveya istemler 2-9’dan herhangi
birine g&re bir antisens bilesidin kullanimi olup, burada
antisens bkilesidin bir Dbirinci dozu insan sijenin

decgumunun alti ayi iginde verilir.

Istemler 1 veya 3-9’dan herhangi birine gére kullanim
i¢in antisens bilesik veya istemler 2-9'dan herhangi
birine gdre bir antisens bilesidin kullanimi olup, burada
antisens bilegsigin bir birinci dozu insan gije 1 ila 2

vasindayken verilir.

Tstemler 1 veya 3-9'dan herhangi birine gére kullanim
igin antisens bilesik veya istemler 2-9'dan herhangi
birine gdre bir antisens bilesidgin kullanimi olup, burada
antisens bilesidgin bir birinci dozu insan sije 1 1ila 15

vagindayken verilir.
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TARIFNAME

BIR SUJEDE SMN2 UC BIRLESTIRMESININ MODULASYONU ICIN
BILESIMLER VE YONTEMLER

Dizi LISTESI

Mevcut basvuru, elektronik formatta bir Dizi Listesiyle
birlikte vapilmaktadir. Dizi Listesi, 17 Haziran 2010
tarihinde clugturulan, 5 Kb boyutunda olan

20100617 COREOO86WOSEQ.txt baglikli bir dosya olarak

saflanmaktadir.

BULUSUN ALT YAPISI

Primer transkriptler veya Sn-mRNA olarak Dbilinen veni
sentezlenmis Okaryotik mRNA molekiilleri translasyondan dnce
islenir. On-mRNA’larin islenmesi, transkriptin 37 ucuna bir 5’
metilatliy baslidin ve yaklasik 200-250 baz poli(A) kuyrudunun
eklenmesini i¢erir, mRNA'nin &n-mRNA'dan islenmesi ayrica
siklikla, Sn-mRNA' nin, memel i mRNA’ larinin 90-9571inin
olgunlasmasinda meydana gelen ug¢ birlestirmesini icerir.
Intronlar (veya mudahil diziler), olgun mRNA'nin kodlama
dizisinde vyer almayan bir on-mRNA (veya bunu kodlayan DNA)
bélgeleridir. Eksonlar, olgun mRNA’da muhafaza edilen primer
transkript bEdlgeleridir, Eksonlar, olgun mRNA dizisinin
olusturulmasi icgin birlikte ug¢ birlestirilir. Ucg¢ birlestirme
kesismeleri ayrica, kesisimin 5’ tarafinin siklikla ™5' ug
birlestirme alani” veya “ug¢ birlestirme dondr alani” olarak ve
3" tarafinin "3’ u¢ birlestirme alani” veya “u¢ birlestirme
alici alani” olarak adlandirildidir sgekilde ug birlestirme
alanlari clarak da ifade edilmektedir. Ug¢ birlestirmede, bir
akis vyukari eksonun 3" ucu akis &aszadi1 eksonun 57 ucuna
birlestirilir. Bdylelikle, ug birlestirilmemis O&n-mRNA, Pkir

intronun 5’ ucunda bir ekson/intron kesismesine ve  bir
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intronun 3" ucunda bir intron/ekscn kesismesine sahip olur.
Intron c¢ikarildiktan sonra, eksonlar bazi durumlarda, olgun
mRNA’da ekson/ekson kesisimi veya siniri olarak ifade edilen
verde bitisiktir. Kriptik ug¢ birlestirme alanlari, daha az
si1klikla kullanilan ancak olaan ug birlestirme alani blokeli
oldudunda wveya mevcut olmadidinda kullanilabilen alanlardir.
Birlikte u¢  birlestirme olarak tanimlanan alternatif ucg
birlestirme wveya eksonlarin farkli kombinasycnlari codunlukla

bir tek genden birden fazla mRNA transkriptiyle sonug¢lanir.

Bir nokta mutasyonundan ortava cikan insan genetik
hastaliklarinin %50'sine kadari anormal ©&n-mRNA iszlenmesiyle
sonu¢lanir. Bu tip nokta mutasyonlari vya bir mevcut ug
birlestirme alanini bozar vya da eksonlarin farkli bir
kombinasyonundan olusan va da eksonlarin silintilerine sahip
mMRNA transkriptlerivle sonug¢lanan sekilde yeni bir ug
birlegstirme alani vyaratir. Neckta mutasyonlar ayrica bir
kriptik ug¢ birlestirme alaninin aktivasyonuyla sonuglanabilir
va da dizenleyici cis 0©Odelerini (vani ug  birlestirme
giuglendiricileri veya susturuculari) bozar (Cartegni et al.,
Nat. Rev, Genet., 2002, 3, 285-298; Drawgczak et al., Hum,
Genet., 1992, 90, 41-5%4). Antisens oligoniikleotidler, arzu
edilen bir ug¢  Dbirlestirme {iiriiniinin sadlanmasi igin ug
birlestirmeyi vyeniden vyoénlendirmek amaciyla, bircok genetik
hastalikta anormal u¢ birlestirmeye yol agan mutasyonlara
hedeflemek igin kullanilmistar (Kole, Acta Bicchimica

Polonica, 1997, 44, 231-238).

Antisens bilesikler ayrica, Bcl-x-dn-mRNA‘nin uzun ve kisa
bigimleri gibi dodal olusumlu degisimli ug birlestirme
varyantlarinin oranini dedistirmek (U.S. Patent 6.172.216;

U.S. Patent 6.214.986; Taylor et al., Nat. Biotechncl. 1939,

17, 1097-1100) weva prematilre sonlandirma kedonlari ihtiva
ecden spesifik eksonlarin atlanmasini zorlamak igin
kullanilmistir (Wilton et al., Neuromuscul. Disord., 199%, 9,

2



10

15

20

25

30

35

330-338). U.S. Patent 5.627.274 wve WO 94/26887, bir mutasyon
ihtiva eden bir &n-mRNA molekiiliinde, anormal ug¢ birlegstirmeyle
RNAzZ Hf yi aktive etmeyen antisens oligoniiklecotidler
kullanilarak mlicadele etmek ic¢in bilesimleri wve vydntemleri

acliklamaktadair.

Yakinsal spinal kas atrofisi (SMA), spinal motor ndéronlarinin
kaybiyla karakterize bir genetik, nérodejeneratif
rahatsizliktir. SMA, erken baslangigli bir otozomal ¢ekinik
hastaliktir ve halihazirda bebekler arasinda &limin &nde gelen
nedenidir. SMA’nin ciddiveti hastalar arasinda dedisiklik
gbsterir ve bdylelikle U¢ tip olarak siniflandirilmistir. Tip
I SMA deogumda veya & ay icerisinde bkaslayan en ciddi bigimdir
ve tipik olarak 2 vyil icerisinde &limle sonucglanir. Tip I
SMA’s1 olan cocuklar oturamaz veya vyiuriyemez. Tip II SMA orta
bPicimdir wve hastalar oturabkilir ancak ayakta duramaz vevya
yurllyemez. Hastaligin kronik bir kigimi olan Tip III SMA’s1
olan hastalar tipik olarak 18 aylik olduktan sonra SMA’vya
vakalanir (Lefebvre et al., Hum. Mol. Genet., 1998, 7, 1531-
1536).

SMAfnin molekiiler temeline, snRNP bivojenezinde ve
devridaiminde yer aldiga diiglinlilen bir nulti-protein
kompleksinin parcasi olan bir protein olan, SMN Telomerik
olarak da bkilinebilen sadkalim motor néron geni 17in  (SMNT1)
her 1iki kopvasinin da kaybi neden olur. Neredeyse d&zdes bir
gen olan, SMN Sentromerik olarak da bilinebilen SMNZ, 5gl3
kromozomunda kopyalanmis bir bdlgede mevcuttur wve hastalik
ciddiyetini modile eder. Normal SMN1 geninin ekspresyonu
valnizca sagkalim motor néronu (SMN) proteininin
ekspresyonuyla sonug¢lanir, Her ne kadar SMN1 wve SMNZ ayni
proteini kodlama potansiyeline sahip olsa da, SMN2Z ekson 7/nin
+6 kenumunda translasyonel olarak sessiz bir mutasyon ihtiva
eder ve bu da SMNZ transkriptlerinde ekson 7'nin etkisiz

dahiliyle sonug¢lanir. Bdylelikle, SMNZ’nin baskin formu, ekson
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7 den yoksun, kararsiz ve inaktif olan budanmis kbir
versiyondur (Cartegni and Krainer, Nat. Genet., 2002, 30, 377-
384). SMNZ2 geninin ekspresyonu yaklagik %10-20 SMN proteiniyle
ve %80-90 kararsiz/fonksivonel-olmavan SMNdelta7 proteinivle
sonuglanir. SMN proteini, u¢ Dbirlestirme-zomun toplanmasinda
iyi-bilinen bir rol oynar ve ayrica aksonda ve ndronlarin

sinir uglarinda mRNA aligverisine aracilik edebilir.

Antisens teknolojisi, alternatif ug birlestirme Urinleri dahil
olmak dzere Dbir vya da daha fazla spesifik gen Urdnunin
ekspresyonunun modile edilmesi ig¢in etkili bir arag¢gtir ve kir
dizi terapdétik, tanisal ve arastirma uygulamalarinda benzersiz
bir sekilde faydalidir. Antisens teknolcojisinin arkasindaki
prensip, bir hedef nilikleik aside melezlenen bir antisens
bilegiginin, bir dizi antisens mekanizmza=sinin biri voluvla,
transkripsiyon, ug¢ birlestirme veya translasyon giki gen
ekspresyocnu aktivitelerini modile etmesidir. Antisens
bilesiklerin dizi &zgiilligdl bu bilesikleri, hedef dodrulama ve
gen fonksivyonellestirme icin aletlerin vani sira hastalikta
yver alan genlerin ekspresyonunu segimli olarak modiile etmek

igin terapdotikler colarak asiri derecede caziptir.

SMN2’ve tamamlayici belirli antisens bilesikleri teknikte
bilinmektedir. Bakiniz &rnedin, WO 2007/002390; Hua et al.,
American J, of Human Genetics (April 2008) 82, 1-15; Singh et
al., RNA BRio. ©:3, 1-10 (2009). Burada aciklanan belirli
antisens bilesgikleri wve vyéntemleri, teknikte bilinen bu tip
bilesiklere ve ydntemlere kivasla arzu edilen
karakteristiklere sahiptir. SMNZ'nin uc¢ birlestirmesini modile
etmek i¢in tasarlanan kimerik peptit niikleik asit molekiilleri
tarif edilmistir (WO 02/38738; Cartegni and Krainer, Nat.
Struct. Biocl., 2003, 10, 120-125). Hua Y et al {(2008) The
American Journal of Human Genetics 82: 834-848, insan Smn2 on-

mRNA’v1 hedefleyen antisens bilegikleri ve bunlarin insan SMNZ
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transjenik farelerde ekson 7 1ic¢erilmesi Uzerindeki bkir etki

i¢in test edilmelerini tarif etmektedir.

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Bir vyonde, mevcut bulus, spinal kas atrofisi (SMA) olan bir
insan sljenin tedavisinde kullanim ig¢in, insan SMNZ kodlayan
bir &6n-mRNA'nin intron 7’sine tamamlayici Dbir antisens
oligoniikleotid idic¢eren bir antisens Dbilesik sadlamakta olup,
burada bilegsik insan siijenin intratekal boslugundaki beyin-
omurilik 51v1lsinin icine verilir, burada antisens
oligoniikleotid SEQ ID NO: 1’in nilikleobaz dizisinden olusan bir
niitkleobaz dizisine sahiptir, burada antisens oligoniikleotidin
her bir nikleosidi bir modifiye seker Dbolutli igerir, burada
her bir meodifiye seker Dbollitd bir 2'-metoksietil seker
politidir ve burada her bir nikleosit arasi baglanti bir

fosforotiocat badlantidir.

Bulus ayrica, insan SMNZ kodlayan bir O6n-mRNA’'nin intron
7’ sine tamamlayici bir antisens oligoniikleotid ig¢eren bir
antisens bilesidin, spinal kas atrcfisi (SMA} o¢lan bir insan
siijenin tedavisinde kullanim ig¢in bir ilacin {lretiminde
kullanimini da saglamakta olup, burada ilag insan siijenin
intratekal poslugundaki beyin-omurilik 51v1sinin i¢ine
verilir, burada antisens oligoniikleotid SEQ 1D NO: 17in
niikleobaz dizisinden olugan bir nlkleobaz dizisine szhiptir,
burada antisens oligoniikleotidin her Dbir nitikleosidi bir
modifive seker bdlitu igerir, burada her bir modifiye seker
béliutldl bir 27 -metoksietil seker boliutudir ve burada her bir

nikleosit arasi baglanti bir fosforoticat baglantidir.

Bulusun difer ydnleri mevcut istemlerde diizenlenmektedir.

Belirli durumlarda, mevcut ag¢iklama, bir siijeye, 1insan SMNZ

on-mRNA kodlayan bir nitkleik asidin intron 7’sine tamamlayici
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bir antisens oligoniikleotid igeren Dbir antisens bilegidin
veriligini ig¢eren yontemleri sadlamakta olup, burada antisens
bilesik beyvin-omurilik S51v1isinin igine verilir. Belirli
durumlarda, verilis intratekal Dbosludun icinedir. Belirli
durumlarda, verilis beyindeki beyin-omurilik S1visinin
i¢inedir. Belirli durumlarda, vwverilis bir bolus enjeksiyon
icerir. Belirli durumlarda, verilis bir aktarma pompasiyla

inflizyon icerir.

Belirli durumlarda, antisens bilegik, siijenin vicut
agirliginin kilogrami bagina 0,01 ila 10 miligram arasinda bir
antisens bilesik dozunda wverilir. Belirli durumlarda, doz
stijenin wviicut agirliginin kilcgrami Dbasina 0,01 1ila 10
miligram arasinda antisens bilesiktir. Belirli durumlarda, doz
sijenin wvicut adirliginin kilogrami basina 0,01 ila 5 miligram
arasinda antisens kilegiktir. Belirli durumlarda, doz sljenin
vicut adirliginin kilogrami basina 0,05 1ila 1 miligram
arasinda antisens bilesiktir. Belirli durumlarda, doz siijenin
vicut adirlidinin kilegrami basina 0,01 ila 0,5 miligram
arasinda antisens Dbilesiktir. Belirli durumlarda, doz siijenin
vicut agirliginin kilogrami basina 0,05 ila 0,5 miligram

arasinda antisens bilesiktir.

Belirli durumlarda, doz gunluk olarak verilir. Belirli
durumlarda, doz haftalik olarak wverilir, Belirli durumlarda,
antisens bilegik kesintisiz olarak wverilir ve burada doz, giln
basina verilen miktardir. Belirli durumlarda, yéontem, bir
indiikleme evresinde en az bir indikleme dozunun verilisini wve
bir idame evresinde en az bir idame dozunun verilisini igerir.
Belirli durumlarda, indikleme dozu, siijenin vicut agirliginin
kilogrami basina 0,05 1la 5,0 miligram arasinda antisens
bilesiktir. Belirli durumlarda, idame dozu, sidjenin vicut
adirlidinin kilogrami basina 0,01 ila 1,0 miligram arasinda
antisens bilesiktir. Belirli durumlarda, indilkleme evresinin

siiresi en az 1 haftadir. Belirli durumlarda, idame evresinin
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suresi en az 1 haftadir. Belirli durumlarda, her bir indikleme
dozu wve her bir idame dozu bir tekli enjeksiyon igerir.
Belirli durumlarda, her bir indikleme dozu ve her bir idame
dozu badimsiz clazrak iki va da daha fazla enjeksivyon icerir.
Belirli durumlarda, antisens bilegik, en az 1 haftalik bir
tedavi ©periyodu boyunca en az 2 kez wverilir. Belirli
durumlarda, tedavi periyodu en az bir aydir. Belirli
durumlarda, tedavi periyodu en az 2 aydir. Belirli durumlarda,
tedavi periyodu en az 4 aydir. Belirli durumlarda, indikleme
dozu bir vyva da daha fazla bolus enjeksiyonla verilir ve idame

dozu bir inflizyon pompasivla verilir.

Belirli durumlarda, yontem antisens bilesigin tolere
edilebilirlidinin ve/veya etkililidinin tayin edilmesini
igerir. Belirli durumlarda, antisens bilesidin doz miktara
veya sikliga, antisens bilesigin verilisinin tolere
edilmedidinin bir endikasyonunu takiben indirgenir. Belirli
durumlarda, antisens bilesidin dcz miktari veya sikligi,
antisens bPilesidin veriliginin etkili oldudunun bir
endikasycnunu takiben muhafaza edilir veya indirgenir. Belirli
durumlarda, antisens bilesigin dozu, antisens bilesigin
veriliginin etkili olmadidinin bir endikasyonunu takiben
arttirilir. Belirli durumlarda, antisens bilesigin siklida,
antisens bilesidin veriliginin etkili oldudunun bir
endikasyonunu takiben indirgenir. Belirli durumlarda, antisens
bilesigin si1klig1, antisens Dbilesidin verilisinin etkili

olmadidinin bir endikasyonunu takiben arttirilair.

Belirli durumlarda, vyontemler, antisens bilesidin ve en az bir
adet diger terapinin es-verilisini ig¢erir., Belirli durumlarda,
bir antisens bilesik ve en az bir adet dider terapi ayni
zamanda es-verilir. Belirli durumlarda, bir antisens bilegik,
en az bir adet dider terapinin wverilisi &ncesinde wverilir.
Belirli durumlarda, bir antisens bilesik, en az bir adet dider

terapinin veriliginden sonra verilir. Belirli durumlarda, en
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az bir adet diJer terapi, valproik asidin, riluzolun,
hidroksilirenin wve bir bitiratin birinin ya da daha fazlasinin
veriligini dicerir. Belirli durumlarda, en az bir adet dider
terapi, trikostatin-A'nin verilisini igcerir. Belirli
durumlarda, en az bir adet dider terapi, k&k hicrelerin
verilisini igerir. Belirli durumlarda, en az bir adet dider
terapli gen ‘terapisidir. Belirli durumlarda, gen terapisi
CSF’'ye wverilir wve bir antisens bilesik sistemik olarak
verilir. Belirli durumlarda, gen terapisi CSF’'ye wverilir ve
bir antisens bilesik sistemik olarak wve C(CSF’'ye wverilir,
Belirli durumlarda, aciklana, baslangicta bir antisens
bilesidin {SF'ye ve sistemik olarak wverildidi, arindan gen
terapinin CSF'ye verildidgi ve antisens bilesidin sistemik
verildigdi tedavi rejimleri sadlar. Bu tip belirli durumlarda,
sije 11k tedavi =zamaninda bir Dbebektir. Bu tip belirli
durumlarda, sije 2 vasindan klgiktiir. Belirli durumlarda,
antisens bilesik bir siijenin CNS’sine, siije gen terapisi igin
yeterince bilylyene kadar wverilir. Bu tip belirli durumlarda,
antisens Dbilesik Dbkasindan sonuna kadar sistemik olarak

verilir.

Belirli durumlarda, antisens bilesik vyaklasik 0,01 mg/ml’lik,
yvaklasik 0,05 mg/ml’lik, vaklasik 0,1 mg/ml’lik, vyaklasik 0,5
mg/ml”1lik, vaklasik 1 mg/ml’lik, vaklasik 5 mg/ml’lik,
vaklasik 10 mg/ml”11ik, yaklasik 50 mg/ml’1ik wveya yaklagsik 100

mg/ml’1lik bir konsantrasyonda verilir.

Belirli durumlarda, siijedeki bir motondrondaki SMNZ mRNA'nin
ekson 7'sinin inkliuzyonu artar. Belirli durumlarda, sijedeki
bir motondrondaki SMNZ  polipeptidindeki ekson 7 amino

asitlerinin inkliizyonu artar.

Belirli durumlarda, acgiklama, bir =sljedeki bir motondrondaki
SMNZ mRNA'nin ekson 7'sinin inklizyonunun arttirilmasinin,

stijeye, 1dnsan SMN2 kodlayan bir nlkleik asidin intron 7'sine
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tamamlayici bir antisens oligoniikleotid i¢eren bir antisens
bilesidin wverilmesini ve bdylelikle silijedeki motondrondaki
SMNZ mRNA’nin ekson 7'sinin inkliizyconun arttirilmasini iceren

véntemler saglamaktadair.

Belirli durumlarda, acgiklama, bir sijedeki bir motondrondaki
SMNZ polipeptidindeki ekson 7 amino asitlerinin inkliUzyonunun
arttirilmasinin, stijevye, insan SMN2 kodlayan bir ntkleik
asidin intron 7’sine tamamlayici bir antisens oligoniikleotid
igeren bir antisens Dbilesidin verilmesini ve bdylelikle
siijedekli motondrondaki SMN2 polipeptidinin ekson 7 amino
asitlerinin inkliizyonun arttirilmasini igeren yontemler

sadlamaktadir.

Belirli durumlarda, sije SMA’lidir. Belirli durumlarda, sije
tip I SMA’"lidir. Belirli durumlarda, sije tip II SMA’laidir.

Belirli durumlarda, sije tip III SMA’lidir.

Belirli durumlarda, bir birinci doz in utero verilir. Belirli
durumlarda, birinci doz, kan-beyin-bariyerinin tam olusumu
dncesinde wverilir. Belirli durumlarda, bir birinci doz sijenin
dodumunun 1 haftasi iginde wverilir. Belirli durumlarda, bir
birinci doz siijenin dofumunun 1 ayi ig¢inde wverilir. Belirli
durumlarda, bir birinci doz sijenin doJumunun 3 ayi ig¢inde
verilir. Belirli durumlarda, bir bkirinci doz slijenin dogumunun
6 avyl icinde wverilir. Belirli durumlarda, bir birinci doz,
siije 1 ila 2 vyasindavken wverilir. Belirli durumlarda, bir
birinci doz, sije 1 ila 15 vyasindayken wverilir. Belirli
durumlarda, bir birinci doz, stije 15 vyasindan Dblylkken

verilir.

Belirli durumlarda, slje bir memelidir. Belirli durumlarda,

siije bir insandir.
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Belirli durumlarda, yontemler, SMA" s1 olan  bir stijenin
tanimlanmasini ig¢erir. Belirli durumlarda, sije, sijenin bir
va da daha tfazla kasinin elektriksel aktivitesinin
Slciilmesivle tanimlanir. Belirli durumlarda, sije, sijenin,
sUijenin SMN1l geninde bir mutasyona sahip olup olmadidinin
belirlenmesi 1i¢in bir genetik testle tanimlanir. Belirli

durumlarda, siije kas biyopsisiyle tanimlanir.

Belirli durumlarda, antisens bilesgsidinin verilisi, ekson 7'ye
sahip SMNZ mRNA miktarinda en az %10 bir artigla sonuglanair.
Belirli durumlarda, ekson 7' ye sahip SMNZ mRNA miktarindaki
artis en az %20'dir. Belirli durumlarda, ekson 7'ye sahip SMNZ
mRN2A miktarindaki artis en az %507dir. Belirli durumlarda,

ekson 7'ye sahip SMNZ mRNA'nin miktari en az 3707tir.

Belirli durumlarda, antisens bilesidinin wverilisi, ekson 7
amino asitlerine sahip SMNZ2 peolipeptidi miktarinda en az %10
bir artisla sonuglanir. Belirli durumlarda, ekson 7 amino
asitlerine sahip SMNZ polipeptidi miktarindaki artis en az
%207dir. Belirli durumlarda, ekson 7 aminc asitlerine sahip
SMNZ polipeptidi miktarindaki artig en az %507dir. Belirli
durumlarda, ekson 7 amino asitlerine sahip SMNZ polipeptidi

miktarindaki artis en az %70"tir.

Belirli durumlarda, antisens Dbilegiginin wverilisi, stjedeki
SMA'nin en az bir semptomunu iyilestirir. Belirli durumlarda,
antisens bilesidinin verilisi, siijede gelismis motor
fonksiyonuyla sonuglanir. Belirli durumlarda, antisens
bilesiginin wverilisi, siijede geciktirilmis veya indirgenmis
motor fonksiyonu kaybiyla sonuglanir. Belirli durumlarda,
antisens bilesidinin wverilisi, gelismis solunum fonksiyonuyla
sonug¢lanir. Belirli durumlarda, antisens bilesidinin verilisi,

gelismis sadkalimla sconuclanir.
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Belirli durumlarda, antisens niikleotidin en az bir niukleosidi
bir modifiye seker béliti icerir., Belirli durumlarda, en az
bir modifiye seker bolitd bir 27/-metcoksietil seker bolitt
icerir. Belirli durumlarda, antisens oligoniikleotidin esasen
her bir nikleosidi bir modifiye seker bolitid igerir. Belirli
durumlarda, bir modifiye seker bélitld igeren nikleositlerin
tamam1i ayni sgseker modifikasyonunu icerir. Belirli durumlarda,
her bir modifiye seker bOluUti bir 2’ -metoksietil seker boliti
igerir. Belirli durumlarda, antisens oligoniikleotidin her bir
nikleosidi bir modifivye seker bolati igerir. Belirli
durumlarda, nlikleositlerin tamami aynli seker modifikasyonunu
igcerir. Belirli durumlarda, her bir modifiye seker b&litid bir
2" -metoksietil seker b&1Utd igerir. Belirli durumlarda, en az
bir niklecsit arasi baglanti bir fosforotioat nikleosit araszi
baglantidir. Belirli durumlarda, her bir nikleosit arasi

baglanti bir fosfcoroticat nlikleosit arasi badlantidir.

Belirli durumlarda, antisens oligoniiklectid 10 ila 25 arasinda
bagli nikleositten olusur. Belirli durumlarda, antisens
oligonikleotid 12 ila 22 arasinda bagli nikleositten olusur.
Belirli durumlarda, antisens oligoniiklecotid 15 ila 20 arasinda
bagla nikleositten olusur. Belirli durumlarda, antisens

oligoniikleotid 18 badli niikleositten clusur.

Belirli durumlarda, antisens oligonikleotid, insan SMIN2
kodlayan nilkleik aside en az %9%0 tamamlayicidir. Belirli
durumlarda, antisens oligonikleotid, insan SMNZ kodlavyan
nikleik aside tamamen tamamlayicidir. Belirli durumlarda,
oligoniikleotid, SEQ ID NO: 1 niikleobaz dizisinin en az 10
bitisik nlUkleobazini igeren bir nikleobaz dizisine sahiptir.
Belirli durumlarda, oligoniikleotid, SEQ ID NO: 1 nilklecobaz
dizisinin en az 15 bitisik niiklecbazini igeren bir nliklecba:z
dizisine sahiptir. Belirli durumlarda, oligoniikleotid, SEQ ID

NO: 1 nikleobaz dizisini ic¢eren bir niiklecbaz dizisine
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sahiptir. Belirli durumlarda, oligoniklectid, SEQ ID NO: 1

nilikleobaz dizisinden olusan bir niiklecbaz dizisine sahiptir.

Belirli durumlarda, antisens bilegik bir konjugat grubu veya

terminal grubu igerir.

Belirli durumlarda, antisens bilesik antisens
oligoniikleotidden clusur.

Belirli durumlarda, antisens bilesik ayrica sistemik olarak
verilir. Belirli durumlarda, sistemik wverilis, intravendz vevya
intraperitoneal enjeksiyonladir. Belirli durumlarda, sistemik
verilis ve merkezi sinir sisteminin i¢ine verilis ayni zamanda
gerceklestirilir. Belirli durumlarda, sistemik wverilis vwve
merkezi sinir sisteminin ig¢ine wverilis farklai zamanlarda

gerceklestirilir.

Belirli durumlarda, ag¢iklama, antisens bilesiklerin vya tek
basina vya da CSF'nin ig¢ine aktarimla kombinasyon halinde
sistemik wverilisini sadlar. Belirli durumlarda, farmasdtik
bilesimler sistemik olarak wverilir, Belirli  durumlarda,
farmasétik bilegimler subkitan olarak verilir. Belirli
durumlarda, farmasdétik bilesimler intravendz olarak wverilir.
Belirli durumlarda, farmasotik bilegimler intramuskiiler

enjeksiyonla verilir.

Belirli durumlarda, farmasdtik bilesimler hem docdrudan CSF’ye
(6rnedin IT wve/veya ICV enjeksiyonu ve/veya infiizyon) hem

sistemik olarak wverilir.

