118

OZET
PATOLOJILERIN TEDAVISINE YONELIK ANTISENS MOLEKULLER VE
YONTEMLER

S SEQ ID NO: 1 ila 59'da belirtildigi gibi, distrofin geninde ekzon atlama iglemini

indiiklemek lizere sec¢ilmis bir hedef bdlgeye baglanabilen bir antisens molekalidur.
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iISTEMLER

Bir insan distrofin pre-mRNA’sinda ekzon 45 atlamasini indikleyen bir antisens
oligonlkleotid olup, dzelligi antisens oligondkleotidin asadidakilerden olugan
gruptan secilmesidir:

i) CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G veya bunun farmasétik olarak kabul
edilebilir bir tuzunu igeren 22 baz bir antisens oligoniikleotid;

i) CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G igeren ve 5-substitiie edilmis bir
pirimidin bazi veya bunun farmasdétik olarak kabul edilebilir bir tuzunu iceren 22
baz bir antisens oligonikleotid;

i) GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G veya bunun farmasétik olarak
kabul edilebilir bir tuzunu igeren 25 haz hir antisens oligonikleotid;

iv) GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G igeren ve 5-substitie edilmis
bir pirimidin baz) veya bunun farmasdtik olarak kabul edilebilir bir tuzunu igeren
25 baz bir antisens oligon(kleatid;

v) GCU GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G veya bunun farmasotik
olarak kabul edilebilir bir tuzunu igeren 28 baz bir antisens oligonukleotid;

vi) GCU GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G igeren ve 5-siibstitiie
edilmis bir pirimidin bazi veya bunun farmasétik olarak kabul edilebilir bir tuzunu
iceren 28 baz bir antisens oligonikleotid;

vii) GCC GCU GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G veya bunun
farmasotik olarak kabul edilebilir bir tuzunu igeren 31 baz bir antisens
oligoniikleotid; ve

viii) GCC GCU GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G igeren ve 5-
substitGe edilmig bir pirimidin bazi veya bunun farmasotik olarak kabul edilebilir

bir tuzunu igeren 31 baz bir antisens oligonukleotid.

istem 1'e gére antisens oligoniikleotidi olup, ézelligi antisens oligoniikleotidin,
CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G veya bunun farmasotik olarak kabul

edilebilir bir tuzunu igeren 22 baz olmasidir.

istem 1'e gére antisens oligoniikleotidi olup, dzelligi antisens oligoniikleotidin,
CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G iceren ve 5-substitie edilmig bir
pirimidin bazi veya bunun farmasdétik olarak kabul edilebilir bir tuzunu iceren 22

baz olmasidir.
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istem 1'e gore antisens oligoniikleotidi olup, dzelligi antisens oligonikleotidin,
GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G veya bunun farmasdtik olarak

kabul edilebilir bir tuzunu i¢ceren 25 baz olmasidir.

Istem 1'e gore antisens oligoniikleotidi olup, ézelligi antisens oligoniikleotidin,
GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G igeren ve 5-slibstitie edilmis bir
pirimidin bazi veya bunun farmasotik olarak kabul edilebilir bir tuzunu iceren 25

baz olmasidir.

istem 1'e gére antisens oligoniikleotidi olup, dzelligi antisens oligonikleotidin,
GCU GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G'yi veya bunun farmasotik

olarak kabul edilebilir bir tuzunu iceren 28 baz olmasidir.

istem 1’e gore antisens oligonikleotidi olup, §zelligi antisens oligonikleotidin,
GCU GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G igeren ve 5-substitlie
edilmig bir pirimidin bazi veya bunun farmasotik olarak kabul edilebilir bir tuzunu

iceren 28 baz olmasidir.

istem 1’e gore antisens oligoniikleotidi olup, &zelligi antisens oligoniikleotidin,
GCC GCU GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G veya bunun

farmasotik olarak kabul edilebilir bir tuzunu igeren 31 baz olmasidir.

istem 1'e gére antisens oligoniikleotidi olup, dzelligi antisens oligoniikleotidin,
GCC GCU GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G igceren ve 5-substitie
edilmis bir pirimidin bazi veya bunun farmasétik olarak kabul edilebilir bir tuzunu

iceren 31 baz clmasidr.

istemler 1 - 9'dan herhangi birine gdre antisens oligon(kleotid veya bunun
farmasotik olarak kabul edilebilir tuzu olup, 6zelligi bir 5-metilsitozin bazi

icermesidir.

istemler 1 ila 10°dan herhangi birine gore antisens oligoniikleotid veya bunun
farmasdtik olarak kabul edilebilir tuzu olup, 6zelligi oligonikleotidin RNaz H'yi

aktive etmemesidir.
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istemler 1 ila 9'dan herhangi birine gdre antisens oligoniikleotid veya bunun
farmasdtik olarak kabul edilebilir tuzu olup, dzelli§i omurganin inter nukleosit

baglantilarinin, dodal olmayan inter nikleosit baglari ile yer degistirilmesidir.

Istemler 1 - 9'dan herhangi birine gdre antisens oligoniikleotidi veya bunun
farmasoétik olarak kabul edilebilir tuzu olup, ©zelligi nikleositler arasi

baglantilarin modifiye fosfatlar olmasidir.

istem 13'e gdre antisens oligoniikleotidi veya bunun farmasdtik olarak kabul
edilebilir tuzu olup, 6ézelligi modifiye edilmis fosfatin, metil fosfonatlar, metil
fosfarotioatlar, fosforamorfolidatlar, fosforopiperazidatlar ve

fosforoamirdatlardan secilmesidir.

istemler 1 - 9'dan herhangi birine gére antisens oligoniikleotid veya farmasétik
olarak kabul edilebilir tuzu olup, Ozellidi oligonikleotidin bir peptit niikleik asit
olmasidir.

istemler 1 ila 9dan herhangi birine gdre antisens oligoniikleotid veya bunun

farmasdtik olarak kahul edilebilir tuzu olup, ézellidi oligoniikleotidin, antisens
oligoniikleotidin aktivitesini, hlcresel dagihimini veya hiicresel tutulumunu
arttiran bir veya daha fazla kisma veya konjugeye kimyasal olarak bagli

olmasidir.

istemler 1 - 16'dan herhangi birine gére bir antisens oligonukleotid veya bunun
farmasdtik olarak kabul edilebilir bir tuzunu ve farmasétik olarak kabul edilebilir

bir tasiyiciyl iceren bir bilesimdir.

istemler 1 - 16’dan herhangi birine gdre bir antisens oligoniikleotid veya bunun
farmasétik olarak kabul edilebilir tuzu veya istem 17'ye gére bir hilesim olup,

Ozelligi kas distrofisinin tedavisi igin bir ydntemde kullanim igin olmasidir.

istemler 1 ila 16’dan herhangi birine gére bir antisens oligonikleotid veya
farmasdtik olarak kabul edilebilir tuzunun veya istem 17'ye gdre bir bilegimin

kas distrofisinin medilasyonuna yonelik bir ilacin retimi igin kullaniimasidir.
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20.istem 19'a gére kullanim veya istem 18'e gore kullanim igin bilesim veya
antisens oligonukleotid veya farmasdtik olarak kabul edilebilir tuzu olup, dzelligi

rmuskdler distrofinin Duchenne muskdler distrofisi olmasidir.
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TARIFNAME
PATOLOJILERIN TEDAVISINE YONELIK ANTISENS MOLEKULLER VE
YONTEMLER

Bulusun Sahasi

Mevcut bulus, ekzon atlamalanni kolaylastirmak igin uygun yeni antisens bilesikler ve
bilesimler ile ilgilidir. Ayrica, bulusun ydntemlerinde kullanilmak Uzere adapte edilmis

terapotik bilesimler saglar.

Teknigin Alt Yapisi

Arka plan teknikle ilgili asadidaki tartisma, sadece mevcut bulusun anlasimasini
kolaylastirmayl amaglamaktadir. Bu tartisma, referans gdsterilen materyalin herhangi
birinin bagvurunun &ncelik tarihindeki ortak genel bilgilerin bir parcasi olduju veya
olacagdi hakkinda bir onay veya kabul degildir. Halihazirda, genlerde hastalija neden
olan mutasyonlarn baskilayici veya telafi edici yontemlerin arastirlmasi igin ciddi
diuzeyde calismalar yapiimaktadir. Gen ekspresyonunu cesitli farkllh dizeylerde
(transkripsiyon, ugbirlestirme, stabilite, translasyon) etkilemek i¢in ¢esitli kimyasallar
kullanilarak antisens teknolojileri gelistirilmektedir. Bu arastirmalann biyOk bir kismi,
gok farkli kosullarda anormal veya hastalik ile iligkili genleri diizeltmek veya telafi etmek

igin antisens bilesiklerin kullanilmasi lzerine yogunlagmistir.

Antisens molekilleri Gstin bir dzglllikle gen ekspresyonunu inhibe etme 6zelligine
sahiptir ve bundan oturl, oligonukleotidleri gen ekspresyonu modulatérleri olarak
tasarlayan bircok aragtirma, onkojenler veya viral genler gibi hedeflenen genlerin
ekspresyonunun inhibe edilmesine yogunlasmistir. Antisens oligonUkleotidleri, ya
RNA'va (sens sarmal) veya DNA'va yonlendirilir ve burada RNA polimeraz |l ile

transkripsiyonu inhibe eden Ugli yapilar olusturur.

Spesifik gen asagi-regllasyonunda istenen etkiyi elde etmek igin, oligonikleotidler ya
hedeflenen mRNA'nin  bozunmasini  kolaylastirarak veya bu mRNAnIn
translasyonunun bloke ederek istenmeyen hedef proteinin yeniden sentezini etkili bir

sekilde dnler.
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Amac natif proteini yukarn regile etmek veya sens olmayan veya cerceve kaydiricl
mutasyonlar gibi translasyonun erken sonlanmasina neden olan mutasyonlan telafi

etmek oldugunda bu teknikler kullanigh degildir.

Ayrica, icerisindeki mutasyonlar nedeniyle normalde iglevsel bir proteinin erken
sonlandigl durumlarda, antisens teknolojisi vasitasiyla belli dlgide islevsel protein
uretimini eski haline getirme mekanizmasinin, ugbirlestirme siregleri esnasinda
miidahale yoluyla mimkiin olabildidi ispat edilmistir (Sierakowska H, et al., (1996) Proc
Natl Acad Sci USA 93,12840-12844; Wilton SD, et al., (1999) Neuromusc Disorders
9,330-338; van Deutekom JC et al., (2001) Human Mol Genet 10, 1547-1554). Bu
durumlarda, bozuk gen transkripti, hedefe yonelik bozunmaya maruz birakilmamal,
boylece  antisens  oligonikleotid kimyas! hedef mRNA  bozunmasini

kolaylagtirmamalidir.

Cesitli genetik hastaliklarda, mutasyonlarin bir genin olasi ekspresyonu (izerindeki
etkileri, ugbirlestirme slrecinde hedefe yonelik ekzon atlama prosesi vasitasiyla
modille edilebilir. Ugbirlestirme prosesi, pre-mRNA igerisindeki komsu ekzon-intron
birlesmelerini yakinlagtiran ve intronlarin u¢ taraflarindaki fosfodiester baglarinin
ayriimasini gergeklestirerek bunlan birbirine birlestirilecek ekzonlar arasinda sonradan
reforme eden ¢ok pargacikli kompleks bir mekanizma ile yénlendirilir. Bu kempleks ve
ileri dizeyde hassas prosese, pre-mRNA icerisindeki, daha sonradan ucbirlestirme
reaksiyonlarina dahil olan gesitli nikleer ugbirlestirme faktdrlerinin badlandidi nispeten
kisa yari-korunumlu RNA segmentleri olan dizi motifleri aracilik eder. Ugbirlegtirme
mekanizmasinin pre-mRNA isleme sirecine katilan motifleri okuma veya tanima seklini
degigtirerek, farkh sekilde eklenmis mRNA molekillerinin olusturulmasi mumkandur.
Her ne kadar uygulanan mekanizma heniz tanimlanmamig olsa da, insan genlerinin
buaydk cogunlugunun, normal gen ekspresyonu esnasinda alternatif olarak eklendigi
artik anlasiimistir.  Antisens oligoniklectidleri  kullanilarak, kodlanmis bir mRNA
icerisindeki hatalarin ve eksikliklerin, bypas edilebilecedi veya olgun gen

transkriptlerinden uzaklastirlabilecedi ispat edilmigtir.

Dogada, genellikle ¢ok disik seviyelerde olmak (zere cok sayida olay dokimante
edilmis olsa da (Sherrat TG, et al, (1993) Am J Hum Genet 53, 1007-1015), ug-
birlestirme surecinde genetik delesyonun veya ekzon atlamasinin kapsami tam olarak

bilinmemektedir. Ancak, hastaliga neden olan mutasyonlar ile iligkili ekzonlarin spesifik
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olarak bazi genlerden silinebilmesi durumunda, natif protein ile benzer biyolojik
ozelliklere sahip olan veya hedef ekzon ile iligkili mutasyonlarin neden oldugu hastahgi
duzeltmek icin yeterli biyolojik etkinlige sahip bir kisaltlmig protein Urindnin bazen
elde edilebilecedi anlasiimistir (Lu QL, et al., (2003) Nature Medicine 9,1009-1014;
Aartsma-Rus A et al.,, {2004) Am J Hum Genet 74; 83-92).

Bu hedefe yonelik ekzon atlamasi siireci bilhassa, birgok ekzonun ve intronun oldugu,
ekzonlarin genetik yapisinda fazlalik oldugu veya bir proteinin bir veya daha fazla
spesifik ekzon olmadan iglev gosterebildidi (drnegdin 79 ekzondan olusan distrofin geni;
veya muhtemelen tekrarl dizi bloklarini sifreleyen bazi kolajen genleri veya sirasiyla -
80 ve 370°den fazla ekzondan meydana gelen buylik nebulin veya titin genleri ile) uzun

genlerde muhtemel faydaya sahiptir.

Cesitli genlerdeki mutasyonlarin neden oldudu kesilmeler ile iliskili genetik hastaliklann
tedavisi igin genin islenmesini yeniden yonlendirmeye yonelik galismalar ya (1) ug-
birlestirme slrecinde yer alan elemanlar ile tamamen veya kismi olarak gakisan; veya
(2) o elemanda meydana gelen spesifik ug-birlestirme reaksiyonuna normalde aracilk
edecek olan uc-birlestirme faktdrlerinin baglanmasini ve fonksiyonunu bozmaya yeterli
yakinhkta olan bir pozisyonda pre-mRNA'yva baglanan (6rnegin bloke edilecek
elemanin 3, 6 veya 9 nilkleotidi igerisindeki hir pozisyonda pre-mRNA’ya baglanan)

antisens oligoniikleotidlerinin kullanilmasina yogunlagmstir.

Ornegin, antisens oligoriboniikleotitler ile mutant distrofin pre-MRNA atlamasinin
modlle edilmesi hem in vitro hem in vivo olarak bildirilmistir. Japonya'da bildirilen
distrofin mutasyonunun bir tarinde, u¢-birlestirme surecinde 52-baz ¢ifti delesyonunun
mutasyona ugramasi, ekzon 19’un, uca eklenen intronlar ile uzaklastinlmasina neden
olmaktadir(Matsuo et al., (1991) J Clin Invest. 87:2127-2131). Bir in vitro minigen ug-
birlestirme sistemi kullanilarak, distrofin Kobe ekzon 19'unda silinmis dizinin 5™ yansini
tamamlayan bir 31-mer 2'O-metil oligoriboniikleotidin, dogal sis pre-mRNA’yi inhibe
ettigi ispatlanmistir (Takeshima et al. (1995), J. Clin. Invest.,, 95, 515-520). Ayni
oligonukleotid kullanilarak, kiltirlenmis insan lenfoblastoid hicrelerinde natif distrofin

gen transkriptinden ekzon atlamasi indiklendi.

Dunckley et al., {(1997) Nucleosides & Nucleotides, 16, 1665-1668 muskiler distrofi igin

bir model olan mdx faresinde, mutasyona ugramig distrofinin ekzon 23°0 etrafindaki ug-
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birlestirme surecinin analizine yonelik in vitro yapilar tarif etmistir. Fare distrofin ekzon
230 icerisinde ve buna komsu bolgeleri u¢ uca birlestirmeye hedeflenmis 2 modifiye
oligonukleotidler kullanilarak bu vyapilan in vitro olarak analiz etme planlan

degerlendirildi, ancak herhangi bir hedef bdlge veya dizi veriimedi.

2'-O-metil oligoribonilkleotidlerin sonradan, bu gruptan olan mdx farelerine ait
miyoblastlardaki distrofin eksikligini dizelttigi bildirildi. Murin distrofin intron 22'sine ait
3 ucg-birlestirme bolgesine hedeflenmis olan bir antisens oligoniikleotidin; mutant
ekzonun ve bunun yani sira ¢esitli uca eklenen ekzonlarn atlamasina neden oldugu ve
yeni bir i¢sel silmeyle yeni bir ¢erceve ici distrofin transkripti olusturdugu bildirildi.
Mutasyona ugramig bu distrofin, antisens ile islenmis mdx miyotuplerin %1-2'si
icerisinde eksprese edildi. 2’-0-metoksietil fosfodiesterler gibi diger oligonikleotid
modifikasyonlarinin kullaniimasi tarif edilmektedir (Dunckley et al. (1998) Human Mol.
Genetics, 5, 1083-90).

Bu nedenle, antisens molekilleri, Duchenne Kas Distrofisi (DMD) gibi genetik
hastaliklarin tedavisinde bir arag sadlayabilir. Ancak, antisens molekuller kullanilarak

ekzon atlamasi indiklemeye ydnelik girisimlerde karma bir basar elde edilmistir.

Distrofin ekzon 19’y (zerine vyapilan g¢ahsmalarda, bu ekzonun distrofin pre-
mRNA’sindan baganl bir sekilde atlatiimasi, Errington et al. (2003) J Gen Med 5, 518-
527 tarafindan tarif edildigi lUzere ekzon tanimina giren ekzon bilnyesindeki ug-
birlesme bdlgelerine veya motiflerine yonlendirilmis g¢esitli antisens molekdller

kullanilarak elde edilmistir.

Ekzon 19 atlamasinin gérunirdeki kolayliginin aksine, ilk kez Dunckley et al., (1998)
tarafindan bildirilmis olan mdx faresinde ekzon 23 atlamasinin ginimuzde, gergek bir
antisens etkinlikten ziyade sadece dogal olarak meydana gelen bir ters evrimli
transkripti veya artefakti bildirdigi kabul edilmektedir. Ekzon 23'ten yoksun
transkriptlerin istikrarli bir sekilde Gretilmemesinin yani sira, Dunckley et al., (1998),
ekzon atlamasi seviyelerinin artan veya azalan miktarlarda antisens oligontikleotidine
karsilik geldidi doza bagimlh etkileri gdstermek icin, herhangi bir indiklenmis ekzon
atlamasi veya hatta antisens oligonikleotidleri titrasyonu sureci ortaya koymamstir.

Ayrica bu ¢alisma diger arastirmacilar tarafindan tekrarlanamamigtir.
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Mdx fare modelinde spesifik ve ¢ogaltilabilir ekzon atlamasinin ilk érnedi Wilton et al.,
(1999) Neuromuscular Disorders 9, 330-338 tarafindan bildirilmistir. Bir antisens
molekdlini dondr ug-birlestirme bdlgesine ydnlendirerek ve kultirlenmis hucrelerde
yapilan 6 saatlik uygulamada distrofin mRNA’sinda etkin ekzon 23 atlamasi indiklendi.
Wilton et al., (1299) ayrica, daha uzun antisens oligonlkleotidlerle fare distrofin pre-
mRNA’sina ait alici bdlgesinin hedeflenmesini tarif etmis ve Dunckley et al., (1998)
tarafindan elde edilen yayinlanmis sonuglarin tekrar edilemedigini bildirmistir. intron
22’nin alici ug-birlesme bolgesine yodnlendirilmis bir dizi antisens oligonikleotidler
kullanilarak, ya tek basina 23 veya eklenen cesitli ekzonlarnin goklu giderimi seklinde

herhangi bir ekzon atlamasi, tekrar edilebilir bir sekilde saptanamamistir.

intron 23 dondr ug-birlesme bdlgesine yonlendiriimis ik antisens oligonikleotid,
kiltdrlenmis primer miyoblastlarda istikrarll ekzon atlamasi indiklerken, bu bilesigin,
daha vyiksek dizeylerde distrofin eksprese eden immortalize hiicre kiltirerinde gok
daha az etkili oldugu gdrilmistir. Ancak, hedefleme ve antisens oligoniikleotid
tasariminin iyilestiriimesiyle birlikte, spesifik ekzon uzaklastirma isleminin etkinlidi,
hemen hemen bir basamak kadar artmistir (bakiniz, Mann CJ et al., {2002) J Gen Med
4, 644-654).

W02010/048586, ekzon atlamalarini inhibe etmek igin bir insan distrofin genindeki

segilmis bir hedef bélgeye baglanabilen antisens molekiilleri saglamstir.

Bu nedenle, bir hedef nikleotid dizisini baglayabilme ve ug-birlesmesini modifiye
edebilme dzellijine sahip antisens oligoniikleotidler saglanmasina halen ihtiya¢ vardir.
Antisens oligonuklectidlerin, uc-birlegtirme i¢in kritik oldugu kabul edilen motiflere
yonlendirilmesi tek basina, bu bilesigin bir terapdtik uygulamasi icerisindeki etkinligini

garanti etmez.

Bulusun arka planinin daha énceki tartismasinda sadece mevcut bulugun anlagiimasini
kolaylastirmak amaclanmistir. Tartismanin, referans verilen materyalin herhangi birinin
basvurunun oncelik tarihindeki ortak genel bilgilerin bir pargasi oldugunun

onaylanmadig veya kabul etmedigi takdir edilmelidir.

Bulusun Kisa Agiklamasi
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Mevcut bulus, spesifik ve etkili ekzon atlamalarini indikleyebilen pre-mRNA'nin
birlestirimesinde rol oynayan RNA motiflerine baglanmak uzere uygun antisens

molekulu bilesikleri ve bilegimleri ve bunlarn kullanimi igin bir ydntem sadlar.

Hedefin tercihe goére secilmesi, ekzon atlamasinin etkinliginde ve bdylelikle bunun
potansiyel bir terapiye sonradan uygulanmasinda hayati bir rol oynar. Ug-birlegtirme
sirecinde rol oynadigi kabul edilen pre-mRNA’nin bolgelerini hedefleyecek antisens
molekiillerinin tasarlanmasi, etkili ve spesifik ekzon atlamasi indiiklemeyi tek basina
garanti edemez. Ug-birlestirme sirecine mudahale i¢in en belirgin veya kolaylikla
tanimlanan hedefler; ekzonik pekistirecler, susturma elemanlan ve dallanma noktalar
dahil daha az tanimlanmig veya korunumlu motifler olsa da donér ve alici ug-birlegme
bolgeleridir. Alici ve dondr birlesme noktalar sirasiyla yaklagik 16 ve 8 konsensls
dizisine sahiptir (ekzon tanima, intron uzaklastirma ve ug birlestirme surecine katilan

motiflerin ve sahalarin sematik gosterimi icin bakiniz, Sekil 1).

Bir birinci yOn(yle, bulus bir insan distrofin pre-mRNA'sinda ekzon 45 atlamasini
indikleyen bir antisens oligonikleotid saglar, burada antisens oligonikleotid

asagidakilerden olusan gruptan secilir:

i) CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G veya bunun farmasétik olarak kabul
edilebilir bir tuzunu igeren 22 baz bir antisens oligoniikleotid;

i) CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G igeren ve 5-substitiie edilmis bir
pirimidin bazi veya bunun farmasdétik olarak kabul edilebilir bir tuzunu iceren 22
baz bir antisens oligonikleotid;

i) GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G veya bunun farmasétik olarak
kabul edilebilir bir tuzunu igeren 25 haz bir antisens oligoniikleotid;

iv) GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G igeren ve 5-substitie edilmis
bir pirimidin baz) veya bunun farmasétik olarak kabul edilebilir bir tuzunu igeren
25 baz bir antisens oligonukleotid;

v) GCU GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G veya bunun farmasotik
olarak kabul edilebilir bir tuzunu igeren 28 baz bir antisens oligoniikleotid;

vi) GCU GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G igeren ve 5-siibstitiie
edilmis bir pirimidin bazi veya bunun farmasétik olarak kabul edilebilir bir tuzunu

iceren 28 baz bir antisens oligonukleotid;
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vii) GCC GCU GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G veya bunun
farmasdtik olarak kabul edilebilir bir tuzunu iceren 31 baz bir antisens
oligoniikleotid; ve

viii) GCC GCU GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G iceren ve 5-
substitue edilmis bir pirimidin baz) veya bunun farmasaétik olarak kabul edilebilir

bir tuzunu igeren 31 baz bir antisens oligonukleotid.

Distrofin gen transkripsiyonunda, ekzonlar 5, 12, 17, 21, 22, 24, 43-47, 49, 50, 54-64,
66, 67, 70 ve 72'de ekzon atlamayi indliklemek i¢in antisens molekilleri Tablo 1A'da

listelenen gruptan secilebilir.

Ekzonlar 3, 4, 8, 10, 26, 36, 48, 60, 66 ve 68'de daha etkili ekzon atlamay! indiklemek
igin iki veya daha fazla antisens oligonukleotidini kombine etmek mumkuindur. Antisens
oligonikleotidlerin bir kombinasyonu veya "kokteyl"i, etkili ekzon atlamayi indiklemek

icin ekzonlarda yonlendirilir.

Bir ikinci yoniyle, meveut bulug, mevcut buluga gore bir antisens oligontkleotid veya
bunun farmasétik olarak kabul edilebilir bir tuzunu ve farmasétik olarak kabul edilebilir

bir tasiyiciyl iceren bir bilesim sadlar.

Uglincll bir yonliyle, bulus bir tedavi yontemi veya kas distrofisinde kullanim igin
mevcut bulusa goére bir antisens oligonlkleotid veya bunun farmasdtik olarak kabul

edilebilir bir tuzunu veya mevcut bulusa gore bir bilegsim saglar.

Bulug ayni zamanda bulusa ait bir antisens oligontkleotidin veya bunun farmasoétik
olarak kabul edilebilir tuzunun veya mevcut bulusa ait bir hilegimin, muskuler distrofinin

modulasyonuna yonelik bir ilacin Gretimi igin kullanimini da ele almaktadir.

Muskiiler distrofi Duchenne muskiiler distrofisi olabilir.

Bulus ayrica, Duchenne muskiler distrofisi ile karakterize edilen bir durumun tedavi
edilmesine ydnelik bir ydntem sadlar, bu yéntem, tedaviye ihtiyaci olan bir hastaya,
mevcut bulusun dzel genetik lezyonu ile ilgili olarak, bulusun bir antisens
oligonikleotidin etkili bir miktannin uygulanmasini igerir. Aynca, bulug, bir hastanin

Duchenne muskiler distrofisini dnlemek veya en azindan en aza indirmek igin
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profilaktik olarak tedavi edilmesi icin bir ydntem sadlar, bu yéntem, asadidaki adimlarn
icenir: hastaya, mevcut buluga ait bir antisens oligonikleotidin etkili bir miktarinin veya
bu biyolojik molekillerin bir veya daha fazlasini iceren bir farmasdtik bilegenin

uygulanmasi.

Bulugun diger ozellikleri ve avantajlan, asagidaki sekillere dayal olarak ilerleyen
tarifnamenin  degerlendiriimesi agisindan teknikte uzman kisilerce kolaylikla

anlasilabilecektir.

Sekillerin Kisa Agiklamasi

Sekil 1, ekzon tanima, intron uzaklastirma ve ug birlestirme prosesine katilan motiflerin

ve sahalann sematik gosterimidir.

Sekil 2, hastalija neden olan mutasyonlarin bypas edilmesi igin antisens oligonikleotid
tarafindan indliklenen ekzon atlamasi kavraminin diyagramatik gésterimidir (dlgekli
gizilmemistir). Tarali kutu, mMRNA’nin geri kalaninin bir proteine translasyonunu dnleyen
bir mutasyon tasiyici ekzonu temsil etmekiedir. Kalin siyah ¢izgi, bu ekzonun olgun

mRNA’ya dahil olmasini dnleyen bir antisens oligonukleotidi temsil etmektedir.

Sekil 3. Kiiltirlenmis normal insan kas hiicrelerinde 10 nanomolar bir transfeksiyon
konsantrasyonunda gUgll ve tutarll ekzon atlamasini indikleyen ekzon 3'e ydnelen

antisens molekillerin bir "kokteyl"ini gdsteren jel elektroforezi.

Sekil 4. Kiltirlenmis normal insan kas hucrelerinde 25 nanomolar bir transfeksiyon
konsantrasyonunda gugli ve tutarh ekzon atlama indikleyen ekzon 4'e yoénelen

antisens molekullerin bir "kokteyl"ini gdsteren jel elektroforezi.

Sekil 5. Ekzon 5 dahili sahasina yodnelik bir antisens molek{ili [H5A{+35+65)]
kullanilarak gligli ve etkili insan ekzon 5 atlamasini godsteren jel elektroforezi,
muhtemelen bir ekzon birlestirme guglendiricisi. Bu tercih edilen bilesik, kiltirlenmis
insan kas hicrelerinde 25 nanomolarlik bir transfeksiyon konsantrasyonunda tutarl

ekzon atlamalarini indukler.
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Sekil 6. Kiltirlenmis normal insan kas hicrelerinde 10 nanomolar bir transfeksiyon
konsantrasyonunda hem ekzon 8'in ve hem de ekzon 8/9'un guc¢lu ve tutarh ekzon
atlamalarnm indikleyen ekzon 8'e ydnelen antisens molekillerin bir "kokteyl"ini

go6steren jel elektroforezi.

Sekil 7. Ekzon 10 ve gevresindeki ekzonlarin atlamasini indiikleyen cgesitli kokteyller ve
tekli antisens molekiilleri gosteren jel elektroforezi. Bir [H10A(-05+16)] ve
[H10A(+98+119)] veya [H10A{-05+18)] ve [H10A(+130+149)] kombinasyonu, ekzon 10
ve ekzonlar 9-12 atlamasini indUkler, [H10A(-05+16)] tek bagina ekzon 9-14 atlamasini

indukler.

Sekil 8. Ekzon 14'e ydnelen antisens molekild H14A(+31+61) kullanilarak ekzon 14

atlamasini gdsteren jel elektroforezi.

Sekil 9. Ekzon 17'ye yOnelen antisens molek(l H17A(+10+35) kullanilarak ekzon 17

atlamasini gdsteren jel elektroforezi.

Sekil 10. Ekzon 26'va ybnelen iki antisens molekili kokteylini gdsteren jel
elektroforezi. [H26A(-07+19)] ve [H26A(+24+50)]'nin ¢ift kokteyli ekzon 26'nin iyi
atlamasini indUkler ve kokteyle bir baska antisens molek(lOnin eklenmesi atlama

etkinligini etkilemez.

Sekil 11. Kualtirlenmis normal insan kas hucrelerinde 25 nanomolar transfeksiyon
konsantrasyonunda gticli ve tutarli ekzon atlamalarini indukleyen ekzon 36'ya yénelen

antisens molekullerin *kokteyl”ini gosteren jel elekiroforezi.

Sekil 12. Antisens molekdlld H43A(+92+117) kullanilarak kultirlenmis normal insan kas
hicrelerinde 25 nanomolara gugli ve tutarll ekzon 43 atlamasini gdsteren jel

elektroforezi.

Sekil 13. Antisens molekili H44A(+65+90) kullanilarak doz badimli ekzon 55

atlamasini gdsteren jel elektroforezi.

Sekil 14. H45A(-09+25) antisens molekild kullanilarak gugla ve tutarll ekzon 45

atlamasini gdsteren jel elektroforezi.
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Sekil 15. Antisens molekili H46A(+81+109) kullanilarak gicll ve tutarl ekzon 46

atlamasini gdsteren jel elektroforezi.

Sekil 16. H47A(+01+29) antisens molekdld kullanlarak gigli ve tutarh ekzon 47

atlamasini gdsteren jel elektroforezi.

Sekil 17. Ekzon 47'ye ydnelen gigli ve tutarli ekzon atlamayi indikleyen antisens

molekllerin "kokteyl"ini gdsteren jel elektroforezi.

Sekil 18. Antisens molekil H49A{(+45+70) kullanillarak giclia ve tutarh ekzon 49

atlamasini gdsteren jel elektroforezi.

Sekil 19. Antisens molekil H50A(+48+74) kullanillarak glcly ve tutarh ekzon 50

atlamasini gdsteren jel elektroforezi.

Sekil 20. Antisens molekili H51A(+66+95) kullanilarak gugli ve tutarll ekzon 51

atlamasini gosteren jel elektroforezi.

Sekil 21. Antisens molekil H54A(+67+97) kullanillarak glcly ve tutarh ekzon 54

atlamasini gdsteren jel elektroforezi.

Sekil 22. Antisens moleklli H55A(-10+20) indUkli doz bagimli ekzon 55 atlamasini

go6steren jel elektroforezi.

Sekil 23. Antisens molekual H58A(+92+121) kullanilarak gic¢li ve tutarh ekzon 56

atlamasini gdsteren jel elektroforezi.

Sekil 24. Antisens molekili H57A(-10+20) indOkli doz bagimh ekzon 57 atlamasini

gosteren jel elektroforezi.

Sekil 25. Ekzon 59'a yonelen antisens molekil H59A(+96+120) kullanilarak ekzon 59

ve ekzon 58/59 atlamasini gbsteren jel elektroforezi.

Sekil 26. Ekzon 60 ekzon atlamasim indikleyen iki farkh kokteyli goésteren jel

elektroforezi.
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Sekil 27. Antisens molekil HB3A(+20+49) kullanilarak ekzon 63 atlamasini gdsteren jel

elektroforezi.

Sekil 28. Antisens malekil H64A(+34+62) kullanilarak ekzon 64 atlamasini gdsteren jel

elektroforezi.

Sekil 29. Doz badimh ekzon atlamasini indikleyen ekzon 66'va yonelen antisens

molekllerin "kokteyl"ini gdsteren jel elektroforezi.

Sekil 30. Antisens molekil HB7A(+17+47) kullanilarak ekzon 67 atlamasini gdsteren jel

elektroforezi.

Sekil 31. Doz bagimlh ekzon atlamalarini indikleyen ekzon 68'e yonelen antisens

molekillerin “kokteyl”ini gbsteren jel elektroforezi.

Sekil 32. 25 nanomolar transfeksiyon konsantrasyonunda 69/70 ekzonlarinin giicli ve
tutarli ekzon atlamasini indikleyen antisens molekiillerin “kokteyl"ini gé&steren jel

elektroforezi.

Sekil 33. Ekzon 50'de gesitli atlama seviyelerini indiikleyen antisens molekllerinin

cesitli "kokteyller"ini gosteren jel elektroforezi.

Sekil 34. 50/51 ekzonlarinin etkili atlamasini indikleyen Ug¢ antisens molekdlin bir

kokteylini gosteren jel elektroforezi..

Sekil 35. Ekzon atlamalannin ¢esitli etkinliklerini gbsteren densitometri sonuglarinin
grafigi. Test edilen antisens molekllleri Ekzon 3 [H3A{+30+60) & H3A(+61+85)]; Ekzon
4 [H4D(+14-11) & H4A(+11+40)]; Ekzon 14 [H14A(+32+61)]; Ekzon 17
[H17A(+10+35)]; Ekzon 26 [H26A(-07+19), H26A(+24+50) & H26A(+68+92)]; Ekzon 36
[H36A(-16+09) ve H3BA(+22+51)] idi.

Sekil 36. Ekzon atlamalarnnin gesitli etkinliklerini gbsteren densitometri sonuglarinin
grafigi. Test edilen antisens molekllleri Ekzon 46 [H46A(+81+109)]; Ekzon 47
[H47A(+01+29)]; Ekzon 48 [H48A(+01+28) & H48A(+40+67)]; Ekzon 49
[H49A(+45+70)] idi.
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Sekil 37. Antisens molekil H11A(+50+79) kullanilarak ekzon 11 atlamasini gdsteren jel

elektroforezi.

Sekil 38. Antisens malekil H12A(+30+57) kullanilarak ekzon 12 atlamasini gdsteren jel

elektroforezi.

Sekil 39. Antisens molekll H44A(+59+85) kullanilarak ekzon 44 atlamasini gosteren jel

elektroforezi.

Sekil 4C. Antisens malekil H45A(-03+25) kullanilarak ekzon 45 atlamasini gbsteren jel

elektroforezi.

Sekil 41. Antisens molekidl H51A{+71+100) kullanilarak ekzon 51 atlamasini gdsteren

jel elektroforezi.

Sekil 42. Antisens molekill H52A(+09+38) kullanilarak ekzon 52 atlamasini gosteren jel

elektroforezi.

Sekil 43. Antisens molekil H53A(+33+65) kullanilarak ekzon 53 atlamasini gosteren jel

elektroforezi.

Sekil 44. Antisens molekil H46A{+93+122) kullanilarak ekzon 46 atlamasini gdsteren

jel elektroforezi.

Sekil 45. Antisens molekil H73A(+02+26) kullanilarak ekzon 73 atlamasini gosteren jel

elektroforezi.

Sekil 46. Antisens molekillerin dizileri.

Detayh Agiklama

DiZi LISTELERININ KISA AGIKLAMASI

Tablo 1A: Tekli antisens moleklller

SEQID Ekzon Dizi
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Ekzon 5
H5A(+35+65) AAA CCA AGA GUC AGU UUA UGA UUU CCAUCU A
Ekzon 11
H11A(+50+79) CUG UUC CAA UCA GCU UAC UUC CCA AUU GUA
Ekzon 12
H12A(+52+75) UCU UCU GUU UUU GUU AGC CAG UCA
H12A(+30+57) CAG UCA UUC AAC UCU UUC AGU UUC UGA U
Ekzon 17
H17A(-07+23) GUG GUG GUG ACA GCC UGU GAA AUC UGU GAG

H17A(+61+86) UGU UCC CUU GUG GUC ACC GUA GUU AC

Ekzon 21

H21A(+86+114) CAC AAA GUC AUC CAG GAA CAU GGG UC
H21A(+90+119) AAG GCC AAG UCU GCA UCC AGG AAC AUG
Ekzon 22

H22A(+125+146) CUG CAAUUC CCCGAGUCUCUG C
Ekzon 24

H24A(+51+73) CAA GGG CAG GCC AUU CCU ccu uC
Ekzon 43

HA43A(+92+117) GAG AGC UUC CUG UAG CUU CAC CCU UC
Ekzon 44

H44A(+65+90) UGU UCA GCU UCU GUU AGC CAC UGA
H44A(+59+85) CUG UUC AGC UUC UGU UAG CCA CUG AUU
Ekzon 45

H45A(-09+25) GCU GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU GUA AGA U
H45A(-03+25) GCU GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G

H45A(-06+25) GCU GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU GUA A
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12

56

13

14

15

57

58

59

16

17

18

19

20
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Ekzon 44
H45A(-12+25) CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU GUA AGAUACC
Ekzon 46
H46A(+81+109) UCC AGG UUC AAG UGG GAU ACU AGC AAU GU

H46A(+93+122) GUU GCU GCU CUU UUC CAG GUU CAA GUG GGA
Ekzon 47

H47A(+01+29) UGG CGC AGG GGC AAC UCU UCC ACC AGU AA

Ekzon 49

H49A(+45+70) ACA AAU GCU GCC CUU UAG ACA AAA UC
Ekzon 50

H50A(+48+74) GGC UGC UUU GCC CUC AGC UCU UGA AGU
Ekzon 51

H51A(+71+100) AGC AGG UAC CUC CAA CAU CAA GGA AGA UG

Ekzon 52
H52A(+09+38) UCC AAC UGG GGA CGC CUC UGU UCC AAA UCC UGC
Ekzon 53

H53A(+33+65) UUC AAC UGU UGC CUC CGG UUC UGA AGG UGU UCU

Ekzon 54

H54A(+67+97) UGG UCU CAU CUG CAG AAU AAU CCC GGA GAA G
Ekzon 55

HS55A(-10 +20) CAG CCU CUC GCU CAC UCA CCC UGC AAA GGA
Ekzon 56

H56A(+92+121) CCA AAC GUC UUU GUA ACA GGA CUG CAU
H56A(+112+141) CCA CUU GAA GUU CAU GUU AUC CAA ACG UCU
Ekzon 57

H57A(-10+20) AAC UGG CUU CCA AAU GGG ACC UGA AAA AGA
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SEQ

Ekzon 58
H58A(+34+64)
H58D(+17-07)

Ekzon 59

H59A(+96 +120)

Ekzon 60
HEO0A(+33+62)
Ekzon 61
H61A(+10+40)
Ekzon 62
H62A(23+52)
Ekzon 63
HB3A(+20+49)
Ekzon 64
HB4A(+34+62)
Ekzon 66
HGGA(-8+19)
Ekzon 67
HB7A(+17+47)

Ekzon 73

H73A(+02+26)

Ekzon

Ekzon

kokteylleri

15

UUC GUA CAG UCU CAA GAG UAC UCAUGAUUAC

CAA UUA CCU CUG GGC UCC UGG UAG

CUA UUU UUC UCU GCC AGU CAG CGG A

CGA GCA AGG UCA UUG ACG UGG CUC ACG UUC

GGG CUU CAU GCA GCU GCCUGACUC GGU CCUu C

UAG GGC ACU UUG UUU GGC GAG AUG GCU CUC

GAG CUC UGU CAU UUU GGG AUG GUC CCA GCA

CUG CAG UCU UCG GAG UUU CAU GGC AGU CC

GAU CCU CCC UGU UCG UCC CCU AUU AUG

GCG CUG GUC ACA AAA UCC UGU UGA ACU UGC

CAU UGC UGU UUU CCA UUU CUG GUA G

Tablo 1B: Antisens maolekullerin kokteylleri

Dizi



SEQ Ekzon

31

32

33

34

35
36

37

38

39
40
41

42

43

44

45

Ekzon

kokteylleri

H3A(+30+60)

H3A(+61+85)

Ekzon

kokteylleri

H4A(+11+40)

H4D(+14-11)
Ekzon 8 kokteylleri
HB8A(-06+24)
H8A(+134+158)
Ekzon 10 kokteylleri
H10A(-05+16)
H10A(+28+119)
Ekzon 26 kokteylleri
H26A(-07+19)
H26A(+24+50)
H26A(+68+92)
Ekzon 36 kokteylleri
H36A(-16+09)
H36A(+22+51)
Ekzon 48 kokteylleri
H48A(+01+28)

H48A(+40+67)

16

Dizi

UAG GAG GCG CCU CCC AUC CUG UAG GUC ACU
G

G CCC UGU CAG GCC UUC GAG GAG GUC

UGU UCA GGG CAU GAA CUC UUG UGG AUC CUU

GUA CUA CUU ACA UUA UUG UUC UGC A

UAU CUG GAU AGG UGG UAU CAA CAU CUG UAA

AUG UAA CUG AAA AUG UUC UUC UUU A

CAG GAG CUU CCA AAU GCU GCA

UCC UCA GCA GAA AGAAGC CACG

CCU CCU UUC UGG CAU AGA CCUUCC AC
CUU ACA GUU UUC UCC AAA CCU CCC UUC
UGU GUC AUC CAU UCG UGC AUC UCU G

CUG GUA UUC CUU AAU UGU ACA GAG A

UGU GAU GUG GUC CAC AUU CUG GUC AAA AGU

CUU GUU UCU CAG GUA AAG CUC UGG AAAC

CAA GCU GCC CAA GGU CUU UUA UUUU GAG C
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Ekzon 60 kokteylleri
46 HBOA(+87+116) UCC AGA GUG CUG AGG UUA UAC GGU GAG AGC
47 H60A(+37+66) CUG GCG AGC AAG GUC CUU GAC GUG GCU CAC
Ekzon 66 kokteylleri
48 HB6A(-02+28) CAG GAC ACG GAU CCU CCC UGU ucG ucc ccu
49 H66D(+13-17) UAA UAU ACA CGA CUU ACA UCU GUA CUU GUC

Ekzon 68 kokteylleri

50 HGBA(+48+72) CAC CAU GGA CUG GGG UUC CAGUCU C
51 H68D(+23-03) UAC CUG AAU CCA AUG AUU GGA CAC UC
GENEL

Bu tarifname icerisinde yer alan nikleotid ve aminoasit dizi bilgilerini ihtiva eden dizi
kimlik numaralan (SEQ ID NO:), tarifnamenin sonunda toplanmistir ve Patentin
Versiyon 3.0 programi kullanilarak hazirlanmigtir. Her nikleotid veya aminoasit dizisi,
dizi listesi igerisinde <210> sayisal gdstergesi, onu izleyen dizi tanim kodu ile
tanimlanmaktadir (6rnegin <210>1, <210>2, vb.). Her nikleotid veya aminoasit dizisi
icin uzunluk, dizi tipi ve kaynak organizma, sirasiyla <211>, <212> ve <213> sayisal
gosterge alanlari igerisinde yer alan bilgilerle belirtiimekiedir. Tarifname igerisinde
belirtilen ndkleotid ve aminoasit dizileri, <400> sayisal gdsterge alani icerisinde yer
alan bilgi ve onu izleyen dizi tanim kodu ile tanimlanmaktadir (6rnegin <400> 1, <400>
2, vb.).