Belirli durumlarda, ag¢iklama, SMA ile 1iliskili en az bir
semptomu olan bir siijeve, 15 ila 20 arasinda badl:
niitkleositlerden olusan Dbir oligonikleotid igeren ve tam
uzunludu bovunca SEQ ID NO. 7'vyve %100 tamamlayici olan bir
nilkleobaz dizisine sahip bir antisens bilesidin en az bir

dozunun verilisinin ydntemlerini sadlamaktadir wve burada her
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bir ntkleosit bir 2'-MOE modifiye nikleosittir wve burada 0,1
mg/kg ila 5 mg/kg arasindaki en az bir doz CSF’ye wverilir. Bu
tip belirli durumlarda, doz 0,5 mg/kg ila 2 mg/kg arasindadir.
Belirli durumlarda, en az bir doz bolus enjeksiyonla verilir.
Bu tip belirli durumlarda, en az bir ikinci doz wverilir. Bu
tip belirli durumlarda, i1kinci doz birinci dozdan en az 2
hafta sonra verilir. Belirli durumlarda, ikinci doz birinci
dozdan en az 4 hafta sonra wverilir. Belirli durumlarda, ikinci
dez birinci dozdan en az 8 hafta sonra verilir. Belirli
durumlarda, ikinci deoz birinci dozdan en az 12 hafta sonra
verilir. Belirli durumlarda, ikinci doz birinci dozdan en az
16 hafta sonra wverilir. Belirli durumlarda, ikinci doz birinci
dozdan en az 20 hafta sonra verilir. Belirli durumlarda, siije
birinci dozun verilis =zamaninda 2 vyasin altindadir. Belirli
durumlarda, siije 2 ila 15 vyas arasindadir. Belirli durumlarda,
siije 15 ila 30 vas arasindadir. Belirli durumlarda, sije 30
yvasindan bluyuktiir. Belirli durumlarda, SMA ile iligkili en az
bir semptomun ilerleyisi yavaslayip azalir. Belirli

durumlarda, oligoniikleotid ISIS396443' tir.

Belirli durumlarda, ac¢aiklama, SMA 1ile iligkili en az bir
semptomu olan bir slijevye, 15 ila 20 arasinda baglsi
nikleositlerden olusan Dbir oligoniikleotid 1igeren ve tam
uzunlugu boyunca SEQ ID NC. 7'ye %100 tamamlayici olan bir
niikleobaz dizisine sgahip bir antisens bilesigin en az bir
sistemik dozunun verilisinin vyontemlerini sadlamaktadir ve
burada her bir niikleosit bir 2/-MOE modifive nikleosittir wve
burada en az bir doz sistemik olarak wverilir. Bu tip belirli
durumlarda, en az bir doz bolus enjeksiyonla wverilir. Belirli
durumlarda, verilen doz 0,5mg/kg 1la 50mg/kg arasindadair,
Relirli durumlarda, doz 1 mg/kg ila 10mg/kg arasindadir.
Belirli durumlarda, doz 1 mg/kg ila 5 mg/kg arasindadir.
Belirli durumlarda, doz 0,5mg/kg 1ila 1mg/kg arasindadir.
Belirli durumlarda, en az bir ikinci doz wverilir. Bu tip

belirli durumlarda, ikinci doz birinci dozdan en az 2 hafta
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sonra verilir. Belirli durumlarda, ikinci doz birinci dozdan
en az 4 hafta sonra verilir. BRelirli durumlarda, ikinci do=z
birinci dozdan en az 8 hafta sonra wverilir. Belirli
durumlarda, ikinci doz Dbirinci dozdan en az 12 hafta sonra
verilir. Belirli durumlarda, ikinci doz birinci dozdan en az
16 hafta sonra wverilir. Belirli durumlarda, ikinci doz birinci
dozdan en az 20 hafta sonra verilir. Belirli durumlarda, siije
birinci dozun verilis =zamaninda 2 vyasin altindadir. Belirli
durumlarda, siije 2 ila 15 yas arasindadir. Belirli durumlarda,
siije 15 ila 30 vasgs arasindadir. Belirli durumlarda, siije 30
vasindan bkiyliktidr. Belirli durumlarda, SMA ile iligkili en az
bir semptcomun ilerleyisi yavaslayip azalir. Belirli

durumlarda, oligaonikleotid TSTS396443' tiir.

Belirli durumlarda, aciklama, SMA 1le iliskili en az bir
semptomu olan bir sllijeye, 15 ila 20 arasinda kagli
niikleositlerden olusan bir oligoniikleotid igeren ve tam
uzunludu boyunca SEQ TID NC. 7'ye %100 tamamlayici olan bir
nilkleobaz dizisine sahip bir antisens bilesidin en az bir C3F
deozunun ve en az bir sistemik dozunun verilisinin yontemlerini
saglamaktadir ve burada her bir nilklecsit bir 2’-MOE modifiye
nilkleosittir. Bu tip belirli durumlarda, CSF dozu 0,1 mg/kg
ila 5 mg/kg arasindadir. Belirli durumlarda, sistemik doz
0,5mg/kg 1la 5H0mg/kg arasindadir. Belirli durumlarda, en az
bir CSF dozu bolus enjeksiyonla verilir. Belirli durumlarda,
en az bir sistemik doz bolus enjeksiyonla wverilir., Bu tip
belirli durumlarda, en az bir sistemik doz subkiitan
enjeksiyonla verilir. Belirli durumlarda, CSF dozu wve sistemik
doz ayni zamanda verilir. Belirli durumlarda, CSF dozu ve
sistemik doz farkli zamanlarda verilir. Belirli durumlarda,
siije birinci dozun wverilis zamaninda 2 vyasin altindadair.
Belirli durumlarda, siije 2 ila 15 yas arasindadair. Belirli
durumlarda, silje 15 ila 30 vas arasindadir. Belirli

durumlarda, siije 30 vyasindan bilyiiktir. Belirli durumlarda, SMA
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ile iliskili en az bir semptomun ilerleyisi yavaslayip azalir.

Belirli durumlarda, oligoniikleotid ISTS3964437 tir,

Belirli durumlarda, aciklama, SMA 1le iliskili en az bir
semptomu olan bir stijevye, 15 ila 20 arasinda bagla
nikleositlerden olusan bir oligoniikleotid igeren ve tam
uzunludu boyunca SEQ ID NO. 7'ye %100 tamamlayici olan bir
niikleobaz dizisine sahip wve her bir nilikleosidin bkir 27-MOE
modifiye nlikleosit ocldudu bir antisens bilesidin en az bir
sistemik dozunun ve Dbir gen terapisi ajaninin en az bir
dozunun veriliginin yvontemlerini saglamaktadir. Belirli
durumlarda, sistemik doz 0,bmg/kg ila 50mg/kg arasindadair.
Belirli durumlarda, en az bir sistemik doz bolus enjeksiyonla
verilir. Bu tip belirli durumlarda, en az Dbir sistemik doz
subkiitan enjeksiyonla verilir. Belirli durumlarda, sistemik
doz wve gen terapisi ajani ayni zamanda verilir. Belirli
durumlarda, sistemik doz wve gen terapisi ajani farkl:
zamanlarda verilir. Belirli durumlarda, gen terapisi ajani
CSF’'ye werilir. Bu tip belirli durumlarda, gen terapisi ajani
intratekal enjeksiyonla ve/veya infizyonla verilir. Bu tip
belirli durumlarda, gen terapisi ajani intraserebroventrikiiler
enjeksiyonla ve/veya inflizyonla verilir. Belirli durumlarda,
stije birinci dozun wverilis =zamaninda 2 vasin altindadir.
Belirli durumlarda, stuje 2 1ila 15 vas arasindadir. Belirli
durumlarda, stije 15 ila 30 vas arasindadir. Belirli
durumlarda, siije 30 yasgindan biylktir. Belirli durumlarda, SMA
ile iliskili en az bir semptomun ilerleyisi vavaslayip azalir.

Belirli durumlarda, oligoniikleotid ISIS3964437tir.

Belirli durumlarda, ag¢iklama, SMA ile 1iliskili en az bir
semptomu o©lan bir slijenin seg¢ilmesinin ve Dbir antisens
bilesigin yvukaridaki yontemlerin herhangi birine gbre
verilisinin yoéntemlerini salamaktadir. Bu tip belirli
durumlarda, SMA‘nin en az bir semptomu verilisten sonra tavin

edilir. Bu tip belirli durumlarda, SMA’nin en az bir semptomu
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iyilesir. Bu tip belirli durumlarda, SMA'nin en az bir
semptomu ilerlemez veya antisens bilesidin verilisini almamis

olan bir sljeye kivyasla daha yavas ilerler.

Belirli durumlarda, agiklama, vukaridaki ydntemlerin herhangi
birinde kullanim i¢in, insan SMNZ kodlayan bir niukleik asidin
intron 7'sine tamamlayici bir antisens oligoniikleotid iceren
bir antisens bilesik sadlar. Belirli durumlarda, ac¢iklama,
sagkalim motor ndronu 1 (SMN1) ile iliskili bir hastalidin va
da durumun tedavisinde kullanim ig¢in bu tip bir bilesik

saglar.

Belirli durumlarda, acgiklama, insan SMN2 kodlavan bir nilkleik
asidin intron 7’sine tamamlayici bir antisens oligonitkleotid
iceren bir antisens bilesigin, vukaridaki yéntemlerin herhangi
birinde kullanim ic¢in bir ilacin Uretiminde kullanimini
sagdlar. Belirli durumlarda, ilag¢, sadkalim motor néronu 1
(SMN1) dile 1iliskili bir hastalidin ya da durumun tedavisi

igindir.

SEKILLERIN KISA ACIKLAMASI

Sekil 1, Ornek 4’te miizakere edilen, ekson 7 (y-ekseni)
ig¢eren SMN2 vyiizdesinin, 7 ginlik tedavinin (x-ekseni)
sonlandirilmasindan 0, 2, 4, 6 wve 8, haftada tayin
ecdildigi eylem calismasinin bir sliresinden alinan
sonuc¢lari gédstermektedir. “0.” hafta numunesi, tedavinin
sonlandirilmasindan 1 gUn sonra alinmistir. CON, salin
tedavili fareleri temsil etmektedir. Kontrol salin
tedavili fareler arasinda 0. ila 6. aya kadar farkl:
zaman noktalarinda inklilizyon %’sinde hig¢ fark olmamistir,

Sekil 2, Ornek 4’te miizakere edilen, ekson 7 iceren SMN2
ylizdesinin, 7 ginliltk tedavinin sonlandirilmasaindan 0,
Q,5, 1, 2, 5 wve 6. haftada tayin edildigi evlem

calismasinin bir siresinden alinan sonuglara

16



10

15

20

25

30

35

gbstermektedir. “oLT hafta numunesi, tedavinin
sonlandirilmasindan 1 gin sonra alinmigtir. CON, salin
tedavili fareleri temsil etmektedir. Kontrol salin
tedavili fareler arasinda 0. 1la 6. ava kadar farkla
zaman noktalarinda inklizyon %' sinde hig fark olmamistir.
Sekil 3, ISIS3964437 {in embriyonik verilisinin, SMA
farelerinin Tayvan susunda kuyruk-boyu izerindeki
etkisini &lcen Ornek 6’da miizakere edilen bir deneyden
alinan sonug¢lari gostermektedir. Sekil 3A; Dbu birinci
deneyi gGstermektedir wve Sekil 3B, antisens bilegsidin
farkli bir konsantrasyonunu test eden, kaydedildigi
sekilde wve kiyaslama amaciyla normal fareler igin
verileri igeren tekrarlanan bir deneyi gdstermektedir.
Sekil 4, Ornek 77 de mizakere edilen western
lekelemelerinden alinan sonuglari gostermektedir. Y
ekseni, ekson 7 igeren cesitli numunelerdeki SMN
ylizdesidir.

Sekiller 5 ve 6, Ornek 7’de miizakere edilen deneylerden
alinan sonuglari godstermektedir. SMA farelerinin (Tayvan
susu) bir dizi tayini, ya bir antisens bilesikle ya da
bir kontrol oligeonikleotidiyle tedavinin ardindan
gerceklestirilmistir.

Sekil 7, Ornek 7’de miizakere edilen bir deneyden alinan
bPir sadkalim edrisini gtstermektedir.

Sekil 8, Ornek 7’de miizakere edildigi i{izere, bir antisens
kPilegsikle vya da bir kontreol c¢ligoniiklecotidiyle tedavinin
ardindan omurilidin tfarkla kisimlarindaki motor
néronlarinin sayisinin bir tayininden alinan sonuglara
gdstermektedir.

Sekil 9, Ornek 7’de miizakere edildigi iizere antisensle
tedavi edilen hayvanlardaki ({ekson 7 dgeren) tam SMN
RNA'nin bir tayininden alinan sconuglari géstermektedir.
Sekil 10, Thayvanlarin va (1) tedavi edilmedidi; (2)
dodumda (PO. Giin) antisens bilegidin bir tekli dozunun

verildigdi ya da (3) PO’'da bir birinci dozun ve 21. ginde
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(P21) bir ikinci dozun verildigi Ornek 7’de mizakere
edilen Dbir deneyden alinan bir sadkalim efrisini
gbstermektedir.

Sekil 11, ikinci dozu almis olan hayvanlarla valnizca
birinci deozu almis olan hayvanlari karsilastiran Ornek
7'de tarif edilen bir deneyden alinan bir sadkalim
edrisini gbstermektedir.

Sekil 1z, antisens bilesidin maymunlara intratekal
inflizyonla verilmis oldudu ve bilesidin konsantrasyonunun
96 saat sonra farkli dokularda tayin edilmis oldugu Ornek
9'da mlizakere edilen bir deneyden alinan sonug¢lari
gdstermektedir.

Sekil 13, Ornek 12’de miizakere edilen, antisens bilesidin
farkla dozlarinin ciddi SMA' 11 farelere subkitan
enjeksiyonla verilmis oldudu denevyler icin bir sagkalim

efdrisini gdstermektedir.

BULUSUN DETAYLI ACIKLAMASI

Hem vukaridaki genel tarifnamenin hem asagidaki ayrintila
tarifnamenin valnizca emsal wve ag¢iklayici oldudu wve korumas:
talep edildigi sekilde bulusu kisitlavyica olmadigda
anlasilmalidir. Burada, aksi spesifik olarak belirtilmedigi
silrece tekil kullanim c¢odul kullanimi da icermektedir. Burada
kullanildigdr sekliyle, “veya”  sozcliglinin  kullanima, aksi
belirtilmedigi siirece “ve/veva” anlamina gelmektedir. Dahasz,
“iceren” teriminin vani sira M“icerir” wve “icermistir” gibi
diger bigimlerin kullanimi sinirlayici dedildir. Ayrica, %6ge”
veya “bilesen” gibi terimler, aksi spesifik olarak
belirtilmedigdi siirece, hem bir {nite igeren ©&Jeleri ve
bilegsenleri hem birden fazla alt Unite igeren dgeleri ve

bilesenleri kapsamaktadir.
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Burada kullanilan bélim basliklara valnizca dizenleme
amac¢lidir ve tarif edilen ana kenuyu sinirlayici olarak

degerlendirilmemelidir.

I. Tanimlar

Spesifik tanimlar sadlanmadidi siirece, burada tarif edilen
analitik kimyayla, sentetik organik kimyayla wve tibki ve
farmasétik kimyayla badlantili olarak kullanilan terimlendirme
ve bunlarin prosedirleri ve teknikleri teknikte iyi bilinen ve
vaygin olarak kullanilanlardir. Kimvasal sentez ve kimyasal
analiz ig¢in standart teknikler kullanilabilir. Bu tip belirli
teknikler ¢rnedin Sangvi ve Cook tarafindan yayina hazirlanan
“Carbohydrate Modifications in Antisense Research” American
Chemical Scciety, Washington D.C., 19947 te; “Remington’s

i

Pharmaceutical Sciences,” Mack Pubklishing Co., Easton, Pa.,
18. baski, 18%0'da ve Stanley T. Crocke tarafindan vyayina
hazirlanan “Antisense Drug Technology, Principles, Strategies,
and Applications” CRC Press, Boca Raton, Florida’da wve

Sambrook et al,, “Molecular Cloning, A laboratory Manual,” 2,

Baska, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1%887da
bPulunabilir.
Aksi gésterilmedidi  sirece, asagidaki terimler asagidaki

anlamlara sahiptir:

“Nikleosit”, bir hetercosiklik baz bdéliitil ve bir seker bolitid
igceren bir bilesik anlamina gelmektedir. Niklecositlere,
bPunlarla sinirla kalmamak kaydivyla, dogal olusumlu
niikleositler, modifiye nikleositler ve mimetik bazlara ve/veya
seker bdélitlerine sahip nikleositler dahildir. Nikleositler

cesitli cornatiklarin herhangi birivle modifiye edilebilir.

“Seker bolutd”, bir dodal veya modifive gseker vya da geker

vekill anlamina gelmektedir.
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“Dogal seker”, DNA (2'-H) veya RNA (2'-0H)’nin bir ribofiliranoz

b&1liitli anlamina gelmektedir.

"Modifiye sgeker”, dogal bir sgekerinkinden farkli en az bir

ornatik icgeren bir riboflirancz boélitud anlamina gelmektedir.

“Seker wvekili”, bir riboefiiranoz halkasindan farkli olan, bkir
nitkleosidin sekerinin yerine gecgebilen bir vyapi anlamina
gelmektedir. Seker vekillerinin &rneklerine, bunlarla sinairla
kalmamak kaydiyla, acik halka sistemleri, 6-iUyeli halkalar,
oksijenin, ¢&rnedin, silfilr vya da nitrojenle de§istirildidi
sekerler dahildir. Ornedin, seker vekillerine, bunlarla
sinirli  kalmamak kaydiyla, morfolinler wve 4'-tiyoc-igeren

sekerler dahildir.

“Niikleobaz”, bir nilkleosidin heterosiklik baz kismi anlamina
gelmektedir. Nikleobazlar dogal olusumlu olabilir veya
modifiye edilebilir. Belirli durumlarda, bir niikleobaz, bkir
baska niikleik asidin bir nikleckbazina hidrojen baglayabilen

herhangi bir atom veya atom grubu icerebilir.

“"Nikleotid”, bir fosfat badlayici grup igeren bir niikleosit
anlamina gelmektedir. Burada kullanildigy seklivle,

nikleositlere niukleotidler dahildir.

“"Modifiye niikleosit”, dogal olusumlu RNA vevya DNA
nikleositlerine kiyasla en az bir modifikasyon igeren Dbir
nikleosittir. Bu tip modifikasyon seker boéliitinde ve/vevya

nitkleobazda ¢labilir,

“"Bisiklik niikleosit” wveya “BNA”, niikleosidin seker boliitiinin
iki karbon atomunu birlestiren bir képrii icerdidi, béylelikle
Lir bisiklik gseker bdlitidl olusturdudu bir nilklecsit anlamina

gelmektedir.
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W47 =27 bisiklik niikleosit”, seker halkasinin 2’ karbon atomunu
ve 47 karbon atomunu birlestiren furanoz halkasinin iki karbon
atomunu birlestiren bir képrii igeren Dbir furanoz halkasa

igeren bir bisiklik nitkleosit anlamina gelmektedir.

"2’ -modifiye” wveya “Zf-ikameli”, H wveya OH’den farkli 2’
konumunda bir ornatik icgeren bir seker iceren bir nilikleosit

anlamina gelmektedir.

“2"-0Me” wveya “2'-0CH3” veya “2’'-0-metil” terimlerinin her
biri, seker halkasinin 2’ konumunda bir —-0OCHs grubu igeren bir

seker anlamina gelmektedir.

“MOE” veya w27 -MORE” veya “Z2f -0CH2CH,OCHz" veya "2 -0-
metoksietil” terimlerinin her Dbiri, seker halkasinin 2’
konumunda bir -0OCH:CH;OCH3 grubu igeren bir seker anlamina

gelmektedir.

“Oligonikleotid”, Dbirden fazla bagli nikleosit idgeren bir
bilesik anlamina gelmektedir. Belirli durumlarda, birden fazla
nikleosidin biri va da daha fazlasi modifivedir. Belirli
durumlarda, bir oligoniikleotid  bir va da daha fazla

ribenikleosit (RNA) ve/veva deoksiriboniiklecosit (DNA) igerir.

“Oligonikleosit”, nitkleosit arasi baglantilarin higbirinin bir
fosfor atomu ihtiva etmedidi bir oligontklectid anlamina
gelmektedir. Burada kullanildidi sekliyle, oligoniikleotidlere

oligoniikleositler dahildir.
“Modifiye oligoniiklectid”, en az bir medifiye nilkleosit

ve/veya en az bir modifiye nlikleosit arasi badlanti icgeren bir

oligoniikleotid anlamina gelmektedir.

21



10

15

20

25

30

35

“Nikleosit arasi baglant1”, bir oligoniikleotidin komsu
nilkleositleri arasinda esdederli bir haglanta anlamina

gelmektedir.

“"Dogal olusumlu niikleosit arasi baglanti™, bir 37 wveya 5’

fosfodiester badlantisi anlamina gelmektedir.

“"Modifiye nitkleosit arasi baglanti”, bir dedal olusumlu
niitkleosit arasi badlantidan farkli herhangi bir nilikleosit

arasil baglanti anlamina gelmektedir.

“Oligomerik hilesik”, bir oligoniikleotid igeren bir bhilesik
anlamina gelmektedir. Belirli durumlarda, bir cligemerik
bilesim bir oligoniikleotidden olusur. Belirli durumlarda, bir
oligomerik bilesik avyrica, bir vyva da daha fazla konjugat

ve/veya terminal grubu icerir.

“Antisens bilesik”, en azindan bir kismi, melezlendidi bir
hedef nikleik aside en azindan kismen tamamlayici olan bir
oligomerik Dbilegik anlamina gelmekte olup, burada bu tip

melezleme en az bir antisens aktivitevle sonuglanar.

“"Antisens oligoniikleotid”, oligomerik bilesidin bir
oligoniikleotidden olustudu bir antisens Dbilesik anlamina

gelmektedir,

“Antisens aktivite”, bir antisens bilesidin hedef nikleik
asidine melezlenmesine atfedilebilen herhangi bir saptanabilir
ve/veya Slcllebilir etkivi ifade etmektedir. Belirli
durumlarda, bu tip antisensg aktivite, bir niikleik asidin ya da
proteinin bir miktarinda bir artis wveya azalmadir. Belirli
durumlarda, bu tip antisens aktivite, bir niikleik asidin veya
proteinin uc birlestirme varyvantlarinin oraninda bir
deg§igikliktir. Belirli durumlarda, bu tip antisens aktivite,

bir hilcredeki ve/veya siijedeki bir fenotipik dedisikliktir.
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Antisens aktivitenin ‘“saptanmasi” veya “olcilmesi” dodrudan
veya dolayli olabilir. Ornedin, belirli durumlarda, antisens
aktivite, hedef nilkleik asidin va da proteinin miktarinin vevya
bir hedef nilikleik asidin vya da proteinin u¢ birlestirme
varyantlarinin bagil miktarlarinin saptanmasiyla ve/veva
Slciilmesivyle tayin edilir. Belirli  durumlarda, antisens
aktivite, bir hiicrede veya hayvanda bir fenotipik dedisikligin
gézlemlenmesiyle saptanir. Herhangi bir aktivite, vyanit veya
etkiyle badglantila olarak, “saptama” wve "ol¢gme” terimleri,
saptama veya &l¢gme 1¢in  bir testin gergeklestirildigini
gdstermektedir. Bu tip saptama ve/veya 6leme, sifir
degerlerini idicerebilir. B&ylelikle, saptama veya Olgme icgin
bir test hig¢ aktivite (sifir aktivite) olmadigina dair bir
bulguyla sonuclanirsa, aktivitenin saptanmasi veya &lclilmesi

adimi yvine de gercgeklesgtirilmistir.

“Hedef nilkleik asit”, ekspresyonu, miktari veya aktivitesi bir
antisens bilesikle modille edilebilme kapasitesine sahip

herhangi bir niikleik asit molekiiliini ifade etmektedir.

“Hedef mRNAY, bir proteini kodlayvan bir é&nceden-seg¢ilmis RNA

molekiilll anlamina gelmektedir.

“Hedef &n-mRNA”, mRNA'nin ic¢ine tamamen islenmemis olan bir
dnceden-sec¢ilmis RNA transkripti anlamina gelmektedir.

Gzellikle, 6n-mRNA bir ya da daha fazla intron icerir.

“Hedef protein”, bir hedef nikleik asit tarafindan kodlanan

bir protein anlamina gelmektedir.

“Modiilasyon”, fonksiyon wveya aktivitenin bkir pertirbasyonu
anlamina gelmektedir. Belirli durumlarda, modiilasyon  gen

ekspresyonunda bir artis anlamina gelmektedir. Belirli
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durumlarda, modilasyon gen ekspresyonunda bir azalma anlamina

gelmektedir,

“Ekspresyon”, sayesinde bir genin kodlanmis bilgisinin bir
hiicrede mevcut o©olan ve galisan vyapilara doéniustirildigi

herhangi bir fonksiyon ve adim anlamina gelmektedir.

“Niikleobaz dizisi”, herhangi bir seker, bhadlanti ve/veya
niilkleobaz modifikasyenundan badimsiz olarak bitisik
nikleobazlarin bir 57 ila 3’ yoéneliminde siralamasi anlamina

gelmektedir.

“"Bitisik niikleokazlar”, bir niilkleik asitte birbirine hemen

komsu olan niklecbazlar anlamina gelmektedir.

“"Nikleobaz tamamlayiciliglr”, iki niiklecbazin, hidrojen
baglanma vasitasiyla esdederli-clmayan eslesmes yetisi anlamina

gelmektedir.

“Tamamlayici1i”, bir nikleik asidin bir 1ikinci niikleik aside
siki1 melezleme kesgullar: altinda melezlenebildigi anlamina
gelmektedir. Ornedin, bir antisens bilesik hedef niikleik
zsidine, hedef niikleik asidi siki melezleme kesullari altinda

melezleyebiliyorsa tamamlayicidair.

“Tamamen tTamamlayici”, bir Dbirinci nikleik asidin her bir
niikleobazinin, bir ikinci nlkleik asitteki her bir karsilik
gelen Dbitisik konumda bir nliklecbazla eslesebildidi anlamina

gelmektedir.

Bir antisens bhilesidin “tamamlayicilik vyizdesi”, antisens
bilesidin bir hedef nikleik asidin bir esit-uzunluktaki
kismina tamamlavici olan nilklecbazlarinin vizdesi anlamina
gelmektedir. Tamamlayicilik vylzdesi, antisens bilesidin kir

hedef nikleik asidin hedef nikleik asitteki karsilik gelen
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bitisik konumlardaki nukleobazlara Lamamlayica olan
nikleobazlarinin sayisinin antisens bilesidin toplam

uzunluduna béliinmesiyle hesaplanir.

“Ozdeslik vylizdesi”, birinci niikleik asitteki niikleokazlarin
toplam sayisina bdlinen, birinci nukleik asitte, bir ikinci
nikleik asitteki karsilik gelen konumlardaki nlikleobazlara

Ozdes olan niikleckazlarin sayisi anlamina gelmektedir.

"Melezleme”, niklecbaz tamamlayicilik 1uUzerinden ortaya c¢ikan
tamamlayici nlkleik asitlerin veniden birlestirilmesi anlamina

gelmektedir.

“Uyumsuz”, bir birinci nlkleik asidin, bir ikinci nikleik
zeidin karsilik gelen konumundaki bir niliklecbazla eslecsemeyen

bir niikleobazi anlamina gelmektedir.

“Ozdes nUkleobaz dizisi”, niiklecsitlere herhangi bir kimyasal
modifikasyondan badimsiz olarak, ayni niitkleobaz dizisine sahip

olma anlamina gelmektedir.

“Farkli modifikasyonlar” vevya “farkla olarak modifiye”,
modifikasyonlarin yoklugu dahil olmak {izere, birbirinden
farkli: nilkleosit modifikasyonlarina veya nlkleosit aras:
baglantilara sahip niikleositleri veya nikleosit arasi
kFaglantilar: ifade etmektedir. Boylelikle, Ornedin, bkbir MOE
nikleosidi wve bir modifiyve edilmemis DNA niikleosidi, DNA
nitkleosidi modifiye edilmemis olsa bile “farkli olarak
modifiyedir”. Benzer gsekilde, her 1kisi de dogal-oclusumlu
modifiye edilmemis nilkleositler olsa bile, DNA ve RNA “farkl:
olarak meodifiyedir”. Aksi belirtilmedidi slrece, ayni olan
ancak farkli niikleobazlar igeren niklecositler farkli olarak
modifive dedildir. Ornedin, bir 2’-0OMe modifive seker wve bir

adenin niikleckazi igeren bir niikleosit wve bir 2'-OMe medifivye
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seker ve bir timin nlkleobazi icgeren Dbir nlukleosit farkl:

olarak modifiye dedildir.