Farkli antisens molekdllerini birbirinden ayirt etmek amaciyla bir antisens molekiller
terminoloji sistemi tasarlanmig ve yayinlanmigtir (bakiniz, Mann et al., (2002) J Gen
Med 4, 644-654). Bu terminoloji hilhassa, tim{, asadida gosterildigi gibi aym hedef
bolgeye yoOnlendiriimis olan, birbirinden biraz farkh birkag antisens molekull test

edilirken anlamh clmustur:

H#AD (x: V)
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Ik harf tiirii belirtir (&rnedin H: insan, M: murin, C: Képek) “#” hedef distrofin ekzon

numarasini belirtir.

“AID", siraslyla ekzon basglangicindaki ve bitimindeki alict veya donér ug-birlesme
bdlgesini gosterir.

(x y), tavlama koordinatlarini temsil eder, burada “-" veya “+", sirasiyla intronik veya
ekzonik dizileri belirtir. Omek olarak, A(-6+18), hedef ekzondan dnceki intronun son 6
bazini ve hedef ekzonun ilk 18 bazini godsterir. En yakin ug-birlesme bdlgesi alici
olacaktir, o nedenle bu koordinatlarin dniinde “A™ harfi bulunacaktir. Dondr u¢-birlesme
bdlgesindeki tavlama koordinatlarinin tanimlanmasi D(+2-18) gseklinde olabilir, burada
son 2 ekzonik baz ve ilk 18 intronik baz, antisens moleklliinin tavlama bélgesine
karsilik gelir. A(+65+85) ile temsil edilecek tam ekzonik tavlama bdlgesi koordinatlari,
bu ekzonun basglangici itibariyle 65. ve 85, nikleotid arasindaki bélgeyi ifade eder,

Burada kullanididi sekliyle "tOretiimis" ve “den tlretiimis" terimi, her ne kadar o
kaynaktan dodrudan alinmasa da, belirli bir kaynaktan elde edilebilecek spesifik bir tam

sayl anlamina gelecektir.

Bu tarifname genelinde, badlam aksini gerektirmedikge, “icerir” terimi ile veya bunun
“icermesi” veya “iceren” gibi varyasyonlar ile, bitine ait belirtilen bir parcanin veya
parga grubunun dahil edildigi ancak baska bir tamsayi veya tamsay! grubunun harig

tutulmadigi kastedilmektedir.

Burada kullanilan belirli terimlere iliskin diger tanimlar, bulusun ayrintih tarifnamesi
icerisinde bulunabilir ve tim belge genelinde gegerlidir. Aksi tanimlanmadikga, burada
kullanilan tUm diger bilimsel ve teknik terimler, bulusun ait oldugu teknikte normal

uzmanhga sahip bir kisi tarafindan standart sekilde anlasilacak ayni anlama sahiptir.

TERCIH EDILEN UYGULAMANIN AGIKLAMASI

Antisens molekilti(molekilleri), pre-mRNA dizileri icerisindeki ekzonlarda ug-birlestirme
surecine katilan nuikleotid dizilerine hedeflendiginde, ekzonun normal ug-birlesmesi

inhibe edilerek ug-birlestirme mekanizmasinin, mutasyona ugramis tum ekzonlari olgun
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mRNA'dan bypas etmesine neden olabilir. Antisens oligonikleotid tarafindan
induklenen ekzon atlamasi kavrami Sekil 2’de gosteriimektedir.

Birgok gende, tim bir ekzonun delesyonu, dnemli fonksiyonel sahalann kayb veya
okuma ¢ergevesinin bozulmasi yoluyla fonksiyonel olmayan bir proteinin Uretiimesine
yol acacaktir. Bununla birlikte, bazi proteinlerde, protein gercevesinin bir veya daha
fazla ekzonu silerek, okuma gergevesini bozmadan ve proteinin biyolojik aktivitesini
ciddi bir sekilde degdistirmeden proteini kisaltmak mimkinddr. Tipik olarak, bu tirli
proteinler yapisal bir role sahiptir ve ucglarinda fonksiyonel sahalara sahiptir. Mevcut
bulug, belirtilen distrofin pre-mRNA hedeflerine badlanabilen ve bu genin yeniden

yonlendirilmesini sadlayan antisens molekiilleri tarif eder.

Antisens molekillerine dayanan bir terapinin tercih edilen bir amaci, antisens
molekilinin mimkun olan en dislk konsantrasyonunu saglayarak maksimum ekzon
atlama elde etmektir. Genel olarak, bir antisens moleklli glgli, saglam ekzon
atlamasina neden olabilir; zayif, sporadik ekzon atlamasina neden olabilir veya higbir
ekzon atlamasina neden olmaz. DUslk bir terapdtik dozda glgli, sadlam tutarli ekzon
atlamalarini saglayabilen antisens molekillerin (tek bagina veya kombinasyon halinde)

gelistiriimesi tercih edilir.

Antisens Molekiilleri

Bulusun bir birinci yoniine gore, bir insan distrofin pre-mRNA'sinda ekzon 45
atlamasini indikleyen bir antisens oligontkleotid saglar, burada antisens oligonukleotid

asagidakilerden olusan gruptan secilir:

i) CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G veya bunun farmasdtik olarak kabul
edilebilir bir tuzunu iceren 22 baz bir antisens oligontkleotid;

i) CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G igeren ve 5-sibstitiie edilmis bir
pirimidin bazi veya bunun farmasdétik olarak kabul edilebilir bir tuzunu igeren 22
baz bir antisens oligonikleotid;

iil) GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G veya bunun farmasotik olarak
kabul edilebilir bir tuzunu igeren 25 baz bir antisens oligonikleotid;

iv) GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G iceren ve 5-siibstitlie edilmis
bir pirimidin bazi veya bunun farmasdtik olarak kabul edilebilir bir tuzunu iceren

25 baz bir antisens oligon(ikleoctid;
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v) GCU GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G veya bunun farmasétik
olarak kabul edilebilir hir tuzunu iceren 28 baz bir antisens cligonukleotid;

vi) GCU GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G igeren ve 5-siibstitiie
edilmis bir pirimidin bazi veya bunun farmasétik olarak kabul edilebilir bir tuzunu
iceren 28 baz bir antisens oligonukleotid;

vii) GCC GCU GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G veya bunun
farmasoétik olarak kabul edilebilir bir tuzunu igeren 31 baz bir antisens
oligoniikleotid; ve

viii) GCC GCU GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU G igeren ve 5-
siubstite edilmig bir pirimidin bazi veya bunun farmasodtik olarak kabul edilebilir

bir tuzunu i¢eren 31 baz bir antisens oligonukleotid.

Distrofin gen transkripsiyonunun ekzonlarinda ekzon atlamalanni indiklemek igin,

antisens molekilleri Tablo 1A'da gosterilen bilesikler grubundan secilebilir.

Ayrica, ekzon atlamay indliklemek igin segilen bir hedefe baglanabilen iki veya daha
fazla antisens oligondkleotidden olusan bir kombinasyon veya "kokteyl" de
saglanmigtir. Distropin gen transkripsiyonunun ekzonlannda ekzon atlamayi
indOklemek igin, bir "kokteyl" igindeki antisens molekilleri tercihen Tablo 1B'de

gosterilen bilesikler grubundan segilir,

Konsensls ug-bilesme bdlgelerini tamamen maskelemek amaciyla antisens
molekllerinin tasarlanmasi, mutlaka hedeflenen ekzonun atlamasina yol agmayabilir.
Ayrica bulus sahipleri, antisens oligonikleotidin  kendi blyUkliginin veya
uzunlugunun, antisens molekdlleri tasarlarken her zaman birincil bir faktdr olmadigim
kegfetti. Ekzon 19 gibi bazi hedeflerde, 12 hazl kisa antisens oligonukleotidler, daha
uzun (20-31 bazh) oligondkleotidler kadar etkili olmasa da ekzon atlamasi
indlkleyebildi. Murin distrofin ekzon 23'U gibi baz) diger hedeflerde, sadece 17 rezidi
uzunlugundaki antisens oligonilkleotidler, 25 nikleotidlik diger bir ¢akisan bilegikten
daha efkili bir atlama indlikleyebildi. Bununla birlikte, mevcut bulusta, genellikle, daha
uzun antisens molekiillerin, kisa moleklllere gdre ekzon atlamalarini indiklemede
genellikle daha etkili olduklar bulunmustur. Dolayisiyla, tercihen, mevcut bulusun
antisens molekulleri, uzunluk olarak 24 ile 30 nukleik asit, tercihen yaklasik 28 nukleotit
uzunlugundadir. Ornegin, daha énce 20 baz (H16A(-07+13)) bir antisens

oligonlkleotidin ekzon 16 ekzon atlanmasini indiiklemede etkisiz oldugu, ancak daha
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kisa oligonUkleotidi tamamen icine alan 31 baz bir {H16A(-06+25)) oligonukleotidin
atlamay induklemede etkili oldudu bulunmustur (Harding et al (2007) Mol Ther 15:
157-166).

Bulus sahipleri ayni zamanda, ug-birlestirme prosesini yeniden yénlendirmek igin
antisens molekdlleri tarafindan bloke edilebilen veya maskelenebilen herhangi bir
standart motifin olmadigini kesfetti. Fare distrofin ekzon 23’0 gibi bazi1 ekzonlarda,
donor ug-birlesme bolgesi, bu ekzonun atlamasini yeniden yonlendirmek igin en
elverigli bolge oldu. Dondr ug-birlesme bdlgesinin ¢akisan bdlgelerine tavlamak igin bir
ekzon 23 spesifik antisens molekiilleri serisinin tasarlanmasinin ve test edilmesinin,
indiklenen ekzon atlamasinin etkinlijinde ciddi bir farklilik gosterdigi belirtiimelidir.
Mann et al., (2002} tarafindan bildirildigi dzere, antisens oligonikleotidin tavlanmasina
badli olarak sens olmayan mutasyonu bypas etme etkinliginde anlaml bir farklihk oldu
("Improved antisense oligonucleotide induced exon skipping in the mdx mouse model
of muscular dystrophy”. J Gen Med 4: 644-654). Ekzon 23 alic) bolgesinin veya cesitli

i¢ sahalarin hedeflenmesinin, istikrarli bir ekzon 23 atlamasi indiiklemedigi goraldu.

Cikarilmasi hedeflenen diger ekzonlarda, dondr birlesme sahasinin maskelenmesi,
herhangi bir ekzon atlamayi indiklememistir. Bununla birlikte, antisens molekillerini
alici birlesme sahasina yonlendirmek (asadida tartisildidr gibi insan ekzonu 8), gagli
ve sirekli ekzon atlamay) induklemistir. insan ekzonu 8'in g¢ikanimasinin ekzon 9'un
birlikte gikarilmasiyla siki bir sekilde baglantili oldugu belirtiimelidir. Ekzon 8 antisens
oligonukleotidleri ve ekzon 9'un karsilik gelen bdlgeleri arasinda gugli bir dizi
homolojisi yoktur, bu da bir capraz reaksiyon durumu olmadigini gostermektedir.
Aksine, bu iki ekzonun birlestirilmesi genellikle baglantihdir. Bu, izole bir érnek degildir,
¢unkid ayni etki, ekzon Q'un atlanmasiyla sonug¢lanan ekzon 8'in hedeflendidi kdpek
hucrelerinde de gozlenmigtir. Fare distrofin pre-mRNA'da ¢ikarmak igin ekzon 23'Un
hedeflenmesi de ekzon 22'nin de siklikla ¢ikariimasina neden olur. Bu etki doza bagli
bir sekilde gerceklesir ve ayni zamanda 2 bitisik ekzonun yakin koordineli bir sekilde

islenmesini gosterir.

Dider hedeflenen ekzonlarda, donor veya alici ug-birlesme bdlgelerine ydnlendiriimis
antisens molekiller ekzon atlamasi indiklemezken veya kétl atlama indUklenirken
antisens molekullerin ekzon ic¢i bdlgelere {yani insan distrofin ekzon 4’0 icerisindeki
ekzon ug¢-birlegtirme pekistirecleri) tavlanmasi, ekzon atlamasinin induklenmesinde en

yiuksek etkinligi gdsterdi. Bazi ekzonlar, érnegin fare ve insan ekzonu 19, antisens
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molekilleri ¢esitli motiflere hedeflendirmek yoluyla kolaylikla atlatilr. Yani, donér ve
alici ug-birlesme bolgelerini maskelemek icin antisens oligonikleotidler veya ekzon ug-

birlestirme pekistirecleri kullanildiktan sonra hedeflenen ekzon atlamasi induklenir.

Antisens molekillerinin hangi kokteyllerinin ekzon atlamalarini indikleyecegini tahmin
etmek de mimkin degildir. Ornedin, tek bagina, belirli bir ekzonun atlamasini
indiiklemede ¢ok iyi olan iki antisens molekilinin kombinasyonu, bir kokteylde
birlestirildiginde bir ekzonun atlamasina neden olmayabilir. Omegin, H50A(+02+30) ve
HS50A(+66+95)nIin her biri, ekzon 50 ve 51'in iyi allanmasini indikler. Ancak, bir
kokteyl olarak kombinasyon halinde, yalnizca iki ekzonun kdth sekilde atlamasini
indikler. Benzer sekilde H50A(+02+30) ve H51A(+66+90) veya HS50A(+02+30) ve
H51A(+61+90) kombinasyonlari, bireysel antisens molekilleri etkili oldugu halde,
ekzon 50 ve 51'in etkili bir sekilde atlamasina neden olmamistir. Bununla birlikte,
dglincld bir antisens molekilin ([H51D(+16-07)] tek basina atlamaya neden olmaz)
dahil edilmesi, ekzonlar 50 ve 51'in 1 nM'ye atlamasina neden olabilecek ¢ elemanli
bir kokteyl ([H50A (+ 02 + 30)], H51A (+ 66 + 90) ve [H51D(+16-07)]) yaratmigtir.

Alternatif olarak, tek basina etkisiz veya sadece orta derecede etkili olan iki veya ¢
antisens molekilinin kombinasyonu, kombine edildiginde mikemmel atlamaya neden
olabilir. Ornegin, bireysel olarak H26A{-07+19) [SEQ ID NO: 39], H26A(+24+50) [SEQ
ID NO: 40] ve H26A(+68+92) [SEQ ID NO: 41] ekzon 26 atlamasinda etkin olmaz ve
ayni zamanda ¢oklu ekzon atlamayi {26-29 veya 27-30) indikler. Bununla birlikte, (g
ekzon bir kokteyl olarak birlestirildiginde, yUksek verimli bir sekilde ekzon 26 atlamasi

meydana gelir.

Yukaridaki drneklerden ve tartismadan, bir kombinasyonun igse yaradi§ini veya

yaramadigin dogru olarak tahmin etmenin bir yolu olmadidi agiktir.

Antisens molekilleri, ekzonlann ‘doza bagiml’ veya 'doza bagimh olmayan' sekilde
atlamasina neden olabilir. Doza bagimli ile antisens molekllin daha buyldk bir
miktarinin daha iyi ekzon atlamasini indiikledidi, buna karsilik doza bagimh olmayan ile
antisens molekillerin  ¢ok disik dozlarda bile atlamayr indikleyebildigi
kastedilmektedir. Ormegin, Sekil 15'ten, H46A(+81+109) [SEQ ID NO: 12]'nin, mevcut
antisens molekil miktarindan bagimsiz olarak (600nM ila 25 nM)} ekzon 46 atlamanin
esit derecede iyi oldugu gorulmektedir. Aksine, H57A(-10+20) [SEQ ID NO: 20] (Sekil
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24) 100nM'de glcli bir sekilde ekzon 57 atlamaya neden olur; ancak 50nM'de atlamay!

azaltir ve 25nM'de atlamayi daha da azaltir.

Bu molekiiller gok distk konsantrasyonlarda verilebildigi ve yine de terapdtik bir etki
sadlayabildigi igin, bir doza badiml olmayan atlama indlkleyen antisens molekdllerin
segilmesi tercih edilir. Bununla birlikte, 6&zellikle, bu molekiller, diisiik
konsantrasyonlarda iyi veya mikemmel atlama indlikledijinde, doza bagiml bir sekilde
atlama indlikleyen antisens molekilleri olarak tercih edilen molekiiller olarak segilmeleri
kabul edilebilir. Tercihen, mevcut bulusun antisens molekilleri, 500 nM'den daha az,
tercihen 200 nm'den daha az ve daha tercihen 100nM, 5C nM veya hatta 25 nM kadar
dusuk konsantrasyonlarda iyi veya mukemmel ekzon atlamalarn indukleyebilmektedir.
En ¢ok tercih edilen haliyle, mevecut bulusun oligonlkleotid molekiilleri, 100 nM'lik bir

konsantrasyonda %30 daha fazla seviyelerde atlama indlkleyebilmektedir.

Ekzon atlamasinin modilasyonunda kullaniimaya uygun antisens oligondkleotidleri
belirlemek ve segcmek igin, ilk olarak, islevi modile edilecek olan bir nikleik asit
dizisinin tanimlanmasi gerekir. Bu drnegin, ekspresyonu belirli bir rahatsizlik veya
hastalik durumu ile iligkili olan bir gen (veya bu genden transkribe edilen mRNA) veya
bir enfeksiyoz ajandan kaynaklanan bir nikleik asit molekdld olabilir. Mevcut bulus
badlaminda, tercih edilen hedef bdlge(ler), mMRNA ug-birlestirme prosesine katilanlardir
(yani ug-bidestirme dondr bdlgeleri, ug-birlestirme alici bdlgeleri veya ekzonik ug-
birlestirme pekistire¢ elemanlari). Ug-birlestirici dallanma noktalar ve ekzon tanima
dizileri veya ug-birlestirme pekistiregleri de ayrica mRNA ug-birlegtirme prosesinin

modulasyonu igin potansiyel hedef bélgelerdir.

Tercihen mevcut bulus, etkili ve istikrarl ekzon atlamasi indiklemek icin distrofin pre-
mRNA’sI igerisindeki segili bir hedefe badlanabilme &zelligine sahip antisens molekdller
saglamayl amaglar. Duchenne kas distrofisi, bir islevsel distrofin geni Grinunin
sentezine engel olan mutasyonlardan kaynaklanir. Bu Duchenne kas distrofisi gen
kusurlan tipik olarak, okuma gergevesini bozan delesyonlar, duplikasyonlar veya mikro-
delesyonlar veya insersiyonlar gibi sens olmayan mutasyonlardir veya genomik
yeniden diizenlemelerdir. insan distrofin geni, (79 ekzonun birbirine eklenerek yaklasik
11.00C bazh bir a¢ik okuma ¢ercevesine sahip bir olgun mRNA olusturdugu) genis ve
kompleks bir gen oldugundan, bu mutasyonlanin meydana gelebildigi birgok pozisyon

vardir. Sonug olarak, distrofin geni icerisinde hastalia neden olan farkh mutasyonlarnn



10

15

20

25

30

35

24

¢odunu ele alacak antinsens oligonlikleotid esash kapsamli bir terapi, ug-birlestirme

prosesinde bir¢ok ekzonun uzaklastirma icin hedeflenebilmesini gerektirecektir.

Mevcut bulus baglaminda, tercih edilen hedef bdlge(ler), mRNA ug¢-birlestirme
prosesine katilanlardir (yani ug-birlestirme donér bolgeleri, ug-birlestirme alici bélgeleri
veya ekzonik ug-birlestirme pekistireg elemanlan). Ug-birlestirici dallanma noktalan ve
ekzon tanima dizileri veya ug-birlestirme pekistiregleri de ayrica mRNA uc-birlestirme

prosesinin modulasyonu igin potansiyel hedef bolgelerdir.

Oligonikleotid ve DNA veya RNA, her molekil icerisinde yeterli sayida ilgili pozisyon
birbiriyle hidrojen bagi kurabilen nudkleotidler tarafindan iggal edildiginde birbirini
tamamlar. Bu nedenle, “spesifik olarak hibritlegebilen” ve “tamamlayici” terimleri,
oligonukleotid ile DNA veya RNA hedefi arasinda stabil ve spesifik baglanma meydana
gelecek sekilde yeterli bir tamamlayicilik veya hassas eslesme derecesine isaret etmek
icin kullanilan terimlerdir. Teknikte, bir antisens molekulin dizisinin, spesifik olarak
hibritlesebilir olmak igin hedef dizisininkini %100 tamamlamak zorunda olmadigi
anlasihr. Bir antisens molekil, bilegigin hedef DNA veya RNA molekilline baglanmasi,
hedef DNA veya RNA'nin normal islevine midahale ederek fayda kaybina neden
oldugunda ve antisens bilesigin, spesifik baglanmanin istendidi durumlar altinda, yani
in vivo analizlerin veya terapdtik tedavinin yapiimasi durumunda fizyolojik kosullarda ve
in vitro analizlerin yapilmasi durumunda analizlerin yapildidi kosullarda, hedef olmayan
dizilere spesifik olmayacak sekilde badlanmasini dnlemeye vyeterli derecede bir

tamamlayicilik oldudunda spesifik olarak hibritlesebilir.

Yukaridaki yontem, biyolojik islevini etkilemeden kisaltilabilme o6zelligine sahip bir
protein igerisinden bir ekzonu silebilme 6zelligine sahip antisens molekiilleri segmek
icin kullanilabilirken, ekzonun silinmesi, kisaltilan transkribe edilmis mRNA'da bir
okuma c¢ergevesi kaymasina neden olmamalidir. Bu nedenle, eder U¢ ekzonluk bir
lineer dizi igerisinde, birinci ekzonun ucu bir kodon igerisindeki ¢ niikleotidden ikisini
sifrelerse ve bir sonraki ekzon silinirse, lineer dizi igerisindeki lglincli ekzon, bir kodan
icin nukleotid Gglistinl tamamlama dzelligine sahip olan bir tekli nikleotid ile
baslamalidir. Eger liclinci ekzan bir tekli nikleotid ile baslamazsa, kesik veya islevsel
olmayan bir proteinin olugsmasina yol acacak bir okuma cercevesi kaymasi meydana

gelecektir.
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Yapisal proteinler icerisindeki ekzonlarin ucundaki kodon dizenlemelerinin her zaman
kodon ucunda kopmadigi anlagilacaktir. Sonu¢ olarak mRNAmin  cerceve ici
okunmasini saglamak i¢in pre-mRNA’dan birden fazla ekzonun silinmesinin gerekli
olabilir. Béyle durumlarda, bulusa gbre olan ydntemle birden fazla antisens
oligonUkleotidin sec¢ilmesi gerekir, burada bunlardan her biri, silinecek ekzonlarda ug-

birlegtirme igleminin indiiklenmesinden sorumlu farkh bir bélgeye yonlendirilir.

Bir antisens molekiiliin uzunlugu, pre-mRNA molekill i¢erisinde hedeflenen konuma
segici olarak baglanabilme &zellijine sahip oldugu middetce degisiklik gdsterebilir. Bu
dizilerin uzunlugu, burada tarif edilen secim prosedirlerine gére tayin edilebilir. Genel
olarak, antisens molekuld, uzunluk olarak yaklagik 10 nikleotid ile uzunluk olarak
yaklagik 50 nikleotid arasinda olacaktir. Bununla birlikte, bu araliktaki herhangi bir
nakleotid uzunlugunun yontemde kullanilabilecedi takdir edilecektir. Tercihen; antisens
molekilinin uzunlugu 17 ile 30 nikleotit uzunlugundadir. Sasirtici bir sekilde, uzun
antisens molekillerin ekzon atlamalar indiklemede genellikle daha etkili olduklar
bulunmustur. Bu nedenle, en gok tercihen antisens molekilll, uzunluk olarak 24 ila 30

nukleotid arasindadir.

Bir distrofin geni igerisinde hangi ekzonlarnn baglanabildigini tayin etmek igin, bir ekzon
sinir haritasinin incelenmesi gerekir. Bir ekzonun diderine baglanmasi, ekzonun
baglanmakta oldugu 5’ sinirinda oldugu gibi 3’ sininnda ayni saylya sahip ekzonlara
dayalidir. Bu nedenle, eder ekzon 7 silinirse, ekzon 6'nin, okuma gergevesini
sirdimmek icin ya ekzon 12'ye veya 18'e badlanmasi gerekir. Boylelikle, birinci
olusumda ekzonlar 7 ila 11'in veya ikinci olusumda ekzonlar 7 ila 17°nin ug-birlesmesini
yonlendirmig olan antisens oligontkleotidlerin secilmesi gerekecektir. Bir ekzon 7 silme
islemi sonrasi okuma g¢ergevesini eski haline getirmede baska ve bir dlgiide daha basit
olan bir yaklasim, iki kuyruk ekzonunun uzaklastirlmasi olacaktir. Ekzonlar 6 ve 8'in
atlamasinin indiklenmesi, ekzonlar 5 ila Q'un ug-birlesmesi ile bir gergeve ici transkript
sadlayacaktir. Ancak uygulamada, ekzon &in pre-mRNA'dan uzaklastirmak igin
hedeflenmesi, olusan transkriptie ekzon 5 ekzon 10'a birlesmis olacak sekilde ekzon
9un es-uzaklastirimasiyla sonuglanir. Ekzon 9un dahil edilmesi veya g¢ikariimasi

okuma ¢ercevesini etkilemez.

Test edilecek antisens molekulleri tanimlandiginda, teknikte bilinen standart

yéntemlere gére hazirlanir. Antisens molekuller Uretmek i¢in en yaygin ydntem, 2'
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hidroksiriboz pozisyonunun metillenmesidir ve bir fosforotivoat omurga dahil
edilmesidir. Yuzeysel olarak RNA'ya benzeyen ancak nukleaz bozunmasina karsi ¢ok

daha direncgli olan molekuller tretir.

Pre-mRNA'nin, antisens molekilleri ile dubleks olusumu sirasinda bozunmasini
Onlemek igin, yontemde kullanilan antisens molekilleri, endojen RNaz H ile bdllinmeyi
en aza indirmek veya Onlemek igin adapte edilebilir. Bu Ozellik, metillenmis olmayan
RNA oligonikleotidlerin varlijinda oldukga tercih edilir, ¢clinki bir hiicre i¢i ortamda
veya RNaz H iceren ham ekstraktlar ile temas halinde, pre-mRNA: antisens
oligontkleotid duplekslerinin bozunmasina yol acacaktir. Bu tir bir bozunmayi by-pass
edebilen veya indukleyemeyen herhangi bir modifiye antisens molekdlld, mevcut
yéntemde kullanilabilir. Nikleaz direnci, bulusun antisens molekillerini modifiye
ederek, kismen doymamis alifatik hidrokarbon zinciri ve karboksilik asit gruplari, ester
gruplart ve alkol gruplan igeren bir veya daha fazla polar veya yukli grup icerecek

sekilde gerceklestirilebilir.

RNA ile dublekslendidinde hicresel RNaz H tarafindan parcalanmayan antisens
molekilleri érnegdi 2'-O-metil tlrevierdir. 2'-O-metil-oligoribon(ikleotidler, bir hicresel
ortamda ve hayvansal dokularda oldukg¢a stabildir ve RNA'l dubleksleri, ribo veya
decksribo-muadillerinden daha yiiksek Tm degerlerine sahiptir. Alternatif olarak, bulusa
ait nukleaz direngli antisens molekulleri, fluorine edilmis son 3'-terminus nikleotidden
en az birine sahip olabilir. Yine alternatif olarak, bulusun nikleaz direngli antisens
molekilleri, son 3-terminus ndkleotid bazlarinin en azindan ikisi arasinda baglanan
fosforotioat baglarina, tercihen son dért 3'-terminal nikleotid bazlan arasinda baglanan

fosforotioat baglarina sahiptir.

RNaz Hyi aktive etmeyen antisens molekiller bilinen yéntemlerle gdre olusturulabilir
(bakiniz, érnegin, U.S. Pat. 5,149,797). Deoksiribon(ikleotid veya ribonikleotid dizileri
olabilen bu antisens molekiilleri basit anlamda, bir {iyesi olarak oligonikleotid ihtiva
eden bir dubleks molekiille Rnaz H'nin baglanmasini sterikal olarak engelleyen veya
Onleyen bir yapisal modifikasyon igerir, bu yapisal modifikasyon dubleks olusumunu
onemli dlclide engellemez veya bozmaz. Dubleks olusumunda rol oynayan
oligonikleotid kisimlar, kendisine Rnaz H baglanmasina katilan kisimlardan énemili
Olcude farkh oldugundan, RNaz H'yi aktive etmeyen ¢ok sayida antisens molekuli

rmevcuttur. (")megin, bu antisens molekilleri, niikleotidler arasi bag kuran fosfat
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rezidilerinden en az birinin veya timindn metil fosfonatlar, metil fosforotiyoatlar,
fosforomorfolidatlar, fosforopiperazidatlar ve fosforamidatlar gibi modifiye fosfatlar
oldugu oligonukleotidler olabilir. Ornedin, nikleotidler arasi bag kuran fosfat
reziddlerinin her ikisinden biri, tarif edilen sekilde modifiye edilebilir. Sinirlandiric) nitelik
tasimayan diger bir 6érnekte, bu antisens molekiller, nikleotidlerin en az birinin veya
timundn bir 2° disik alkil kismi (6rnegin metil, etil, etenil, propil, 1-propenil, 2-propenil
ve izopropil gibi C4-C4, lineer veya dallanmis, doymus veya doymamis alkil) ihtiva ettigi
molekiillerdir. Oregin, niikleotidlerin her ikisinden biri, tarif edilen sekilde modifiye

edilebilir.

Antisens oligontkleotidleri, antisens molekillerin tercih edilen bir formu olurken,
mevcut bulug, sadece bunlarla sinirh clmamak Uzere, asadida tarif edildigi gibi olan

oligonUkleotid mimetikleri dahil diger oligomerik antisens molekilleri de kapsar.

Bu bulusta kullanilabilir olan tercih edilir antisens bilesiklerin spesifik drnekleri, modifiye
omurgalar veya dogal olmayan nlikleosit arasi baglar ihtiva eden oligoniikleotidleri
icerir. Bu tarifnamede tanimlanan modifiye omurgalara sahip oligonikleotidler,
omurgada molekillde bir fosfor atomu muhafaza eden ve omurgada fosfor atomu
olmayanlar icerir. Bu tarifnamenin amaclan c¢ergevesinde ve bazen teknikte atifta
bulunuldugu Gzere, niikleositler arasi omurgada bir fosfor atomuna sahip olmayan

modifiye oligoniikleotidler de yine oligoniikleotid olarak kabul edilebilir.

Diger tercih edilen oligontikleotid mimetiklerinde, niikleotid birimlerinin hem seker hem
de nukleosit arasi badi, yani omurgasi yeni gruplar ile dedistirilir. Baz (niteleri, uygun
bir nikleik asit hedef bilesigdi ile hibridizasyon icin muhafaza edilir. Béyle bir oligomerik
bilesikte, miukemmel hibridizasyon &zelliklerineg sahip oldugu ispat edilmis olan bir
oligonukleotid mimetigi, peptit nikleik asit (PNA) olarak ifade edilir. PNA bilesiklerinde,
bir oligonikleotidin seker omurgasi, bir amid ihtiva eden omurga ile, bilhassa bir
aminoetilglisin omurgasi ile degistirilir. Nlkleo-bazlar muhafaza edilir ve omurganin

amid kismina ait aza nitrojen atomlarina dogrudan veya dolayl olarak baglanir.

Modifiye oligonlkleotidler ayrica bir veya daha fazla sibstitle edilmis seker kismini
icerebilir. Oligonukleotidler ayrica nukleobazi (genellikle teknikte "baz" olarak anilir)
modifikasyonlar veya substitisyonlar olarak da igerebilir. Bazi nikleobazlar, bulugun

oligomerik bilesiklerinin baglanma afinitesini arttirmak igcin &zellikle yararlidir. Bunlar
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arasinda 5-slbstitie edilmis pirimidinler, 6-azapirimidinler ve 2-aminopropiladenin, 5-
propinilurasil ve 5-propinilsitozin dahil N-2, N-6 ve 0O-6 substitie edilmis purinler,
bulunur. 5-metilsitozin substitisyonlarmin nikleik asit dubleks stabilitesini 0.6-1.2°C
arttirdi§i ve daha da odzellikle 2’-O-metoksietil seker modifikasyonlan ile kombine

edildiginde hali hazirda tercih edilen baz substitlisyonlar oldugu gosterilmistir.

Bulusa godre olan oligonikleotidlerin bagka bir modifikasyonu, oligonikleotide,
oligonukleotidin aktivitesini, hicre dagilimini veya hiicre alimini gelistiren bir veya daha
fazla kismi veya konjlgatlarinin kimyasal olarak baglanmasini igerir. Bu kisimlar
sadece sunlarla sinirll clmamak tzere bir kolesterol kismi gibi lipid kisimlan kolik asidi,
bir tiyoeteri, dregin heksil-S-tritiltiyoll, bir tiyokolesteroll, bir alifatik zinciri, drmegin
dodekandiyolll veya undesil rezidilerini, bir fosfolipidi, &érnegin di-heksadesil-rak-
gliseroll veya trietilamonyum 1,2-di-O-heksadesil-rak-glisero-3-H-fosfonati, bir poliamin
veya bir polietilen glikol zincirini veya adamantan asetik asidi, bir palmitil kismini veya

bir oktadesilamin veya heksilamino-karbonil-oksikolesterol kismini igerir.

Belli bir bilegik igerisindeki tim pozisyonlarin tek tip modifiye edilmesi gerekli dedildir ve
uygulamada, yukarida belirtilen modifikasyonlardan birinden fazlasi bir tekli bilesige
veya bir oligoniklectid icerisindeki bir tekli nUkleosite dahil edilebilir. Mevcut bulug ayni
zamanda kimerik bilesikler olan antisens bilesikler igerir. Bu bulug badlaminda “kimerik”
antisens bilesikler veya “kimeralar’, her biri en az bir monomer biriminden, yani bir
oligonikleotid bilesigi durumunda bir niikleotidden meydana gelen iki veya daha fazla
kimyasal olarak ayrik bolge ihtiva eden antisens moleklller, bilhassa
oligonUkleotidlerdir. Bu oligontkleotidler tipik olarak, oligonukleotidin, hedef nukleik
aside niukleaz bozunmasina kargl daha yuksek direng, daha yiksek hucre alimi ve
daha yilksek badlanma afinitesi icin ek bir bélge kazandiracak sekilde modifiye edildigi

en az bir bdlge ihtiva eder.

Antisens Molekiillerinin Uretim Yéntemleri

Bu bulusa godre kullanilan antisens molekiller, iyi bilinen kati faz sentezi teknigi
vasitasiyla rahat ve rutin bir sekilde olusturulabili. Bu sentez i¢in kullanilacak
ekipmanlar, dmegin Applied Biosystems (Foster City, Calif.) gibi g¢esitli saticilar
tarafindan satiimaktadir. Modifiye edilmis bir kati destek tzerinde oligondkleotidlerin

sentezlenmesi i¢in bir ydntem U.S. Pat. No. 4,458,066’da tarif edilmektedir..
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Bu sentez i¢in teknikte bilinen bagka bir yontem de ek veya alternatif olarak
kullanilabilir. Fosforotiyoatlar ve alkillenmig tarevler gibi oligonukleotidlerin hazirlanmasi
icin benzer tekniklerin kullanilmasi iyi bilinmektedir. Béyle bir otomatize edilmis
uygulamasinda, baslangig materyali olarak dietil-fosforamiditler kullanilir ve Beaucage,
et al, (1981) Tetrahedron Letters, 22:1859-1862 tarafindan tarif edildigi sekilde

sentezlenebilir.

Bulusun antisens molekiilleri in vitro olarak sentezlenir ve antisens molekdllerinin in
vivo sentezini yonlendirmek igin tasarlanmis biyolojik kékenli antisens bilesimlerini veya
genetik vektdr yapilarini icermez. Bulusa ait molekuller ayrica, tutulum, dagitim ve/veya
emilime yardim etmek igin dmedin lipozomlar, reseptdr hedefli molekiller, oral, rektal,
topikal veya diger formdlasyonlar gibi, diger molekiller, molekil yapilar veya
bilesiklerin karisimlar ile karigtirlabilir, kapstllenebilir, konjuge edilebilir veya baska

sekilde birlestirilebilir.

Terapotik Ajanlar

Mevcut bulus ayrica, muskuler distrofinin tedavisi amaciyla profilaktik veya terapdtik

olarak da kullanilahilir,

Bu cercevede, bir uygulamasinda mevcut bulus, burada tarif edilen etkin ve sirekli
ekzon atlamasi indiklemek amaciyla distrofin pre-mRNA’s! igerisindeki bir segili hedefe
baglanan, farmasdtik olarak kabul edilebilir bir tasiyici, dilient veya eksipiyan ile

kanstinlmig halde terapétik olarak etkili bir miktarda antisens molekuller saglar.

“Farmasotik olarak kabul edilebilir” ifadesi, fizyolojik olarak tolere edilebilir olan ve bir
hastaya uygulandiginda mide rahatsizligi gibi bir alejik veya benzeri istenmeyen bir
reaksiyon meydana getirmeyen molekiller maddeleri ve bhilesimleri ifade eder.
“Tasiyic1” terimi, bilesigin uygulandigi bir diliienti, adjuvani, eksipiyani veya araci ifade
eder. Bu farmasdtik tasiyicilar su ve petrol, hayvan, bitki veya sentetik kdkenli yaglar,
ornedin yerfistigl yadi, soya fasllyesi yadi, mineral yag, susam yag ve benzeri yaglar
gibi steril sivilar olabilir. Tercihen su veya tuzlu su solisyonlarn ve sulu dekstroz ve

gliserol solusyonlari, bilhassa enjekte edilebilir solisyon amach tagiyici olarak kullanilir.
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Uygun farmasdtik tasiyicilar Martin, Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th Ed.,
Mack Publishing Co., Easton, PA, (1990) icerisinde tarif edilmektedir.

Bulusun daha spesifik bir formunda, farmasdtik olarak kabul edilebilir diluentler,
koruyucular, ¢ézinduriculer, emulsiyonlastincilar, adjuvanlar ve/veya tasiyicilar ile
birlikte bir antisens molekiliniin terapétik olarak etkili miktarlarini igceren farmasétik
bilesimler sadlanmaktadir. Bu gibi bilesimler, gesitli tampon igeridi (6rnegin, Tris-HCI,
asetat, fosfat), pH ve iyonik mukavemete sahip diluentler ve deterjanlar ve
¢bzundurict maddeler (6rnegin, Tween 8C, Polisorbat 80) gibi katki maddelerini,
antioksidanlan (6medin, askorbik asit, sodyum metabisllfit), koruyucular (drnegin,
Thimersol, benzil alkol) ve hacim arttirici maddeler (8rnegin, laktoz, mannitol) icerir.
Materyal, polilaktik asit, poliglikolik asit, vb. gibi polimerik bilesiklerin veya lipozomlarin
parcacikll preparasyonlarina dahil edilebilir. Hiyalunorik asit de kullanilabilir. Bu gibi
bilesimler, meveut proteinlerin ve tirevlerin fiziksel durumunu, kararhh@ni, inn vivo sahm
oranini ve in vivo temizlenme hizini etkileyebilir. Bakiniz, érnegin, Martin, Remingiton's
Pharmaceutical Sciences, 18. Ed. (1990, Mack Publishing Co., Easton, PA 18042)
pages 1435-1712, burada referans olarak dahil edilmigtir. Bilesimler, sivi formda

hazirlanabilir veya liyofilize form gibi kurutulmus toz halinde olabilir.

Mevcut bulusa gore sadlanan farmasotik bilesimlerin, teknikie bilinen herhangi bir
ybntemle uygulanabilecedi anlasilacaktir. Tercihen, uygulamaya yonelik farmasétik
bilesimler enjeksiyon yoluyla, oral olarak veya pulmaner veya nazal yolla uygulanir.
Antisens moleklller daha tercihen intravendz, intra-arteryel, intraperitoneal,

intramdskdler veya subkutan uygulama yollariyla sevk edilir.

Antisens molekiilii bazli terapi

Mevcut bulus tarafindan ayrica, bir muskiler distrofinin modulasyonuna yoénelik bir
ilacin (retilmesi i¢in, mevcut bulusun antisens molekillerinin kullanimi da ele

alinmaktadir.

Antisens molekillerin terapétik olarak kullanigh bir miktarinin aktariimasi, daha
dnceden yayinlanmis olan yontemlerle gerceklestirilebilir. Ornegin antisens molekilin

hicre i¢i aktarimi, antisens molekilin ve bir blok kopolimerin etkili bir miktarinin bir
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karisimini iceren bir bilesim vasitasiyla gerceklesebilir. Bu ydntemin bir érnegi, US
patent basvurusu US 20040248833'te tarif edilmektedir.

Antisens molekillerin ¢ekirdede sevk edilmesi icin diger yéntemler Mann CJ et af.,
(2001) [*Antisense-induced exon skipping and the synthesis of dystrophin in the mdx
mouse”. Proc., Natl. Acad. Science, 98(1) 42-47]]'de ve Gebski et al., {2003). Human
Molecular Genetics, 12(15): 1801-1811'de tarif edilmektedir.

Ya ciplak DNA olarak veya lipid tasiyicilarina komplekslenmis halde bir ekspresyon
vektéri vasitasiyla bir nokleik asit molekilinin bir hicreye uygulanmasi igin bir
yontem, US patent US 6,806,084 icerisinde tarif edilmektedir.

Antisens moleklll bir koloidal dispersiyon sistemi igerisinde aktarmak istenebilir.
Koloidal dispersiyon sistemleri makromolekil komplekslerini, nanokapsilleri,
mikrokureleri, boncuklari ve su iginde yagd emiilsiyonlari, miseller, karma miseller gibi

lipid bazh sistemleri ve liposomlarn veya liposom formulasyonlarini igerir.

Liposomlar, in vitro ve in vivo aktarim araglan olarak kullanisli olan yapay membran
vezikulleridir. Bu formulasyonlar net katyonik, anyonik veya notr yik 6zelliklerine ve i
vitro, in vivo ve ex vivo aktarma yontemlerinde faydali 6zelliklere sahip olabilir. Boyut
olarak 0,2-4,0 PHL.m araliinda olan biyik tek tabakali vezikillerin (LUV), biyik
makromolekiller ihtiva eden bir sulu tamponun onemli bir ylzdesini kapsulleyebildidi
ispat edilmistir. RNA ve DNA sulu i¢ ortam igerisinde kapsullenebilir ve biyolojik olarak
aktif olan bir formda hucrelere aktarlabilir (Fraley, et al., Trends Biochem. Sci., 6:77,
1981).

Bir liposomun etkin bir gen aktarma araci olabilmesi igin asagidaki Ozelliklerin
bulunmasi gereklidir: (1) istenen antisens molekilin, biyolojik aktivitesine zarar
vermeden yiiksek etkinlikte kapsuillenmesi; (2) hedef disi hiicrelere kiyasla bir hedef
hiicreye tercihli ve 6nemli diizeyde badlanma; (3) vezikilin sulu muhtevasinin yilksek
etkinlikte hedef hiicre sitoplazmasina aktarimi; ve (4) genetik bilgilerin dogru ve etkili

ekspresyonu {Mannino, et al., Biotechniques, 6:682, 1988).

Lipoesomun hilesimi genellikle fosfolipidlerin, bilhassa yiksek faz gecis sicakligina sahip

fosfolipidlerin, genellikle steroidler, bilhassa kolesterol ile kombinasyon halindeki bir
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kombinasyonudur. Diger fosfolipidler veya dider lipidler de kullanilabilir. Liposomlarin

fiziksel &zellikleri pH'ye, iyon gicine ve divalan katyon varhgina baghdir.