“Ayni modifikasyonlar”, (modifive edilmemis niikleositler wve
nikleosit arasi baglantilar dahil olmak lUzere) birbiriyle ayni
olan nilikleositleri wve nlkleosit arasi badlantilara ifade
etmektedir. Boylelikle, Srnedin, DNA niikleosidi modifiye
edilmemis olsa bile, 1ki modifiye edilmemis DNA nilikleosidi

“Yayni modifikasyona” sahiptir.

“"Modifikasyon tipi” vevya bir “tipteki” nilkleosid, bir
niitkleosidin modifikasyon anlamina gelmektedir ve modifiye ve
modifiye edilmemis niikleositleri dig¢erir. Dolayisiyla, aksi
belirtilmedidi sltrece, “bir birinci tipte bir modifikasyona
sahip bir niikleosit” modifiye edilmemis bir nikleosit

olabilir.

Bir oligeonikleotidin “ayri bélgeleri”, bir oligoniikleotidin,
bdélge icerisindeki nikleositlerin ve niikleosit arasi
baglantilarin tamaminin ayni modifikasyonlari igerdigi bir
kismi anlamina gelmektedir ve Therhangi bir komsu kismin
niikleositleri wve/veya nilikleosit arasi baglantilari en az bir

farkl: medifikasyon igerir.

“Motif”, bir oligonikleotiddeki modifiye wve/veya modifiye
edilmemis niikleobazlarin, sgekerlerin wve/veya nilkleosit arasa

bFaglantilarain bir paterni anlamina gelmektedir.

“Tamamen modifiye oligonikleotid”, her bir niiklecbazin, her
bir sekerin ve/veya her Dbir niliklecosit arasi baglantinin

modifiye edildigi anlamina gelmektedir.

“"Egit sekilde modifive oligoniikleotid”, her bir niklecbazin,

her bir sgekerin ve/veya her bir niikleosit arasi ba&lantinin,
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modifiye oligontklecotid boyunca ayni modifikasyona sahip
oldudu anlamina gelmektedir.

“Degisen motif”, bir {AB} nlAn paternindeki modifivye
niikleositlerin en az ddrt ayri b&lgesine gahip bir
oligoniikleotid wveya bunun bir kismi anlamina gelmekte olup,
burada A, bir birinci tipte modifikasyona sahip nikleositlerin
bir bélgesini temsil etmektedir; B, farkl: tipte  bir
modifikasyona sahip niitkleositlerin bir bdlgesini temsil
etmektedir; n, 2-15"tir wve m, 0 wveya 1'dir. Béylelikle,
belirli durumlarda, dedigen motifler 4, 5, 6, 7, &, &%, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 1le, 17, 18, 19 wveya 20 va da daha fazla
dedisen bdlge igerir. Belirli durumlarda, her bir A bdlgesi ve

her bir B bélgesi badimsiz clarak 1-4 niikleosit igerir.

“Sije”, tedavi veya terapi ic¢in se¢ilmis olan bir insan veya

insan-olmayan hayvan anlamina gelmektedir.

“Thtiyac duyan bir siije”, bir terapi veya tedaviye ihtiyaca
olan olara tanimlanmis bir siije anlamina gelmektedir. Bu tip
orneklerde, bir sije, SMA’s1 olmanin veya geligtirmenin bir ya

da daha fazla endikasyonuna sahiptir.

“Werilis”, bir slUjeye farmasdtik bir ajanin veya bilesimin
sagdlanmasi anlamina gelmektedir wve, bunlarla sinirli kalmamak
kaydiyla, bir tibbi profesyonel tarafindan wve kendi kendine-

verilig ile wveriligi igerir.

“Parenteral verilis”, enjeksiyon wveya infiizyon yoluyla wverilig
anlamina gelmektedir. Parenteral verilise, Dbunlarla sinirli
kalmamak kaydiyla, subkitan wverilis, intravendz verilig veya

intramuskiiler verilis dahildir,.

“"Sistemik wverilis”, istenen aktivite keonumlarindan farkli bir

alana verilis anlamina gelmektedir. Sistemik verilisin
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drnekleri subkitan verilisg Ve intravendz verilis ver

intraperitoneal verilistir.

“Subkitan wverilis”, derinin hemen altina verilis anlamina

gelmektedir.
“Intravendz verilis”, bir damarin icine wverilis anlamina
gelmektedir.
“"Beyin-omurilik givisi” veya “CSE”, beyin ve omurilik

etrafindaki bosludu dolduran sivi anlamina gelmektedir.

“Omurilik sivisinin dig¢ine verilis”, Dbir maddeyi dogrudan

CSF'nin ig¢ine aktaran herhangi bir verilig anlamina
gelmektedir.
“Intraserebroventrikiler” wveya “ICV”, beyinin wventrikiiler

sisteminin i¢ine verilis anlamina gelmektedir.

“Intratekal” wveya “IT”, CSF'nin i¢ine, beyni ve omuriligi
kaplayan arakncid membranin altina verilisg anlamina
gelmektedir. IT enjeksiyon, omurilidin tekasi {izerinden,
farmasdtik bir ajanin omurilidi ¢evreleyen setin ig¢ine enjekte

edildidi subaraknoid bosludun icine gercgeklegtirilir.

“Indiilkleme evresi”, o esnada verilisin baslatildigi ve aktif
farmasétik ajanin duradan durum konsantrasyonlarinin hedef bir
dokuda elde edildidi bir dozlama evresi anlamina gelmektedir.
Ornedin, bir indikleme evresi, e} esnada anticgens
oligonikleotidin duragan durumdaki konsantrasyonlarinin

karaciderde elde edildidi bhir dozlama evresidir.

“Idame evresi”, ilacin hedef doku duradan durum
konsantrasyonlarinin elde edilmis oldugu bir cdozlama
evresidir.
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“Siire”, o esnada bir aktivitenin veya olayin devam ettidi
zaman periyodu anlamina gelmektedir. Ornedin, bir indiikleme
evresinin slresi, o esnada indikleme dozlarinin verildigi

zaman periyodudur.

“Idame dozu”, idame evresi esnasinda bir tekli veriliste
verilen bir doz anlamina gelmektedir. Burada kullanildida
sekliyle, Mindlikleme dozu”, indikleme evresi esnasinda bir

tekli veriliste verilen bir doz anlamina gelmektedir.

“Eg-verilig”, 1iki vya da daha fazla farmasdtik ajanin bir
siijeye wverilisi anlamina gelmektedir. Tki vya da daha fazla
farmasdtik ajan bir tekli farmasdotik bilegsim c¢labilir veya
ayri farmasdtik bilesimlerde olgbilir. 1ki va da daha fazla
ajanin her biri, ayni wveya farkli wverilis vyolu 1izerinden

verilebilir. Eg-verilig, paralel veya sirali veriligi kapsar.

“Terapi”, bir hastalik tedavi periyodu anlamina gelmektedir.
Belirli durumlarda, terapiye, bunlarla ginirla kalmamak
kaydiyla, kimyasal terapiler wve destekli sc¢lunum, besleme
sondalar:i gibi fiziksel mildahaleler ve direncin arttirilmasi

amaciyla fiziksel terapi dahildir.

“Tedavi”, bir hastaligin garesinin bulunmasi veya
iyilestirilmesi igin kullanilan bir yva da daha fazla spesifik
prosediriin uygulanmasi anlamina gelmektedir. Belirli
durumlarda, spesifik prosediir, bir vya da daha fazla farmasdtik

ajanin verilisidir.

“Tyilestirme”, Dbir durum vya da hastalidin en az bir
endikatdriiniin ciddiyetinin bir azaltilmas=a anlamina
gelmektedir. Belirli durumlarda, ivilestirme, bir durum va da
hastalidin bir va da daha fazla endikatdérinin ilerlemesinde

bir gecikmeyi veya yavaslamayi icerir. Endikatdrlerin
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ciddiyeti, teknikte wuzman kisilerce bilinen sibjektif wveva

objektif &lgimlerle belirlenebilir,

“Baslamasini engellemek”, hastalida wveya duruma vakalanma
riski olan bir =sijedeki bir durumun vya da hastaligin
gelismesini engellemek anlamina gelmektedir. Belirli
durumlarda, hastalida vya da duruma vyakalanma zriskindeki bir
slije, c¢oktan hastalidi ya da durumu olan bir siije tarafindan

alinan tedaviye benzer tedavi alair.

“"Baslamasini geciktirmek”, hastaliga veya duruma vyakalanma
riski olan bir sljedeki bir durumun va da hastaligdin

gelismesini geciktirmek anlamina gelmektedir.

“Ilerlemesini vavaslatmak”, bir hastalaik va da durumla
iliskili en az bir semptomun ciddiyetinin daha az hizli
kotiilesmesl anlamina gelmektedir.

“Ekson 7 amino asitleri”, Dbir SMN proteininin, SMN RNA’nin
ekson 7’sine karsilik gelen kismi anlamina gelmektedir. Ekson
7 amino asitleri, ekson 7'nin ug¢ birlestirme esnasinda harig
birakilmamisg oldudgu SMA RNA"dan cksprese edilen SMN

proteininde mevcuttur.

“SMN proteini”, normal tam boy sadkalim motor ndronu proteini
anlamina gelmektedir. SMN, ekscon 7’nin olgun mRNA’da mevcut
olmasi wve ekson 7 amino asitlerinin SMN proteininde mevcut
olmasi sgartiyla va bir SMN1 geninden va da bir SMNZ geninden

eksprese edilebilir.

“Doz”, bir tekli wveriliste veya belirlenmis bir zaman miktari
boyunca saglanan bir farmasétik ajanin belirlenmis bir miktar:
anlamina gelmektedir. Belirli durumlarda, bir deoz 1iki ya da
daha fzzla bolusta, tablette wveya enjeksivonda verilebilir.
Ornedin, subkiiltan va da intratekal veya ICV verilisin arzu

edildigi belirli durumlarda, arzu edilen doz, bir tekli
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enjeksiyon tarafindan kolayca barindirilamayan bir hacim

gerektirir, Bu tip durumlarda, iki ya da daha fazla
enjeksiyon, arzu edilen dozun alde edilmesi igin
kullanilabilir. Kesintisiz infizyvonun avarlanmasinda, doz,

zaman birimi basina aktarilan bir farmasdtik ajanin miktara

olarak eksprese edilebilir.

“Doza] 1Unitesi”, bir farmasdtik ajanin saglandidi bir form
anlamina gelmektedir. Belirli durumlarda, bir dozaj lnitesi,
liyofilize oligonidkleotid ihtiva eden bir flakondur. Belirli
durumlarda, bir deczaj 1nitesi, sulandirilmis oligonikleotid

ihtiva eden bir flakondur.

“Terapdtik olarak etkili miktar”, bir hayvana terapdtik bir
fayda saglavan bir farmasoétik ajanin bir miktari anlamina

gelmektedir.

“Farmasotik bilesim”, bir bireye wverilis idi¢in uygun colan
maddelerin, farmasdtik bir ajan igeren bir Kkarisimi anlamina
gelmektedir. Ornedin, bir farmasdtik bilesim bir modifiye

oligonikleotid ve bir steril sulu solisyon igerebilir.
“"Kabul edilir givenlik prefili”, klinik oclarak kabul edilen
sinirlar dahilindeki vyan etkilerin bir paterni anlamina

gelmektedir,

“Yan etki”, arzu edilen etkilerin disinda bir tedaviye

atfedilebilen bir fizyolojik yanit anlamina gelmektedir.

1. Belirli Modifiye Oligconiikleotidler

Belirli durumlarda, mevcut agiklama, DNA veya RNA gibi dodal
olusumlu oligomerlerin oligoniikleotidlerine kivasla bir va da
daha fazla modifikasycen iceren antisens oligoniikleotidleri

igeren yédntemler ve bilegimler saglamaktadir. Bu tip modifiye
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antisens oligonikleotidler, bir ya da daha fazla arzu edilen
dzellige haiz olabilir. Bu tip belirli modifikasyonlar,
antisens oligoniikleotidin antisens aktivitesini, érnedin
antisens coligonitklectidin hedef niikleik asidine afinitesini
arttirarak, bir ya da daha fazla niukleaza direncini arttairarak
ve/veva oligonukleotidin farmakokinetiklerini veva doku
dagilimini dedistirerek dedistirir. Belirli durumlarda, bu tip
modifiye antisens oligonlkleotidler bir vyva da daha fazla
modifiye nikleosit wve/veya bir vya da daha fazla modifiye
nikleosit baglantis1 ve/veya bir ya da daha fazla konjugat

grubu icgerir.

a. Belirli Modifiye Niikleositler

Belirli durumlarda, antisens oligoniikleotidler bir va da daha
fazla modifiye niikleosit igerir. Bu tip modifive nilklecsitler
bir modifiye seker ve/veya bhir modifiye niiklecbaz igerebilir.
Belirli durumlarda, bu tip modifiye  niklecsitlerin bir
oligoniikleotide katilmasi, bir hedef nilkleik aside artan
afiniteyle ve/veya, bunlarla sinirlia:  kalmamak  kaydiyla,
niiklezz degradasyonuna artan direng ve/veva geligmis toksigite
ve/veya modifiye oligoniikleotidin tutulum &zellikleri dahil

olmak izere artan kararlilikla scnuglanir.

i. Belirli Niklecbazlar

Niikleosgitlerin dodal olusumlu baz proteini hetercsiklik baz,
tipik olarak plirinler wve pirimidinlerdir. Plirin niikleobazlar:
olan adenin (A) ve guanin (G) ve pirimidin niikleobazlari olan
timin (T), sitozin (C) ve urasil (U) gibi “modifiye edilmemis”
veya “dodal” nitklecbazlara ek olarak, teknikte uzman kisilerce
bilinen birgok modifiye niikleobaz wveya nikleobaz mimetikleri,
burada tarif edilen bilesiklerin icine katilmak ic¢in uvgundur.
Belirli durumlarda, modifiye bir niliklecbaz, &rnedin bir 7-

deaza piirin, bir bS-metil sitczin veya bir G-kenetleme gibi ana
32



10

15

20

25

30

35

niukleobaza vyapi olarak oldukg¢a benzer bir nikleobazdir.
Belirli durumlarda, niikleaz mimetidi, &rnedin hir trisiklik
fenoksazin nilklecobaz mimetidi gibi daha komplike vyapilar
icerir. Yukarida kayvdedilen medifive nitkleckazlarin
hazirlanmasi i¢in yontemler, teknikte wuzman kisilerce iyi

bilinmektedir.

ii. Belirli Modifiye $Sekerler ve Seker Vekilleri

Mevcut agiklamanin antisens oligenikleotidleri opsiyonel
olarak, bir dodal sekere Kivasla seker Dbélitinin modifive
edildigi bir ya da daha fazla niitkleosit ihtiva edebilir. Bu
tip sekeri modifiye edilmis nitkleositleri igeren
oligonikleotidler gliclendirilmisg nilkleaz kararlilidina, artan
baglanma afinitesine vevya bazi diger faydala biyclojik
bzellige sahip olabilir. Bu tip modifikasyonlara sinirlama
olmadan, ornatik gruplarinin eklenmesi, bir bisiklik nilkleik
asit (BNA) olusturmak ic¢in ikiz-olmayan halka oksijen atomunun
képrilenmesi, ribosil halkasi c¢ksijen atomunun S, N(R) veva
C(R1) (R)2 (R = H, Ci1-Ciz alkil weya bir koruyucu grup) ile
dedistirilmesi wve bunlarin, &rnedin bir 2/-F-5'-metil ikameli
nikleosit gibi kombinasyonlara (diger aciklanan 57,2'-bis
ikameli ntukleositler ig¢in bakiniz 21/8/08 tarihinde yayinlanan
PCT Uluslararasi Basvurusu WO 2008/101157) wveya ribosil
halkasi oksijen atomunun, 27-konumunda diger ikameyle $§ ile
(bakiniz 16 Haziran 2005 tfarihinde vyayinlanan U.S. Patent
Basvurusu US2005-0130923) va da alternatif olarak bir BNA'nin
5" -ikamesiyle (bakiniz, LNA'nin &rnedin bir 5" -metil wveya bir
57-vinil grubuyla ikame edildidi, 22/11/07 tarihinde
Yayinlanan PCT Uluslararasgil Basvurusu WO 2007/134181) S ile

degistirilmesi dahildir.

Modifive sgeker bdliitlerine sahip nlkleositlerin &rneklerine,
sinirlama olmadan, 5’'-vinil, 5’ -metil (R wveya S}, 4’-5, 2'-F,

2'-0CH; ve 2'-0(CH2):0CH: ornatik gruplari ig¢eren nikleositler
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dahildir. 27 konumundaki ornatik ayrica, alil, amino, azido,
tiyo, 0-alil, 0O-Ci-Cio alkil, OCFz, O(CH2)2SCH3, O(CH2)2-0-
N (Rm) (Rn) ve O-CHz-C(=0)-N{Rn) (Rn}’'den de secilebilecek oclup,
burada her bir Ru ve Rn, bafimsiz olarak, H veva ikameli va da

ikamesiz C1-Cip alkildir.

Bisiklik niukleik asitlerin (BNA’larin) O&rneklerine, sinirlama
olmadan, 4’ ila 2’ ribosil halkasi atomlari arasinda bir képri
igceren nidklecositler dahildir. Belirli durumlarda, burada
saglayan antisens Dbilegikler, koprinin su formillerden birini
icerdidi bir ya da daha fazla BNA nitkleosidl igerir: 4'-p-D-
(CHz) -0-27 (B—-D-LNA}; 4'-(CH»)-5-2"; 4'-o-L-(CHz)-0-2' (a—L-
LNAY ; 47 —(CHz2) 2—-0-27 (ENA) ; 4’ -C (CHz)2-0-2" {bakiniz WO
2009/006478 olarak yayinlanan PCT/USZ008/068%22); 4’-CH(CHs)-0-
2" wve 4'-CH(CH20CH3)-0-2' (bakiniz 15 Temmuz 2008 tarihinde
verilen U.S. Patent 7.399.845); 47-CH;-N(OCHs)-2' (bakiniz WO
2008/150729 olarak vyayinlanan PCT/US82008/064591); 4'-CH:-0-
N (CHz:} -2’ (bakiniz 2 Eylil 2004 tarihinde vyayinlanmis olan U.S.
Patent Basvurusu US2004-0171570); 4'-CH;-N(R)-0-2' (bakiniz 23
Eyliil 2008 tarihinde verilen U.,5. Patent 7.427.672); 4'-CHx-
C(CH3)-2" wve 4'-CH»-C(=CHz)-2' (bakiniz WO 2008/154401 c¢larak
yayinlanan PCT/US2008/066154); ve burada R, bagimsiz olarak,

H, Ci1-Ciz alkil veya bir koruyucu gruptur.

Belirli durumlarda, mevcut ac¢iklama, bisiklik seker bdlitleri

olmayan modifiye sgeker bdlitleri igeren modifiye nikleositler

saglamaktadir. Bu Tip belirli modifivye nikleositler
bilinmektedir. Belirli durumlarda, bir nikleosidin seker
halkasi herhangi bir konumda modifiye edilebilir. Bu

agiklamada faydalil olan sgeker modifikasyonlarinin &rneklerine,
bunlarla sinirli kalmamak kaydiyla, sunlardan sec¢ilen bir
seker ornatik grubu igeren bilesikler dahildir: OH, F, O-
alkil, S-z1kil, N-zlkil wvevyvaz 0-alkil-0-alkil olup, burada

alkil, =zalkenil wve alkinil ikameli vya da ikamesiz Ci1 ila Cig
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alkil va da C; ila Cip alkenil we alkinil olabilir. Bu tip

belirli durumlarda, bu tip ornatiklar sekerin 2’ konumundadir.

Belirli durumlarda, modifive niikleositler, sekerin 27
konumunda bir ornatik i1gerir. Belirli durumlarda, bu tip
ornatiklar sunlarin arasindan secgilir: (F dahil olmak iizere

ancak bununla sinirli kalmamak kaydiyla) bir halojeniir, alil,
amino, azido, tiyo, 0-alil, 0-Ci1-Cip alkil, -0OCFz, O-(CHz)2-0-
CHs, 27" -0 (CHz)258CHs, 0= {(CHz2) 2=0-N(Rm) (En) vaya O-CH2-C (=0) -
N (Rn) (Ry) olup, burada her bir Ry ve R,, badimsiz olarak, H veya

ikameli va da ikamesiz C.-Cio alkildir.

Belirli durumlarda, mevcut ag¢iklamada kullanim i¢in faydalz
modifiye nikleositler sunlardir: Z2-metoksietoksi, 2’'-O-metil

(27 -0-CH3z), 2’'-floro (2’'-F).

Belirli durumlarda, modifivye niikleositler 27 konumunda
sunlardan secgilen bir ornatik grubuna sahiptir: O[ (CH2)a0]uCHs,
G (CHz) nNH2, O (CHz) nCH3, O (CHz) nONHz, OCH2C (=0) N (H) CHs ve
O(CH2) nON[ (CH2) nCHz]2 olup, burada n ve m 1 ila vyaklasik 10
arasindadar, Diger 2’ —geker ornatik gruplarina sunlar
dahildir: C1 1ila Cio alkil, ikameli alkil, alkenil, alkinil,
alkaril, aralkil, C-alkaril wveya O-aralkil, SH, SCHs, OCN, Cl1,
Br, CN, CFs3, OCF3, SOCHs, S02CHs, ONO2, NOz, N3, NHz,
heterosikloalkil, heterosikloalkaril, amincalkilamino,
peolialkilamine, ikameli silil, bir RNA vyarma grubu, bir
haberci grubu, bir arava ekleyici, farmakoniketik &zelliklerin
gelistirilmesi i¢in bir grup veya bir oligomerik bilesidin
farmakodinamik ozelliklerinin gelistirilmesi ic¢in bir grup ve

benzer &zelliklere sahip dider ornatiklar.

Belirli durumlarda, modifiye nlkleositler bir 2'-MOE vyan
zincir icerir (Baker et al., J. Biol. Chem., 1997, 272, 119%944-
12000) . Bu tTip 2" -MOE ikamesi, medifive edilmemis

nikleositlere ve 2'-0O-metil, O-propil ve O-aminopropil gibi
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diger modifive nilkleositlere kivasla gelismis baglanma
afinitesine sahip olarak tarif edilmistir. 2’'-MOE ornatikina
sahip oligoniikleotidlerin ayrica, gen ekspresyonunun, in vivo
kullanim i¢in umut wvaat eden ©&6zelliklere sahip antisens
inhibitérleri oldugu da gé&sterilmistir (Martin, P., Helwv.
Chim. Acta, 1995, 78, 486-504; Altmann et al., Chimia, 199%9¢,
50, 1le8-176; Altmann et al., Biochem. Soc. Trans., 19%6, 24,
630-637 wve Altmann et al., Nuclecsides Nucleotides, 1997, 16,
917-926).

Belirli durumlarda, Z2'-seker ornatik gruplari va arabino
(yukari) konumdadir vya da ribo (asagi) konumdadir. Bu tip
belirli durumlarda, bir 27 —arabino modifikasyonu 27 -TF
arabinodur (FANA) . Benzer modifikasyonlar ayrica seker
Uzerindeki diger konumlarda da, &zellikle Dbir 3 terminal
nilkleosit lzerindeki wveya 2'-5' badli cligonilklecotidlerdeki 3’

konumunda ve 5’ terminal niikleotidin 5’ keonumunda yapilabilir.

Belirli durumlarda, mevcut ag¢giklamada kullanim i¢in uygun
nitkkleositler, ribofuranosil sekerin yerine siklokiitil gibi
seker vekillerine sahiptir. Bu tip modifiye geker yapilarinin
hazirlanmasini &greten &rnek niteligindeki U.S. Patentlerine,

bunlarla sinirli kalmamak kaydiyla, U.S5. 4.981.957; 5.118.800;

5.312.080; 5.359.044; 5.393.878; 5.446.137; 5.466.786;
5.514.785; 5.519.134; 5.567.811; 5.0576.,427; 5.581.722;
5.597.809; 5.610.300; 5.627.083; 5.639.873; 5.640,260;
5.658.873; 5.670.633; 5.792.747 ve 5.700.920 dahildir.

Belirli durumlarda, mevcut acg¢iklama, sekerin 2’-konumunda bkir
modifikasyon ig¢eren niliklecositler saglar. Belirli durumlarda,
a¢liklama, gsekerin 5’ —konumunda bir modifikasyon iceren
niitkleositler sadlar. Belirli durumlarda, agiklama, sekerin 27-
konumunda wve 57 -konumunda modifikasyonlar iceren nlkleositler
saglar. Belirli durumlarda, medifive niiklecsitler

oligoniikleotidlerin 1¢ine katilmak 1ig¢in faydali olabilir.

36



10

15

20

25

30

35

Belirli durumlarda, modifiye nlikleositler oligoniikleotidlerin

i¢ine, oligoniikleotidin 5’ -ucunda katilir.

b. Belirli Nikleosit Arasi Baglantilar

Mevcut aciklamanin antisens oligenukleotidleri opsiyonel
olarak, bir ya da daha fazla modifiye nilkleosit arasi baglant:
ihtiva wedebilir. Ba§layici gruplarin iki ana sinifi, bir
fosfor atcmunun varlidi ya da yokluguyla tanimlanir. Temsilci
fosfor ihtiva eden baglantilara, bunlarla sinirli: kalmamak
kaydivyla, fosfodiesterler {P=0), fosfotriesterler,
metilfosfonatlar, fosforamidat ve fosforoticatlar (P=3)

dahildir. Temsilci fosfor ihtiva etmeyen baglayici gruplara,

bunlarla sinirli kalmamak kaydiyla, metilenmetilimino (-CH2-
N{CH3)-0-CHZ-}), tivyodiester (-0-C(0)-5-), tivyonockarbamat (-0-
C(0) (NH)-5-}; siloksan (-0-8Si{(H)2-0-) wve N,N’-dimetilhidrazin
(-CHZ-N(CH3)-N(CH3}) ) dahildir. Fosfor-olmayan baglayica
gruplara sahip oligoniikleotidler, c¢ligonitikleositler c¢larak
ifade edilir. Modifivye baglantilar, dogal fosfodiester

baglantilarina kiyasla, oligoniikleotidlerin nilkleaz direncini
degistirmek, tipik o¢larak arttirmak igin kullanilabilir.
Belirli durumlarda, bir kiral atomuna sahip badlantilar
rasemik karigsimlar olarak, ayri enanticmerler olarak
hazirlanabilir. Temsilci kiral baglantilara, bunlarla sinirli
kalmamak kaydiyla, alkilfosfonatlar ve fosforotiocatlar
dahildir. Fosfor-ihtiva eden ve fosfor-ihtiva etmeyen
bFaglantilarin heszirlanma vyoéntemleri teknikte uzman kigsilerce

ivi bilinmektedir.

Burada tarif edilen antisens oligonikleotidler, bir ya da daha
fazla asimetrik merkez ihtiva eder ve boylelikle
enantiomerlere, diastereomerlere ve mutlak stereckimya
acisindan, sgeker anomerleri gibi (R} va da (8) olarak vevya
amino asitler et al. giki (D) wva da (L) clarak tanimlanabilen

diger sterecizomerik vyapilandirmalara sebebiyet verir. Burada
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saglanan antisens bilesiklere, tim bu tip o¢lasi izomerlerin
yanl sira bkunlarin rasemik wve optik olarak saf formlar:

dahildir.

Belirli durumlarda, antisens oligonikleotidler en az bir
modifiye nikleosit arasi badlantiva sahiptir. Belirli
durumlarda, antisens oligoniikleotidler en az 2 modifiye
niikleosit arasi badlantiya sahiptir. Belirli durumlarda,
antisens oligoniklectidler en az 3 mcdifiye niklecsit arasa
baglantiya sahiptir Belirli durumlarda, antisens
oligonikleotidler en az 10 modifive niikleocsit arasi kadlantiva
sahiptir. Belirli durumlarda, bir antisens oligoniikleotidin
her bir niiklecosit arasi badlantisi, bir modifiye niikleosit
arasl baglantidair. Belirli durumlarda, bu tip modifivye

nikleosit zrasi baglantilar fosforotioat baglantilardir.

¢. Uzunluklar

Belirli durumlarda, mevcut aciklama, cegitli araliklarda
uzunluklarin herhangi birinde antisens oligoniikleotidler
saglamaktadir. Belirli durumlarda, agiklama, K=Y bagdla
nikleositler iceren va da bunlardan olugan antisens bilegikler
ya da antisens oligoniikleotidler sadlamakta olup, burada X ve
Y'nin her biri badimsiz olarak, X<Y olmasi sartivla, 8, 9, 10,
i, 12, 13, 14, 15, 1¢, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 ve 50'den secilir. Ornegin,
belirli durumlarda, aciklama, asagidakileri igeren vevya
onlardan olusan antisens bilesikler vevya antisens
oligonikleotidler saglamaktadair: 8-9, 8-10, 8-11, 8-12, §8-13,
g-14, 8-15, 8-1e¢, 8-17, §-18, 8-19, 8-20, 8-21, 8-22, B-23, 8-
24, 8-25, 8-26, 8-27, 8-28, 8-29, 8&-30, @o-10, O5-11, 9-12, O-
13, %-14, 9-15, 9-1l¢, 9-17, 95-18, &-19, 5-20, 9-21, 5-22, B&S-
23, 9-24, 9-25, 8-26, 9-27, 9-28, 9-29, 8-30, 10-11, 10-12,

10-13, 10-14, 10-15, 10-16, 10-17, 18-18, 10-19, 10-20, 10-21,
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10-22, 10-23,10-24,10-25,10-26,10-27,10-28,10-29,10-30, 11-12,
11-13, 11-14, 11-15, 11-1¢, 11-17, 11-18, 11-19%, 11-20, 11-21,
11-22, 11-23, 11-24, 11-25, 11-26, 11-27, 11-28, 11-29, 11-30,
12-13, 12-14, 12-15, 12-16, 12-17, 12-18, 12-19, 12-20, 12-21,
12-22, 12-23, 12-24, 12-25, 12-26, 1z-27, 12-28, 12-29, 12-30,
13-14, 13-15, 13-1¢, 13-17, 13-18, 13-19, 13-20, 13-21, 13-22,
13-23, 13-24, 13-25, 13-26, 13-27, 13-28, 13-29, 13-30, 14-15,
14-16, 14-17, 14-18, 14-19, 14-20, 14-21, 14-22, 14-23, 14-24,
14-25, 14-2¢, 14-27, 14-28, 14-29, 14-30, 15-16, 15-17, 15-18,
15-19, 15-20, 15-21, 15-22, 15-23, 15-24, 15-25, 15-26, 15-27,
15-28, 15-29, 15-30, 1l6-17, 16-18, 16-19, 16-20, 1l6-21, le6-22,
16-23, 16-24, 1l6-25, 1l6-26, l1l6-27, 16-28, 16-29, 16-30, 17-18,
17-1%, 17-20, 1%-21, 17-22, 17-23, 17-24, 17-25, 17-26, 17-27,
17-28, 17-29, 17-30, 18-19, 18-20, 18-21, 18-22, 18-23, 18-24,
18-25, 18-26, 18-27, 18-28, 18-29, 18-30, 19-20, 19%-21, 19-22,
19-23, 19-24, 19-25, 19-26, 19-29, 19-28, 19-29, 19-30, 20-21,
20-22, 20-23, 20-24, 20-25, 20-26, 20-27, 20-28, 20-29, 20-30,
21-22, 21-23, 21-24, 21-25, 21-26, 21-27, 21-28, 21-29, 21-30,
22-23, 22-24, 22-25, 22-26, 22-27, 22-28, 22-29, 22-30, 23-24,
23-25, 23-2¢, 23-27, 23-28, 23-29, 23-30, 24-25, 24-26, 24-27,
24-28, 24-29, 24-30, 25-26, 25-27, 25-28, 25-2%9, 25-30, 26-27,
26-28, 26-29, 26-30, 27-28, 27-29, 27-30, 28-29, 28-30 veya
29-30 bagli niikleositler.

Belirli durumlarda, mevcut agiklamanin antisens bilesikleri
veya antisens oligoniiklectidleri 15 niklecsit uzunludundadar,
Belirli durumlarda, mevcut acgiklamanin antisens bilegikleri
veya antisens oligoniikleotidleri 16 nilkleosit uzunludundadir.
Belirli durumlarda, mevcut ac¢iklamanin antisens bilesikleri
veya antisgens oligonitklectidleri 17 niikleosit uzunlugundadir.
RBelirli durumlarda, mevcut ac¢iklamanin antisens bilegikleri
veya antisens oligoniklecotidleri 18 nilkleosit uzunludundadir.
Belirli durumlarda, mevcut acgiklamanin antisens bilesikleri

veya antisens oligoniiklectidleri 19 nilkleosit uzunludundadar.
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Belirli durumlarda, mevcut ag¢iklamanin antisens bkilesikleri

veya antisens oligonikleotidleri 20 nilklecsit uzunludundadair.

d. Belirli Oligoniikkleotid Motifleri

Belirli durumlarda, antisens oligonikleotidler, uzunluklara
boyunca spesifik y&nlendirmelerde diizenlenen kimyasal olarak
modifiye alt birimlere sahiptir. Belirli durumlarda,
agilklamanin antisens oligoniikleotidleri tamamen modifiyedir.
Belirli durumlarda, aciklamanin antisens oligoniikleotidleri
egit olarak modifivyedir. Belirli durumlarda, aciklamanin
antisens oligoniikleotidleri egit olarak modifiyedir we her bir
niikleosit bir 2/-MOE seker bdlitil igerir. Belirli durumlarda,
aciklamanin antisens oligeonikleotidleri esit sekilde
modifiyvedir wve her bir nilkleosit bir 2'-0Me sgseker bdélitl
igerir. Belirli durumlarda, aciklamanain antisens
oligonilkleotidleri esit sekilde modifiyedir wve her  bir

niikleosit bir morfoline seker b&liitd icerir.

Belirli durumlarda, a¢iklamanin oligoniikleotidleri bir dedisen
motif igerir. Bu tip belirli durumlarda, dedisen modifikasyon
tipleri, 2'-MOE, 2'-F, bir bisiklik gekeri-modifiye nilikleosit
ve DNA (modifiye edilmemis 27-decksi) arasindan sec¢ilir. Bu
tip belirli durumlarda, her bir defisen bdlge bir tek

nikleosit igerir,

Belirli durumlarda, aciklamanin cligonlikleotidleri, bir
birinci tipteki niiklecsitlerin bir ya da daha fazla bloJunu ve
bPir ikinci tipteki nitklecsitlerin bir ya da daha fazla bklodunu

igerir.

Belirli durumlarda, bir dedisen motifteki bir va da daha fazla
defisen bbélge, bir tipteki bir tek niiklecsitten daha fazlasini

icerir. Ornedin, mevcut aciklamanin oligomerik bilesikleri,
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asagidaki nikleosit motiflerin herhangi birinden bir vya da
daha fazla bdlge icerebilir:

Nu; Nuip Nuz Nupz Nuy Nug;

Nui Nuz Nuz Nu:p Nuz Nuz;

Nuj; Nuip Nuz Nup Nup Nuz;

Nui Nuz Nuz Nup Nuz Nup Nup Nuz Nuz;

Nu; Nuz Nus Nuz; Nuy Nug;

Nui Nui Nuz Nup Nuz Nur Nugz;

Nu; Nuz Nu: Nuz Nui Nuz;

Nu; Nuz Nuz Nup Nu; Nupz Nuz Nup Nuz Nu; Nuz Nup Nui;

Nuz Nur Nup Nuz Nui Nup Nuz Nuz Nup Nuz NuiNu, Nu, Nuy veya

Nuir NugNur Nuz Nuz Nup Nur Nuz Nuz Nup Nuz Nup Nuz NuiNw

olup;
burada Nui bir birinci tipte bir niikleosittir ve Nuz bir ikinci
tipte bir niklecosittir. Belirli durumlarda, Nui ve Nuz'nin biri
bir 27-MCOE nliklecsittir ve Nu; wve Nux’'nin digeri sunlardan
segilir: bir 2’'-OMe modifiye nilkleosit, BNA ve bir modifiye

edilmemis DNA veya RNA niklecsidi.

2. Oligomerik Bilesikler

Belirli durumlarda, mevcout  aciklama oligomerik bilegikler
saglamaktadair. Belirli durumlarda, oligomerik bilesikler
valnizca bir oligonikleotidden olusur. Belirli durumlarda, bir
oligomerik bilesik bir oligeoniikleotid ve bir ya da daha fazla
konjugat wve/veya terminal grubu igerir. Bu tip konjugat
ve/veya terminal gruplari, vyukarida milzakere edilen kimyasal
motiflerin herhangi birine sahip oligoniikleotidlere
eklenebilir. Boylelikle, drnedin, dedisen nilkleositlerin
bélgesine sahip bir oligontkleotid ig¢eren bhir oligomerik

bilesik bir terminal grubu igerebilir.

a. Belirli Konjugat Gruplara

41



10

15

20

25

30

35

Belirli durumlarda, mevcut ac¢iklamanin oligonikleotidleri bkir
yva da daha fazla konjugat grubunun eklenmesiyle modifiye
edilir. Genel olarak, konjugat gruplari eklenen oligomerik
bilegigin, bunlarla ginirli kalmamak kaydivla,
farmakodinamikleri, farmakokinetikleri, kararliliga,
baglanmasi, emilimi, hiicresel dadilimi, hicresel tutulumu,
yiuklenmesi wve klirensi dahil olmak lzere bir ya da daha fazla
6zelligini modifiye eder. Kenjugat gruplara kimyasal
tekniklerde rutin olarak kullanilir ve bir oligonikleotid gibi
bir oligomerik bkilegik gibi bir ana bilegige dodrudan veya bir
opsivyonel keonjugat badlanti boliatd  wvasitasiyla badglanir.
Konjugat gruplarina, sinirlama olmadan, araya ekleyiciler,
haberci molekiiller, poliaminler, poliamidler, polietilen
glikoller, tiyoeterler, polieterler, kolesteroller,
tiyckolesteroller, kelik asit boéliutleri, folat, lipitler,
fosfolipitler, biyotin, fenazin, fenantridin, antrakinon,
adamantan, akridin, floresinler, rodaminler, kumarinler ve
boyalar dahildir. Belirli konjugat gruplari daha &nce tarif
edilmistir, ©rnedin: kolesterol Dkolitld (Letsinger et al.,
Proc., Natl. Acad. Seci. USA, 1989, 86, 6553-6556), kelik asit
(Manoharan et al., Biccrg. Med. Chem. Let., 1994, 4, 1053-
1060), bir tivoeter, &6rnedin heksil-S-tritiltiol (Mancharan et
al., Ann. N.Y. Acad. Sci., 1992, 660, 306-309; Manoharan et
al., Bioorg. Med. Chem. Let., 1993, 3, 2765-2770),  bir
tiyokolestercl (Oberhauser et al,, Nucl. Acids Res., 1992, 20,
533-538), bhir alifatik =zincir, ©Ornedin do-dekan-dicl wveya
undesil kalintilazri (Saiscn-Behmoaras et al., EMBC J., 1991,
10, 1111-1118; Kabanov et al., FEBS Lett., 1890, 259, 327-330;
Svinarchuk et al., Biochimie, 1993, 75, 49-54), bir
fosfolipit, ©rnegin di-heksadesil-ras-gliserol veya trietil-
amonyum 1,2-di-0O-heksadesil-ras-glisero-3-H-fosfonat
(Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 199%, 36, 3851-36h4;
Shea et al., Nucl. Acids Res., 19%0, 18, 3777-3783}), bir
poliamin veya bir polietilen glikol zinciri (Manoharan et al.,

Nucleosides & Nucleotides, 1995, 14, 969-973) wveya adamantan
4?2



10

15

20

25

30

asetik asit (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1885, 3¢,
3651-3654), bir palmitil bélitd (Mishra et al., Bicchim,
Biophys. Acta, 1995, 12¢4, 22%-237) wveva bir cktadesilamin
veya heksilamino-karbonil-coksikoclesterol h&liiti {Crooke et

al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 1996, 277, 923-937).

Belirli durumlarda, bir konjugat grubu bir etken ilac maddesi,
drnedin, aspirin, wvarfarin, fenilbiitazcen, ibuprofen, suprcfen,
fen-blfen, ketoprofen, (5)-{(+)-pranoprofen, karprofen,
dansilsarkozin, 2,3,5-triiocdokbenzoik asit, flufenamik asit,
folinik asit, bir benzotiadiazid, klorotiazid, bkir diazepin,
indo-metisin, bir barbitlirat, bir sefalosporin, bir siilfa
ilaci, bir antidiyabetik, bir antibakterivyel veya bir
antibiyotik icerir. Oligonikleotid-ilacg kenjugatlarys ve
bunlarin hazirlanmasi, US 6.656.730 olarak vayinlanan U.S.

Patent Basvurusu 09/334.130’da tarif edilmektedir.

Cligoniikleotid konjugatlarin hazirlanmasinil breten  Ornek

niteligindeki U.S. Patentlerine, bunlarla sinirli kalmamak

kaydiyla, U.S 4.828.979; 4.948.882; 5.218.105; 5.525.465;
5.541.313; 5.545.730; 5.552.538; 5.578.717, 5.580,731;
5.580.731; 5.591.%584; 5.109.124; 5.118.802; 5.138.045;
5.414.077; 5.486.603; 5.512.439; 5.578.718; 5.608.046;
4.587.044; 4.605.735; 4.0607.025; 4.762.779; 4.789.737;
4.824.941; 4.835.263; 4,.876.335; 4.,904.582; 4,958.013;
5.082.,830; 5.112.963; 5.214.136; 5.082.830; 5.112.963;
5.214.136; 5.245.022; 5.254.469; 5.258.506; 5.262.536;
5.272.250; 5.292.873; 5.317.088; 5.371.241. 5.391.723;
5.416.203. 5.451.463; 5.510.475; 5.512.6067; 5.514.785;
5.565.502; 5.567.810; 5.574.142; 5.585.481; 5.587.271;
5.595.726; 5.597.696; 5.599.923; 5.599.928 ve 5.688.941
dahildir.
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Konjugat gruplari vya bir oligoniikleotidin her iki ucuna
(terminal konjugat gruplari) ve/veya herhangi bir dahili

konuma eklenebilir.

b. Terminal Gruplari

Belirli durumlarda, oligomerik bilesikler bir ya da her iki
ugta terminal gruplar: igerir. Belirli durumlarda, bir

terminal grubu, yukarida mizakere edilen konjugat gruplarinin

herhangi birini igerebilir, Belirli  durumlarda, terminal
gruplara ilave niikleositler ve/veya evirtik abazik
niitkleositler igerebilir. Belirli durumlarda, bir terminal

grubu bir dengeleyici gruptur.

Belirli durumlzarda, oligomerik bilesikler, &rnedgin nitkleaz
kararlilik gibi dzellikleri glg¢glendiren bir vya da daha fazla
terminal dengeleyici grup igerir. Dengeleyici gruplara baslik
yapilara dahildir. Burada kullani1daig: gsekliyle “baslik
vaplis1t” va da “terminal baslik bélata” fterimleri, bir
oligomerik Dbilesigin bir ya da her iki ucuna eklenebilen
kimyasal modifikasyonlari ifade etmektedir. Bu tip belirli
terminal modifikasvonlari, terminal nlkleik asit Dbéliitlerine
sahip oligomerik Dbilesikleri eksoniikleaz degradasyonundan
korur ve bir hiicre ig¢erisinde aktarima wve/veya lokalizasyona
vardim edebilir. Baslik 5’-ucunda (5'-basligi} wveya 3'-ucunda
(3’ -basligy) mevcut olabilir wveya her iki ugta mevcut
olabilir. (Daha fazla ayrinti icin bakiniz, Wincott et al.,
Uluslararasi PCT yayini. WO 97/26270; Beaucage and Tyer, 1993,
Tetrahedron 49, 1925; U.s. Patent Bagvurusu Yayinil Us
2005/0020525 ve WO 03/004602).

Belirli durumlarda, bir ya da daha fazla ilave niikleosit, bir
oligomerik bilesigin bir oligoniikleotidinin bir va da her iki
terminal ucuna eklenir. Bu tip 1ilave terminal nlklecsitler

burada, terminal-grubu nikleositleri olarak ifade
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edilmektedir. Bir ¢ift-sarmalli bilesikte, bu tip terminal-
grubu niikleogitleri terminal (37 wve/veya 5') sarkmalaradir,
Cift-sarmalll antisens bilegsiklerin ayarlanmasinda, bu tip
terminal-grubu niiklecsitler bir hedef nitkleik aside
tamamlayici olabilir va da clmayabilir. Belirli durumlarda,
terminal grubu bir niikleosit-clmayan terminal grubudur. Bu tip
terminal-olmayan gruplar, bir nltkleositten farkli herhangi bir

terminal grubu olabilir.

c¢. Oligomerik Bilesik Motifleri

Belirli durumlarda, mevcut ag¢iklamanin oligomerik bilesikleri
bir metif icerir: Ti— {Nu1)ni— (Nuz}nz— (NU1) n3— (Nuz) na— (Nu1) ns—T2,
burada:

Nui, bir birinci tipte bir nikleosittir;

Nuz, bir ikinci tipte bir nikleosittir;

nl wve nb’in her  biri, bagimsiz olarak 0 ila 3

arasindadir;

n2 arti n4d toplami 10 ila 25 arasindadir;

n3 0 ila 5 arasindadir ve

her bir T1 wve Tz, kadimsiz olarak, H, Dbir hidroksil

koruyucu grup, bir opsivonel clarak bagli konjugat grubu

veya bir basliklama grubudur.

Bu tip belirli durumlarda, n2 ve nd‘in toplami 13 vya da
14" tidr; nl 27dir; n3 2 ya da 3’7tir ve nb 2'dir. Bu tTip belirli
durumlarda, mevcut aciklamanin oligomerik bkilegikleri, Tablo

A'dan secilen bir motif icerir.

Tablo A

nl nz n3 n4 ns
2 16 0 0 2
2 2 3 11 2
2 5 3 8 2
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Tablo A

nl nz n3 nd nt
2 a8 3 5 2
2 11 3 2 2
2 9 3 4 2
2 10 3 3 2
2 3 3 10 2
2 4 3 9 2
2 6 3 7 2
2 7 3 & 2
2 8 6 2 2
2 z 2 12 2
2 3 2 11 2
2 4 2 10 2
2 5 2 9 2
2 & 2 8 2
2 7 2 7 2
2 8 2 6 2
2 9 2 5 2
2 10 2 4 2
2 11 2 3 2
2 12 2 2 2

Tablo A'nin amaci, mevcut aciklamayi crneklemek ancak
sinirlamamaktir., Tablo A’da gdsterilen oligomerik bilesiklerin
her biri 20 nikleosit ig¢erir. Daha fazla vya da daha az
niikleosit iceren oligomerik Dbilesikler, nl-n5'in biri va da
daha fazlasi ig¢in farkli sayilarda nlkleosit secerek kolayca

tasarlanabilir. Belirli durumlarda, Nu; wve Nu2'nin her biri
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sunlar arasindan seg¢ilir: 2'-MOE, 2’-0OMe, DNA ve bir bisiklik

niikleosit.

3. Antisens

Belirli durumlarda, mevcut aciklamanin oligomerik bilesikleri
antisens bilesiklerdir. Dolayisivyla, bu tip durumlarda,
oligomerik bilesikler bir hedef niikleik asitle melezlenir ve

bu da bir antisens aktivitesiyle sonuglanir.

a. Melezleme

Belirli durumlarda, agiklama, antisens bilesidin dzgil
baflanmanin arzu edildidi kosullar, vani, 1in wvivo tayinler
veya terapdtik tedavi durumundaki fizveolojik kosullar altinda
ve tayinlerin in witro tavinler durumunda gerceklestirildigi
kosullar altinda hedef-olmayan niikleik asit dizilerine &zgiil-
olmayan baglanmasini odnlemek igin yeterli tamamlayicilik
derecesi oldudunda bir hedef niukleik aside &dzgiil olarak

melezlenen antisens bilesikler sadlamaktadir.

Boylelikle, “giki melezleme kosullari” wveya “siki kosullar”,
bir antisens bilesidin bir hedef diziye, ancak minimal sayida
diger dizilere melezlendidi kosullar anlamina gelmektedir.
S1ki  kosullar dizi-bagimlidir ve farkli: durumlarda farkla
olacaktir wve antisens oligonikleotidlerin bir hedef diziye
melezlendidi “sikai kosgullar”, antisens oligoniikleotidlerin

yapisi ve bilesimiyle ve incelendikleri tayinlerle bhelirlenir.

Teknikte, niklectid afinite modifikasyonlarinin katilmasinin,
modifiye edilmemis bir bileside kiyasla daha ¢ok sayida
uyumsuzluda neden olabilecedi anlagilmaktadir. Benzer sekilde,
belirli niikleobaz dizileri uyumsuzluklara karsa difer
nikleobaz dizilerinden daha toleransli olabilir. Teknikte

normal uzmanlida sahip bir kisi oligonlUkleotidlerin arasindaki
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veya bir antisens oligontikleotid ile bir hedef niikleik asit
arasindaki uyumsuzluklarin uygun bir sayisini, mesela erime
sicakligini (Tm) belirleyerek belirleyebilir. Tm veya ATm,
teknikte normal uzmanlida gszhip bir kisive asina olan
tekniklerle hesaplanakilir. Ornedin, Freier et al. (Nucleic
Acids Resgearch, 19897, 25, 22+ 4429-4443)"te tarif edilen
teknikler, teknikte normzl uzmanlia szhip bir kisinin,
niikleotid modifikasycenlarini, bir RNA:DNA ikilisinin erime
sicaklidini arttirabilme vyetilerini dederlendirmesine olanak

saglar,

b. 6n-mRNA Isleme

Belirli durumlarda, burada sadlanan antisens bilegsikler bir
On-mRNA' yva tamamlayicidir. Belirli durumlarda, bu tip antisens
bilegikler on-mRNA‘nin ug birlegstirmesini dedistirebilir. Bu
tip belirli durumlarda, bir hedef &n-mRNA’ya karsilik gelen
bir olgun mRNA’nin bir wvaryvantinin o olgun mRNA’nin bir baska
varyantina orani dedistirilir. Bu tip belirli durumlarda,
hedef Gn-mRNAT dan eksprese edilen bir proteinin bir
varyantinin proteinin bir bagka varyantina orani dedigtirilir.
BRir Sn-mRNA' nin uc birlestirmesini defistirmek icin
kullanilabilen belirli oligomerik bilesikler ve nilikleobaz
dizileri, o¢rnedin, US 6.210.892; US 5.627.274; US 5.665.593;
5.916.808; s 5.976.879; UsS2006/0172962; us2007/002290;
Us2005/0074801; Us2007/01C5807; US2005/0054836; WO
2007/090073; WO0zZ007/047913, Hua et al., PLoS Biol 5(4):e73;
Vickers et al., J. Immunol. 2006 Mar 15; 176(6):3652-61 wve Hua
et al., American J. of Human Genetics (April 2008) 82, 1-15'te
bulunabilir, Belirli durumlarda, u¢ birlestirmeyi dedistiren
antisens dizileri, mevcut aciklamanin motiflerine gére

modifiyve edilir.

Antisens, bir wva da daha fazla spesifik gen {Urininin

ekspresyonunun modiile edilmesi i1cin etkili bir arac¢tir ve bir
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dizi terapdtik, tanisal ve arastirma uygulamalarinda benzersiz
sekilde faydalidir. Burada, gen ekspresyonunu, hedef isgaline
dayalili antisens mekanizmalara dahil olmak {zere antisens
mekanizmalarinin eylemi wvasitasivla modile etmek icin faydali
antisens bilesikler saglamaktadir. Bir y&nde, burada saglanan
antisens bilesikler bir hedef genin u¢ birlestirmesini modile
eder. Bu tip modillasyona, ekson inkliizyonunun tesvik edilmesi
veya Onlenmesi dahildir. Burada ayrica, eksonik ug¢ birlestirme
giglendiricileri, eksonik ug birlestirme susturuculara,
intronik u¢  birlestirme glg¢lendiricileri wve intreonik ug
birlestirme susturuculara dahil olmak lzere, Sn-mRNA
molekiillerinde mevcut c¢is ug¢ birlestirme diizenleyici &felerine
hedeflenen antisens bilesikler de sadlanmaktadir. Cis uc
birlestirme dizenleyici dgelerinin bozulmasinin, ug
birlestirme drinlerinin bilesiminde bir degisgiklige vol
agabilecek sekilde ug¢ birlestirme alani segimini degistirdigi

dilsiinlilmektedir.

Okaryotik Sn-mRNA' larin izslenmesi, uygun mRNA uc
birlestirmesini elde etmek igin g¢ok sayida sinyal wve protein
faktoéri gerektftiren karmasik Dbir islemdir. Uc¢ birlestirme-zom
tarafindan ekson tanimlanmasai, intron-ekson sinirlarini
tanimlayan kanonik ug birlestirme sinyallerinden daha
fazlasini gerektirir. Bu tip bir 1ilave sinyal, c¢is-gdrevi
gbren dilizenleyici guclendirici ve susturucu dizileri
tarafindan sadlanir., Alanlarina ve etki sekillerine badla
olarak u¢ birlegtirme donér alanlarinin veya u¢ birlestirme
alici alanlarin kullanimini vya baskilayan vya da gili¢glendiren
ekscenik ug¢ birlesgtirme glglendiriciler (ESE), eksonik ucg
birlestirme susturucular (ESS}, intronik ug birlestirme
giiclendiriciler (ISE) ve intron u¢ birlestirme susturucular
(ISS) tanimlanmistir (Yeo et al. 2004, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 101 ¢(44) :15700-15705) . Spesifik proteinlerin (trans
faktdrler) bu dizenleyici dizilere badlanmasi, va belirli ug

birlestirme alanlarinin kullanimini tesvik ederek vya da
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dnleyerek ve boylelikle ug¢ birlestirme drlUnlerinin oraninil
modille ederek ug¢ birlestirme iglemini yénetir (Scamborova et
al. 2004, Mol. Cell. Biol. 24(5):1855-1869; Hovhannisyan and
Carstens, 2005, Mol. Cell. Biol. 25(1):250-263; Minovitsky et
al. 2005, Nucleic Acids Res. 33(2):714-724).

4. Farmasdtik Bilesimler

Belirli durumlarda, mevcut aciklama, bir vya da daha fazla
antisens bilesik igeren farmasotik bilegsimler saglamaktadir.
Belirli durumlarda, bu tip farmasotik Ppkilesimler bir steril
salin solilsyonu ve bir ya da daha fazla antisens bilesgik
igerir. Belirli durumlarda, bu tip farmasdétik bilesimler, bir
steril salin sclisyonundan ve bir vya da daha fazla antisens

bilegsikten clusur.

Belirli durumlarda, antisens bilesikler, farmasdtik
bilesimlerin va da farmiilasyonlaran hazirlanmasz igin
farmakoleojik olarak  kabul edilen etken ve/veya etkisiz
maddelerle eklenerek karistirilabilir., Farmasdétik bilesimlerin
formiilasyonu ic¢in bilesimler wve yodntemler, bunlarla sinirlzi
kalmamak kaydiyla, wverilis volu, hastalidin derecesi vevya
verilecek olan doz dahil olmak 1lzere bir dizi kriterlere

baglidir.

Belirli durumlarda antisens Dbilesikler, bu tip oligcmerik
bFilesikleri uygun Dbir farmakolojik olarak kabul edilen
seyreltici veya tasiyiciyla birlestirilerek farmasotik
bPilesimler i¢inde kullanilabilir. Farmakolojik olarak kabul
edilen bir seyrelticiye fosfat-tamponlu salin (PBS) dahildir,
PBS, parenteral olarak aktarilacak clan bilesimlerde kullanim
igin faydala bir seyrelticidir. Dolayisiyla, belirli
durumlarda, burada tarif edilen vydntemlerde, bir antisens
bilesik wve farmakolojik olarak kabul edilen bir seyreltici

igeren bir farmasdtik bilegim kullanilmaktadir. Belirli
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durumlarda, farmakolojik olarak kakul edilen seyreltici

PBS tir.