Alternatif olarak antisens yapisi, bir farmasétik bilesim elde etmek i¢in farmasétik
olarak kabul edilebilir olan diger tasiyicilarla veya dillentlerle kombine edilebilir. Uygun
tasiyicilar ve diliientler izotonik tuzlu su ¢ozeltilerini, érnedin fosfat tamponlu tuzlu suyu
icerir. Bilesim, parenteral, intramuskiler, intravendz, subkutan, intraokller, oral veya

transdermal uygulama icin formile edilebilir.

Tarif edilen uygulama yollarn sadece bir kilavuz amaci tasimaktiadir, ¢inkd teknikte
uzman bir uygulayici, kolaylikla, optimum uygulama seklini ve belirli bir hayvana ve

duruma yoénelik dozaji tayin edebilecektir.

Bulusun antisens molekilleri farmasotik olarak kabul edilebilir herhangi bir tuzu, esteri
veya bu esterlerin tuzlarini veya bir insan dahil olmak Uzere bir hayvana uygulama
sonrasi biyolojik olarak etkin metabolit veya bunun rezidlsiini sadlayabilme (dogrudan
veya dolayl olarak) ozelligine sahip bir bilesigi kapsar. Bu gergevede, tarifname
ornedin, bulusa gére olan bilesiklerin &n ilaglarini ve farmasdétik olarak kabul edilebilir
tuzlarim, bu on ilaglarin farmasotik olarak kabul edilebilir tuzlarini ve diger biyolojik

esdederleri kapsayacak sekilde genisletilir,

“Farmasétik olarak kabul edilebilir tuzlar® terimi, bulusa gore olan bilesiklerin fizyolojik
ve farmasotik olarak kabul edilebilir tuzlarini: yani ana bilegigin istenen biyolojik
etkinligini muhafaza eden wve bunun U(zerinde istenmeyen toksikolojik etkiler

yaratmayan tuzlar ifade eder.

Oligonukleotidler igin, farmasotik olarak kabul edilebilir tuzlarin tercih edilen orneklerni,
sadece bunlarla sinifli olmamak Uzere sunlarn igerir; (a) sodyum, potasyum, amonyum,
magnezyum, kalsiyum gibi katyonlar, spermin ve spermidin, vb. gibi poliaminler ile
olusturulan tuzlar; (b) inorganik asitlerle, drnegdin hidroklorik asit, hidrobromik asit,
sulfurik asit, fosforik asit, nitrik asit ve benzeri ile olusturulan asit ilave tuzlan; (c)
ornedin asetik asit, oksalik asit, tartarik asit, siksinik asit, maleik asit, fumarik asit,
glukonik asit, sitrik asit, malik asit, askorbik asit, benzoik asit, tanik asit, palmitik asit,
alginik asit, poliglutamik asit, naftalinsulfonik asit, metansilfonik asit p-toluensulfonik

asit, naftalendisiilfonik asit, poligalakturonik asit ve benzeri gibi organik asitler ile
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olusturulan tuzlar; ve (d) klor, brom ve iyot gibi element anyanlarindan olusturulan
tuzlar. Mevcut bulusa gore olan farmasotik bilesimler, lokal veya sistemik tedavi istenip
istenmedigine ve tedavi edilecek bolgeye bagli olarak farkh yollarla uygulanabilir.
Uygulama topikal (oftalmik wve rektal aktarim dahil olmak (zere mukoza
membranlarina), pulmoner, &medin tozlarin veya aerosollerin inhalasyonu veya
insuflasyonu yoluyla (nebulizator, intratrakeal, intranazal, epidermal ve transdermal yol
dahil olmak lizere), oral veya parenteral olabilir. Parenteral uygulama, intravendz, intra-
arteryel, subkutan, intraperitonal veya intramdskiiler enjeksiyonu veya inflizyonu; veya
intrakranial, dregin, intratekal veya intraventrikiler uygulamay: igerir. En az bir 2°-O-
metoksietil modifikasyonuna sahip oligoniikleotidlerin oral uygulamaya bilhassa uygun

oldugu dastniulmektedir.

Mevcut bulusa gore olan, uygun olacak sekilde birim dozaj formunda takdim
edilebilecek farmasodtik formilasyonlar, ilag endistrisinde iyi bilinen geleneksel
tekniklere gdre hazirlanabilir. Bu teknikler, etken maddelerin farmasétik tasiyici(lar)
veya eksipiyan(lar) ile birdestiriimesi adimini igerir. Genellikle formilasyonlar, etken
maddeleri sivi tagiyicilar veya ¢ok ince parcaciklar haline getirilmis kati tasiyicilar veya
her ikisi ile homojen ve derinlemesine olarak bir araya getirmek ve daha sonra

gerekiyorsa (rind sekillendirmek suretiyle hazirlanir.

Bulus ait Kitler

Uygun bir kap icinde paketlenmig en azindan bir antisens molek(ll iceren ve genetik
bir hastalidi olan bir hastanin tedavisi igin kitler, kullanimi ile ilgili talimatlar ile birlikte

burada &gretilmektedir.

Kitler, Tablo 1A'da gosterildigi gibi en az bir antisens moleklll veya Tablo 1B'de
gosterildigi gibi bir antisens molekill kokteyli icerebilir. Kitler ayrnica tamponlar,

stabilizatérler vb. gibi gevresel reaktifler icerebilir.

Kitin igerigi liyofilize edilebilir ve kit ayrica liyofilize bilesenlerin yeniden yapilandinimasi
icin uygun bir ¢6zlcl igerebilir. Kitin minferit bilesenleri ayr kaplarda paketlenecek ve
bu kaplar ile birlikte, insana uygulanmasi i¢in dretim, kullanim veya satis ile ilgili

firmanin onayini yansithgini belirten farmasdtik dranlerin veya biyolojik drinlerin
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aretimini, kullanimim veya satisini diizenleyen bir devlet dairesi tarafindan recete

edilen formda bir beyan eklenecektir.

Kitin bilegenleri bir veya daha fazla sivi ¢ézeltide temin edildiginde, sivi ¢dzelti, sulu bir
cozelti, drnedin bir steril sulu ¢ozelti olabilir. in vivo kullanim igin, ekspresyon yapisi
farmasdétik olarak kabul edilebilir bir siringa bilesimi halinde formiile edilebilir. Bu
durumda, kap, bir hayvana enjekte edilen, hatta kitin diger bilesenlerine uygulanan ve
karistinlan veya akciderler gibi hayvanin etkilenen bir bdélgesine formilasyonun
uygulanabilecegi bir inhalasyon, siringa, pipet, gbz damlasi veya benzeri bir aparat

olabilir.

Kitin bilesenleri ayrnica kurutulmusg veya liyofilize formlarda da sadlanabilir. Reaktifler
veya bilesenler, kurutulmus bir form olarak temin edildiginde, yeniden yapilandirma
genel olarak uygun hir ¢ozlclinin eklenmesiyle elde edilir. Coziicinin bagka bir kap
aracl icinde de saglanmis olabilecedi disinilmektedir. Kaplarin sayisi veya tirl ne
olursa olsun, bulusun kitleri ayrica, bir hayvanin viicudu iginde nihai kompleks bilesimin
enjeksiyonu/uygulamasi veya yerlestirimesine yardimci olan bir aleti igerebilir veya
bunlarla birlikte paketlenebilir. Bu tlr bir cihaz, bir inhalan, siringa, pipet, forseps, dlcl
kasi§i, gdéz damlasi veya tibbi olarak onaylanmis herhangi bir uygulama vehikdld

olabilir.

Ornekler

Asadidaki Ornekler, yukarida tarif edilen bulusun kullanim seklini daha ayrintil
aciklama ve ayrica bulusun c¢esitli 6zelliklerinin gerceklegtiriimesi icin tasarlanan en iyi
uygulama sekillerini belitme amaci tagimaktadir. Bu Orneklerin hicbir sekilde bu
bulusun gergek kapsamini sinirlandirma amacit olmadi§), bundan ziyade agklama

amaci icin sunulduklarn anlasilacaktir.

Asagidaki omeklerde agik bir sekilde tarif edilmeyen molekiler klonlama, immuinoloji ve
protein kimyasi yontemleri literatlirde bildirilmektedir ve teknikte uzman kigiler
tarafindan bilinmektedir. Geleneksel molekiler biyolojiyi, mikrobiyolojiyi ve rekombinant
DNA tekniklerini teknigin uzmanhd kapsaminda tarif etmis olan genel makaleler
arasinda érmedin sunlar yer almigtir: Sambrook ef al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
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New York (1989); Glover ed., DNA Cloning: A Practical Approach, Volumes | ve I,
MRL Press, Ltd., Oxford, U.K. (1985); ve Ausubel, F., Brent, R., Kingston, R.E., Moore,
D.D., Seidman, J.G., Smith, J.A., Struhl, K. Current Profocols in Molecular Biology.

Greene Publishing Associates/Wiley Intersciences, New York (2002).

insan Kas Hiicrelerinde indiiklenen Ekzon Atlamanin Belirlenmesi

Bulug sahipleri tarafindan antisens molekll tasariminda rasyonel bir yaklasim
geligtirme tegebbdisleri, tim ekzonlara uygulanabilecek istikrarli bir trendin olmadigdi
gérildiglinden tamamen basariya ulasmamistir. Ayni sekilde, en etkili ve bu nedenle

en terapdtik antisens molekil bilesikleri ampirik calismalar sonucu cikmistir.

Bu ampirik ¢alismalar, ug-birlestirme prosesinde potansiyel olarak rol oynayan motifleri
tamimlamak icin bilgisayar programlarinin kullanilmasina yer vermistir. Kapsamli bir
ikincil yapiya ve boylelikle antisens molekillerin tavlanmasina yonelik potansiyel
bolgelere sahip olmamis pre-mRNA bdlgelerini tanimlamak igin ayrica diger bilgisayar
programlar da kullanilmistir. Bu yaklasimlarin hicbiri, ekzon atlamasinin givenli ve
etkin bir sekilde indiklenmesine ydnelik antisens oligondkleotidler tasarlamada

guvenilirliklerini tamamen ispat etmemistir.

ilk planda ug-birlestirme prosesine katilan bilinen veya tahmin edilen motiflere veya
bolgelere dayal olarak inceleme yapmak igin insan distrofin pre-mNRA’s1 (zerinde
tavlama bodlgeleri secildi. 20Me antisens oligoniikleotidleri, incelenen hedef dizileri
tamamlayacak sekilde tasarlandi ve bir Expedite 8909 Nikleik Asit Sentezleyici
uzerinde sentezlendi. Sentez tamamlandiktan sonra, oligonukleotidler destek
kolonundan ayrildi, amonyum hidroksit icerisinde koruyucu grup uzaklastinldi ve
ardindan tuz giderme islemi yapildi. Oligonukleotid sentezinin kalitesi, sentez kaydinda
saptandig) sekilde sentez esnasinda her koruyucu grup uzaklastirma igslemi ardindan
tritil sinyallerinin bly{kluglyle izlendi. Antisens oligonlkleotid konsantrasyonu, 260

nm’de bir seyreltik alikuotun absorbansi Olciilerek tahmin edildi.

Antisens molekullerinin belirtilen miktarlari daha sonra, asagida tarif edildigi sekilde bir

in vitro analizinde ekzon atlamasi indUkleyebilme dzelligi yoniinden test edildi.
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Kisaca, normal primer miyoblast kiltirleri, denek rizasiyla elde edilmis insan kas
biyopsilerinden hazirlandi. Hicreler yayildi ve standart kaltirleme teknikleri kullanilarak
miyotuplere ayrnismaya birakildi. Hucreler daha sonra, oligonukleotidlerin katyonik
lipopleksler, antisens moleklll karigimlari veya katyonik lipozom preparatlan olarak

aktarilmas) yoluyla antisens oligonUkleotidleri ile transfekte edildi.

Hiicreler daha sonra 24 saat daha bliyimeye birakildi ve bu siire sonrasinda toplam
RNA ekstrakte edildi ve molekiiler analize baslandi. Revers transkriptaz amplifikasyonu
(RT-PCR) yapilarak distrofin pre-mRNA’sinin hedeflenen bdlgeleri veya indiklenmik

ekzonik yeni dizenlemeler incelendi.

Ornegin, ekzon 19 atlamasinin indiiklenmesi yéninden bir antisens molekilinin test
edilmesinde, RT-PCR testi ile cesitli ekzonlar taranarak komsu ekzonlann roli
saptandi. Ornegin, ekzon 19 atlamasi indiklenirken, ekzonlar 17 ve 21 (zerinde
amplifiye olan primerler ile RT-PCR gergeklestirildi. Indiklenerek atlatiimis daha kisa
transkripte dodru minimal diizeyde amplifikasyon yanlili§i olmasini saglamak igin bu
alanda daha bile biyuk olan dUrinlerin (yani ekzonlar 13-26) amplifikasyonlari yapildi.
Kisa veya ekzon atlatiimis Grinler daha etkin amplifiye olma egilimi gdsterir ve normal

ve induklenmis transkript tahminini etkileyebilir.

Amplifikasyon reaksiyon uriinlerinin bly(kllkleri bir agaroz jeli Gzerinde tahmin edildi
ve ilgili boyut standartlarina gore karsilastirildi. Dogrudan DNA dizileme yontemiyle bu
artnlerin kimliginin nihai teyidi yapilarak dogru veya beklenen ekzon birlesmelerinin

muhafaza edilip edilmedigi anlasildi.

Bir antisens molekilu ile etkin ekzon atlamasi induklendikten sonra, takip eden ¢akisan
antisens molekulleri sentezlenebilir ve daha sonra yukarida tarif edildigi sekilde analiz
icerisinde degerlendirilebilir. Etkin antisens molekOli taninwmiz, 300 nM veya alti
mertebesindeki transfeksiyon konsantrasyonlarinda giglli ve slrekli ekzon atlamasi
indiikleyen bir molekildiir. En gok tercih edilen sekilde, mevcut bulusun oligonikleotid
molekdlleri, 100 nM'lik bir konsantrasyonda %30 daha fazla seviyelerde atlama

indikleyebilmektedir.

Densitometri Yontemleri
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Hangi antisens molekillerinin arzu edilen etkinligi elde ettigini belirlemek icin ekzon
atlama  prosedudrlerinin - sonuglarmin densitometri  analizi  gerceklestirilmigtir.
Amplifikasyon urunleri, %2 agaroz jelleri uzerinde, etidyum bromur ile boyandi ve bir
Chemi-Smart 3000 jel dokimantasyon sistemi (Vilber Lourmat, Marne La Vallee)
tarafindan yakalanan gorlntiler fraksiyone edildi. Bantlar daha sonra jel
dokiimantasyon sistemi kullanilarak analiz edildi (Bio-Profil, Bio-1D versiyon 11.9,

Vilber Lourmat, Marne La Vallee).

Asagidaki antisens molekuller Gizerinde densitometri gerceklestirilmistir:

Sekil 35
Ekzon 3 H3A(+30+60) & H3A(+61+85)
Ekzon 4 H4D(+14-11) & HAA(+11+40)
Ekzon 14 H14A(+32+61)
Ekzon 17 H17A(+10+35)
Ekzon 26 H26A(-07+19), H26A(+24+50) & H26A(+68+92)

Ekzon 36 H36A(-16+09) & H3BA(+22+51)

Sekil 36
Ekzon 46 H46A(+81+109)
Ekzon 47 H47A(+01+29)
Ekzon 48 H48A(+01+28) & HABA(+40+67)
Ekzon 49 H49A(+45+70)

Ekzon 17've Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 17'yve ybnelen antisens oligoniikleotidler hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hucrelerinde ekzon atlama indikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir.

Asadidaki Tablo 2'den, iki antisens molekilinin baglanma yeri (st Uste binse de, ayni

yere (ekzon 17 alici birlestirme sahasi) yonelik antisens molekiillerin etkisinin gok farkl
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olabildigi gérilebilir. intron 16 son 7 bazina ve ekzon 17’nin 23 bazina H17A(-07+23)
[SEQ ID NO:3], 25nM'lik bir konsantrasyonda hucreye verildigi zaman ekzon 17
atlamasimi indukler. Aksine, intron 16 son 12 bazina ve ekzon 17 ilk 18 bazina
baglanan ve dolayisiyla of H17A{-07+23), baglanma yeri ile értlisen antisens molekdld
H17A(-12+18), ekzon atlamy) indlkleyemez. Ayrica, intron 16 son 7 bazina ve ekzon
17 ilk 16 bazina tavlanan H17A(-07+16), 200nM'de hem ekzon 17 hem de 18
atlamasina neden olmustur. Ekzon 17'nin bir ekzon igi ekleme artirnci motifine
baglanan antisens moleklli H17A(+61+86) [SEQ ID NO:4], ayni zamanda iyi bir
atlamaya neden olabilir. Antisens molekillerinin ekzon atlamalarini indlikleme
kabiliyetlerinin, badlanma konumlarindan basit bir sekilde tahmin edilemeyecedi ve sert

testlerle belirlenebilmesi gerektigi gorulebilir.

Tablo 2: Ekzon 17 atlamayi indUkleyip indUklemediklerinin belilenmesi icin test edilen

antisens molekill dizileri

Antisens Dizi Atlamayi indiikleme
Oligonikleotid ismi kabiliyeti
H17A(-12 +18) GGU GAC AGC CUG UGA AAU Atlama yok

CUG UGA GAA GUA

H17A(-07+23) GUG GUG GUG ACA GCC UGU 25nM'de atlama
GAA AUC UGU GAG

H17A(-07+16) UGA CAG CCU GUG AAA UCU 200nM'de ekzon
GUG AG 17+18 atlama
H17A(+10 +35) AGU GAU GGC UGA GUG GUG 50nM'de atlama
GUG ACA GC
H17A(+31+450) ACA GUU GUC UGU GUU AGU tutarsiz atlama
GA
H17A(+61+86) UGU UCC CUU GUG GUC ACC 50nM'de atlama
GUA GUU AC
H17A(+144+163) CAG AAU CCA CAG UAA UCU 300nM'de atlama
GC

Bu veriler, bazi 6zel antisens molekillerinin etkili ekzon atlamalarini indikledidini

gbsterirken, yakin veya &rtigen bir bdlgeyi hedef alan bagka bir antisens molekili
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daha az etkili olabilir. Titrasyon g¢alismalari, bir molekilin 20-25 nM'de hedeflenen
ekzon atlamalarini indukleyebildigini gdsterirken, daha az etkili bir antisens molekalin
sadece 300 nM ve lzeri kensantrasyonlarda ekzon atlamalanni indikleyebildigini
gostermektedir. Dolayisiyla, antisens molekillerinin  birlestirme prosesine katilan
motiflere hedeflenmesinin, bu bilesidin genel etkinliginde cok dnemli bir rol oynadigini

gosterdik.

Etkinlik, bir hedef ekzonun tutarli bir sekilde atlanmasinin indiklenme kabiliyetini ifade
eder. Bununla birlikte, bazen hedef ekzonlarin atlanmasi sirekli olarak yan taraftaki bir
ekzon ile iligkilidir. Diger bir deyisle bazi ekzonlarin birbirine yapismasinin siki bir
sekilde baglantih oldugunu gordiik. Omegin, ekzon 23'G, ekzonun dondér bdlgesinde
yénlendirilmis antisens molekiilleri iceren fare distrofisi modelinde hedef alirken, siklikla
22 ve 23 ekzonlarinin eksik oldugu distrofin transkripsiyonlar tespit edilir. Baska bir
omek olarak, insan distrofin geninin ekzon 8'ine yonelen hir antisens molekiil(i

kullanildiginda, birgok indikli transkripsiyonda, hem ekzon 8 hem de 9 eksik degildir.

Ekzon 2'ye Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 2've ydnelen antisens oligonUkleotidler hazirlanmis ve yukarnda tarif edilenler
gibi benzer ydntemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indUkleme

yetenekleri agisindan test edilmigtir.

Tablo 3: Ekzon 2 atlamayi indikleyip induklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekil dizileri

Antisens Dizi Atlamayr indukleme
Oligoniikleotid ismi kabiliyeti
H2A(-14+10) UCU CUU UCA UCU AAA AUG Atlama yok

CAA AAU
H2A(-1+23) CUU UUG AAC AUC UUC UCU Atlama yok

UuC AUC
H2A{+7+38) UUU UGU GAA UGU UUU CUU Atlama yok

UUG AAC AUC UUC UC
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Antisens Dizi Atlamayr indiikleme
Oligonikleotid ismi kabiliyeti
H2A{+16+39) AUU UUG UGA AUG UUU UCU Atlama yok

UUU GAA
H2A({+30+60) UAG AAA AUU GUG CAU UUA Atlama yok

CCC AUU UUG UGA A

H2D(+19-11) ACC AUU CUU ACC UUA GAA Atlama yok
AAU UGU GCA UuUU

H2D(+03-21) AAA GUA ACA AAC CAU UCU Atlama yok
UAC CUU

Ekzon 3'e Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 3'e yonelen antisens oligonukleotidler hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler gibi
benzer yontemler kullanilarak insan kas hiicrelerinde ekzon atlama indiikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir.

Her biri tek basina kullanilan, antisens molekulleri H3A(+30+60) [SEQ ID NO: 31] ve
H3A(+61+85) [SEQ ID NO: 32] ekzon 3 atlamasimi indukler. Bununla birlikte,
kombinasyon halinde, iki molekil atlamayi indiklemede daha etkilidir (Sekil 3) ve
ayrica 300nM ve 600nM'de ekzonlar 4 ve 5 atlamasini indikleyebilider. Bu tek basina
her bir antisens molekilinin kullanim sonuglan ile gbérulmeyen veya tabmin
edilemeyen bir sonugtur. Indiiklenen transkripsiyon eksik ekzon 3'in (izerindeki ilave
urinler, RT-PCR'den tasinan dig primerler ve ayrica heterodubleks olusumu kaynakli

amplifikasyondan kaynaklanir.

Tablo 4: Ekzon 3 atlamayi indikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekil dizileri

Antisens Dizi Atlamayi indiikleme kabiliyeti

Oligoniikleotid ismi

H3A(+14+38) AGG UCA CUG AAG AGG 10nM'de orta atlama
UUC UCA AUA U



Antisens

Oligonikleotid ismi

H3A(+20+40)

H3A(+25+60)

H3A(+45+65)

H3A(+48+73)

H3A(+61+85)

H3D(+17-08)

H3D(+19-02)

H3D(+14-10)

H3D(+12-07)

Ekzon 3
kokteyller

H3A(+30+60)

H3A(+61+85)

H3A(+61+85)

icin

41

Dizi

GUA GGU CAC UGA AGA
GGU UCU

AGG AGG CGU CucC
CCA UCC UGU AGG UCA
CUG AAG AG

AGG UCU AGG AGG
CGC CUC CCA

CUU CGA GGA GGU
CUA GGA GGC GCC UC

GCC CUG UCA GGC
CUU CGA GGAGGU C

uca cau acA GUU UUU
GCCCUGUCAG

UAC AGU UUU UGC CCU
GUC AGG

AAG UCA CAU ACA GUU
UUU GCC CUG

UCA CAU ACA GUU UUU
GCCC

UAG GAG GCG CCU
CCC AUC CUG UAG GUC
ACU G

G CCC UGU CAG GCC
UUC GAG GUC

G CCC UGU CAG GCC

Atlamayi indikleme kabiliyeti

50nMde glgli atlama

Zayif atlama

Atlama yok

Atlama yok

300nM'ye atlama

Atlama yok

Atlama yok

Atlama yok

Atlama yok

100nM'ye  mikemmel

10nM'ye atlama. Ayrica 4 & 5

300nM'e gikaram

50nM'ye ¢ok gucli atlama
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Antisens Dizi Atlamayi indikleme kabiliyeti

Oligonikleotid ismi
UUC GAG GAG GUC

H3A(+30+54) GCG CCU CCC AUC
CUG UAG GUC ACU G

H3A(+61+85) G CCC UGU CAG GCC 50nMye gok glgll atlama
UUC GAG GAG GUC

AGG AGG CGU CcCucC
H3A({+25+60) CCA UCC UGU AGG UCA
CUG AAG AG

Ekzon 4'e Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 4’e yénelen antisens oligonikleotidler hazirlanmig ve yukarida tarif edilenler gibi
benzer yontemler kullanilarak insan kas hiicrelerinde ekzon atlama indiikleme
yetenekleri agisindan test edilmistir. Sekil 4, ekzon 4'Un bir H4A{+11+40) [SEQ ID NO:
33]) ve H4D(+14-11) [SEQ ID NO: 34] kokteyli kullanilarak atlamasini gdstermektedir.

Tablo 5: Ekzon 4 atlamayi indukleyip induklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekil dizileri

Antisens Dizi Atlamayi indiikleme kabiliyeti

Oligoniikleotid ismi

H4A(-08+17) GAU CCU UuUU UCU UUU 10nM'ye zayif atlama
GGC UGA GAAC

H4A{+36+60) CCG CAG UGC CUU 10nMye iyi atlama
GUU GACAUU GUU C

H4D(+14-11) GUA CUA CUU ACA UUA 10nM'ye gok zayif atlama
UUG UUC UGC A

Ekzon 4 Kokteylleri

H4A(+11+40) UGU UCA GGG CAU GAA Miukemmel atlama (% 100
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Antisens Dizi Atlamayi indikleme kabiliyeti

Oligonikleotid ismi
CUC UUG UGG AUC CUU 100nM'ye) ve 5nMye kadar iyi

H4D(+14-11) GUA CUA CUU ACA UUA atlama
UUG UUC UGC A

Ekzon 5'e Yonelen Antisens Oligonikleotidler

Ekzon 5'e ydnelen antisens oligoniikleotidler, yukarnda tarif edilen benzer yontemler
kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlamalarini indikleme kabiliyetleri igin
hazilanmis ve test edilmistir. H5D(+26-05), dislik seviyeli ekzon 5 atlamayi bile
induklemediginden, tercih edilmeyen bir antisens molekild olarak kabul edilecektir.
Bununla birfikte, muhtemelen bir ekzonik birlesme arttiriciyr hedefleyen H5A(+35+65)
[SEQ ID NO: 1] degerlendirildi ve Sekil 5'de gdsterildigi gibi, bu hedef ekzonun atlama
indiiklenmesinde ylksek derecede verimli oldugu ve indilklenen ekzon 5 atlama igin

tercih edilen bilegik olarak kabul edildigi bulunmustur.

Tablo 6: Ekzon 5 atlamayi indikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekil dizileri

Antisens Dizi Atlamay indikleme
Oligoniikleotid ismi kabiliyeti
H5A{+35+65) AAA CCA AGA GUC AGU UUA 10nM'ye biyik atlama

UGA UUU CCA UCUA

H5D(+26-05) CUU ACC UGC CAG UGG AGG Atlama yok
AUU AUA UUC CAA A

Ekzon 6'ya Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 6'va yonelen antisens oligonukleotidler hazirlanmig ve yukanda tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indlkleme

yvetenekleri agisindan test edilmistir.
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Tablo 7: Ekzon 6 atlamayi indikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

Antisens

Oligonukleotid ismi

HBA(-09+17)

HBA(+32+57)

KH2 6A(+66+94)

HBA(+69+96)

HEA(+98+123)

HBD(+18-06)

HBD(+07-15)

HED(+07-16)

H6D(+04-20)

antisens molekil dizileri

Dizi Atlamay1 indikleme

kabiliyeti

UUC AUU ACA UUU UUG ACC 600nM'ye zayif
UAC AUG UG

CUU UUC ACU GUU GGU UUG 25nM'de atlama
UUG CAA UC

AAU UAC GAG UUG AUU GUC 25nM'de atlama
GGA CCC AGC UC

AUA AUU ACG AGU UGA UUG 100nM'ye atlama
UCG GAC CCAG

GGU GAA GUU GAU UAC AUU Atlama yok
AAC CUG UG

UCU UAC CUA UGA CUA UGG Atlama yok
AUG AGA

CAG UAA UCU UCU UAC CUA Atlama yok
UGAC

UCA GUA AUC UUC UUA CCU Atlama yok
AUG AC

UGU CUC AGU AAU CUU CUU Atlama yok
ACC UAU

Ekzon 7'ye Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 7'ye ybnelen antisens oligonukleotidler hazirlanmis ve yukarnda tarif edilenler

gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hucrelerinde ekzon atlama indikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir.

Tablo 8: Ekzon 7 atlamay) indikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekil dizileri
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Antisens Dizi Atlamay indiikleme
Oligoniikleotid ismi kabiliyeti
H7A{-07+15) UCA AAU AGG UCU GGC CUA Atlama yok
AAAC
H7A(-03+18) CCA GUC AAA UAG GUC UGG Atlama yok
CCUA
H7A(+41+63) UGU UCC AGU CGU UGU GUG atlama 50nM
GCU GA
H7A{(+41+67) UGC AUG UUC CAG UCG UUG atlama 25nM
UGU GGC UGA
H7A{(+47+74) UGU UGA AUG CAU GUU CCA atlama 25nM ancak
GUC GUU GUG U zayif
H7A{+49+71) UGA AUG CAU GUU CCA GUC 25 nM'ye iyi atlama
GUU GU

Ekzon 8'e Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 8'e ydnelen antisens oligonukleotidler hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler gibi
benzer yontemler kullanilarak insan kas hucrelerinde ekzon atlama indikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir. Sekil 6'yva bakiniz.

Tablo 9: Ekzon 8 atlamayi indiikleyip indiiklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekdl dizileri

Antisens Dizi Atlamayi indiikleme kabiliyeti

Oligoniikleotid ismi

UGG AUA GGU GGU
H8A(-10+20) AUC AAC AUC UGU AAG 10nM'ye gok zayif 8 + 9 atlama
CAC

GAU AGG UGG UAU CAA 10nM'ye ¢ok ¢ok zayif 8 + 9

H8A(-07+15
( ) CAU CUG U atlama
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Antisens Dizi Atlamayi indiikleme kabiliyeti

Oligonikleotid ismi

UAU CUG GAU AGG

H8A(-06+24) UGG UAU CAA CAU CUG 10nM'ye zayif 8 + 9 atlama
UAA
GAU AGG UGG UAU CAA

HB8A{-04+18) 40nM’ye glcli galigir
CAU CUG U

AAA CUU GGA AGA GUG
HBA(+42+66) AUG UGA UGU A 10nM'ye iyi 8 + 9 atlama

GCU CAC UUG UUG 10nM'ye kadar yiksek

H8A(+57+83) o
AGG CAA AAC UUG GAA konsantrasyonda 8 + 9 iyi atlama

GCC UUG GCA ACA UUU
HBA(+96+120) 300nM'ye zayif 8 + 9 atlama
CCACUUCCUG

AUG UAA CUG AAA AUG
HBA(+134+158) 100nM'ye zayif 8 + 9 atlama
UUC UUC UUU A

UAC ACA CUU UAC CUG
HBD(+13-12) UUG AGA AUA G 50nM'ye zayif 8 + 9 atlama

Ekzon 8 Kokteylleri

UAU CUG GAU AGG
HBA(-06+24) UGG UAU CAA CAU CUG

UAA 10nM’ye (8+9) iyi atlama ancak 8

tek basina
AUG UAA CUG AAA AUG

HBA(+134+158)
UUC UUC UUU A

UAU CUG GU AGG UGG

H8A(-06+24)
UAU CAA CAU CUG UAA  1onMye (8+9) iyi atlama ancak 8

UAC ACA CUU UAC cuUG tekbasina

R8D(+13-12) UUG AGA AUA G

UAU CUG GAU AGG 10nM'ye (849) iyi atlama ancak 8

HBA(-06+24
( ) UGG UAU CAA CAU CUG tek basgina
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Antisens Dizi Atlamayi indiikleme kabiliyeti

Oligonikleotid ismi
UAA

GCU CAC UUG UUG

HBA({+57+83
( ) AGG CAA AAC UUG GAA

UAU CUG GAU AGG
H8A(-06+24) UGG UAU CAA CAU CUG

UAA 10nM’ye (8+9) iyi atlama ancak 8

tek basina
GCC UUG GCA ACA UUU

FOA(+90+120) CCACUUCCUG

Ekzon 9'a Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 9'a yénelen antisens oligonikleotidler hazirlanmig ve yukarida tarif edilenler gibi
benzer yontemler kullanilarak insan kas hiicrelerinde ekzon atlama indiikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir.

Tablo 10: Ekzon 9 atlamayi indukleyip indiklemediklerinin belirenmesi i¢in test edilen

antisens molekil dizileri

Antisens Dizi Atlamay! indikleme
Oligoniikleotid ismi kabiliyeti
HOA{+154+184) AGC AGC CUG UGU GUA GGC 100nM’ye gugli ¢ahsir

AUA GCU CUU GAA U

HID(+26-04) AGA CCU GUG AAG GAA AUG 200nM'ye gugla ¢ahsir
GGC UCC GUG UAG

Ekzon 10’a Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 10'a ydnelen antisens oligonikleotidler hazirlanmigs ve yukanda tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indlkleme
yetenekleri agisindan test edilmistir. Tek bir antisens oligonUkleotid molekiill ve ekzon
10 ve gevredeki ekzonlann atlamasini indikleyen kokteyller icin Sekil 7'ye bakiniz.
Tekli antisens oligonikleotid molekilli H10A(-05+16) [SEQ ID NQO: 37], ekzon 9-14'Un
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atlamasini indiklerken, H10A(+98+119) [SEQ ID NO: 38] ile kombinasyonu sadece
ekzon 10 atlama ve 9-12 ekzonlarn (ve bazi 10-12 ekzonlar) atlamasinm inddkler.
H10A(-05+16) ve H10A(+130+1492) kombinasyonu ekzon 10 ve ekzon 9-12 atlanasini

indaklemistir.

Tablo 11: Ekzon 10 atlamayi indiikleyip induklemediklerinin belilenmesi igin test edilen

antisens molekdl dizileri

Antisens Oligoniikleotid Dizi

ismi

H10A(-09+16)

H10A(+08+27)

H10A(+21+42)

H10A(+27+51)

H10A(+55+79)

H10A(+80+103)

H10D(+16-09)

Ekzon 10 Kokteyller

H10A(-05+16)

H10A(+98+119)

H10A(-05+16)

H10A(+130+149)

CAG GAG CUU CCA AAU GCU
GCA CAA U

UGA CUU GUC UUC AGG AGC
Uu

CAA UGA ACU GCC AAA UGA
Cuu G

ACU CUC CAU CAA UGA ACU
GCC AAA U

CUG UUU GAU AAC GGU CCA
GGUUUAC

GCC ACG AUA AUA CUU CUU
CUA AAG

UUA GUU UAC CUC AUG AGU
AUG AAA C

CAG GAG CUU CCA AAU GCU
GCA

UCC UCA GCA GAA AGA AGC
CACG

CAG GAG CUU CCA AAU GCU
GCA

UUA GAA AUC UCU CCU UGU

Atlamayi indiikleme

kabiliyeti

Atlama yok

Atlama yok

100nM’'de atlama

Atlama yok

Atlama yok

Atlama yok

Atlama yok

200nM’de gugli atlama

200nM'de atlama
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.Antisens Oligonukleotid Dizi

ismi

GC

Ekzon 11'e Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Atlamay indikleme

kabiliyeti

Ekzon 11’ yonelen antisens oligonikleotidler hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler

gibi benzer ydntemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indlikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir. Bakiniz $ekil 37.

Tablo 12: Ekzon 11 atlamayi indukleyip indiiklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

Antisens

Oligonukleotid ismi

H11A(-07+13)

H11A+(+134+157)

H11A(+20+45)

H11A(+46+75)

H11A(+50+75)

H11A(+50+79)

H11A(+80+105)

H11A(+106+135)

H11A(+110+135)

antisens molekil dizileri

Dizi

CCA UCA UGU ACC CCU GAC
AA

CCC UGA GGC AUU CCC AUC
UuG AAU

AUU ACC AAC CCG GCC CUG
AUG GGC UG

UCC AAU CAG CUU ACU UCC
CAA UUG UAG AAU

UCC AAU CAG CUU ACU UCC
CAA UUG UA

CUG UUC CAA UCA GCU UAC
UUC CCA AUU GUA

AGU UUC UUC AUC UUC UGA
UAA UUU UC

AUU UAG GAG AUU CAU CUG
CUC UUG UAC UUC

AUU UAG GAG AUU CAU CUG

Atlamayi indiikleme

kabiliyeti

300nM'de atlama

100nM’'de atlama

25nM'ye atlama

25nM'ye gugli atlama 2.5
nM'de zayif

10 nM'ye giicld atlama 2.5
nM'de zayif

5 nM'ye glgli atlama 2.5
nM'de zayif

25nM’ye zayif atlama

25nM'ye  glcli  atlama
(%20)

25nM'ye glcld  atlama
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Antisens Dizi Atlamay indiikleme
Oligonikleotid ismi kabiliyeti
CUC UUG UA (%20)

UUG AAU UUA GGA GAU UCA 25nM'ye giiglii  atlama

H11A(+110+139)
UCU GCU CUU GUA (%20)

Ekzon 12've Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 12'yve ybnelen antisens oligoniikleotidler hazirlanmig ve yukarida tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indlikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir. $Sekil 38'e bakiniz.

Tablo 13: Ekzon 12 atlamayi indukleyip induklemediklerinin belirlenmesi icin test edilen

antisens molekill dizileri

Antisens Dizi Atlamayi indiikleme

Oligoniikleotid ismi kabiliyeti

CAU AAG AUA CAC CUA CCU
H12D(+06-16) UAU G Atlama yok

Ucu uUCU GUU uuu Guu
H12A(+52+75) AGC CAG UCA Guglu atlama

CAG UCA UUC AAC UCU UUC 10nM'ye glgli atlama 2.5
H12A(+30+57) AGU UUC UGA U nMde zayif

UucC CUU GUU CUU UCU 25nMye gugli atlama 5
H12A(+60+87) UCU GUU UUU GUU A nM'de zayif

AGA UCA GGU CCA AGA GGC 25nMye giicli  atlama
H12A(+90+117) UCU UCC UCC A (%30)

UGu UGU UGU ACU UGG 25nMye glcli  atlama
H12A(+120+147) CGU UUU AGG UCU U (%30)

Ekzon 13'e Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 13'e ybnelen antisens oligonlikleotidler hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler
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gibi benzer ybntemler Kkullanilarak insan kas hdlcrelerinde ekzon atlama indlikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir.

Tablo 14: Ekzon 13 atlamayi indikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekil dizileri

Antisens Oligoniikleotid Dizi Atlamayi indiikleme
ismi kabiliyeti
H13A(-12+12) UUC UUG AAG CAC CUG AAA Atlama yok

GAU AAA

Ekzon 14'e Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 14'e yonelen antisens oligonukleotidler hazirlanmis ve yukanda tarif edilenler
gibi benzer ybntemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama ind(ikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir. $ekil 8'e bakiniz.

Tablo 15: Ekzon 14 atlamayi indukleyip indiiklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekil dizileri

Antisens Dizi Atlamayr indikleme
Oligoniikleotid ismi kabiliyeti
H14A(+45 +73) GAA GGA UGU CUU GUA AAA 25nM'de atlama

GAA CCC AGC GG

Ekzon 16'va Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 16'ya ybnelen antisens oligoniikleotidler hazirlanmig ve yukarida tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indlkleme

yetenekleri agisindan test edilmigtir.

Tablo 16: Ekzon 16 atlamay indikleyip induklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekill dizileri

Antisens Oligoniikleotid Dizi Atlamayi indiikleme

ismi kabiliyeti
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Antisens Oligonikleotid Dizi Atlamayi indiikleme
ismi kabiliyeti
H18A(-07+19) CUA GAU CCG CUU UUA AAA Atlama yok
CCU GUU AA
H16A(+09+31) GCU UUU UCU UUU CUA GAU Atlama yok
CCG CU
H16D(+18-07) CAC UAA CCU GUG CUG UAC Atlama yok
ucuuuucC

Ekzon 17'ye Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 17'ye ydnelen antisens oligonikleotidler hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hucrelerinde ekzon atlama indikleme

yvetenekleri agisindan test edilmistir.

Tablo 64: Ekzon 17 atlamayi indiikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekdl dizileri

Antisens Dizi Atlamayr indikleme
Oligonikleotid ismi kabiliyeti
H17A(+48+78) UGU GGU CAC CGU AGU UAC Atlama yok

UGU UUC CAU UCA A

H17A(+55+85) GUU CCC UUG UGG UCA CCG 100nM'ye atlama
UAG UUACUG UUUC

Ekzon 18'e Yénelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 18’e ybnelen antisens oligonlikleotidler hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hucrelerinde ekzon atlama indikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir. Sekil 9'a bakiniz.

Tablo 17: Ekzon 18 atlamay indiikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molek{l dizileri
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Antisens

Oligonikleotid ismi

H18A(-09+11)

H18A(+24+43)

H18A(+41 +70)

H18A(+83+108)

H18D(+04-16)

Ekzon 19’a Yénelen Antisens Cligonukleotidler

53

Dizi

CAA CAU CCU UCC UAA GAC

uG

GCG AGU AAU CCA GCU GUG

AA

UUC AGG ACU CUG CAA CAG

AGC UUC UGA GCG

UUG UCU GUG AAG UUG CCU

UCC UUC CG

UUA AUG CAU AAC CUA CAU

UG

Atlamay1  indiikleme

kabiliyeti

Atlama yok

Ekzon 17 + 18'de

tutarsiz atlama

Ekzon 17+18 atlama
300nM

Ekzon 17+18 atlama
300nM

Atlama yok

Ekzon 19'a ybnelen antisens oligonikleotidler hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler

gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indiikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir.

Tablo 18: Ekzon 19 atlamayi indukleyip induklemediklerinin belirlenmesi icin test edilen

Antisens
Oligoniikleotid ismi
H19A(+19+48)

H19A(+27+54)

H19D(+3-17)

Ekzon 20’ve Yénelen Antisens Oligoniikleotidler

antisens molekdl dizileri

Dizi

Atlamayr indiikleme

kabiliyeti

GGC AUC UUG CAG UUU UCU 25nM'ye atlama

GAA CUU CUC AGC

UCU GCU GGC AUC UUG CAG 25nM'ye atlama

UUU UCU GAAC

UCA ACU CGU GUA AUU ACC atlama

GU




10

15

20

54

Ekzon 20've ydnelen antisens oligonikleotidler hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hucrelerinde ekzon atlama indikleme

yetenekleri agisindan test edilmigtir.

Tablo 19: Ekzon 20 atlamay indikleyip induklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molek(il dizileri

Antisens Oligonukleotid Dizi Atlamay indikleme
ismi kabiliyeti
H20A(+23+47) GUU CAG UUG UUC UGA GGC 600 nM'de zayIf atlama
UUG UUU G
H20A(+140+164) AGU AGU UGU CAU CUG CUC Atlama yok
CAAUUG U

Ekzon 23'e Ydnelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 23'e ybnelen antisens oligonikleotidler hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indiikleme
yetenekleri acisindan test edilmistir. Ekzon 23'e yénelen antisens oligonikleotidler
hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas
hucrelerinde ekzon atlama indikleme vyetenekleri agisindan test  edilmigtir.
H23(+69+98)-SNP, daha dnce belgelenmis olan tek bir nikleotit polimorfizmini (SNP)

icerir.

Tablo 65: Ekzon 23 atlamayi indiikleyip indiuklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekdl dizileri

Antisens Dizi Atlamayr indukleme
Oligoniikleotid ismi kabiliyeti
H23(+69+98)-SNP CGG CUA AUU UCA GAG GGC 25nM'ye atlama

GCU UUC UUU GAC

Ekzon 24'e Ydnelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 24’e ybnelen antisens oligonikleotidler hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler
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gibi benzer ybntemler Kkullanilarak insan kas hdlcrelerinde ekzon atlama indlikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir.

Tablo 20: Ekzon 24 atlamayi indikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekil dizileri

Antisens Oligoniikleotid Dizi Atlamay indikleme

ismi kabiliyeti

H24A(+51 +73) CAA GGG CAG GCC AUU 25nMde gigli atlama
CcCuccuuc

Ekzon 25'e Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 25'e yonelen antisens oligontkleotidler hazirlanmis ve yukanda tarif edilenler
gibi benzer ybntemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama ind(ikleme
yetenekleri agisindan test edilmistir. Oligonikleotid H25A(+95+119)-DupA, hastaya

Ozgil bir antisens molekilidr.