Antisens bilesikler iceren farmasdétik bilegimler, farmakclojik
olarak kabul edilen herhangi tuzlari, esterleri veya bu tip
esterlerin tuzlarina kapsar. Belirli durumnlarda, antisens
bilesikler iceren farmasétik bilesimler, bir insan dahil olmak
dzere bir hayvana verilisi iizerine, (dogrudan vya da dolayla
olarak) biyolojik olarak aktif metaboliti veya bunun
kalintisini sadlayabilen bir yz da daha fazla ocligoniuklectid
igerir. Dolayisivla, drnedin, agiklama ayrica, antisens
bilegiklerin farmakolojik olarak kabul edilen tuzlarina,
prodroglara, bu tip prodroglarin farmakolojik olarak kabul
edilen tuzlarina ve diger biyomuadillerine de vyakindir. Uygun
farmakoclojik c¢larak kabul edilen tuzlara, Dbunlarla =inirli

kalmamak kaydiyla, sodyum ve potasyum tuzlari dahildir.

Bir prodrog, etken antisens oligomerik bilesik olusturmak ig¢in
ilave nilkleositlerin, bir oligomerik bilesigin viuacut
igerisindeki endojen niikleazlar tarafindan yarilan bir ya da

her iki ucunda katilmasini icerebilir.

Lipit-bazl1i wvektdrler nilikleik asit terapilerinde c¢esitli
yéntemlerle kullanilmistir. Ornedin, bir vyéntemde, nukleik
asit onceden clusturulmusg lipozemlarin veya katyonik
lipitlerin ve notr lipitlerin karigimlarindan vapilan
lipoplekslerin igine eklenir. Bir baska yodntemde, mono- veya
poli-katyonik lipitlere sahip DNA kempleksleri, bir ndtr

lipidin varligi olmadan olusturulur.

Belirli preparasyonlar, Akinc et al., Nature Biotechnology 26,

561 - 569 (01 Mayis 2008)’de tarif edilmektedir.

5. Bir Siijeye Verilis
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Belirli durumlarda, bir vya da daha fazla antisens bilesik
igeren farmasdtik bilegimler bir sijeye verilir. Belirli
durumlarda, bu tip farmasétik bilesimler enjeksiyonla verilir.

Belirli durumlarda, bu tip farmasdtik bilesimler infiizvoenla

verilir.
Belirli durumlarda, farmastétik bilesimler CSF’' nin ic¢ine
enjeksiyonla vya da infizyonla verilir. Bu tip belirli

durumlarda, farmasétik bilesimler omurganin igine dogrudan
enjeksiyon vya da inflizyonla verilir. Belirli durumlarda,
farmasdtik bilesimler beynin igine enjeksiyon ya da inflzyonla
verilir. Belirli durumlarda, farmasétik bkilesimler omurilik
dokusunun kendisinden =ziyade 1intratekal enjeksiyvon vya da
infiizyonla wverilir. Teoriyle sinirli kalmaksizin, Dbelirli
durumlarda, antisens bilesik ¢gevreleyen CS8F'nin ig¢ine salinir
ve omurilik parankimasinin ic¢ine niifuz edebilir. Intratekal
aktarimin ek bir avantaji, intratekal rutinin, insanlarda
halihazirda rutin kullanim olan lomber ponksiyon verilisini

(yvani, omurilikten sivi alma} taklit etmesidir.

Belirli durumlarda, farmasotik bilesimler
intraserebroventrikiller (ICV) enjeksivyon veya inflizyonla
verilir. BRir vya da daha fazla antisens bilesik igeren bir
farmasotik bilesimin intraserebroventrikiiler va da
intraventrikiler aktarilmasi, beynin, beyin-omurilik sivisiyla
(CSE) dolu karinciklarinin herhangi birinde va da daha
fazlasinda gerceklestirilebilir. CSF, karinciklari dolduran
berrak bir sividir, subaraknoid boslukta mevcuttur wve beyinle
omuriligi c¢evreler. CSF, koroid damar adlari tarafindan ve

doku sivisinin beyin tarafindan karinciklarin ig¢ine akitilmas:i

veya 1letilmesi wvasitasiyla Uretilir. Koreoid damar adzi,
lateral karincigin tabanini ve tcincu ve dérdinci
karinciklarin catisina kaplayan bir vapidir. Belirli

calismalar, bu vapilarin, merkezi sinir sistemi bogluklarina

giunde dért kez doldurmak ig¢in bir miktarla ftutarli sekilde
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gunde 400-600 c¢c si1ivi {Uretebildigini gdstermistir. Yetisgkin
insanlarda, bu sivinin hacmi, 125 ila 150 ml (4-5 ons) c¢larak
hesaplanmistir. CSF kesintisiz olusum, dolasim ve emilim
icindedir. Belirli calismalar, her glin CSF'nin vaklasik 430
ila 450 ml’sinin (neredeyse 2  bardak) Uretilebildigini
gostermistir. Belirli  hesaplamalar, Uretimin yetiskinlerde
yaklasik dakikada 0,35 ml’ye ve bebek insanlarda dakikada 0,15
ml’ye esit oldudunu hesaplamistir. Lateral karinciklarain
koroid damar aglari CSF'nin codunludunu lUretir. Monro forameni
izerinden, dretimle uguncu karinciga eklendigi ugincu
karincidin ig¢ine akar wve Silvius kanali {zerinden dordinci
karincigda devam eder. D&rdiincl karincik daha fazla CSF ekler;
s1vi daha sonra Magendie wve TLuschak forameni izerinden
subarakneid bosludun icine gider. Daha sconra beynin tabani
cevresinde, omurilik cevresinde asadi ve serebral
varikiirelerin 1tzerinde vukari dodru devridaim vapar. CSF,
araknoid killi ¢ikintilar ve intrakraniyal wvaskiller sinlisler

vasitasiyla kana besalair.

Belirli durumlarda, bu tip farmasdtik Dbilesimler sistemik

olarak verilir, Belirli durumlarda, farmasotik bilegimler
subkiitan olarak verilir. Belirli durumlarda, farmasdtik
bilesimler intravendz olarak verilir. Belirli durumlarda,

farmasdtik bilesimler intramuskiiler enjeksiyonla verilir.
Belirli durumlarda, farmasdtik bilesimler hem degrudan CSF!ye
(Brnedin TIT ve/veya TCV enjeksiyonu ve/veya infizyconu} hem

sistemik olarak verilir.

Belirli durumlarda, sistemik olarak verilen Dbir antisens
bilesik ndronlara girer, Belirli durumlarda, sistemik olarak
verilen antisens bilesikler, ozellikle kan-beyin bariyerinin
tamamen olusmadidi geng sljelerde (6rnedin in utero silijelerde
ve/veya venidofan slijelerde) kan-bevyin bariverine niifuz
edebilir. Belirli durumlarda, sistemik olarak verilen antisens

bilegigin bir miktara, kan-beyin bariyerinin tam olarak
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olustudgu siujelerde bile sinir hiicreleri tarafindan alinabilir.
Ornedin, antisens bilesikler bir ndrona, ndromuskiiler kavsakta
yva da vakininda girebilir {retrograd tutulum). Belirli
durumlarda, bu tip retrograd tutulum, bununla sinirli kalmamak
kaydiyla, bir motor ndéronu dahil olmak 1tlzere ndronun ig¢inde
antisens aktivitesivle sonug¢lanir ve ndron 1ginde antisens

aktiviteyle terapdtik bir fayda sadlar.

Belirli durumlarda, sistemik wverilis, noronlardan farkla
hiicrelerde ve/veya deckularda meydana gelen antisens
aktivitevyle terapdtik fayda saglar. Kanaitlar, ndronlarin

ig¢indeki fonksiyonel SMN’nin normal ndren fonksiyonu igin
gerekli cldugunu  ortaya koyarken, diger hiicrelerde ve
dokularda indirgenmig fonksiyonel SMN’ nin sonuglara iyi
karakterize degildir. Belirli durumlarda, norconal-olmavyan
hiicrelerdeki antisens aktivite, o ndéronal-olmayan hiicrelerde
SMHN fonksiyonunun restorasyonuyla sonu¢lanir ve bu da

terapdtik faydayla sonuclanir.

Belirli durumlarda, néronal-olmayan hicrelerdeki gelismis SMN
fonksiyonu, noéronlarin igindeki SMN fonksiyonu gelismis c¢lsun
va da olmasin gelismis ndronal hicre fonksiyonu saglar.
Ornedin, belirli durumlarda, mevcut aciklamanin farmasétik
bPilesimlerin sistemik wverilisi, kas  hiicrelerinde antisens
aktiviteyle sconug¢lanir. Kas hilicrelerindeki bu tip antisens
aktivite, o kas hlucresiyle iliskili motor-ndronlara wveya denel
olarak ndronlara bir fayda sadglavyabilir. Bu tip durumlarda,
tamir edilmis SMN fonksiyonuna sahip kas hiicresi, ndronal
viyabiliteyi ve/veya fonksiyonu gelistiren bir faktor
saglayabilir. Belirli durumlarda, bu tip antisens aktivite,
néronlarin i¢indeki antisens Dbilesiklerden meydana gelen
antisens aktivitesinden saglanan faydadan badimsizdir. Belirli
durumlarda, mevcut agiklamanin farmasotik bilesimlerin
sistemik wverilisi, ndronlarla vakin iliskide olmavan hiicreler

dahil olmak {lzere, diJer néronal-olmayan hilicrelerde antisens
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aktiviteyle sonug¢lanir. N&rcnal-clmavan hicrelerdeki bu tip
antisens aktivite ndronlarin fonksiyonunu geligstirebilir,
Ornedin, bir ndronal-olmayan hiicredeki (6rnedin karaciger
hilcresi) antisens aktivite, o hlicrede néronlarin fonksivyonunu
gelistiren Lkir faktdor dretilmesiyle sonuglanabilir Not:
“antisens aktivite” terimi dodrudan ve dolayli aktiviteleri
icerdidinden, hi¢ antisens bilesik nérona girmese bile ndrconal

fonksiyona bir fayda bir “antisens aktivitedir”.

Belirli durumlarda, bir farmasotik bilegimin sistemik
veriligi, ndronlarda dogrudan veya dolayli antisens
aktivitelerden badimsiz terapdtik faydayla sonug¢glanir. Tipik
olarak, SMA’'nin ayarlanmasinda, ndronal fonksiyon, kayda deder
semptomlarla sonuclanacak sekilde azalir. Ilave semptomlar
diger hiicrelerdeki azalan SMN aktivitesinden kaynaklanzbilir.
Bu tip bkelirli semptomlar, azalan ndronal fonksiyondan
kaynaklanan  semptomlarin badil ciddiyetiyle gizlenebilir.
Belirli durumlarda, sistemik verilis, ndronal-olmayan
hiicrelerde tamir edilmis veya gelistirilmis SMN fonksivonuyla
sonuglanir. Bu tip belirli durumlarda, ndronal-olmayan
hicrelerdeki bu tip tamir edilmis veya gelistirilmis SMN
tonksiyonu terapdtik taydaya sahiptir. Ornedin, belirli
durumlarda, SMA’s1i olan siijeler azalmis biilyimeye sahiptir. Bu
tip azalmis bluylme, ndronal hiicrelerdeki azalan fonksiyondan
kaynaklanmayabilir. Aslinda, azalmis bliyime, hipofiz bezi gibi
bir bkaska organdaki hicrelerin bozulmus fonksiyonuyla ilgili
olabilir ve/veya viicudun hiticreleri boyunca SMN
yetersizliklerinin sconucu clabilir. Bu tip durumlarda sistemik
uygulama, hipofiz hiicrelerinde ve/vevya difder hiucrelerde
diizelmis SMN aktivitesi ile sconug¢lanabilir, bu da artmis
bilyime ile sonug¢lanir., Bu tip durumlarda, CSF’'ye verilis, bir
siijenin daha uzun vyasamasinili saglamak 1ig¢in yeterli ndronal
fonksivonu tamir eder, ancak sijeler c¢odunlukla bu tip
semptomlar gdrinmeden &nce 0ldigld i¢in daha Onceden bilinmeyen

bir ya da daha fazla semptom ortaya c¢ikar c¢inki stije daha uzun

55



10

15

20

25

30

35

vasar. Bu tip ortaya c¢ikan semptomlar o&limcil olabilir.
Belirli durumlarda, ortaya ¢ikan semptomlar sistemik verilisle
tedavi edilir. Mekanizmaya bakilmaksizin, belirli durumlarda,
bunlarla sinirli kalmamak kayvdivyla, bozulmus néronal
fonksiyonla iligkili daha ciddi semptomlar tarafindan d&nceden
gizlenen semptomlar dahil olmak tUzere SMA'nin cesitli

semptomlari sistemik verilisle tedavi edilebilir.

Belirli durumlarda, mevceut aciklamanin farmasétik
bilegsimlerinin sistemik wveriligi, kas hiicrelerinde artan SMN
aktivitesiyle sonuclanir. Belirli durumlarda, kas
hilcrelerindeki bu tip gelismis SMN aktivitesi terapodtik fayda
sagdlar. Yalnizca kastaki gelismis SMN aktivitesinin, terapdtik
fayda sadglamak igin vyetersiz oldudu bildirilmistir (e.g.,
Gravrilina, et al., Hum Mol Genet 2008 17(8):1063-1075}.
Belirli durumlarda, mevcut aciklama, kasta geligmis SMN
fonksiyonuyla sonug¢lanan ve terapdtik fayda saglayan ydntemler
saglamaktadir. Belirli durumlarda, terapttik fayda, dider
hiicrelerdeki (tek basina vya da kas hiicreleriyle kombinasyon
halinde) gelismis SMN fonksiyonuna atfedilebilir. Belirli
durumlarda, valnizca kastaki geligsmisg SMN fonksiyonu fayda

saglavyabilir.

Belirli durumlarda, sistemik wverilis gelismis sagkalimla

sonuglanir.,

6. Spinal Kas Atrofisi (SMA)

SMA, spinal motor néronlarinin dejenerasyonuyla karakterize
bir genetik rahatsizlaiktair. SMA’'ya, SMNl1 geninin her iki
fonksiyonel kopyasinin homozigoz kaybi neden olur. Ancak, SMNZ
geni, SMN1 ile ayni proteini kodlama potansiyeline sahiptir ve
bdylelikle SMA hastalarinin genetik kusurunun ilistesinden
gelir. BSMNZ2, ekson 7’'nin +6 konumunda translasyonel olarak

sessiz  bir mutasyon (C=T) ihtiva =eder wve bu da SMN2
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transkriptlerinde ekson 7 nin etkisiz inklizyonuyla
sonug¢lanir., Bu nedenle, SMN2'nin ekson 7'den vyoksun olan
baskin formu kararsiz ve etkisizdir. Roéylelikle, SMNZ ug
birlestirmevi, ekson 7 ihtiva eden SMNZ transkriptlerinin
yluzdesinin arttigz sekilde modile edebilen terapdtik

bilesikler SMA’'nin tedavisi i¢in favydali olacaktir.

Belirli durumlarda, mevcut ag¢iklama, SMNZ2 kodlayan bir &n-
mRNA’ ya tamamlayici antisens bilesikler sadglar. Bu tip belirli
durumlarda, antisens bilegik SMN2’nin ug¢ birlestirmesini
de§istirir. SMNZ2'nin u¢ birlestirmesinin dedistirilmesi ic¢in
faydalili belirli diziler ve bélgeler, WO 2007/0023%0 olarak
yayinlanan PCT/US06/024469'da bulunabilir. Belirli durumlarda,
burada tarif edilen herhangi bir motife sahip c¢ligomerik
bilesikler, SMNZ2’nin intron 7'sine tamamlavici Dbir nikleobaz
dizisine sahiptir. Bu tip belirli nikleobaz dizileri,

asadidaki sinirlayici-olmayan tabloda orneklenmektedir.

Dizi Uzunluk SEQ ID
TGCTGGCAGACTTAC 15 3
CATAATGCTGGCAGA 15 4
TCATAATGCTGGCAG 15 5
TTCATAATGCTGGCA 15 3)
TTTCATAATGCTGGC 15 2
ATTCACTTTCATAATCGCTGG 20 i
TCACTTTCATAATGCTGG 18 1
CTTTCATAATGCTGG 15 8
TCATAATGCTGG 1z 9
ACTTTCATAATGCTG 15 10
TTCATAATGCTG 12 11
CACTTTCATAATGCT 15 12
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Dizi Uzunluk SEQ ID

TTTCATAATGCT 12 13
TCACTTTCATAATGC 15 14
CTTTCATAATGC 12 15
TTCACTTTCATAATG 15 16
ACTTTCATAATG 12 17
ATTCACTTTCATAAT 15 18
CACTTTCATAAT 12 1¢9
GATTCACTTTCATAA 15 20
TCACTTTCATARA 12 21
TTCACTTTCATA 12 22
ATTCACTTTCAT 12 23
AGTAAGATTCACTTT 15 24

Mevcut aciklamanin antisens bilegikleri, Dbir insan gibi bir
stijedeki SMN2 ekspresyonunu modile etmek igin kullanilabilir.
Belirli durumlarda, siijenin spinal kas atrofisi wvardir. Bu tip
belirli siijelerde, SMN1 geni vyoktur va da fonksivyvonel SMN
proteininin veterli miktarlarini Uretmekte basarisizdir.
Belirli durumlarda, mevcut acgiklamanin antisens bilesikleri
SMNZ’nin ug¢ birlegstirmesini etkili olarak modille eder ve bu da
SMNZ mRNA’daki wve nihayetinde ekson 7’ye karsilik gelen amino
asitler igeren SMNZ proteinindeki ekson 7 inklizyonunda bir
artigsla sonuglanir. Bu tip dedisen SMN2 proteini dodal-tip SMN
proteinine benzer. Mevcut aciklamanin, SMNZ mRNA'nin
ekspresyonunu veya ekspresyonun protein lUrinlerini etkili
sekilde modiile eden antisens bilesikleri aktif antisens

bilesikler olarak dederlendirilmektedir.

SMNZ’nin ekspresyonunun modilasyonu, hayvanin hicrelerini,

dokusunu veya organini ihtiva edebilen yva da etmeyen bir vilcut
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sivisinda Olg¢ilebilir. Analiz ig¢in vicut sivilari (&rnedin
tikiirik, serum, CSF), dokular (drnedin biyopsi) veya organlar
giki numunelerin alinmasinin y&ntemleri ve analize c¢lanak
saglamak ic¢in numunelerin hazirlanmasinin ydntemleri, teknikte
uzman kisilerce iyi bilinmektedir. RNA ve protein
sevivelerinin analizi ig¢in yontemler yukarida mizakere
edilmistir wve teknikte wuzman kisilerce 1yi Dbilinmektedir.
Tedavinin etkileri, aciklamanin  bir va da daha fazla
bilesigiyle temas etmis bir hayvandan alinan yukarida

belirtilmis sivilardaki, dokulardaki wveya organlardaki hedef

gen ekspresyonuyla iliskili bivyvo-belirteclerin, teknikte
bilinen rutin klinik yéntemlerle Slglilmesiyle tayin
edilebilir.

Vicut sivilarinin, organlarin veya dokularin, aciklamanin

antisens bkilegiklerinin vya da bilegsimlerinin birinin va da
daha fazlasinin etkili bir miktariyla temas ettidi yontemler
de disuUnilmustir. Vicut sivilari, organlar veya dokular, vilcut
sivilarinin, organlarin veya dokularin hiicrelerindeki SMNzZ
ekspresycnunun modiilasyonuyla sonug¢lanacak sekilde aciklamanin
bilegiklerinin biri vya da daha fazlasiyla temas edebilir.
Etkili bir miktar, antisens bilesidin va da bilesiklerin vevya
bilesimlerin hedef ntkleik asitler wveya bunlarin {drinleri
dzerindeki modiile edici etkisinin, teknikte uzman kisi icgin

rutin olan yéntemlerle izlenmesiyle belirlenebilir.

Lciklama ayrica, burada tarif edilen sekildeki vyéntemlerin
herhangi birinde kullanim i¢in, burada tarif edildidi {izere
bir antisens bilesik sadlar. Ornedin, aciklama, spinal kas
atrofisi (SMA) gibi sadgkalim motor ndron proteini (SMN) ile
iliskili bkir hastalidin ya da durumun tedavisinde kullanim
igin, insan SMN2 kodlayan bir nlikleik aside tamamlayici bir
antisens oligoniiklectid iceren bir antisens bilesik sadlar.
Bir diger ©ornek olarak, aciklama, sagkalim motor ndron

proteini (SMN} ile 1ilisgkili bir hastaligin ya da durumun
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antisens bilesidin dodrudan merkezi sinir sisteminin (CNS)
veya CSF'nin ig¢gine wveriligiyle tedavisinde kullanim ig¢in,
insan SMN2 kodlayan bir niikleik aside tamamlayici bir antisens

oligoniikleotid iceren bir antisens bilegik sadlar.

Aciklama avrica, burada tarif edilen sekildeki bir antisens
bilesidin, burada tarif edilen sekildeki ydntemlerin herhangi
birinde kullanim ig¢in bir ilacin f{iretiminde kullanimini da
saglamaktadir. Ornedin, aciklama, insan SMN2 kodlayan bir
nikleik aside tamamlayici bir antisens oligonikleotid igeren
kir antisens Pkilegidin, spinal kas atrofisi {SMA) gibi
sagkalim motor néron proteini (SMN) ile ilisgkili bir
hastaligin vya da durumun tedavi edilmesi idig¢in bir ilacin
Uretiminde kullanimini sadlar. Bir diger 9&rnek olarak,
aciklama, insan SMNZ kodlayvan bir nikleik aside tamamlayica
kir antisens oligoniiklectid ig¢eren bir antisens bilesidin,
sagkalim motor néron proteini (SMN) ile ilisgkili bir
hastaligin va da durumun, ilacin dodrudan merkezi sinir
sisteminin (CNS}) va da CSF'nin igine werilisivyle tedavi

edilmesi ig¢in bir ilacin Uretiminde kullanimini sadlar.

Belirli durumlarda, burada tarif edilen herhangi bir motife
sahip oligomerik bilesikler, SMN2'nin ekson 7’/sine tamamlayici

bir nilkleobaz dizisine sahiptir.

Belirli durumlarda, burada tarif edilen herhangi bir motife
sahip oligomerik bilegikler, SMNZ'nin intron 6fsina

tamamlayici bir niiklecbaz dizisine sahiptir.

Belirli durumlarda, bir antisens bilesik, su dizinin en az 10
nilkleobazini icgeren bir nilikleobaz dizisine sahip bir antisens
oligoniikleotid igerir: TCACTTTCATAATGCTGG (SEQ ID NO: 1).
Belirli durumlarda, bir antisens oligonilkleotid, bu dizinin en
az 11 nukleobazini igeren bir nlkleobaz dizisine sahiptir.

Belirli durumlarda, bir antisens oligontikleotid, bu dizinin en
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az 12 nitklegbazini igeren bir niikleobaz dizisine sahiptir.
Belirli durumlarda, bir antisens oligoniikleotid, bu dizinin en
az 13 niiklecbazini igeren Dbir niliklecbaz dizisine sahiptir.
Belirli durumlarda, bir antisens oligoniikleotid, bu dizinin en
az 14 niklecbazini igeren bir niliklecbaz dizisine sahiptir.
Belirli durumlarda, bir antisens oligoniikleotid, bu dizinin en
az 15 niklecbazini igeren bir niikleobaz dizisine sahiptir.
Belirli durumlarda, bir antisens oligoniikleotid, bu dizinin en
az 16 nitkleobazinli iceren bir nlklecbaz dizisine sahiptir.
Belirli durumlarda, bir antisens oligonikleotid, bu dizinin en
az 17 nukleobazini igeren bir nlkleobaz dizisine sahiptir.
Belirli durumlarda, bir antisens oligoniikleotid, bu dizinin
niitkleobazlarini igeren bir niiklecbaz dizisine sahiptir.
Belirli durumlarda, bir antisens oligonikleotid, b»bu dizinin
nikleobazlarindan c¢lusgan bir nlkleobaz dizisine sahiptir.
Belirli durumlarda, bir antisens oligoniikleotid 10-18 bagdli
niitkleositten olusur ve su dizinin bir esit-boy kismina %100
Hzdes bir niikleobaz dizisine sahiptir: TCACTTTCATAATGCTGG (SEQ
ID NO: 1).

7. Belirli Sidjeler

Belirli durumlarda, bir siije SMA’'nin bir vya da daha fazla
endikatoriine sahiptir. Belirli durumlarda, siije, bir vya da
daha fazla kasin azalmis elektriksel aktivitesine sahiptir,
Belirli durumlarda, siije bir mutant SMN1 genine sahiptir.
Belirli durumlarda, sijenin SMN1 geni yoktur va da fonksiyonel
SMN proteini iretemez. Belirli durumlarda, siijeye genetik bir
testle tani konur. Belirli durumlarda, sije kas biyopsisiyle
tanimlanir. Belirli durumlarda, bir sije dik oturamaz. Belirli
durumlarda, bir slijJe nefes alman ve/veya yemek vyemek igin
yardima ihtiya¢ duyar. Belirli durumlarda, bir siije, kasin
elektrofizvolejik dlcimiiyle ve/veya kas bivopsisiyle

tanimlanir.
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Belirli durumlarda, sijenin tip I SMA’s1i wvardir. Belirli
durumlarda, siijenin tip IT SMA’s1 vardir. Belirli durumlarda,
siijenin tip IIT SMA’s1 wvardir. BRBelirli durumlarda, sijeye in
utero SMA’si1 var olarak tani konur. Belirli durumlarda, sijevye
dogumdan sonra bir hafta iginde SMA’s1i wvar olarak tani konur.
Belirli durumlarda, sujeye dodumun bir ayi ig¢inde SMA’s1i var
olarak tani konur. Belirli durumlarda, siijeye 3 aylikken
SMA’s1 wvar olarak tani konur. Belirli durumlarda, siijeye 6
aylikken BSMA’s1 wvar olarak tani kenur. Belirli durumlarda,
sijeye 1 vasindayken SMA’s1 wvar c¢larak tani konur. Belirli
durumlarda, sijeye 1 ila 2 vyasgsindavken SMA'’s1 var olarak tana
konur. Belirli durumlarda, siijeye 1 ila 15 vasindayken SMA’s1
var olarak tani konur. Belirli durumlarda, sljeye, slije 15

vasindan blUylkken SMA’s1 var olarak tani konur.

Belirli durumlarda, mevcut aciklamaya gdre bir farmasdtik
bilegsimin birin¢i dozu in wutero verilir. Bu tip belirli
durumlarda, birinci doz, kan-beyin-kariyerinin tam
geligsiminden ¢&nce wverilir. Belirli durumlarda, birinci doz
siijeye sistemik olarak in utero verilir. Belirli durumlarda,
birinci doz kan-beyin-bariyerinin olusumundan sonra in utero

verilir. Belirli durumlarda, birinci doz CSF'vye verilir.

Belirli durumlarda, mevcut agiklamaya gére bir farmasotik
bilesimin birinci dozu, sije bir haftaliktan kiicikken verilir.
Belirli durumlarda, mevcut ag¢iklamaya gdre bir farmasdtik
bFilesimin bkirinci dozu, sije bir ayliktan kiicukken wverilir.
Belirli durumlarda, mevcut ag¢iklamaya gbre bir farmasdtik
bilesimin birinci dozu, stje 3 ayliktan kictukken wverilir.
Belirli durumlarda, mevcut ag¢iklamaya gére bir farmasdtik
bilegimin birinci dozu, sije 6 ayliktan kiiglikken wverilir,
Belirli durumlarda, mevcut agiklamaya gdre bir farmasodtik
bilegsimin birinci dozu, siije bir vyasindan kiclikken wverilir.
Belirli durumlarda, mevcut aciklamaya gdre bir farmasdtik

bilesimin birinci dozu, sije 2 vyasindan kiugikken wverilir.
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Belirli durumlarda, mevcut ag¢iklamaya gtre bir farmasdtik
bilesimin birinci dozu, sije 15 yasindan ki¢ikken verilir,
Belirli durumlarda, mevcut acgiklamaya gdre bir farmasédtik

bilegsimin birinci dozu, siije 15 vasindan bivyiikken verilir.