Tablo 21: Ekzon 25 atlamayi indiikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi i¢in test edilen

antisens molekil dizileri

Antisens Dizi Atlamay indiikleme kabiliyeti

Oligoniikleotid ismi

UGG GCU GAA UUG UCU 25nM'de glgli ama tam

H25A(+10+34
( ) GAA UAU CAC uzunlukta Urdni azaltmadi

GAG AUU GUC UAU ACC 25nM'de cok gucli atlama

H25D(+06-14) 6L UG

AGA CUG GGC UGA AUU 5 nM'de guglu atlama 2.5

H25A(+10+38
( ) GUC UGA AUA UCA CU nM'de zayif

UUG AGU UCU GUU CUC 25 nM'de glicli atlama 5 nM'de
H25A(+95+119)-DupA* -
AAG UCU CGA AG zayif (hasta spesifik)

GAG AUU GUC UAU ACC 10 nM'de guglu atlama

H25D(+13-14
( ) UGU UGG CAC AUG

Ekzon 26'ya Yonelen Antisens Oligoniikleotidler
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Ekzon 26'ya yonelen antisens oligonukleotidler hazirlanmigs ve yukarida tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanillarak insan kas hucrelerinde ekzon atlama indikleme

yetenekleri agisindan test edilmigtir. Sekil 10'a bakiniz.

Tablo 22: Ekzon 26 atlamayi indiikleyip induklemediklerinin belilenmesi igin test edilen

antisens molekdl dizileri

Antisens Dizi Atlamayi indikleme

Oligoniikleotid ismi kabiliyeti

H26A(-16+09) GGC AUA GAC CUU CCA 600 nM &300 nMde zayf
CAA AAC AAAC atlama

H26A(-7+23) AAG GCC UCC UUU CUG 600, 300nM'de =zayif, c¢oklu

GCA UAG ACC UUC CAC ekzon 26-29 veya 27-30

H28A(-03+27) CUU CAA GGC CUC CUU 600, 300nM'de zayif, coklu
UCU GGC AUA GAC CUU ekzon 26-29 veya 27-30

H26A(+5+35) AAC CUC CCU UCA AGG Atlama yok
CCU CCU UUC UGG CAU

H26A(+24+50) CUU ACA GUU UUC UCC 600, 300nM'de zayif, coklu
AAA CCU CCC UUC ekzon 26-29 veya 27-30

H26D(+06-19) Uuu CUU UUU UUU UUU 600'de zayilf, ¢coklu ekzon 26-
UUACCUUCA U 29 veya 27-30

H26D(+21-04) UUA CCU UCA UCU CUU coklu ekzon 26-29 veya 27-30

CAACUG CUU U

H26D(+10-10) UUU UUU UUA CCU UCA 26 diger bantta atlama yok
ucu Cu

Ekzon 26 kokteylleri

H26A(-07+19) CCU CCU UUC UGG CAU 25nMye dogru giigli atlama
AGA CCU UCC AC

H26A(+24+50) CuUU ACA GUU UUC uccC
AAA CCU CCC UUC
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Oligonikleotid ismi

H26A(+68+92)

57

Dizi Atlamayi indiikleme

kabiliyeti

UGU GUC AUC CAU UCG
UGC AUC UCU G

Ekzon 31'e Ydnelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 31’e ydnelen antisens oligonlkleotidler hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler

gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hiicrelerinde ekzon atlama indikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir.

Tablo 23: Ekzon 31 atlamayi indiikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi i¢in test edilen

Antisens

Oligoniikleotid ismi

H31D(+12-18)

H31D(+08-22)

H31D(+06-24)

H31 D(+02-22)

H31D(+01-25)

antisens molekil dizileri
Dizi Atlamay) indukleme

kabiliyeti

UUC UGA AAU UUC AUA UAC 100nM'ye atlama
CUG UGC AAC AUC

UAG UUU CUG AAA UAA CAU 100nM'ye atlama
AUA CCU GUG CAA

CUU AGU UUC UGA AAU AAC 100nMye atlama
AUA UAC CUG UGC

UAG UUU CUG AAA UAA CAU 100nM'ye atlama
AUA CCU

CCU UAG UUU CUG AAA UAA 300nM'de guglu atlama
CAU AUA CC

Ekzon 32'yve Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 32'yve yonelen antisens oligonukleotidler hazirlanmig ve yukarida tarif edilenler

gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indlkleme

yvetenekleri agisindan test edilmistir.
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Tablo 24: Ekzon 32 atlamayi indiikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi i¢in test edilen

antisens molekil dizileri

Antisens Dizi Atlamayr indiikleme
Oligoniikleotid ismi kabiliyeti
H32A(+49+78) ACU UUC UUG UAG ACG CUG 100nM’ye atlama

CUC AAA AUU GGC

Ekzon 34'e Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 34’e ybnelen antisens oligonikleotidler hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indiikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir.

Tablo 25: Ekzon 34 atlamay indiikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekdl dizileri

Antisens Dizi Atlamayr indiikleme
Oligoniikleotid ismi kabiliyeti
H34A(+36+59) Uuu CGC AUC UUA CGG GAC 200nM’ye atlama

AAU UUC
H34A(+41+70) CAU UCA UUU CCU UUC GCA 200nM'ye atlama

UCU UAC GGG ACA

H34A(+43+72) GAC AUU CAU UUC CUU UCG 100nM'ye atlama
CAU CUU ACG GGA

H34A(+51+83) UCU GUC AAG ACA UUC AUU 200nM’ye atlama
UCC UuUU CGC AUC

H34A(+91+120) UGA UCU CUU UGU CAA UUC 100nMye atlama
CAU AUC UGU AGC

H34A(+92+121) CUG AUC UCU UUG UCA AUU 100nM'ye atlama
CCA UAU CUG UGG

H34A(+95+120) UGA UCU CUU UGU CAA UUC 25nM'de zayif
CAU AUC UG
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Antisens Dizi Atlamayr indiikleme
Oligonikleotid ismi kabiliyeti
H34A(+95+124) CUG CUG AUC UCU UUG UCA 100nMye atlama

AUU CCA UAU CUG

Ekzon 35'e Ydnelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 35'e ydnelen antisens oligonlkleotidler hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hiicrelerinde ekzon atlama indikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir.

Tablo 26: Ekzon 35 atlamayi indiikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi i¢in test edilen

antisens molekil dizileri

Antisens Dizi Atlamay1 indikleme
Oligoniikleotid ismi kabiliyveti
H35A(+14+43) UCU UCA GGU GCA CCU UCU 100nM'ye atlama

GUU UCU CAA UCU

H35A(+24+53) UCU GUG AUA CUC UUC AGG 100nM'ye atlama
UGC ACC UuC UGU

Ekzon 36'ya Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 36'yva yonelen antisens oligonukleotidler hazirlanmig ve yukarida tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indlkleme

yetenekleri acisindan test edilmistir. Sekil 11'e bakiniz.

Tablo 27: Ekzon 36 atlamayi indiikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekil dizileri

Antisens Dizi Atlamayi indukleme
izi
Oligoniikleotid ismi kabiliyeti

CUG GUA UUC CUU AAU UGU
H36A(-16+09) ACA GAG A Atlama yok



Antisens

Oligonikleotid ismi

H36A(-01+19)

H36A(+10+39)

H36A(+22+51)

H3BA(+27+51)

H36A(+27+56)

H36A(+32+61)

H36A(+59+78)

H36A(+65+94)

H36A(+80+109)

H36D(+15-10)

Ekzon 36 kokteylleri

H36A(-16+09)

H3BA(+22+51)

60

Dizi

CCA UGU GUU UCU GGU

AUU CC

CAC AUU CUG GUC AAA AGU
UuC CAU GUG UuU

UGU GAU GUG GUC CAC
AUU CUG GUC AAA AGU

UGU GAU GUG GUC CAC
AUU CUG GUC A

CAC UUU GUG AUG UGG
UCC ACA UUC UGG UCA

UGA UCC ACU UUG UGA UGU
GGU CCA CAU UCU

AAG UGU GUC AGC CUG AAU
GA

UCU CUG AUU CAU CCA AAA
GUG UGU CAG CCU

GCU GGG GUU UCu uuu
UCU CUG AUU CAU CCA

UAU UUG CUA CCU UAA GCA
cGUCuUUC

CUG GUA UUC CUU AAU UGU
ACA GAG A

UGU GAU GUG GUC CAC
AUU CUG GUC AAA AGU

Atlamayi
kabiliyeti

indikleme

300 nM ¢ok zayif atlama

25nM'ye atlama

100nM’'de atlama

100nM’de atlama

300nM'de atlama

25nM'ye atlama

¢ok zayif atlama

600nM'de %100
25nM’de atlama

600nM'de %100
25nM'de atlama

¢ok zayif atlama

25nM'ye iyi atlama

atlama,

atlama,
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Ekzon 38'e Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 38'e yodnelen antisens oligontkleotidler hazirlanmig ve yukanda tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indikleme

yvetenekleri agisindan test edilmistir.

Tablo 28: Ekzon 38 atlamayi indiikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekdl dizileri

Antisens Oligonikleotid Dizi Atlamay indikleme
ismi kabiliyeti
H38A(-21-01) CUA AAA AAA AAG AUA GUG 25nM’ye atlama
CUA
H38A(-12+14) AAA GGA AUG GAG GCC UAA 25nM'ye atlama
AAA AAA AG
H38D(+14-11) AAC CAA UUU ACC AUA UCU 25nM'ye atlama
UUA UUG A

Ekzon 39'a Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 39'a yodnelen antisens oligonukleotidler hazirlanmigs ve yukanda tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indikleme

yvetenekleri agisindan test edilmistir.

Tablo 29: Ekzon 39 atlamayi indiikleyip indUklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekdl dizileri

Antisens Dizi Atlamayr indikleme
Oligoniikleotid ismi kabiliyeti
H39A(-07+23) ACA GUA CCA UCA UUG UCU 600nM'ye atlama

UCA UUC UGA UC

H39A(-07+23) ACA GUA CCC UCA UUG UCU 600nM'ye atlama
UCA UUC UGA UC

H39A(+58+87) CUC UCG CUU UCU CUC AUC 100nM'ye atlama
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Antisens Dizi Atlamayr indiikleme
Oligonikleotid ismi kabiliyeti
UGU GAU UCU UUG
H39A(+60+89) UCC UCU CGC UUU CUC UCA 100nM’ye atlama
UCU GUG AUU CuuU
H39A(+102+126) UAU GUU UUG UCU GUA ACA 600nM'ye atlama

GCU GCU G

Ekzon 41'e Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 41’e yonelen antisens oligonlkleotidler hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler

gibi benzer ybntemler Kkullanilarak insan kas hdcrelerinde ekzon atlama indlikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir.

Tablo 30: Ekzon 41 atlamay indUkleyip indilklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekdl dizileri

Antisens Dizi

Oligonikleotid ismi

H41A(-15+5) AUU UCC UAU UGA GCA AAA
CcC

H41A(+66+90) CAU UGC GGC CCC AUC CUC
AGA CAAG

H41A(+92+120) GCU GAG CUG GAU CUG AGU

UGG CUC CAC UG

H41A(+143+171) GUU GAG UCU UCG AAA CUG
AGC AAAUUU GC

H41 D(+5-15) CCA GUA ACA ACU CAC AAU
uu

Ekzon 42've Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Atlamay1 indukleme

kabiliyeti

200nM'e asagl dodru

atlama

100nM’e asadi dogru

atlama

10nM'e asad dogru

atlama

Gérilen bir atlama yok

200nM’'e asad dodru

atlama

Ekzon 42'yve ybnelen antisens oligoniikleotidler hazirlanmig ve yukanda tarif edilenler
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gibi benzer ybntemler Kkullanilarak insan kas hdlcrelerinde ekzon atlama indlikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir.

Tablo 31: Ekzon 20 atlamayi indiikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekil dizileri

Antisens Oligoniikleotid Dizi Atlamay indiikleme
ismi kabiliyeti
Ekzon 42
H42D(+18-02) ACC UUC AGA GAC UCC Guglu atlama
UCuU UGC

Ekzon 43’e Yonelen Antisens QOligoniikleotidler

Ekzon 43’e yénelen antisens oligonlikleotidler hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hiicrelerinde ekzon atlama indikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir. Sekil 12'ye bakiniz.

Tablo 32: Ekzon 20 atlamayi indiikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi i¢in test edilen

antisens molekul dizileri

Antisens Dizi Atlamay indikleme
Oligoniikleotid ismi kabiliyeti
Ekzon 43

UCC UGU AGC UUC ACC CUU
H43A(+83+110) UCC ACA GGG G Atlama yok

GAG AGC UUC CUG UAG CuU
H43A(+92 +117) CAC CCU UL 10nM'de atlama

AAU CA GCU GGG AGA GAG
H43A(+101 +130) Atlama yok
CUU CCU GUA GCU

UGU GUU ACC UAC CCU UGU 200nM'e  asagdr dogru

H43D(+08-12)
CG atlama

UAG ACU AUC UUU UAU AUU
H43A(-09+18) CUG UAA UAU Dugik 25nM'ye atlama



Antisens

Oligonikleotid ismi

Ekzon 43

H43A(+89+117)

H43A(+81+111)

H43A(+92+114)

H43A(+92+120)

H43A(+95+117)

64

Dizi Atlamay indikleme

kabiliyeti

GAG AGC UUC CUG UAG CUU 25 nMde glgli atlama
CAC CCU UUC CA 2.5 nM'de zayif

UUC CUG UAG CUU CAC CCU 50 nM'de glgli atlama
UUC CAC AGG CGU U 2.5 nM'de zayif

AGC UUC CUG UAG CUU CAC
2.5 nM'ye zayif atlama
CCu uu

GGA GAG AGC UUC CUG UAG 10 nM'de glgli atlama 5
CUU CAC CCU UU nM'de zayif

GAG AGC UUC CUG UAG CUU 25 nM'de gugli atlama 10
CAC CC nM'de zayif

Ekzon 44’e Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 44’e yonelen antisens oligonlkleotidler hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler

gibi benzer ybntemler Kkullanilarak insan kas hdcrelerinde ekzon atlama indlikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir. Sekil 13 ve Sekil 39'a bakiniz.

Tablo 33: Ekzon 44 atlamayi indikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

Antisens

Oligonikleotid ismi

Ekzon 44

H44A(-13+13)

H44A(-06+24)

H44A(+44+68)

antisens molekil dizileri

Dizi Atlamaw
indiikleme

kabiliyeti

UCU GUC AAA UCG CCU GCA GGU AAA
AG

UUC UCA ACA GAU CUG UCA AAU CGC
CUG CAG Atlama yok

GCC ACU GAU UAA AUA UCU UUA UAU 100nM'de atlama



Antisens

Oligonikleotid ismi

Ekzon 44

H44A(+46+75)

H44A(+61 +84)

H44A(+61+91)

H44A(+65+90)

H44A(+68+98)

H44A(-09+17)

H44A(-06+20)

H44A(+56+88)

H44A(+59+85)

H44A(+59+89)

H44A(+61+88)

H44A(+65+92)

65

Dizi

C

UCU GUU AGC CAC UGA UUA AAU AUC
UUU AUA

UGU UCA GCU UCU GUU AGC CAC
UGA

GAG AAA CUG UUC AGC UUC UGU
UAG CCA CUG A

UGU UCA GCU UCU GUU AGC CAC
UGA

UCU UUC UGA GAAACU GUU CAG CUU
CUGUUAG

CAG AUC UGU CAA AUC GCC UGC
AGG UA

CAA CAG AUC UGU CAA AUC GCC UGC
AG

AAA CUG LILC AGC UUC UGU UAG CCA CUG ALY

CUG UUC AGC UUC UGU UAG CCA
CUG AUU

GAA ACU GUU CAG CUU CUG UUA
GCC ACU GAU U

AAA CUG UUC AGC UUC UGU UAG CCA
CUG A

UGA GAAACU GUU CAG CUU CUG UUA
GCCA

Atlamay
indiikleme

kabiliyeti

50nM'de atlama

100nM'de atlama

25nM'de atlama

10nM'de atlama

50nM'de zayif

10nM'ye zayif

atlama

2.5nM'ye zayif

atlama

5nM'de glicli
atlama 2.5 nMde
zayif

5nM'de gugla
atlama

10nM'de zayif

atlama

25nM’ye zay|f
atlama
25nM'ye zayIf
atlama
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Antisens Dizi Atlamay

Oligonikleotid ismi indiikleme
kabiliyeti

Ekzon 44

H44A(+64+95) "E—UE i@(EAAAcu guu CAG ?WFUG UUA GCCA 25nMyye zayif
atlama

UUC UGA GAA ACU GUU CAG CUU 50 nMye zayff

H44A(+70+95)
CUG UU atlama

Ekzon 45’e Yonelen Antisens Oligonukleotidler

Ekzon 45'e ydnelen antisens oligontiikleotidler hazirlanmig ve yukarda tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hucrelerinde ekzon atlama indikleme

yetenekleri agisindan test edilmigtir. Sekil 14 ve Sekil 40'a bakiniz.

Tablo 34: Ekzon 45 atlamay indikleyip induklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molek(il dizileri

Antisens Dizi Atlamay
Oligonikleotid indiikleme
ismi kabiliyeti
Ekzon 45
HA45A(-14+25) Coklu bant dretir
ECU GGG CAA UGG CAU GCU GGA GUU GCU GUA
G
H45A(-10 +20) CCA AUG CCA UCC UGG AGU UCC 10nM'de atlama
UGU AAG AUA
H45A(-09+30) Atlama yok

UUG CCG CUG CCC AAU GCC AUC CUG GAG UUC
GUG UAA GAU



Antisens
Oligonikleotid
ismi

Ekzon 45
H45A (-09+25)

H45A(-08 +19)

HMA45A(-07+25)

H45A(+09 +34)

HA5A(+41 +64)
H45A(+76 +98)
H45D(+02-18)

HA45A(-14+25)

H45A(-12+22)

HA45A(-12+13)

H45A(-12+16)

H45A(-09+16)

H45A(-09+19)

67

Dizi

GCU GCC CAA UGC CAU CCU GGA
GUU CCU GUAAGA U

CAA UGC CAU CCU GGA GUU ccCU
GUA AGA

GCU $CC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU GUA
AG

CAG UUU GCC GCU GCC CAA UGC
CAU CC

CUU CCC CAG UUG CAU UCA AUG UUC
CUG GCA UCU GUU UUU GAG GAU UG

UUA GAU CUG UCG CCC UAC CU

GCU GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU GUA
AGA UAC CAA

GCC CAA UGC CAU CCU GGA GLIU CCU GUA AGA
UAC C

CAU CCU GGA GUU CCU GUA AGA UAC
C

UGC CAU CCU GGA GUU CCU GUA
AGAUACC

UGC CAU CCU GGA GUU CCU GUA
AGA U

CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU

Atlamay
indiikleme

kabiliyeti

10nM'de
(%100

atlama)

atlama
25nM'de

50nM'de atlama

25nM'de atlama

Atlama yok

Atlama yok
Atlama yok

Atlama yok

5nM'de glcli
atlama 2.5 nM zayif

Atlama yok

25 nMde gugli

atlama 5 nM zayif

10nM'ye atlama

25 nMde gugli



Antisens
Oligonikleotid
ismi

Ekzon 45

H45A(-09+22)

H45A(-09+30)

HMA45A(-07+25)

H45A(-06+22)

H45A(-06+28)

H45A(-03+19)

H45A(-03+22)

H45A(-03+25)

H45A(-03+28)

H45D(+10-19)

68

Dizi

GUA AGA U

GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU
CCU GUA AGA U

UUG CCG CUG CCC AAY GCC AUC CUG GAG UUC
CUG UAA GAU

GCU GCC CAA UGG CAU CCU GGA GUU GGU GUA
AG

GCC CAA UGC CAU CCU GGA GuU
CCUGUAA

GCC GCU GCC CAA UGA CAU CCLU GGA GUU CCU
GUAA

CAA UGC CAU CCUGGAGUU CCU G

GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU
CCUG

GCU GCC CAA UGC CAU CCU GGA
GUU CCU G

GCC GCU GCC CAA UGC CAU cCcCU
GGA GUU CCU G

AUU AGA UCU GUC GCC CUA CCU Cuu

Atlamay
indiikleme

kabiliyeti

atlama 2.5 nM zayif
10 nMde qgigcli
atlama 5 nM zayif

5 nMde gulgli
atlama 2.5 nM zayif

2.5 nMde gugli
atlama
5nM'de gucli

atlama 2.5 nM zayif

2.5 nMde gugli
atlama
5nM'de gicli

atlama 2.5 nMde

zayif

10 nMde glcli
atlama 2.5 nMde
zayif
25 nMde glglii
atlama
10 nMde gicli

atlama 2.5 nMde

zayif

Atlama yok



Antisens
Oligonikleotid
ismi

Ekzon 45

H45D(+16-11)

H45A(-06+25)

HA5A(-12+19)

69

Dizi Atlamay
indiikleme
kabiliyeti

uuu uc

UGU CGC CCU ACC UCU UUU UUC Atlama yok
UGU CUG

GCU GCC CAA UGC CAU CCU GGA 25
GUU CCU GUA A

nMde
atlama

CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCU 25
GUA AGAUAC C

nM'de

atlama

gucli

glicli

Ekzon 46’va Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 46'ya ybnelen antisens oligoniikleotidler hazirlanmig ve yukarida tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indlikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir. Sekil 15 ve $ekil 44'e bakiniz.