8. Belirli Dozlar

Belirli durumlarda, mevcut aciklama doz miktarlarini vwve
si1kliklarini sadlamaktadir. Belirli durumlarda, farmasdtik
bilesimler bir bolus enjeksiyon olarak verilir. Bu tip belirli
durumlarda, bolus enjeksiyonun dozu, siijenin vicut adirlidinin
kilogrami basina 0,01 ila 25 miligram arasinda antisens
bilegiktir. Bu tip belirli durumlarda, bolus enjeksiyonun
dozu, sijenin wvicut adirliginin kilogrami basina 0,01 ila 10
miligram arasinda antisens bilesiktir. Belirli durumlarda, doz
sijenin wvicut adirliginin kilogrami basina 0,05 ila 5 miligram
arasinda antisens kilegiktir. Belirli durumlarda, doz sijenin
vilcut adirlidinin kilogrami basina 0,1 ila 2 miligram arasinda
antisens Dbilesiktir. Belirli durumlarda, doz slijenin viicut
agirliginin kilogrami basina 0,5 1la 1 miligram arasinda
antisens bilesiktir. Belirli durumlarda, bu tip dczlar ayda
iki kez wverilir. Belirli durumlarda, bu tip dozlar her ay
verilir. Belirli durumlarda, bu tip dozlar 2 ayda bir verilir.
Belirli durumlarda bu tip dozlar, 6 ayda bir wverilir. Belirli
durumlarda, bu tip dozlar CSF'nin i¢ine bolus enjeksiyonla
verilir. Belirli durumlarda, bu tip dozlar intratekal bolus
enjeksiyonla wverilir, Belirli durumlarda, bu tip dozlar bolus
sistemik enjeksivonla (6rnedin subkiitan, intramuskiiler wveva
intraven&dz enjeksiyon) wverilir. Belirli durumlarda sijeler,
CSF'ye bolus enjeksivonlar ve bolus sistemik enjeksiyonlar
alir. Bu tip durumlarda, CSF bolus ve sistemik bolusun dozlara
aynli ya da birbirinden farkl:i olabilir. BRelirli durumlarda,
CSF wve sistemik dozlar farkli sikliklarda wverilir. Belirli
durumlarda, aciklama, en az bir bolus intratekal enjeksivyon ve
en az bir bolus subkiltan enjeksivyon igeren bir dozlama rejimi

saglamaktadir.
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Belirli durumlarda, farmasdtik bilesimler kesintisiz
inflizyonla wverilir. Bu tip kesintisiz infiizyon, farmasdtik
bilesimleri CSF'"ye aktaran bir infizyon pompasiyla
basarilabilir. Belirli durumlarda, bu tip infizyon pompasi
farmasétik bilesimi IT wveya ICV aktarir. Bu tTip belirli
durumlarda, verilen doz, glinde siijenin viicut adirlidinin
kilegrami basina 0,05 1ila 25 miligram arasinda antisens
bilesiktir. Belirli durumlarda, verilen doz, ginde siijenin
vicut agirlaiginin kilogrami basina 0,1 ila 10 miligram
arasinda antisens bilesiktir. Belirli durumlarda, verilen doz,
ginde sljenin wvicut adirlidinin kilogrami basina 0,5 ila 10
miligram arasinda antisens bilegiktir. Belirli durumlarda,
verilen doz, giliinde sijenin vicut adirlidinin kilogrami basina
0,5 1la 5 miligram arasinda antisens bilesiktir. Belirli
durumlarda, verilen doz, glnde sijenin vicut agirlidinin
kilogrami basina 1 ila H miligram arasinda antisens
bilesiktir. Belirli durumlarda, aciklama, CNS’'nin igine
infiizyon ve en az bir bolus sistemik enjeksiyon igeren bir
dozlama rejimi szadlamaktadir. BRelirli durumlarda, agiklama,
CNS'nin icine infiizyon ve en az bir bolus sukkiitan enjeksiyon
iceren bir dozlama rejimi sadlamaktadir. Belirli durumlarda,
bolus vya da infizyon olan doz, antisens Dbilesidin CNS
dokusunun grami basina 0,1 ila 100 mikrogram arasinda bir
konsantrasyonunu elde etmek yva da idame etmek igin avyarlanir.
Belirli durumlardz, bolus va da inflizyen olan doz, antisens
bFilesidin CNS dokusunun grami bagina 1 1la 10 mikrogram
arasinda bir konsantrasycnunu elde etmek vya da idame etmek
i¢in avyarlanir. Belirli durumlarda, beclus va da infiizvon olan
doz, antisens bilesigin CNS dokusunun grami basina 0,1 ila 1
mikrogram arasinda bir konsantrasyonunu elde etmek ya da idame

etmek icin ayvarlanir.

Belirli durumlarda, bir siijenin dozlanmasi bir indikleme

evresine ve Dbir idame evresine bdéliuniir. Bu tip belirli
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durumlarda, indikleme evresi esnasinda verilen doz, idame
evresi esnasinda verilen dozdan daha ¢eoktur., Belirli
durumlarda, indiikleme evresi esnasinda verilen doz, idame
evresi esnasainda verilen dozdan daha azdir. Belirli
durumlarda, indlikleme evresi bolus enjeksiyonla elde edilir ve

idame evresi kesintisiz infiizyonla elde edilir.

Belirli durumlarda, ag¢iklama, antisens bilesiklerin vya tek
basina vya da CSF'nin icine aktarimla kombinasyon halinde
sistemik verilisini sadlar. Belirli durumlarda, sistemik
verilis ig¢in doz, 0,1 mg/kg ila 200 mg/kg arasindadir. Belirli
durumlarda, sistemik wverilisg ig¢in doz, 0,1 mg/kg ila 100 mg/kg
arasindadir. Belirli durumlarda, sistemik wverilis i¢in doz,
0,5 mg/kg ila 100 mg/kg arasindadir. Belirli durumlarda,
sistemik verilis ic¢in doz, 1 mo/kg ila 100 mg/kg arasindadir.
Belirli durumlarda, sistemik verilis igin doz, 1 mg/kg ila 50
mg/kg arasindadir. Belirli durumlarda, sistemik verilis igin
doz, 1 mg/kg ila 25 mg/kg arasindadir. Belirli durumlarda,
sistemik verilis icin doz, 0,1 mg/kg ila 25 mg/kg arasindadir.
Belirli durumlarda, sistemik verilis dig¢in doz, 0,1 mg/kg ila
10 mg/kg arasindadir. BRelirli durumlarda, sistemik wverilis
icin doz, 1 mg/kg ila 10 mg/kg arasindadir. Belirli
durumlarda, sistemik wverilis ig¢in doz, 1 mg/kg ila 5 mg/kg
arasindadir. Hem sistemik hem CSF aktarimini igeren belirli

durumlarda, bu iki yol ig¢in dozlar kagimsiz olarak belirlenir.

a. Uygun Insan Dozlarinin Hesaplanmasi

Belirli durumlarda, sije bir insandir. Belirli durumlarda, bir
insan dozu, burada tarif edilenler gibi hayvan deneylerinden
gelen verilerden Thesaplanir veya tahmin edilir. Belirli
durumlarda, bir insan dozu, burada tarif edilenler gibi maymun
ve/veya fare denevylerinden gelen verilerden hesaplanir vevya
tahmin edilir. Belirli durumlarda, bir insan dozu, burada

tarif edilenler gibi fare deneylerinden gelen verilerden
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hesaplanir veya tahmin edilir. Belirli durumlarda, uygun insan
dozlari, beyin adirligdir ve/veya beyin-omurilik sivisi (CSF)
devir hizlarz: bilgisiyle birlikte fareden elde edilen
farmakokinetik wveriler kullanilarak hesaplanabilir. Crnedin,
fare beyin agirligdi, wvicut agirliginin vyaklasik %27si olarak
vaklasik 0,4 g’dir. Insanlarda, ortalama beyin agirligi, vilcut
agirlidinin vaklasik 2,51 olan 1,5 kg’ dir. Belirli
durumlarda, CSF'nin ic¢ine wverilis, beyin dokusunda tutulum ve
miltteakip metabolizma yoluyla bilesigin bir kKisminin
ayrilmasiyla scnuglanir, Ek olarak, C3SF devir hizi, bilegidin
CSF'den KkKana ayrilmasini tahmin etmek 1¢in kullanilabilir.
Fare CSF devir hizi vyaklasik glinde 10-12 kezdir (0,325
nl/dakikada {retilen 0,04 mlL). Tnsan CSF devir hizi yaklasik
gunde 4 kezdir (350-400 nul/dakikada duretilen 100-16C mL}.
Klirens ve dolayisivyla dozlama gereklilikleri, bevyin adirligi
ayirma Olgeklemeye ve/veya CSF devir ©6Slgeklemeye dayali
olabilir. Tahmin edilmis insan CSF klirensi, insanlarda,
farelerdeki vaklasik dozlara esdefer dozlari tahmin etmek ig¢in
kullanilabilir. Bu sekilde, insan dozlari, bevin &adirlidina ve

CSF devir hizlarina dayali doku metabolizmasindaki farklara

hesaba katarak tahmin edilebilir. Hesaplamanin ve tahmin
etmenin bu tip véntemleri teknikte uzman kisilerce
bilinmektedir.

Sinirlayici-olmayan &rnek yoluyla, belirli durumlarda, bir
egdeder insan dozu istenen bir fareden mg/kg fare dozunun,
belirlenen klirense ve belirli bir bilegidin ayrilmasina bagli
olarak vyaklasik 0,25 ila vyaklasik 1,25 arasinda degisen bir
faktoérle carpilmasiyla tahmin edilebilir. Boylelikle, o6rnedin,
belirli durumlarda, 20 gramlik bir fare icin 0,01 mg’lik bir
dozuna esdeder bir insan dozu, 70 kiloluk bir insan ig¢in
yaklasik 8,75 mg ila vyaklasgik 43,75 mg toplam doz arasinda
defisecektir. Benzer sgekilde, belirli durumlarda, 4 gramlik
bir venidogan fare ig¢in 0,0l mg'lik bir doza esdeder bir insan

dozu, 3 kiloluk bir yenidogan insan ig¢in yaklasik 1,9 mg ila
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vaklasik 9,4 mg toplam doz arasinda dedigsecektir. Bu d&drnek
dozlar vyalnizca, teknikte uzman bir kisinin uygun bir insan
dozunu nasil belirleyebilecedini &rneklemek igindir wve mevcut

aciklamayi sinirlama amacinda dedildir.

Belirli durumlardsa, (tek basina veya CSF aktarimivyla
kombinasyon halinde olsun ya da olmasin) sistemik aktarim ig¢in
bir insan dozu, burada tarif edilenler gibi hayvan
deneylerinden gelen verilerden hesaplanir veya tahmin edilir.
Tipik olarak, sistemik doz i¢in uygun bir insan dozu {mg/kg
olarak, hayvanlardaki etkili kir dozun 0,1 ila 10 kat
arasindadir. B&ylelikle, valnizca &rnek amaciyla, 2 gramlik
bir yenidodan fare digin 50pg’lik bir subkiitan doz, 25mg/kg’lik
bir dozdur. Bir insan icin karsilik gelen dozun, 2,5mg/kg ila
250mg/kg arasinda oldugu &ngdriilmektedir. 2 kiloluk bir bebek
i¢in, karsilik gelen doz 7,5 mg ila 750 mg arasindadir. 25
kilcluk bir ¢ocuk ig¢in, karsilik gelen doz 62,5 mg ila 6250 mg

arasindadair.

9. Tedavi Rejimleri

Belirli durumlarda, vukaridaki doz miktarlari, doz sikliklaraz,
verilis vyollari, indiikleme ve idame evreleri wve birinci dozun
zamanlamasi, SMA’s1 olan sijeler 1i¢in dozlama rejimlerinin
saglanmas1i amaciyla birlestirilir. Bu tip dozlama rejimleri,
SMA’'nin bir vya da daha fazla semptomunun iyilegtirilmesini
saglamak ve/veya farmasdtik bilesimin verilisine atfedilebilen
toksisitenin wveya vyan etkilerin indirgenmesi vya da ©&nlenmesi
i¢in secilebilir ve ayarlanabilir. Belirli durumlarda, sijeler
in uterc veya yenidodandir. Bu tip durumlarda, farmasdtik
bilesimlerin, Gdzellikle kesintisiz infiizyonla verilisi,
belirli zorluklar arz eder. Dolayisiyla, Dbelirli durumlarda,
mevcut aciklama, siije rahimdevken vada c¢ok geng oldudunda
bolus wverilisle, ardindan siije daha biylik oldudgunda ve bu tip

bir pompanin yerlestirilmesi daha pratik oldugunda bir
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implante inflizyon pompasi vasitasiyla kesintisiz inflzyonla
veriligini saglar. Ayrica, belirli durumlarda, bir sije
biiyiidikege, ayni vwveya benzer doz:viicut-adirli oraninin elde
edilmesi icin mutlak doz arttirilir. Asagidaki tablonun amaci
tedavli rejimlerini Orneklemektir wve tedavilerin, teknikte
uzman bir kisi tarafindan kolaylikla basarilabilecek olasa

kombinasyonlari sinirlama amacinda dedildir.

Dozlama Birinci Ikinci Uclinci Dordince Besinci
periycdu i
Rejim 1
Stuje Yasi 1In In utero, > 1 6 ay 1,5 yail
uteroc, kan-beyin- hafta
kan- bariyerini
beyin- n olusumu

bariyeri sonrasinda

nin
olusumu
dnecesind
e
Doz 50 ng 50 pg 100 ng 10 50 pg/gtn
Miktari ng/gtn
S1klaik Tek Tek Avylik Kesinti Kesintisiz
verilis verilis siz
Verilis Sistemik IT IT IT IT
Yolu enjeksiy enjeksiyon enjeksiy infiizyo infilizyconu
on onlari nu
Siire N/A N/A 6 ay 1 yi1l Striuyor
Rejim 2
Stje Yasi In > 1 hafta 6 ay 1,5 y11 N/A
utero,
kan-

68



Dozlama Birinci Ikinci Uclinci Dérdiinc Besinci
periyodu ua
Rejim 1
beyin-
bariyeri
nin
olusumu
scnrasin
da
Doz 50 ug 100 ug 5 mg/glin 10 N/A
Miktari mg/giin
Siklik Tek Avlik Kesintis Kesinti N/A
verilis iz siz
Verilis ICV ICV ICV ICV N/A
Yolu enjeksiy enjeksiyon infizyon infiizyo
on u nu
Stire N/A 6 ay 1 yvil Stiriyor N/A
Rejim 3
Stije Yasa > 1 & ay 1,5 val 2,5 yil%*
hafta
Doz 100 npg 500 ng/gtn 20 20 100 mg
Miktari mg/glin mg/gun
S1klik 2xAylik Kesintisiz Kesintis Kesintis Z2xAylik
iz iz
Verilig Icv Icv Icv Icv 1P
Yolu enjeksiy infliizyonu infizyon inflzyon
on u u
Sure 6 ay 1 yval 1 yval Stiriyor Siirtdyoer
* Not: rejim 3"teki 4. dozlama periyodu, periyodik

sistemik verilisle birlestirilmis kesintisiz CSF

inflizyonunu orneklemektedir.

69

Bu tedavi rejimlerinin amaci



10

Dozlama Birinci Ikinci Uclinci Dérdiinc Besinci

periyodu ua
Rejim 1

6rnek olusturmak ve mevcut ag¢iklamayi sinirlamamaktir.

Belirli durumlarda, deozlama rejimi, vya tek basina va da
CSF'nin igine verilisle kombinasyon halinde bir sistemik
verilig igerir (6rnedin, vyukaridaki rejim 3). Asadgidaki tablo

bu tip rejimleri &rneklemektedir.

Sistemik verilis CSF wverilisi

Doz Yol Siklik Doz Yol Siklik
1-5 subkiitan haftalik 5-10 bolus IT avylik
mg/kg mg/ kg

1-5 subkiitan aylik 1-5 mg/kg bolus ICV 2 ay

mg/kg

10-50 subkiitan aylik 0,5-1 bolus IT 6 ay

mg/ kg mg/ kg

0,5- subkiitan aylik 190 IT her 6 ayda

25 mg/kg/glin infizyonu bir 7 gln

mg/ kg slireyle
kesintisiz

0,1- subkitan aylik vok

10

mg/ kg

vok 0,5-1 bolus IT 6 ay

mg/ kg

Bu tedavi rejimlerinin amaci ornek vermektir ve mevcut
agilklamayl sinirlamak degildir. Teknikte uwuzman bkir kisi,
dozlarin ve aktarimlarin uygun bir kombinasyonunu, mevcut

aciklamayil gdz Oniine alarak ve durumun ciddiyeti wve siijenin
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genel sagligdi ve vyasi gibi c¢esitli faktdrlere davyali olarak

secebilecektir.

10. Es-verilis

Belirli durumlarda, mevcut aciklamanin farmasdtik bilesimleri,
SMA'nin tedavisi igin ve/veya SMA i1le iligkili bir ya da daha
fazla semptomun tedavisi ic¢cin en az bir dider farmasdtik
bilesimle eg-verilir. Belirli durumlarda, bu tip dider
farmasétik bilesim trikostatin-A’dan, valproik asitten,
riluzolden, hidroksilreden bir bitirat va da bitirat
tirevinden se¢ilir. Belirli cdurumlarda, mevcut ag¢iklamanin
farmasétik bilesimleri <trikostatin A ile es-verilir. Belirli
durumlarda, mevcut ac¢iklamanin farmasdtik bilesimleri, &rnedin
Thurmond, et al., J. Med Chem. 2008, 51, 449-4¢%'da tarif
edildigi dzere, kuinazolinin kir tlreviyle egs-verilir. Belirli
durumlarda, mevcut ag¢iklamanin bir farmasdétik bilesimi wve en
az Dbir diger farmasdtik bilesim ayni zamanda es-verilir.
Belirli durumlarda, mevcut ac¢iklamanin bir farmasétik bilesimi
ve en az bir difder farmasdtik bilesim farkli zamanlarda es-

verilir.

Belirli durumlarda, mevcut aciklamanin farmasttik bilesimleri
bir gen terapisi ajaniyla eg-verilir. Bu tip belirli
durumlarda, gen terapisi ajani CSF'ye verilir ve mevcut
a¢iklamanin farmasdétik bilesimi sistemik olarak wverilir. Bu
tip belirli durumlarda, gen terapisi ajani CSE'ye wverilir wve
mevcut ag¢iklamanin farmasdtik bilesimi CSE’'ye wve sistemik
olarak wverilir. Belirli durumlarda, mevcut ag¢iklamanin bir
farmasdtik bilesimi ve bir gen terapisi ajani ayni zamanda es-
verilir, Relirli durumlarda, mevcut agiklamanin bir farmasotik
bilesimi wve bir gen terapisi ajani farkli =zamanlarda es-
verilir. SMA tedavisine belirli gen terapisi vaklasimlari
Pildirilmistir (&rn.,Coady et al., PLoS ONE Z008 3(l0}: =3468;

Passini et al., J Clin Invest 2010 RApr 1, 120(4): 1253-64).
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Belirli durumlarda, mevcut aciklamanin farmasdtik bilesimleri,
SMA ig¢in en az bir dider terapiyle es-verilir. Belirli
durumlarda, SMA icin bu tip diJer terapi amelivattir. Belirli
durumlarda, bu tip diger terapi, bunlarla sinirli kalmamak
kaydiyla, nefes almak icin gerekli kaslari gliglendirmek igin
tasarlanan egzersizler dahil olmak 1tlizere, Oksliriik terapisi
giki fiziksel terapidir. Belirli durumlarda, dider terapi, bir
besleme sondasi veya destekli nefes alma ic¢in c¢ihaz gibi

fiziksel bir miudahaledir.

Belirli durumlarda, mevcut aciklamanin farmasdétik bilesimleri,
mevcut ag¢iklamanin farmasdtik bkilesimlerinin istenmeyen bir
van—-etkisini indirgeyen bir vya da daha fazla dider farmasotik

bilegsimle egs-verilir.

11. Fenotipik Etkiler

Belirli durumlarda, mevcut ag¢iklamanin en az bir farmasétik
bilesiminin verilisi, siijede bir fenotip degisiklikle
sonuglanir., Belirli durumlarda, bu tip fenotipik etkilere,
bunlarla sinirla kalmamak kaydaivyla, ekson 7 iceren  SMN
mRNA’nin mutlak miktarinda artis; ekson 7 igeren SMN mRNA’nin
eksen 7'den voksun SMN mRNA’vya oraninda artis; ekson 7 iceren
SMN proteininin mutlak miktarinda artis; ekson 7 igeren SMN
proteininin ekson 7'den yoksun SMN proteinine oraninda artisg;
ivilesen kas kuvveti, en az bir kasta iyilesen elektriksel
aktivite; iyilesen soluma; kilco alma ve sadkalim dahildir.
Belirli durumlarda, en az bir fenotip dedisiklik sijenin bir
motondronunda saptanir. Belirli durumlarda, mevcut bulusun en
az Dbir farmasétik bilesiminin wverilisi, bir siijenin dik
oturabilmesivyle, avaga kalkabilmesiyle ve/veya
yvirilvebilmesiyle sonuclanir. Belirli durumlarda, mevceut
agiklamanin en az bir farmasdtik bilesiminin veriligi, sijenin

yvemek vyivebilmesiyle, idc¢ebilmesiyle ve/veya vyardim olmadan
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nefes alabilmesiyle sonuc¢lanir. Belirli durumlarda, tedavinin
etkililigdi, kasin elektrofizyolojik dederlendirilmesiyle tayin
edilir. Belirli durumlarda, mevcut aciklamanin en az bir
farmasétik bilesiminin wverilisi SMA'nin en az bir semptomunu
iyvilestirir ve ¢ok az ya da sifir enflamatuar etkiye sahiptir.
Bu tip belirli uygulamalarda, enflamatuar etkinin yokludgu,
tedavi Uzerine Aifl seviyelerinde kayda deger artisin

yokluguyla belirlenir.

Belirli durumlarda, mevcut agiklamanin en az bir farmasdtik
bilesiminin verilisi, SMA"nin en az bir semptomunun
baslamasini geciktirir. Belirli durumlarda, mevcut ag¢iklamanin
en az bir farmasdtik bilesiminin wverilisi, SMA'nin en az bir
semptomunun ilerleyisini vavaslatir. Belirli durumlarda,
mevcut agiklamanin en az bir farmasdétik bilesiminin verilisi,

SMA'nin en az bir semptomunun ciddiyetini indirger.

Belirli durumlarda, mevcut agiklamanin en az bir farmasdétik
bilesiminin verilisi, istenmeyen bir van-etkiyle scnug¢lanir.
Belirli durumlarda, istenmeyen yan-etkileri dnlerken
semptomlarin arzu edilen iyilesmesiyle sonuc¢lanan bkir tedavi

rejimi tanimlanir.

12. Dozaj iUniteleri

Belirli durumlarda, mevcut aciklamanin farmagdtik bilesimleri,
verilisg icin dozaj Uniteleri olarak hazirlanir. Bu tip belirli
dozaj iiniteleri, 0,01 mg ila 100mg arasindan seg¢ilir. Bu tip
belirli durumlarda, mevcut ag¢iklamanin farmasotik bir
bilesimi, 0,01 mg, 0,1 mg, 0,5 mg, 1 mg, 5 mg, 10 mg, 20 mg,
25 mg, 50 mg, 75 mg, 100 mg, 150 mg ve 200 mg’dan sec¢ilen bir
antisens bilesik dozu igerir. Belirli durumlarda, farmasdtik
bir bilesim, 0,1 mg, 0.5 mg, 1 mg, 5 mg, 10 mg, 25 mg ve 50

mg’dan seg¢lilen bir oligoniikleotid dozu igerir.
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13. Kitler

Belirli durumlarda, mevcut agiklama en az bir farmasdtik
bilegsim iceren kitler sadlamaktadir. Belirli durumlarda, bu
tip kitler ayrica bir aktarim araci, &rnedin bir siringa veya

infiizyon pompasi icerir.

Sinairlayici olmayan ag¢iklama

Burada tarif edilen belirli bilesikler, bilegimler ve
yontemler belirli durumlara gdre spesifik olarak tarif edilmis
olsa da, asadidaki &rnekler vyalnizca burada tarif edilen
bilesikleri &rnekleme gdrevi gdrmektedir ve bunlari sinirlama
amacinda dedildir. Her ne kadar bu basvuruya eslik eden dizi
listesi her dizivi gerektigi sekilde vya “RNA” vya da “DNA”
olarak tanimlasa da, gergekte, bu diziler, kimyasal
modifikasyonlarin herhangi bir kombinasyonuyla modifiye
edilebilir. Teknikte uzman bir kisi, modifiye
oligoniikleotidlerin tarif edilmesi ig¢in “RNA” veya “DNA”
gseklindeki bu tip gdstermenin rastgele secilmis oldudunu
kolayca anlayacaktir. Ornedin, bir 27-0H seker bséliti ve bir
timin bazi iceren Dbir nilkleosit iceren bir oligoniikleotid,
modifive bir sekere (DNA’nin dogal 2"-H’'si ig¢in 2’-0H} sahip

bir DNA veya modifiye bir baza (RNA'nin doJal urasili ig¢in

timin (metilatla urasil)) sahip bir RNA olarak tarif
edilebilir.
Dolayisivyla, bunlarla sinirla kalmamak kaydiyla dizi

listesindekiler dahil olmak iizere, burada sadlanan nlkleik
asit dizileri, bunlarla sinirli kalmamak kaydiyla modifiye
nilkleobazlara sahip niikleik asitler dahil olmak fizere dodal
veya modifiye RNA wve/veya DNA'nin herhangi bir kombinasyonunu
ihtiva eden nikleik asitleri kapsama amacindadir. Dier &rnek
yvoluyla wve sinirlama olmadan, Y“YATCGATCG” niliklecbaz dizisine

sahip bir oligomerik Dbilesgik, modifiye vya da modifiye
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edilmemis olsun vya da olmasin, bunlarla sinirli kalmamak
kaydiyla, “AUCGAUCG” dizisine sahip olanlar ve Dbazi DNA
bazlarina sahip clanlar wve “AUCGATCG” gibi bazi RNA bazlari ve
mC'nin 5-konumunda bir metil grubu iceren bir sitozin bazini
gbsterdigi “AT®eCGAUCG” gibi bazi RNA bazlari igerenler gibi
RNA bazlari igeren bu tip bilesikler dahil olmak lzere bu tip
niikleobaz dizisine sahip herhangi bir oligomerik bilegigi

kapsar.

Ornek 1 - SMN2’yi hedefleyen antisens bilegikleri

Asagidaki oligoniikleotidler, bdnceden bildirilen standart

teknikler kullanilarak sentezlendi.

Referans # Dizi Boy Kimya SEQ
1D
1515396443 TCACTTTCATAATGCTGG 18 Tam 27 -MOE; 1
tam PS3
15158396445 TTTCATAATGCTGEGC 15 Tam 2’ -MOE; 2
tam PS

PS = fosforotioat niikleosit arasi bagdlantilar

Ornek 2 - Smn-/- SMN Transjenik Fareler

Yukarida tarif edildigi sekilde antisens bilesikler
kullanilarak terapdtik etkililik ve glvenlik uygun bir hayvan
modelinde test edilebilir. Ornedin, insan hastalidina en
benzer g&rinen hayvan modellerine vya kendiliginden belirli
hastaligin yiksek bir insidansini gelistiren va da bunu vapmak

ig¢in indiiklenmis olan hayvan tirleri dahildir.

Ozellikle, SMA icin hayvan modelleri bilinmektedir. Yukarida
aciklandig: lzere, bir otozomal cekinik noromuskiler

rahatsizlik olan SMA’'nin mclekiller tabani, safkalim motor geni
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17in (SMN1l) benzer genli kaybidir. SMNZ adli, SMN1l geninin
neredeyse Ozdes bir kopyasi insanlarda bulunur wve hastalik
ciddiyetini modile eder. Insanlarin aksine, fareler SMN1’e
egdeder tek bir gene (Smn) sahiptir. Bu genin benzer genli
kaybi embriyolar ig¢in &lumcildir wve Smn gen Urdniunin hilicresel
sagkalim wve Zfonksivyonu i¢in gerekli oldudunu gdsterir sekilde
biuylik capta hlcre &limtyle sonuclanir. SMNZ2/nin 2 kopyasinin
SMN’den vyoksun farelere eklenmesi, SMA  fenotipine sahip
farelerle sonuglanacak sekilde embriyonik &limciilligil kurtarir
(Monani et al., Hum., Mol. Genet. (2000) 9:333-33%). SMN2'nin
yiksek kir kopya sayisi fareleri Kkurtarir g¢unkll vyeterli SMN
proteini mcoctor ndronlarinda iretilir. Bakiniz, ayrica, 1insan
SMNZ’ sini eksprese eden transjenik fare c¢izgilerinin tretimini
bildiren Hsieh-Li, et al., Nat. Genet. (2000) 24:66-70.
Ozellikle, Smn-/- arka planinda SMN2 barandiran transjenik
fareler omurilikte wve iskelet kaslarinda, SMA hastalarininkine
benzer patolojik dedisiklikler gdstermistir. Bu farelerdeki
pateclojik dedisikliklerin ciddivyeti, ekson 7 tarafindan
kodlanan boélgeyi ihtiva etmigs olan SMN proteininin miktarivyla
iliskili olmustur. Smn‘nin bir kopyasindan yoksun farkli genli
fareler Smn -/+ olarak ifade edilir ve SMA’nin daha az ciddi

bFicimi olan tip III icin bkir modeldir.

SMA fenotipinin ciddiyeti, farelerdeki insan SMNZ'nin
kopyalarinin sayisinin bir fonksiyonudur. “Tayvan” susu insan
SMNZ2’sinin 4 kopyasina sahiptir ve bu da Tip T veya Tip IT’ye
benzer gekilde ortayla ciddi arasi SMA fenotipine sahip

farelerle sonug¢lanir.

Delta-7 fareleri de (Smn~/-, hSMN2+/*+, SMNA7+*) fare Smn’sinden
yoksundur ve 1insan SMN2’si eksprese eder. Delta 7 fareleri
daha ciddi bir fenotipe sahiptir wve dofumdan kisa siire sonra,

tipik olarak dofumdan vyaklasik 15-20 giin sonra &liirler.
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Ornek 3 - Smn -/- SMN2’'de (Tayvan Susu) Antisens bilesiklerin
in vivo Sistemik Verilisi

Tayvan fareleri intraperitoneal enjeksiyon vyoluyla, salinle
veya 35 mg/kg ISIS396443 idile vya da uyumsuz bir antisens
oligoniikleotid kontreoliiyle 5 gun sireyle her gqun bir kez
tedavi edildi ve 2 glin sonra 7. glinde &ldurildid. Karacider ve
bdbrek alindi wve RNA standart teknikler kullanilarak izole
edildi. Ekson 771i wveya ekson 7'siz SMNZ RT-PCR ile
gbrsellestirildi. I513396443 ile verilis, botbrekten ve
karacigerden SMN2’'de, salinle ve uyumsuz kontrolle tedavi
edilen hayvanlara Kkivasla ekson 7 inklizyonunda &nemli bir

artisla sonug¢landi.

Ornek 4 - Smn -/- SMN2’'de (Tayvan Susu) Antisens bilegiklerin

in vivo Intraserebroventrikiiler (ICV) Verilisi

Tayvan farelerine ICV yoluyla vya salin va da 150 ug
I5TS396443, 7 giin sireyle her glin enjekte edildi. Fareler 8.
ginde dldirildi ve beyin ve omurilikten RNA ekstrakte edildi.
RT-PCR analizi, TS8S138396443 ile tedavi edilen hayvanlardan elde
ecdilen beyin wve omurilik numunelerindeki SMN2’deki ekson 7
inklizyonunda Snemli artis gbsterdi. Bu sonuclar, SMN
hedefleyen antisens oligoniikleotidle ICV  tedavisinin  SMA
durumunu kurtarabildigini c¢unkll ekson 7’nin inklizyonunun SMA

fenotipiyle iligkili oldudunu gdstermistir.

Doz-Yanita

Tayvan farelerine ICV yoluyla ya salin ya da 10, 50, 100 veya
150 npug 1815396443, 7 gin sireyle her gin enjekte edildi (her
bir tedavi grubunda 5 fare} wve 8. glnde &ldirildii. RNA izole
edildi wve RT-PCR ile analiz edildi. 10 ug tedavi grubu orta
ekson 7 inklizvonu gdsterdi. 50 ng, 100 npg we 150 ug

gruplarinin tamami Snemli ekson 7 inklilzyonu gdsterdi.
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Yanit Siuresi

FEtki sliresinin belirlenmesi ig¢in, 24 fareye ICV vyoluyla 50 ug
I5IS5396443, 7 glin slreyle her giin enjekte edildi. D&ért fare
son doz zamaninda (0 zaman) &ldiruldd ve dort farenin her biri
son dozdan =sonra 1. haftada, 2. haftada, 4. haftada wve 8.
haftada o&ldirildi. Tedavi edilen farelerin tamami, S$Sekil 1'de
gbsterildigi {lizere, 8. haftada diger gruplarla hig¢ fark
gbstermeme etkisiyle RT-PCR ile ©&nemli ekson 7 inklizyonu
g&sterdi.

Bu scnucglar ISIS396443'4n 7 gin sireyle glinde 50 npg ICV
verilisinin, tedavinin ardindan en az 8§ hafta slireyle etkili

oldudunu gdstermektedir.

Deney daha uzun zaman noktalarini test etmek icin tekrarlandi.
Tip III fareler 7 glin siireyle 50 ng/glin olan ISIS39%6443'{in ICV
inflizyonuyla muamele edildi. Fareler 7 glinliik infilzyon
periyodunun bitiminden sonraki ¢, 0,5, 1, 2, 4, wve & aylarda
dldirildii. RNA omuriliklerden toplandi ve northern lekelemeyle
analiz edildi, Grafikte gosterildidi izere, T5T5396443
infilzyonunun etkisi, S$Sekil Z'de g8sterildigi Uzere inflzyondan
sonra 6 ay devam etti. Bu uzun etki siliresi birceok olasa
aciklamaya sahiptir. ISIS396443'#4n kararlilidaini, diizeltilen
SMN proteininin kararlidini ve/veva doz metabolizmaya bilesik
kaybindan sconra bile yeterince vyiksek oldudunu, kalan dozun
fayda sadlamava devam ettigini vyansitabilir. RBRéylelikle, bu
veriler daha diisiik dezlarin vani sira seyrek dozlarin

verilisini destekleyebilir.

Ornek 5 - Antisens Bilegiklerin Kesintisiz

Intraserebroventrikiiler (ICV) Infiizyonla Verilisgi

Bir mikro-ozmotik pompa (Azlet Osmotic Pumps, Cupertino, CA,
ABD) kullanilarak 1IS8IS396443 Dbeyin-omurilik sivisinin (CSF)

i¢ine, bir insan SMNZ2 transgenine sahip yetiskin tip-III
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Smn+/- veya Smn-/- SMA farelerinde (Tayvan susu) sag vyanal

karincik yoluyla verildi, Doz-yaniti calismalara,
ISIS5396443"{in intraserebroventrikiler (ICV) infiizyonunun,
omurilikte SMNZ ekson 7 inkliizyonunu, gsalinle-tedavili

farelerdeki ~%10’a kiyasla ~%90 arttairdigini ortaya ¢ikardi.
Western lekeleme ve Imminohistcokimyasal analizler, omurilik
motor néronlarindaki insan transjenik SMN protein
seviyelerinin sadlam bir artisini crtaya koydu. Bu sonuglar,
antisens oligonikleotid ISIS$396443’in CNS inflizyonunun SMA
durumunu kurtarabildigini c¢linkd ekson 7 inklizyonunun S5SMA

fenotipiyle iliskili oldudunu gdstermektedir.

Ornek 6 - Embriyonik Verilisg

Ya 20 pg va da 10 pg ISIS8396443'4n bir tekli ICV enjeksiyonu,
gebeligin 15. glininde (E15) embriyonik Tayvan farelerine
verildi. Hayvanlar dodumdan sonraki 7. glinde (P7) &ldiriildii.
RNA lember omurilikten izole edildi wve RT-PCR i1le analiz
edildi. ISIS 396443'uUn tekli embriyonik verilisi &nemli ekson
7 inkliizyonuyla sonuglandl., Bu sonug¢lar, antisens
oligoniukleotid ISTS396443537 Un in utercn tedavisinin SMA
durumunu kurtarabildidini c¢linki ekson 7 inklizyonunun SMA

fenctipiyle iliskili oldudunu gdstermektedir.

Yukaridaki deney tekrarlanda ve hayvanlar 11. haftada
Hldirtldii. Tedavi edilmemis Tayvan fareleri, =zamanla kisalan
nekrotik kuyruklar gelistirdi. 20 ug ISIS396443'4n tekli
embriyvonik enijeksiyonu, Sekil 32A’da gdsterildidil lzere kuyruk

bozulmasinin bkaslamasinil kayda deder sekilde geciktirdi. Bu

sonu¢lar, SMN’ y1 hedefleyen antisens oligoniikleotidle
embriyonik tedavinin SMA"nin baslamasini geciktirdigini
gbstermektedir.
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Bu sonuclar, test edilen dozlarin 20 pg ve 10 pg ISIS396443
olmas1 we c¢alismanin kiyaslama ig¢in normal fareleri dgermesi
disinda ayni kosullar kullanilarak Dbir baska calismada
onaylandai. Bu denevyden alinan scnuclar Sekil 3B de

gosterilmektedir.

Ornek 7 — Delta-7 fare modelinde in vivo verilis

Heterozigot {SMN*/-, hSMN2+/+, SMNAT*/+) damizlik ciftleri
eglestirildi ve dodgum glnunde (PO), yvenidogan vyavrulara
ISIS396443 (l8-mer, SEQ ID NO. 1), ISIS396449 (lb-mer, SEQ ID
NO. 2), ISIS387954 (20-mer, SEQ ID NO.7) wveya karistirilmis
bir kontrol ASO (ISIS43%273; 1&8-mer) ile muamele edildi.
Farelere iki tarafli olarak serebral yanal karinciklarin ig¢ine
toplam 8 wpg’lik (her bkir vanal karincaikta 4 nug) bir doz
enjekte edildi. Enjeksiyonlarin tamami, tTarif edildigi sekilde
(Passini et al, J. Virol. (2001} 75:12382-12392) ince c¢ekilmisg
bir cam mikropipet idneyle gercgeklestirildi. Enjeksiyonlari
takiben, SMA (SMN-/-, hSMN2*/f, SMNA7*/*), heterozigos ve dodal
tip (SMN*/+, hSMN2+/+, SMNA7+/*} farelerin tanimlanmasi ig¢in
vavrularin avak parmaklari kesildi ve gencotiplendi (Le et al.,
Hum. Mol. Genet. (2005) 14:845-857). Tim vavrular, sagkalimda
yavru boyunu kontrol etmek i¢in 7 vyavruya ayrildi. Yavrularin
bazilarina, tedavi edilmemis kentrol  gruplari  olusturmak

amaciyla enjeksiyon yapilmadi.

18-mer’in genis capli dadilimi, omurilidin torasik, lomber we
servikal bélgeleri dahil olmak lzere omurilikte, SMA
farelerinde enjeksiyondan-sonra 14. ginde saptandi. Dahasi,
ChAT ile eg-lokalizasyon calismalari, omurilikte I$515396443
tarafindan hedeflenen hiicrelerin biyiik c¢odunludunun motor
nérenlar oldudunu onayladi. Kontrol, tedavi edilmemis

farelerde hic¢ sinval saptanmadi.
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14. glindeki Western lekeleme analizi, beyindeki ve
omurilikteki SMN miktarinin, tedavi edilmemis SMA
kontrollerindeki %10"'a kiyasla %40-60 dogal tip seviyelerinde
oldudunu gésterdi. ASC'nun karistirilmis bir versivonuyla
tedavi edilen kontrol <farelerinde, arka planin Uzerinde hig
sinyal saptanmadi. Western lekelerin sonucglari Sekil 4'te

sunulmaktadir.

SMA  ASQO’lar tedavi edilen SMA fareleri ayrica, ASQO’ nun
uzunluguna bakilmaksizin, agirlikta, gezinme fonksiyonunda
(dogrulma refleksi wve kavrama kuvveti) ve koordinasyonda (arka
bacak ayrilma), tedavi edilmemis SMA farelerine veya
karistirilmis bir ASQC 1ile tedavi edilmis SMA farelerine
kiyvasla kayda deder bir artis sergiledi. Tedavi edilmemig SMA
farelerine kivasla karistirilmis bir ASC ile tedavi edilen SMA
farelerinde, vicut agirlidginda, gezinme fonksiyonunda
(dogrulma refleksi ve kavrama kuvveti) veya koordinasyonda
kayda defer bir artis gdzlemlenmedi. Soconuglar Sekiller 5 ve

6"ta sunulmaktadir.

Onemli sekilde, ASO’nun boyuna bakilmaksizin ASQO’larla tedavi
edilen SMA fareleri, Sekil 7'de gdsterildidi {zere medyan
sagkalimda kayda de§er bir artis gdsterdi. Sagkalim, tedavi
edilmemis SMA kontrollerindeki 16,0 gline kivasla dodumdan 31,5
(15-mer), 27,0 (18-mer) wve 28,0 {(20-mer} gin oldu. Bunun
aksine, bir 18-mer karistirilmis kontrol ile tedavi edilen SMA
farelerinde sagkalim ivyilesmedi. Bu sonucglar, SMN tedavisini
hedefleyen antisens oligonlikleotidle +tedavinin SMA etkili

stijelerde vyasam slresini arttirdidini ortava kovmaktadir.

SMA ASO’lar ayrica, Sekil 8’de gdsterildidi lizere omurilikteki

motor ndron hilcre sayimlarini arttirdl.

SMN RNA, RT-PCR 1le o&lcildu. SMA ASCO'larla tedavi edilen

hayvanlar, tedavi edilmemis SMA farelerine kiyasla artan SMN
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RNA seviyelerine sahip oldu. Tedavi edilmemis SMA farelerine
kiyasla 20-mer ASO ile tedavi edilen farelerden alinan

sonuglar Sekil 97da gdsterilmektedir.

Sagkalimin bir ikinci dozun verilisiyle daha da arttirilip
arttirilamayacadini belirlemek ig¢in, vyukaridaki deney, Z1.
giunde 20 ng’lik ilave bir dozla tekrarlandi. Sonuglari Sekil
10"da gbésterilmektedir. Grafik, 0. glinde 8 pg’lik birinci
deozun etkisini gdstermektedir. P21. gilnde, tedavi edilen

farelerin yarisina bir ikinci tedavi verildi.

Yalnizca birinci tedaviyi alan farelere kiyasla ikinci
tedavinin etkisi Sekil 11'de gésterilmektedir. Bu sonucglar,
antisens oligoniikleotidle bir ikinci ICV tedavisinin sadkalimi

daha da arttirdidgini géstermektedir.

Ornek 8 — SMA tip III farelerde Aktivite

Iki antisens bilegik ve bir kontrol bilesidi SMA’nin bir fare
modelinde test edildi. Bilesikler asagidaki tableda tarif

edilmektedir.

Tayvan Susu SMA Farelerinde Test Edilen Bilesikler

SEQ
ID

ISIS# Dizi Tarif

Dizglin 2’'-MCE, tam

PS; 1l8-mer; insan
396443 TCACTTTCATAATGCTGG 1

SMNZ2fsinin intron

7" sine tamamlayici

Diizglin 2-OMe; tam PS;
20-mer; insan

449220 ATTCACTTTCATAATGCTGG 3
SMNZ2fsinin intron

7' sine tamamlayici
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SEQ
ID

ISIS# Dizi Tarif

Dizglin 2'-MOE; tam
439272 TTAGTTTAATCACGCTCG PS; 18-mer; kontrol 4

dizisi

SMA tip III farelerinin Tayvan susu The Jackson Labkoratory’den
(Bar Harbor, Maine) elde edildi. Bu fareler fare SMN’sinden
yvoksundur wve insan SMN2’si i¢in hkhenzer genlidir (mSMN -/-;
hSMNZ +/4}. Bu fareler Hsieh-Li HM, et al., Nature Genet. 24,
66-70 2000'de tarif edilmistir.

Fareler, gunde 3, 10, 30 weya 100 ng ISIS3%6443 vya da
1815449220 ile wveya fosfat tamponlu salin (PBS) icinde glinde
30 yva da 100 upg kontrol bilesigi TISIS43%8272 ile tedavi edildi.
Kontrol farelerine valnizca PBS ile (0 dozu) muamele edildi.
Tedavilerin tamami, bir Azlet 1007D czmotik pompa kullanilarak
intraserebroventrikiiler (ICV) infizyonla verildi. Her bir doz
igin bes hayvan varda, ancak, 1515448220 nin  en vyiksek
dozundan farelerin ikisi, c¢alismanin tamamlanmasindan &nce
8ldii. Hayvanlar 9. glnde (son dozdan iki glin sonra) dSldirildi
ve omuriliklerin beyin ve lomber kisimlari her bir hayvandan
alindi. Ekson 7 dicgeren {(+)ekson 7} 1insan SMNZ mesajinin
miktarini ve ekson 7'den yoksun ({(-)ekson 7) ingan SMNZ
mesajinin miktarini belirlemek dig¢in her bir numune f{izerinde
gercek zamanli PCR gercgeklestirildi. Gercek zamanli  PCR
ayrica, gllograft enflamatuar fzktorinin (ATF1) ve
gliseraldehid 3-fosfat dehidrojenazin ({GADPH) ekspresyon

seviyelerini belirlemek ig¢in de gergeklestirildi.

(+YEkson 7 wve {-}Jekscn 7 igin ekspresyon seviyeleri GADPH
sevivelerine normalize edildi. Bu normalize edilmis ekspresyon
seviyeleri daha sonra PBS tedavili kontrol farelerinden gelen

GADPH-normalize seviyelerine boélindi. Ortava g¢ikan kat-kontrol
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defJerleri asagidaki Tablo 17'te bildirilmektedir. Veriler, 3
safkalan fareyi temsil eden T1S15449220'nin en yiksek dozu
harig, her bir gruptaki besg farenin tamami ig¢in kontroliin

ortalama katini temsil etmektedir.

ISIS396443'Un verilisi, ekson 7'nin inklizyonunda carpici bir
artigla scnuglandi. 10 ug/giinde, ISIS326443 neredeyse iki kat
(1,8 kat) Dbeyindeki SMN2Z mesajinda tutulan ekson 7 1le
sonuglandil ve lomber omurilikte, tedavi edilmemis kontrol

kivasla iki kattan fazlayd1.

Antisens Bilesiklerin SMA Farelerinde Ug¢ Birlestirmeyi

Degistirme Yetisi

Bilesik Doz Beyin Lomber Kord

(g/gin) (yepson (- (+)ekson (-
7 Jekson 7 )ekson

7 7
396443 0 1,0 1,0 1,0 1,0
(2"-MOE) 5 1,3 1,0 1,4 1,0
10 1,8 0,7 2,1 0,6
30 2,4 0,6 3,4 0,3
100 3,0 0,3 3,8 0,1
449220 0 1,0 1,0 1,0 1,0
(27-CMe) 0,9 1,1 1,0 1,1
10 1,0 1,1 1,0 1,2
30 1,0 1,2 1,1 1,2
100* 1,0 1,0 1,2 1,1
439272 0 1,0 1,0 1,0 1,0
Kontrol 30 1,0 1,1 0,9 1,1
100 1,0 1,0 1,0 1,0
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Bilesik Doz Beyin Lomber Kord

(Mg/gin)  (\yakson (- (+)ekson (-
7 yekson 7 }ekson

7 7

* bu doz icin yvalnizca 3 fareden veri

Allcegraft enflamatuar faktdrin {(AIF1) ekspresyonu,
enflamasyonun bir &lclisi olarak test edildi. Tim numunelerin
(GADPHE' yve) normallestirilmesinden sonra, her bir tedavi grubu
icin AIF1 orani, PBS kontrol ic¢in dedere b&lindii. ISIS396443,
en yiksek dozda Dbile AIFl’'de sifir artisla sonug¢landi.
1515449220, hem beyinde hem lomber omurilikte artan AIF1 ile
sonuglandi. Tablo 18'deki wveriler, 3 sadgkalan fareyi temsil
ecden ISIS449220'nin en vyiksek dozu harig, her bir gruptaki bes
farenin fTamami icin kontroliin ortalama katini temsil

etmektedir.

SMA Farelerinde antisens bilesiklerin toksisitesi

Bilegik Doz (pg/gln) ATF-1/GAPDH

Beyin Lomber

396443 (2’ -MOE) 0 1,¢C 1,0
3 10 1,0
10 1,1 1,2
30 1,0 1,0
100 0,9 1,0
449220 (2’ -0OMe) 0 1,0 1,0
3 1,0 1,0
10 1,0 1,8
30 1,2 2,9
100* 1,8 3,3
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Bilesik Doz (pg/giin) ATF-1/GAPDH

Beyin  Lomber

439272 Kontrol 0 0,9 0,9
30 0,89 1,0
100 0,9 1,2

* bu doz icin yalnizca 3 fareden wveri

Ornek 9 - Farelere Verilis

ISIS3954437

5 dagitimini
ISIS396443
mg’ 11k bir
doz alda.
aktaraildza.

10 bitiminden

in farkl: dozlarda ve verilis yvollarindaki
tayin etmek ic¢in sinomeolgus maymunlari kullanildzi.
2 maymuna verildi. Bir maymun ICV infizyonla 3
decz aldil ve diger maymun IT inflzyonla 3 mg’lik bir
Her iki inflizyon da 24 saatlik bir siire boyunca
Maymunlar &61dirildi ve dokular infiizyon perivodunun

96 saat SONra hasat edildi. ISIS396443

kensantrasyoenu, omurilidin Servikal, Torasik ve Lomber

kisimlarindan alinan numunelerde &lcgiildi. Sonuglar asagidaki

tabloda Gzetlenmektedir.

Hayvan Doz Yol Doku IS5IS396443

* Konsantrasyonu
(hg/g)

1 24 saat ICV Servikal 21,5

Sinomolgus

slireyle 3 inflizyon Torasik 9,4

mg
Lomber 23,9

24 saat IT Servikal 12,5

sireyle 3 inflzyon o .. .i5 22,6

mg
Lomber 42,06

maymunlari vaklasik 3 kg oldugundan, bu doz

15  vyaklasik 1 mg/kg’dir.
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ISIS39644'1Un dagitiminin ileri tayin edilmesi ig¢in, yirmi-alt:
maymun, asagidaki tabloda sunuldudu sekilde alti gruba

b&lindii.

Grup Doz Yol Bilesik Infizyon 0ldirme Maymunlarin
konsantrasyonu slresi gluni 2ayilsi
(mg/ml1)
1 0 ICV O 14 glin Giin 19 2M/2F
2 3 ICV 0,09 14 gtin  Giin 19 2M/2F
mg
3 3 IT 1,25 1 giin Gin 6  3M/2F
mg
4 3 IT 0,42 3 gln Gun 8 2M/2F
mg
5 3 IT 0,18 7 gin Guin 12 3M/2F
mg
6 3 IT 0,009 14 gin  Gin 19 2M/2F
mg

Tum gruplar i¢in infizyon orani 100 plL/saatti. Tim maymunlar,
yalnizca salin alan grup 1 harig, salin iginde toplamda 3 mg
ISIS39644 aldi. Maymunlar oldirildid ve dokular infizyonun

bitiminden 5 giin sonra hasat edildi.

Farelerden alinan doku numunelerindeki ISIS39644
konsantrasyonlara standart teknikler kullanilarak
dedJerlendirildi. Sonuc¢lar, Sekil 12" deki grafiklerde
sunulmaktadir. Numuneler ayrica histolojiyle de
dederlendirildi. Histcloji tedavinin herhangi bir advers

etkisini gbstermedi wve ISIS3%6443 wvarliaidini onayladi. Purkinije

hiicre kaybi i¢in hig¢ kanit yoktu.

Hizli infilizyon yavas influzyondan daha fazla ISIS396443’e sahip

giki gdrindid. Bu sonug¢lar, belirli durumlarda daha hizla
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infizyon hizlarinin veya bolus enjeksiyonun tercih
edilebilecedini ortaya koymaktadir. Bolus verilis, belirli
durumlarda, infiizyona g&re belirli pratik avantajlara sahip
oldudgundan, CSF icgine tercih edilen wverilis yéntemidir.
Belirli durumlarda, CSF ig¢ine tercih edilen werilis vydntemi

bolus IT enjeksiyonuyladir.

Ornek 10 - Ciddi SMA’'nain bir fare modelinin olusturulmasi ve

ICV tedavi

Ciddi bir SMA fenotipine sahip fareler (sSMA  fareler)
iiretildi. Homozigot sSMA fareler insan SMN2’sinin 2 kopyasini
tasimaktadir ve hig¢ fare SMN’si1 tasimamaktadir. Ortalama yasam
siiresi vyaklasik 10 gilindiir. Ek olarak, SMA fareleri daha
kiciktiir ve daha kisa kuyruklara sahiptir. heterozigotlar SMN

tasir ve normal gekilde gelisir.

Bu sSMA farelerinde antisens bilesiklerin etkisini c¢alismak
ig¢in, 20pg ISIS396443 Pl ginde ICV enjekte edildi. Tedavi
ortalama sagkalimda 9,9 gunden (salin tedavili kontrol) 16,7
gine bir artisgla sonug¢landia. RT-PCR analizi, tedavi edilen

farelerden gelen dokularda artan tam-boy SMN RNA gdsterdi.

Ornek 11 - ISIS 396443'iin sistemik verilisi

sSMA fareleri wve sadlikla heterozigot kontrol fareleri, bolus
ICV enjeksiyonla ve/veya bolus subkiitan enjeksiyenla (SC)
ISIS3964437Un etkisini calismak icin asadidaki gibi b&élindi:
Grup 1 - ICV+SC
Fl weya P2'de (dojumdan sonra 1. veya 2. gin) 20 ng’lik
bir adet TCV enjeksiyonu ve PO ila P3 arasinda aktarilan
50 png/g’lik iki subkiitan enjeksiyon.
Grup 2 - SC+S8C
F0 ila P3 arasinda aktarilan 50 pg/g’lik iki SC

enjeksiyon ve PS5 1ila P6 arasinda aktarilan 50 pg/g’lik
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bir adet subkitan enjeksiyon wve P9 1ila P10 arasinda
aktarilan 50 pg/g’lik subkitan enjeksiyon,

Grup 3 - SC

PO ila P3 arasainda aktarilan 50 npg/g’lik iki sC
enjeksiyon.

Grup 4 - SMA salin kontroliu

Pl veya P2'de bir adet salin ICV enjeksiyonu wve P0 ila P3
arasinda aktarilan iki subkiitan salin enjeksivyonu.

Grup 5 - Farkli genli kontrol

Pl wveya P2'’de 20 nug’lik bir adet ICV enjeksiyonu ve
farkli genli farelerin PO ila P3 arasinda aktarilan 50

Brg/g’ lik iki subkiitan enjeksivon.

Her bir grup 14 ila 22 arasinda fare icgerdi. Her bir gruptaki
minferit fareler ic¢in (gin olarak) sagkalim asagidaki tabloda
sunulmaktadir. Bu c¢aligmadaki birgok fare, bu basvurunun
hazirlanmakta oldudu zamanda canli kalmistir. Bdylelikle, bir
“>" tarafindan gdsterilen bir deder, farenin ¢ sayida giin

yasamis oldudunu ve halen canli oldudunu gdstermektedir.

Fare Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
ICV+SC SC+5C SC Salin Het
1 > 141 > 130 > 103 8 > 146
2 > 141 127 94 8 > 146
3 22 > 114 61 8 > 146
4 > 140 73 > 103 8 > 146
5 117 27 > 103 8 > 145
6 > 124 27 > 103 8 > 145
7 > 111 18 34 8 > 145
8 > 111 > 102 26 8 > 145
9 > 111 >98 31 8 > 145
10 > 111 > 98 69 9 > 144
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Fare Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

ICV+SC SC+5C SC Salin Het
11 29 > 102 69 9 > 144
12 > 110 > 102 67 9 > 144
13 > 110 > 102 > 91 9 > 144
14 > 110 > 102 > 90 9 > 143
15 > 110 ND > 90 9 > 143
16 > 10C8 ND > 90 9 > 143
17 > 108 ND > 90 10 > 129
18 > 109 ND 86 10 > 129
19 18 ND > 75 10 > 129
20 ND ND 69 10 ND
21 ND ND 18 11 ND
22 ND ND > 71 12 ND
23 ND ND ND 12 ND
24 ND ND ND 13 ND
25 ND ND ND 13 ND
26 ND ND ND 14 ND

Ornek 12 - SC verilisin Doz-Yanita

Farkli dozlarda subkiitan TS8I1$396443 alan sSMA farelerinin
sadkalimi, asadidaki dozlam gruplarinca tayin edildi.

Grup 1-3C400 (80 mg/kg 1la 180 mg/kg arasinda doz

araliklari)
PO 1ila P3 arasinda fare basina toplamda 400 ung iki 8C
enjeksiyon, birinci doz PO veya Pl’de 150 pg idi (3 nl
hacim) wve ikincisi P2 wvevya P3’te aktarilan 250 ng idi (5
Bl hacim).
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Grup 2-8C200 (40 mg/kg 1la 90 mg/kg arasinda doz

araliklari)

PO 1ila P3 arasinda fare basina toplamda 200 ng iki SC
enjeksiyon, birinci doz PO wveya Pl'de 75 pg idi (1,5 nl
hacim) wve ikincisi P2 veya P3’'te aktarilan 125 ng idi
(2,5 ul hacim).

Grup 3-8C100 (20 mg/kg ila 45 mg/kg arasinda doz

araliklari)

PO ila P3 arasinda fare basina toplamda 100 pg iki SC
enjeksiyon, bkirinci doz PO wveya Pl’de 40 ug idi (2 nl
hacim) wve ikincisi PZ wveya P3’te aktarilan 60 npg idi (3
ul hacim) .

Grup 4-SMA salin (negatif kontroller)

PO ila P3 arasinda i1ki salin SC enjeksiyonu, birincisi PO
veya Pl'de (5 upl hacim) wve ikincisi P2 wveya P3'te
aktarildi (5 pl hacim).

Grup 5 - Farkli genli kecntrol (pczitif kontroller)

Herhangi bir tedavi almayan fareler.

Her bir grup 14 ila 26 arasinda fare igerdi. Her bir gruptaki
minferit fareler icin (gun olarak) sagkalim asadgidaki tabkloda
sunulmaktadir. Bu c¢alismadaki bircok fare, bu basvurunun
hazirlanmakta oldudu zamanda canli kalmistir. Boylelikle, bir
"> tarafindan gosterilen bir deder, farenin o sayida glun

vasamis oldudunu ve halen canli oldugunu géstermektedir.

Fare Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
SC400 sCc200 SC1C0 Salin Het

1 > 82 >93 11 8 > 87

2 > 82 >91 11 8 > 87

3 > 82 >91 11 9 > 87

4 > 82 > 91 11 9 > 87

5 > 82 14 11 9 > 87
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Fare Grup

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

5C400

25

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

82

82

82

82

§2

82

80

1 Grup
5C200

25

92

>9

>9

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

3

3

90

90

91

91

90

90

90

Ornek 13 - ICV Infiizyon vs ICV Bolus

Intraserebroventrikiiler

verilis,

inflizyon)

I5IS387954 1le dozlanda.

kesintisiz

intraserebroventrikiller

2 Grup 3 Grup 4 Grup
sCl100 Salin Het
12 9 > 87
18 9 > 86
19 9 > 86
22 9 > 86
69 9 > 86
> 77 9 > 86
> 77 10 > 86
> 77 10 > 86
> 77 10 > 86
> 75 10 > 85
> 74 11 > 85
> 74 11 > 85
> 74 12 ND
> 74 12 ND
> 74 13 ND
> 74 13 ND
>71 13 ND
>49 13 ND
>49 14 ND
>49 15 ND
23 ND ND

belus enjeksiyonla (ICV

karsilastirildi. SMA tip

III

fLransjenik

bolus)

infizyonla (ICV

fareler

ICV inflzyon farelerine 7 gln boyunca
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toplamda 0 (PBS kontreolil), 87,5 ug, 175 npg, 350 pg veya 700 ug
infiize doz verildi ve fareler 2 giin sonra &ldirildia. ICV bolus
farelerine tek bir ICV enjeksiyonunda ayni toplam dozlar, O
(PBS kontrolil), 87,5 pg, 175 ug, 350 ng veyva 700 npg verildi we
9 glin sonra o6ldirildi. Her bir grupta 5 fare vardi. RNA lomber
omurilikten toplandi ve gercek zamanli PCR ile analiz edildi.
Intron 7 inkliizyonu salin-tedavili kontrollere normalize

edildi. Sonuc¢lar asadidaki tabloda dzetlenmektedir.

Grup Doz PBS'e gdre intron 7

inkliizyvonunda kat artisz
1 PBS (kontrol} 1,0

2 7 gun boyunca ICV 2,1

infizyonla 87,5 ug

3 7 gin boyunca ICV 2,4
infizyonla 175 nug

4 7 gin boyunca ICV 3,2
infiuzyvonla 350 nug

5 7 gun boyunca ICV 3,6
infizyonla 700 ng

6 PBS (kontrol) 1,0
7 ICV bolusla 87,5 ng 3,1
8 ICV bolusla 175 pg 3,7
9 ICV bolusla 350 ng 3,8

10 ICV bolusla 700 pg 3,8

Bu deneyde, ICV bolus enjeksiyonla aktarilan ayni doz, 7 gin
boyunca ICV inflizyonla aktarilan dozdan daha biiyik aktiviteyle

sonug¢landi.

Enflamasyonun tayin edilmesi igin allograft enflamatuar

faktdérin  (AIF1) ekspresyon seviyelerini belirlemek amaciyla
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gercek zamanli PCR de gerceklestirildi. Tedavi edilen
farelerden alinan numunelerin hic¢khiri kontrol farelerinde

anlamli bir fark gbstermedi.

Ornek 14 - ICV Bolusla Doz-Yanita

Iintraserebroventrikiiler bolusla verilis ilave dozlarda test
edildi. Transjenik farelere tekli bolus ICV enjeksiyonla 0O,
10,9 npg, 21,9 wg, 43,4 ug, 87,5 pg wveya 175 pg ISIS38795H4
verildi ve fareler Ornek 13'te tarif edildigi sekilde 9 glin
sonra Oldirtldid. Numuneler beyinden wve lomber omurilikten
alindi. RNA hazirlandi wve intron 7 inklizyonundaki degisiklik
igin ve AIF1’deki dedisiklik dig¢in RT-PCR ile analiz edildi.
Numunelerin higbiri, kontrole kiyasla AIFl’de bir dedisiklik
gdstermedi. Intron 7 inklizyconundan scnuglar asagidaki tabloda

bdzetlenmektedir. EDS0 vaklasik 2Zug civarindadir.

Grup Doz PBS’'e gbre intron 7

inkliuzyonunda kat artis:

Beyin TLomber omurilik

1 PRS (kontrol) 1,0 1.0

2 ICV bolusla 2,4 2.2
10,9 ng

3 ICV bolusla 2,8 2.7
21,9 ug

4 ICV bolusla 3,2 3.4
43,4 ng

5 ICV bolusla 3,5 3.4
87,5 ng

6 ICV bolusla 175 4,4 3.7
g
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Agiklama ayrica bu basvurunun tiretildidi, ic¢erigi asagidaki
numaralandirilmig paragraflar olarak kepyalanan Wo

2010/148249’un istemlerinin ana konusunu da icermektedir.

1. Bir sujeye, 1nsan SMNZ &n-mRNA’sini kodlayan bir nikleik
asidin intron 7' sine tamamlayici olan bir antisens
oligoniikleotid 1iceren bir antisens bilesidin verilmesini
igeren Dbir ydntem olup, burada antisens bkilegsik beyin-
omurilik sivisinin icgine verilir.

2. Paragraf 1'e gdre ydntem clup, burada verilig intratekal
bosludun ig¢inedir.

3. Paragraf 1l'e gdre ydntem olup, burada verilig beyindeki
beyin-omurilik sivisinin iginedir.

4, 1-3 arasindaki paragraflarin herhangi birine g&re y&ntem
olup, burada verilis bir boclus enjeksiyon icerir.

5. 1-3 arasindakli paragraflarin herhangl birine gdre yontem
olup, burada verilis bir aktarma pompasiyla infiizyon icerir.
6. 1-5 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre y&ntem
olup, burada antisens bilesik, sijenin wvicut adirlidinin
kilogrami basina 0,01 ila 10 miligram arasinda antisens
bPilegidginin bir dozunda verilir,

7. Paragraf 6&6'ya gdre vyéntem olup, burada doz, siijenin viicut
agirliginin kilogrami basina 0,01 ila 10 miligram arasinda
antisens bilesiktir.

8. Paragraf 6'ya gdre ydntem olup, burada doz, siijenin vicut
adgirlidinin kilogrami basina 0,01 ila 5 miligram arasinda
antisens bilesiktir.

9. Paragraf 6’'ya gbre ydntem olup, burada doz, slUjenin wvicut
agirlidinin kilogrami bagsina 0,05 ila 1 miligram arasinda
antisens bilesiktir,

10. Paragraf 6'ya gdre yontem olup, burada doz, siijenin
viicut adirlidinin kilogrami Dbasina 0,01 ila 0,5 miligram

arasinda antisens bilesiktir.
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11. Paragraf 6’'ya gdre vyodntem olup, burada doz, siijenin
vilcut adirlidinin kilogrami basina 0,05 ila 0,5 miligram
arasinda antisens bilesiktir.

12. ©-11 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yontem olup, burada doz giunlik olarak verilir.

13. 6-11 arasindaki paragraflarin herhangi birine gbdre
yéntem olup, burada doz haftalik olarak verilir.

14. 6-11 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yédntem olup, burada antisens bilesik kesintisiz olarak
verilir ve burada doz ginde verilen miktardir.

15. 1-13 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yéntem olup, bir indikleme evresi esnasinda en az bir
indikleme dozunun verilmesini ve bir idame evresi esnasinda
en az bir idame dozunun verilmesini icgerir.

16. Paragraf 15'e gdre vyoéntem clup, burada indikleme dozu,
siijenin vicut adgirliginin kilcgramai basina 0,05 ila 5,0
miligram arasinda antisens bilegiktir.

17. Paragraf 15 vyva da 16'vya gdre yontem olup, burada idame
dozu, sijenin vicut adirlidinin kilogrami basina 0,01 1ila
1,0 miligram arasinda antisens bilegiktir,

18. 15-17 arasindaki paragraflarin herhangi bkirine gore
vontem olup, burada indikleme evresinin siiresi en az 1
haftadir.

1. 15-18 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yéntem olup, burada idame evresinin siiresi en az 1 haftadir,
20. 15-19 arasindaki paragraflarin herhangi birine gore
vontem clup, burada her bir indikleme dozu ve her bir idame
dozu bir tekli enjeksiyon igerir.

21. 15-19 arasindaki paragraflarin herhangi birine gbdre
yéntem olup, burada her bir indikleme dozu ve her bir idame
dozu badimsiz olarak iki ya da daha fazla enjeksiyon igerir.
22. 1-21 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yvéntem clup, burada antisens bilesik en az 1 haftalik bir

tedavi periyodu boyunca en az 2 kez verilir.
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23. Paragraf 22’ye gdre ydntem olup, burada tedavi periyodu
en az bir aydir.

24, Paragraf 22'ye gbre ydntem olup, burada tedavi periyodu
en az 2 avdir.

25. Paragraf 22'ye gdre yoéntem olup, burada tedavi periyodu
en az 4 aydir.

26. 15-25 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yontem olup, burada indlikleme dozu bir ya da daha fazla
bolus enjeksiyonla verilir ve idame dozu bir inflizyon
pompasiyla verilir.

27. 1-2% arasindaki paragraflarin herhangi bkirine gdre
ydntem olup, antisens bilegidin tolere edilebilirlidinin
ve/veya etkililiginin tayin edilmesini icerir.

28. 1-27 arasindaki paragraflarin herhangi birine gore
yontem olup, burada antisens bkilegigin doz miktari veya
si1klid1, antisens bilesidin wverilisinin tolere edilmedidine
dair bir endikasyonu takiben indirgenir.

29. 1-28 arasindaki paragraflarin herhangi birine gd&re
yvoéntem olup, burada antisens bilesidin dcz miktari veya
s1kligdi, antisens billesidin verilisinin etkili olduduna dair
bir endikasyonu takiben muhafaza edilir veya indirgenir.

30. 1-29 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yéntem olup, burada antisens Dbilesidin dozu, antisens
Pilesidin verilisinin etkili olmadidina dair bir endikasyonu
takiben arttirilar,

31. 1-30 arasindaki paragraflarin herhangi birine gore
vontem olup, burada antisens Dbilesidin wverilis si1klida,
antisens bilesigin verilisinin etkili olduduna dair bir
endikasyonu takiben indirgenir.

32, 1-31 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yontem olup, burada antisens bilesidin verilis siklida,
antisens bilesigin verilisinin etkili olmadidaina dair bir

endikasyonu takiben arttirilir.
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33. Yukaridaki paragraflarin herhangi birine gdre ydntem
olup, antisens bkilesidin ve en az bir adet dider terapinin
es-verilisini icerir.

34. Paragraf 33'e gbre vyé&ntem olup, burada antisens bilesik
ve en az bir adet diger terapi ayni zamanda es-verilir.

35. Paragraf 34’e gdre yoédntem olup, burada antisens bilesik,
en az bir adet diger terapinin veriligi Sncesinde verilir.
36. Paragraf 34’e gdre ydntem olup, burada antisens bilesik,
en az bir adet difer terapinin verilisinden sonra verilir.
37. 33-36 arasindaki paragraflarin herhangi birine gore
yontem c¢lup, burada en az bir adet dider terapi, wvalproik
asidin, riluzolun, hidroksiiirenin veya bir blitiratin birinin
ya da daha fazlasinin verilisini igerir.

38. 33-37 arasindaki paragraflarin herhangi birine gore
yontem olup, burada en az bir adet diger terapi,
trikostatin-A’'nin verilisini icgerir.

39. 33-38 arasindaki paragraflarin herhangi bkirine gdre
yéntem olup, burada en az bir adet dider terapi, kék
hiicrelerin verilisini igerir.

40, 33-39 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yontem olup, burada en az Dbir adet dider terapi gen
terapisidir.

41. Yukaridaki paragraflarin herhangi birine g&re y&ntem
olup, burada antisens bilesik vyaklasik 0,01 mg/ml’1lik,
yvaklagsik 0,05 mg/ml’1ik, vyaklasik 0,1 mg/ml’lik, vyaklasik
0,5 mg/ml’lik, vaklagsik 1 mg/ml’1lik, vyaklagik 5 mg/ml’1lik,
yvaklasik 10 mg/mlflik, vaklasik 50 mg/ml’lik veya vaklasik
100 mg/ml’lik bir konsantrasyonda verilir.

42. 1-41 arasindaki paragraflarin herhangi birine gére
yidntem olup, burada sijedeki bir motondrondaki SMN2 mRNA/nin
ekson 7’sinin inkliizyonu artar.

43. 1-42 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yvéntem olup, burada siijedeki bir motondrondaki SMNZ ekson 7

amino asitlerinin inklizyonu artar.
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44. Bir siujedeki bir motondrondaki SMNZ mRNA’'nin ekson
7'sinin  inkliizyonunun arttirilmasi 1i¢in bir y&ntem olup,
siijeye, insan SMN2’sini kodlayan bkir nikleik asidin intron
7'sine tamamlayici bir antisens oligoniikleotid wverilmesini
ve béylelikle siijedeki motondrcndaki SMNZ mRNA'nin ekson
7'sinin inklUzyonunun arttirilmasini icgerir.

45. Bir slijedeki bir motondrondaki SMN2Z polipeptidindeki
ekson 7 amino asitlerinin inklilzyonunun arttirilmasi ic¢in
bir vyodntem olup, sijeye, insan SMN2’sini kodlayan Dbir
nikleik asidin intron 7/s8ine tamamlayici bir antisens
oligonikleotid verilmesini ve boylelikle slijedeki
motondrondaki SMN2 polipeptidindeki ekson 7 amino
asitlerinin inkliizyonunun arttirilmasini igerir.

46, 1-45 arasindaki ©paragraflarin herhangi birine gdre
yontem olup, burada sije SMA hastasidar.

47. 1-45 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yontem olup, burada sije tip I SMA hastasidir.

43. 1-45 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yvoéntem clup, burada sije tip II SMA hastasidir.

49, 1-45 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yontem olup, burada sije tip IIT SMA hastasidar.

50. 1-49 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yontem olup, burada bir birinci dez in utero wverilir.

51. Paragraf 50’'ye gbdre vyéntem olup, burada birinci doz,
kan-beyin-bariyerinin tam olusumu dncesinde verilir,

52. 1-49 arasindaki paragraflarin herhangi birine goére
yvontem olup, burada bir birinci doz sijenin dodJumunun 1
haftasi i¢inde verilir.

53. 1-49 arasindaki paragraflarin herhangi birine gbre
yontem c¢lup, burada bir birinci doz siijenin dogumunun 1 ayi
iginde verilir.

54, 1-49 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yvéntem olup, burada bir birinci dcoz siijenin doumunun 3 avyi

i¢inde verilir.
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55. 1-49 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yvontem olup, burada bir birinci deoz stjenin dodumunun 6 ayi
iginde verilir.

56. 1-49 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yontem olup, burada bir birinci doz sije 1 ila 2 yasindayken
verilir.

57. 1-49 arasindaki paragraflarin herhangi birine gbdre
yontem olup, burada bir birinci doz siije 1 ila 15
vasindayken verilir.

58. 1-49 arasindaki paragraflarin herhangi birine gore
yontem olup, burada bir Dbirinci doz siije 15 vyagindan
biiyiikken verilir.

5. 1-58 arasindaki paragraflarin herhangi birine gd&re

yvontem olup, burada siije bir memelidir.

60. Paragraf 5%'a gdre vyoéntem olup, burada sUje Dbir
insandir.
6l. 1-60 arasindaki paragraflarin herhangi birine gbre

yéntem olup, SMA’s1 olan bir hastanin tanimlanmasini igerir.
62. Paragraf ©tl’'e gbdre yodntem clup, burada siije, sijenin bkir
ya da daha fazla kasinin elektriksel aktivitesinin
Olciilmesiyle tanimlanir.

63. Paragraf 6l’'e gdre vyéntem oclup, burada siije, slijenin,
stijenin SMN1 geninde bir mutasyona sahip olup olmadidini
belirlemek i¢in bir genetik testle tanimlanir.

64, Paragraf 6l'e godre vy&ntem olup, burada siije kas
biyopsisiyle tanimlanir.

65. Paragratf 42'ye gdre yontem olup, burada antisens
bilesiginin verilisi, ekson 7'ye sahip SMNZ mRNA miktarinda
en az %10 bir artisla sonug¢lanir.

66. Paragraf 65'e gére yontem olup, burada ekson 7'ye sahip
SMN2 mRNA miktarindaki artis en az %207dir.

67. Paragraf 65’e gbre yontem olup, burada ekson 7'ye sahip
SMNZ mRNZA miktarindaki artis en az %507dir.

68. Paragraf 65'e gdre vydntem olup, burada ekscn 7'ye sahip

SMNZ mRNA miktarindaki artis en az %$707tir.
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69. Paragraf 43'e gGre yodntem olup, burada antisens
bilegiginin wveriligi, ekson 7 aming asitlerine sahip SMNZ
polipeptidi miktarinda en az %10 bir artigla sconuglanir.

70. Paragraf 69'a gbre vydntem olup, burada ekson 7 amino
asitlerine sahip SMNZ polipeptidi miktarindaki artis en az
$207dir.

71. Paragraf 69%8'a gbre ydntem olup, burada ekson 7 amino
asitlerine sahip SMNZ2Z pclipeptidi miktarindaki artis en az
%507dir.

72. Paragraf 69'a gbre ydntem olup, burada ekson 7 amino

asitlerine sahip SMNZ polipeptidi miktarindaki artis en az

107 tir.
73. 1-72 arasindaki paragraflarin herhangi birine g&re

yvontem olup, burada antisens bilegidinin veriligi, slijedeki
SMA'nin en az bir semptomunu ivilestirir.

74. Paragraf 73'e gdre yontem olup, burada antisens
bilesidinin werilisi, siijede gelismis motor fonksiyonuyla
sonuglanir.

75. Paragraf 73'e gGre vydéntem clup, burada antisens
bilegiginin veriligi, sijede geciktirilmig veya indirgenmis

motor fonksivonu kaybiyla sonug¢lanir,

76. Paragraf 73'e gdre y&ntem olup, burada antisens
bilesiginin verilisi, gelismis solunum fonksiyonuyla
sonuglanir.

77. Paragraf 73'e gobre yontem olup, Dburada antisens

bilesiginin verilisi, gelismis sadkalimla sonuglanir.

78. 1-77 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yéntem  olup, burada antisens niikleotidin en az bir
nikleosidi bir modifiye seker bolitid icerir.

79. Paragraf 78’'e g&re vydéntem olup, burada en az bir
modifiye seker bélitd bir 27 -metoksietil seker Dbélati
icerir.

80. 1-79 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yvontem olup, burada antisens oligonilkleotidin esasen her bir

nitkleosidi bir modifiye seker b&élitld icerir.
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8l. Paragraf 80'e gdre vyodntem olup, burada bir modifiye
seker Dboélitid  igeren niikleositlerin tamami aynili  seker
modifikasyonunu igerir.

82. Paragraf 81l'e gdére yéntem olup, burada her bir modifive
seker bOliitid bir 27 -metcksietil sgseker bolitid igerir.

83. 1-79 arasindaki paragraflarin herhangi birine gbdre
yéntem olup, burada antisens oligoniikleotidin her bizr
nitkleosidi bir modifiye seker b&liitld icerir.

84. Paragraf 83'e gore vyontem olup, burada nikleositlerin
tamami ayni seker modifikasyonunu icgerir.

85. Paragraf 84'e gdére yéntem olup, burada her bir modifive
seker boliltil bir 2 -metoksietil seker bglitil igerir.

86. 1-85 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yvéntem olup, burada en az bir niikleosit arasi baglanti bir
fosforotioat niltklecsit arasi baglantidir.

87. Paragraf B86'vyva gdre ydntem olup, burada her Dbir
niikleosit arasi baglanti bir fosforoticat nikleosit arasi
baglantidir.

88. 1-87 arasindaki paragraflarin herhangi birine gére
yvontem olup, burada antisens oligoniikleotid 10 ila 25
arasinda badli niikleositten clusur.,

89. 1-87 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yéntem olup, burada antisens oligoniiklecotid 12 1la 22
arasinda bagli nikleositten olusur.

90. 1-87 arasindaki paragraflarin herhangi birine godre
yontem olup, burada antisens oligoniikleotid 15 ila 20
arasinda badli nikleositten olusur.

91. 1-87 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yontem  olup, burada antisens oligoniikleotid 18 Dbaglz
nikleositten olusur,

92. 1-91 arasindaki paragraflarin herhangi birine gére
yéntem olup, burada antisens oligontkleotid, insan SMNZ2

kodlayan niltkleik aside en az %90 tamamlavicidir.
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93. Paragraf 92'ye gdre yodntem olup, burada antisens
oligoniikleotid, insan SMN2 kodlayan niikleik aside tamamen
tamamlayicidair.
94. 1-93 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yontem olup, burada oligonikleotid, SEQ ID NO: 1 niikleocbaz
diziginin en az 10 bitisik niklecobazinil ic¢eren bir niklecbaz
dizisine sahiptir.
95. Paragraf 94’'e gdre yontem olup, burada oligoniikleotid,
SEQ ID NO: 1 nikleobaz dizisinin en az 15 bitisik
nikleobazini igeren bir nikleokbaz dizisine sahiptir.
96. Paragraf 94’e gdre y&ntem olup, burada c¢ligoniikleotid,
SEQ ID NO: 1 nlikleobaz dizisini igeren bir niklecbaz
dizisine sahiptir.
97. Paragraf 94’e gbre ydntem olup, burada ocligoniikleotid,
SEQ ID NC: 1 nuklecbaz dizisinden olusan bkir niukleockaz
dizisine sahiptir.
98. 1-97 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yéntem olup, burada antisens bilesik bir konjugat grubu veya
terminal grubu icerir.
99, 1-97 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
yontem olup, burada antisens bilegik antisens
oligoniikleotidden clusur.
100. 1-99 arasindaki paragraflarin herhangi birine gdre
vontem olup, burada antisens bilesik ayrica sistemik olarak
verilir,
1C1. Paragraf 100’e gdre vyontem olup, burada sistemik
verilis, intravendz veya intraperitoneal enjeksivonladair.
102. Paragraf 100 wva da 10l’e gbdre vy&ntem olup, burada
sistemik verilis ve merkezi sinir sisteminin ig¢ine wverilis
aynl zamanda gergeklestirilir.
103. Paragraf 100 vya da 101'e gdre yidntem olup, bkurada
gistemik wverilig ve merkezi sinir sisteminin igine werilis
farkli zamanlarda gerceklestirilir.
104. 1Insan SMN2 kodlayan bir niikleik asidin intron 77sine

tamamlayici olan bir antisens oligonikleotid igeren bir
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antisens bilesik olup, 1-103 arasindaki paragraflarin
herhangi birine gdre bir ydntemde kullanim ig¢indir.

105. Paragraf 104'e g&re antisens bilesik olup, sadkalim
motor ndronu 17le {SMN1) iliskili bir hastalidin va da
durumun tedavisinde kullanim ig¢indir.

106. Insan SMNZ2 kodlayan bir niikleik asidin intron 7'sine
tamamlayici bir antisens oligonikleotid igeren bir antisens
bilesidin, ©&nceki paragraflarin herhangli birine gdre bir
vontemde kullanim igin bir ilacin liretiminde kullanimidair.
107. Paragraf 106’vyva gdre kullanim clup, burada ilacg,
sagkalim motor néronu 17le (SMN1) 1liskili bir hastalidin

veya durumun tedavisi igindir.
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<170> Windows Versiyonu 4.0 igin FastSEQ
<210> 1

<211> 18

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Oligoniikleotit
<400> 1

tcactttcat aatgctgg 18

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

2z
15
DNA

Yapay Dizi

Sentetik Cligoniikleotit
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<400> 2

tttcataatg ctgge 156

<210> 3

<211> 15

<212> DNA

<213» Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Cligoniikleotit
<400> 3

tgctggcaga cttac 15

<210> 4

<211> 15

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<2z20>

<223> Sentetik Cligonikleotit
<400> 4

cataatgctg gcaga 15

<210> &

<211> 15

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Oligoniikleotit
<400> &

tcataatgct ggcag 15

<210> 6

<211> 15

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Oligoniikleotit
<400> &

ttcataatge tggeca 15
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<210>
<Z11>
<212>
<213>
<220>
<2Z3>
<400>

7
20
DNA

Yapay Dizi

Sentetik Cligonikleotit
7

attcactttc ataatgctgg 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

8
15
DNA

Yapay Dizi

Sentetik Oligoniikleotit
8

ctttcataat gectgg 15

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

9
12
DNA

Yapay Dizi

Sentetik Oligoniikleotit
9

tcataatget gg 12

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

10
15
DNA

Yapay Dizi

Sentetik Oligoniikleotit
10

actttcataa tgectg 15

<210>
<211>

11
12
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<21z>
<213>
<220>
<223>
<400>

DNA

Yapay Dizi

Sentetik Cligoniikleotit
11

ttcataatgc tg 12

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

12
15
DNA

Yapay Dizi

Sentetik Cligoniikleotit
12

cactttcata atget 15

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

13
12
DNA

Yapay Dizi

Sentetik CGligonikleotit
13

tttcataatg ct 12

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

14
15
DNA

Yapay Dizi

Sentetik Cligoniikleotit
14

tcactttcat aatgce 15

<210>
<211>
<21l2>
<213>

15
12
DNA

Yapay Dizi
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<2Z0>

<223> Sentetik Oligonilkleotit
<400> 15

cttteataat ge 12

<210> 16

<211> 15

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Oligonikleotit
<400> 16

ttcactttca taatg 15

<210> 17

<211> 12

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Oligonikleotit
<400> 17

actttcataa tg 12

<210> 18

<211> 15

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<2723> Sentetik 0Oligonikleotit
<400> 18

attcactttc ataat 15

<210> 19

<211> 12

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Cligoniikleotit
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<400>

19

cactttcata at 12

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

20
15
DNA

Yapay Dizi

Sentetik Cligoniikleotit
20

gattcacttt cataa 15

<210>
<211>
<212>
<213>
<2z20>
<2Z3>
<400>

21
12
DNA

Yapay Dizi

Sentetik Oligonikleotit
21

tcactttcat aa 12

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

22
12
DNA

Yapay Dizi

Sentetik Cligoniikleotit
22

ttcactttca ta 12

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

23
12
DNA

Yapay Dizi

Sentetik Cligoniikleotit
23

attcacttte at 12
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<210>
<Z11>
<212>
<213>
<220>
<2Z3>
<400>

24
15
DNA

Yapay Dizi

Sentetik Cligonikleotit
24

agtaagattc acttt 15
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