Tablo 35: Ekzon 46 atlamayi indukleyip induklemediklerinin belirlenmesi icin test edilen

antisens molekul dizileri

Antisens Dizi Atlamayi indiikleme
Oligoniikleotid ismi kabiliyeti
Ekzon 46
AUU CUU UUG UUC UUC UAG
H46A(-05+19) Atlama yok
CCU GGA
UCU CUU UGA AAU UCU GAC 25nM'ye atlama, dider
H46A(+16+42)
AAG AUA UUC bantlar
UUA AAU CUC UUU GAA AUU
H46A(+27+44) Atlama yok
cuU
AAA ACA AAU UCA UUU AAA
H46A(+35+60) 50 nM’ye ¢ok zayif atlama

UCU CUU UG



Antisens

Oligonikleotid ismi

Ekzon 46

HABA(+56+77)

H4BA(+63+87)

H46A(+81+109)

H4BA(+83+103)

H46A(+90+109)

H4BA(+91+118)

H4BA(+95+122)

H4BA(+101+128)

H4B6A(+113+136)

H4BA(+115+134)

H4BA(+116+145)

H46D(+02-18)

H4BA(+93+122)

HABA(+95+124)

70

Dizi

CUG CUU CCU CCA ACC AUA
AAAC

GCA AUG UUA UCU GCU UCC
UCC AACC

UCC AGG UUC AAG UGG GAU
ACU AGC AAUGU

UUC AAG UGG GAU ACU AGC
AAU

UCC AGG UUC AAG UGG GAU
AC

CUG CUC uuUU UCC AGG UUuC
AAG UGG GAU A

GUU GCU GCU CUU UuC CAG
GUU CAAGUGG

CUU UUA GUU GCU GCU Ccuu
UUC CAG GUU C

AAG CUU UUC UUU UAG UUG
CUG CcucC

GCU UUU CUU UUA GUU GCU
GC

GAC UUG CUC AAG CUU UUC
UUU UAG UUG CUG

UUC AGA AAA UAA AAU UAC
CuU

GUU GCU GCU CUU UuC CAG
GUU CAA GUG GGA

UAG UUG CUG CUC UuU uCC

Atlamay indikleme

kabiliyeti

Atlama yok

Atlama yok

25nMde guglu atlama

25nM’de atlama

Atlama yok

25nM'de gugli atlama

25nMde guglu atlama

25nM'de gugli atlama

100nM’'de atlama

100nM’'de atlama

25nMde guglu atlama

Atlama yok

25 nM'de %100 atlama 5
nM’de guglii

25 nM'de %100 atlama
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Antisens Dizi Atlamay indikleme

Oligonikleotid ismi kabiliyeti
Ekzon 46

AGG UUC AAG UGG

44 ila 46 Ekzonlara Yénelen Antisens Oligoniikleotid Kokteyller

Ekzon 44 ila 46’ya ydnelen antisens oligonukleotid kokteylleri hazirlanmig ve yukarida
tarif edilen henzer yontemler kullanilarak insan kas hiicrelerinde ekzon atlamalarini

uyarma yetenekleri agisindan test edilmigtir.

Tablo 36: Ekzon 44 ila 45 atlamay indUkleyen antisens molekul dizisi kokteylleri
Antisens  Oligoniikleotid Dizi Atlamayi indiikleme
ismi kabiliyeti

44 + 45 atlama igin

kokteyller
H44A(+65 +90) AGA AAC UGU UCA GCU ucu
GUU AGC CA
H45A(-10 +20) CCA AUG CCA UCC UGG AGU 25nM'de atlama

UCC UGU AAG AUA

Ekzeon 45 ve 46 atlama igin

kokteyller

H45A(-10 +20) CCA AUG CCA UCC UGG AGU
UCC UGU AAG AUA

H4B8A(+91 +118) CUG CUC UUU UCC AGG UUC 25nM'de atlama
AGG UGG GAU A

H45A(-10 +20) CCA AUG CCA UCC UGG AGU
UCC UGU AAG AUA

H4BA(+107 +137) CAA GCU UUU CUU UUA GUU 25nM'de atlama

GCU GCuU cuuuucCccC
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Antisens  Oligoniikleotid Dizi Atlamayi1 indikleme

ismi kabiliyeti

44 + 45 atlama igin
kokteyller

Ekzon 44 /45/46 atlama igin

kokteyller

H45A(-10 +20) CCA AUG CCA UCC UGG AGU ucCcC
UGU AAG AUA

H44A(+65 +90) AGA AAC UGU UCA GCU UCU GUU
AGC CA

H46A(+91 +118) CUG CUC UUU UCC AGG UUC AGG 25nM'de
UGG GAU A atlama

Ekzon 47'ye Yénelen Antisens Oligonukleotidler

Ekzon 47'yve ybnelen antisens oligon(ikleotidler hazirlanmig ve yukarida tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hiicrelerinde ekzon atlama indikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir. Sekil 16’ya bakiniz.

Tablo 37: Ekzon 47 atlamayi indukleyip induklemediklerinin belirlenmesi icin test edilen
antisens molekul dizileri
Antisens Dizi Atlamayi indiikleme kabiliyeti

Oligoniikleotid ismi
Ekzon 47

GCA ACU CUU CCA CCA
H47A(-07+19) GUA ACU GAA AC 100nM'de atlama

UGG CGC AGG GGC AAC .
H47A(+01+29) 25nM'de gugli atlama
UCU UCC ACC AGU AA

H47A(+44+70) GCA CGG GUC CUC CAG 600nM’de atlama



Antisens

Oligonikleotid ismi

Ekzon 47

HA7A(+68+92)

H47A(+73+103)

H47A(+76+103)

H47D(+17-10)

73

Dizi Atlamay indiikleme kabiliyeti

UUU CAU UUA AUU

GGG CUU AUG GGA GCA
Atlama yok
CUU ACA AGC A

CUU GCU CUU CUG GGC
Atlama yok
UUA UGG GAG CACUUA C

CUU GCU CUU CUG GGC 200nM'de zayif atlama, tam
UUA UGG GAG CAC U uzunlukta Grin azaltilmad)

AAU GUC UAA CCU UUA
Atlama yok
UCC ACU GGA GAU

Ekzon 48’e Yénelen Antisens Cligonukleotidler

Ekzon 48’e ybnelen antisens oligonlikleotidler hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler

gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indiikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir. Sekil 17°ye bakiniz.

Tablo 38: Ekzon 48 atlamayi indukleyip induklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

Antisens

Oligoniikleotid ismi

Ekzon 48

H48A(-09+21)

H48A(-08+19)

H48A(-07+23)

H48A(-05+25)

antisens molekdl dizileri

Atlamay1 indiikleme
kabiliyeti

Dizi

CUC AGG UAA AGC UCU GGA
Atlama yok
AAC CUG AAA GGA

CAG GUA AAG CUC UGG AAA
Atlama yok
CCU GAA AGG

UUC UCA GGU AAA GCU CUG
600, 300nM'de atlama
GAA ACC UGA AAG

GUU UCU CAG GUA AAG CUC Atlama yok



Antisens

Oligonikleotid ismi

Ekzon 48

H48A(+01+28)

H48A(+07+33)

H48A(+40+67)

HA48A(+75+100)

H48A(+96+122)

H48D(+17-10)

H48D(+16-09)

Kokteyl 48

H48A(+01+28)

H48A(+40+67)

74

Dizi

UGG AAA CCU GAA

CUU GUU UCU CAG GUA AAG
CUC UGG AAAC

UucC UCC UUG UUU CUC AGG
UAA AGC UCU

CAA GCU GCC CAA GGU CuU
UUA UUU GAG C

UUA ACU GCU CUU CAA GGU
CUU CAA GC

GAU AAC CAC AGC AGC AGA
UGA UUU AAC

AGU UCC CUA CCU GAA CGU
CAA AUG GUC

GUU CCC UAC CUG AAC GUC
AAA UGG U

CUU GUU UCU CAG GUA AAG
CUC UGG AAAC

CAA GCU GCC CAA GGU Cuu
UUA UUU GAG C

Ekzon 49’a Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Atlamayr indikleme

kabiliyeti

50 nM'ye zayif

50 nM'ye zayif

Atlama yok (sporadik)

1000 nM'ye zayif

Atlama yok

Atlama yok

Atlama yok

25 nM'de gugli atlama

Ekzon 49'a yonelen antisens oligontkleotidler hazirlanmig ve yukanda tarif edilenler

gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indlkleme

yetenekleri acisindan test edilmistir. Sekil 18’e bakiniz.
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Tablo 39: Ekzon 49 atlamayi indiikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi i¢in test edilen

antisens molekil dizileri

Antisens Cligoniikleotid Dizi Atlamay indikleme

ismi kabiliyeti

Ekzon 49

H49A(-07+19) GAA CUG CUA UUU CAG UUU 100nM'ye atlama
CCU GGG GA

H49A(+22+47) AUC UCU UCC ACA UCC GGU 25nM'ye atlama
UGU UUA GC

H49A(+45+70) ACA AAU GCU GCC CUU UAG 25nM'ye atlama
ACA AAAUC

H49D(+18-08) UUC AUU ACC UUC ACU GGC 100nM'ye atlama
UGA GUG GC

Ekzon 50’ye Yonelen Antisens Oligonikleotidler

Ekzon 50'ye ydnelen antisens oligoniikleotidler hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler
gibi benzer ybntemler Kkullanilarak insan kas hdcrelerinde ekzon atlama indlikleme

yetenekleri agisindan test edilmigtir. Sekil 19 ve 33’e bakiniz.

Tablo 40: Ekzon 50 atlamayi indikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekil dizileri

Antisens Dizi Atlamaw
Oligoniikleotid ismi indikleme
kabiliyeti
Ekzon 50
CUC AGA UCU UCU AAC UUC CUC
H50A(-07+20) Zayif atlama 25 nM
UUU AAC
CUC AGA GCU CAG AUC UUC UAA
H50A(-02+27) Zayif atlama 10C nM
CuUu CCU CU

H50A(+10+36) CGC CUU CCA CUC AGA GCU CAG 25'e zayif atlama



Antisens

Oligonikleotid ismi

Ekzon 50

H50A(+35+61)

H50A(+42+68)

H50A(+48+74)

H50A(+63+88)

H50A(+81+105)

H50D(-01-27)

H50D(-15-41)

H50A(+42+74)

H50A(+46+75)

H50A(+48+78)

H50A(+51 +80)
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Dizi

AUC UUC

UCA GCU CUU GAA GUA AAC
UUA CCG

UUU GCC CUC AGC UCU UGA
AAA CGG

GGC UGC UUU GCC CUC AGC
UGA AGU

CAG GAG CUA GGU CAG GCU
UuG CC

UCC AAU AGU GGU CAG UCC
AGC U

AAA GAG AAU GGG AUC CAG
ACU UAC

AAA UAG CUA GAG CCA AAG
AUG GGA

GGC UGC UUU GCC CUC AGC UCU UGA AGU AAA
CGG ‘

AGG CUG CUU UGC CCU CAG
UUG AAG UAA

GUC AGG CUG CUU UGC Ccu
CUC UUG AAG U

AGG UCA GGC UGC UUU GCC
AGC UCU UGA

GGU

AGU

ucu

GCU

AGG

UAU

AGA

CcucC

CAG

cucC

Atlamayi
indiikleme
kabiliyeti

25nM'ye

atlama

25nMye

atlama

25 nMde

atlama

25nM'ye

atlama

gl

makul

gucli

gl

Zayif atlama 100 nM

Atlama yok

10nM’ye
atlama 5
zayf

25nM'ye
atlama 10

zayif

10nM’ye
atlama 2.5
zayif
25nM’ye

atlama 2.5

gucli
nM'de

gucla
nM'de

gticli
nM'de

gucli
nM'de
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Antisens Dizi Atlamayi
Oligonikleotid ismi indiikleme
kabiliyeti
Ekzon 50
zayif
AAG AUA AUU CAU GAA CAU CUU AAL
Hint49(-72-46) CCA Atlama yok

Ekzon 51’e Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 51'e yénelen antisens oligonikleotidler hazirlanmis ve yukarda tarif edilenler
gibi benzer ybntemler Kkullanilarak insan kas hdcrelerinde ekzon atlama indlikleme

yetenekleri agisindan test edilmigtir. Sekil 20 ve Sekil 41’e bakiniz.

Tablo 41: Ekzon 51 atlamayi indUkleyip indilklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekdl dizileri

Antisens Dizi Atlamaw indiikleme
Oligoniikleotid ismi kabiliyeti
Ekzon 51

UuuU GGG UUU UUG CAA
H51A(-29-10) Atlama yok

AAA GG

CUA AAA UAU UUU GGG UUU
H51A(-22-01) Atlama yok

UuG C

UGA GUA GGA GCU AAA AUA
H51A(-14+10) Atlama yok

UUU UGG

GUU UCC UUA GUA ACC ACA

H51(+26+52) 25nM’ye ¢ok zayif atlama

GGU UGU GUC

AGU UUG GAG AUG GCA 25nMye atlama ayrica 50
H51A(+40+67)

GUU UCC UUA GUA A veya 52 atlama
H51A(+66+77) UGG CAU UUC UAG Atlama yok

H51A(+66+80) AGA UGG CAU UUC UAG Atlama yok
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Antisens Dizi Atlamayi indikleme
Oligonikleotid ismi kabiliyeti
Ekzon 51
GGA AGA UGG CAU uUucC
H51A(+66+83) Atlama yok
UAG
HS51A(+78+95) CUC CAA CAU CAA GGA AGA Atlama yok
H51A(+81+95) CUC CAA CAU CAA GGA Atlama yok
H51A(+84+95) CUC CAA CAU CAA Atlama yok

GAA AUC UGC CAG AGC
H51A(+90+116) Atlama yok
AGG UAC CUC CAA

GAU GGC AUU UCU AGU Lo
H51A(+53+79) UUG GAG AUG GCA 25 nM'de gugli atlama

AAG GAA GAU GGC AUU 25 nMde guclia atlama 2.5

H51A(+57+85)
UCU AGU UUG GAG AU nM'de zayif

GGU ACC UCC AAC AUC AAG
H51A(+71+100) 5nM'ye atlama
GAA GAU GGC AUU

AGC AGG UAC CUC CAA CAU o
HS51A(+76+104) CAA GGA AGA UG 25 nM'de gugli atlama

Ekzon 52’yve Yénelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 52've ydnelen antisens oligonukleotidler hazirlanmis ve yukanda tarif edilenler
gibi benzer ydntemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama ind(ikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir. Sekil 42'ye bakiniz.

Tablo 42: Ekzon 52 atlamayi indikleyip induklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekil dizileri

] Atlamay
Antisens . o
L .. . Dizi indiikleme
Oligoniikleotid ismi
kabiliyeti

Ekzon 52



Antisens

Oligoniikleotid ismi

Ekzon 52

H52A(-12+13)

H52A(-10+10)

H52A(+07+33)

H52A(+17+46)

H52A(+17+37)

H52A(+67+94)

Hint51(-40-14)

H52A(+09+38)

H52A(+09+41)

H52A(+15+44)
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Dizi

CCU GCA UUG UUG CCU GUA AGA
ACA A

GCA UUG UUG CCU GUA AGA AC

GGG ACG CCU CUG uuC CAA AUC
CUG CAU

GUU CUU CCA ACU GGG GAC GCC
UCU GUU CCA

ACU GGG GAC GCC UCU GUU CCA

CCU CUU GAU UGC UGG UCU UGU
UUU UCA A

UAC CCC UUA GUA UCA GGG UUC
UucC AGC

AAC UGG GGA CGC CUC UGU ucCc
AAA UCC UGC

UCC AAC UGG GGA CGC CUC UGU UCC AAA UGG
uGeC :

UCU UCC AAC UGG GGA CGC CUC
UGU UCC AAA

Ekzon 53’e Yonelen Antisens Oligonukleotidler

Atlamawy
indiikleme

kabiliyeti

Atlama yok

Atlama yok

50 nM atlama

25 nM atlama

25 nM atlama
25nM'ye  ¢ok c¢ok
zayif atlama

Atlama yok (SNP C
veya T)

25 nMye giglu
atlama
5 nMye gugli

atlama 5nM’'de zayif

10 gugli

atlama 5nM'de zayif

nM'ye

Ekzon 53’e yonelen antisens oligontkleotidler hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler

gibi benzer ybéntemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indlkleme

yetenekleri agisindan test edilmigtir. Sekil 43’e bakiniz.
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Tablo 43: Ekzon 53 atlamayi indiikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi i¢in test edilen

antisens molekil dizileri

Antisens Dizi Atlamay
Oligoniikleotid ismi indiikleme

kabiliyeti
Ekzon 53

AUA GUA GUA AAU GCU AGU CUG

H53A(-49-26)
GAG Atlama yok

GAA AAA UAA AUA UAU AGU AGU AAA

H53A(-38-13)
UG Atlama yok

AUA AAA GGA AAA AUA AAU AUA UAG

H53A(-32-06)
UAG Atlama yok

UCU GAA UUC UUU CAA CUA GAA UAA
H53A(-15+15)

AAG GAA Atlama yok

CAA CUG UUG CCU CCG GUU CUG
H53A(+39+65)

AAG GUG 50 nM atlama

UuUC AAC UGU UGC CUC CGG uucC
H53A(+39+67)

UGA AGG UG 100 nM atlama

CGU UCA ACU GUU GCC uUcc GGU
H39A(+39+69)SNP

UCU GAAGGU G 25nM’ye atlama

UCA UUC AAC UGU UGC CUC CGG
H53A(+40+70)

UUC UGA AGG U 50 nM atlama

CAU UCA ACU GUU GCC UcC GGU
H53A(+41+69)

UCU GAA GG 50 nM atlama

CAU UCA ACU GUU GCC uUcCC GGU
H53A(+43+69)

UCU GAA 50 nM atlama

CAG CCA UUG UGU UGA AUC CuUu
H53A(+69+98)

UAA CAU UUC 50 nM'de atlama

UAU AUA GUA GUA AAU GCU AGU

Hint52(-47-23)
CUG G Atlama yok



Antisens

Oligonikleotid ismi

Ekzon 53

H53A(+27+56)

H53A(+27+59)

H53A(+30+59)

H53A(+30+64)

H53A(+30+69)

H53A(+33+63)

H53A(+33+67)

H53A(+33+65)

H53A(+35+67)
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Dizi

CCU CCG GUU CUG AAG GUG UUC
UUG UAC UUC

UUG CCU CCG GUU CUG AAG GUG LUC UG UAC
uuc

UUG CCU CCG GUU CUG AAG GUG
UUC UUG UAC

AAC UGU UGC CUC CGG UUC UGAAGG UGU UCU
UGU AC

CAU UCA ACU GUU GCG UCC GGU UCU GAA GGU
GUUCUUGUAC

ACU GUU GCC UCC GGU UCU GAA
GGU GUU CUU G

UUC AAC UGU UGC CUC CGG UUC UGA AGG UGU
ucu uG

CAA CUG UUG CCU GCG GUU CUG AAG GUG UUC
uuG

ULC AAC UGU UGC CUG CGG VUG UGA AGG UGU
v

Atlamay
indiikleme

kabiliyeti

25 nMde
atlama 5

zayif

10 nMde
atlama 5

zay|f

25 nMde
atlama 10

zayf

25 nMde
atlama 5

zayif

25 nMde
atlama 5

zayf

50 nMde
atlama 5

zayif

25 nMde
atlama 2.5

zayif

25 nM'de

atlama

glcla
nM'de

guclu
nM'de

gucli
nM'de

glcla
nM'de

gticli
nM'de

glicla
nM'de

glclo
nM'de

gl
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Antisens Dizi Atlamay
Oligonikleotid ismi indiikleme
kabiliyeti
Ekzon 53
UUC AAC UGU UGC CUC CGG UUC 25 nMde glgli
H53A(+37+67)
UGA AGG UGU U atlama
H53A(+36+70) ggﬁﬂtéCAAc_ueuueccucce@_UQCUGAAGL 5 nMde makul
atlama
UUC AUU CAA CUG UUG CCU CCG 25 nMde guglu
H53A(+39+71)
GUU CUG AAG GUG atlama
100 nM'de ggcli
UUC AUU CAA CUG UUG CCU CCG
H53A(+42+71) atlama 5 nM'de

GUU CUG AAG
zayif

Ekzon 54’e Yénelen Antisens Cligonikleotidler

Ekzon 54'e yonelen antisens oligonikleotidler hazirlanmis ve yukarnida tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indlkleme

yetenekleri agisindan test edilmistir. Sekil 21°e bakiniz.

Tablo 44: Ekzon 54 atlamayi indikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi i¢in test edilen

antisens molekil dizileri

Antisens Dizi Atlamay indiikleme

Oligoniikleotid ismi kabiliyeti

Ekzon 54

H54A(+13+34) UUG UCU GCC ACU GGC GGA 300nM'de atlama 55+54°G
GGUC ortaya cikarnir

H54A(+60+20) AUC UGC AGA AUA AUC CCG 25nM'de atlama

GAG AAG UUU CAG



Antisens

Oligonikleotid ismi
Ekzon 54

H54A (+67+89)

H54A(+67+97)

H54A(+77+106)

Ekzonlar 54+55 igin

kokteyl

H54A(+67+97)

H55A(-10+14)

Ekzon 55'e Yonelen Antisens QOligoniikleotidler
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Dizi

UCU GCA GAA UAA UCC CGG

AGA AG

UGG UCU CAU CUG CAG AAU

AAU CCC GGAGAA G

GGA CUU UUC UGG UAU CAU

CUG CAG AAU AAU

UGG UCU CAU CUG CAG AAU

AAU CCC GGAGAA G

CUC GCU CAC UCA CCC UGC

AAA GGA

Atlamay indikleme

kabiliyeti

40nM'de zayif atlama -
54+55

10nM’de atlama

50 nM atlama

54855  igin

10nM’de atlama

spesifik

Ek bant yok

Ekzon 55’e ydnelen antisens oligonikleotidler hazirlanmig ve yukanda tarif edilenler

gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir. Sekil 22’ye bakiniz.

Tablo 45: Ekzon 55 atlamayi indiikleyip indiuklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

Antisens

Oligoniikleotid ismi
Ekzon 55

H55A(-10+14)

H55A(-10 +20)

antisens molekdl dizileri

Dizi

Atlamayr indikleme

kabiliyeti

CUC GCU CAC UCA CCC UGC Atlama yok

AAA GGA

CAG CCU CUC GCU CAC UCA 10nM'de atlama
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Antisens Dizi Atlamayr indiikleme
Oligonikleotid ismi kabiliyeti
Ekzon 55

CCC UGC AAA GGA

HS55A(+39 +61) CAG GGG GAA CUG UUG CAG Atlama yok
UAA UC
H55A(+41+71) UCU UUU ACU CCC UUG GAG Atlama yok

UCU UCU AGG AGC C

H55A(+73+93) UCU GUA AGC CAG GCA AGA Atlama yok
AAC
HS5A(+107+137) CCU UAC GGG UAG CAU CCU Atlama yok

GAU GGA CAU UGG C

H55A(+112+136) CUU ACG GGU AGC AUC CUG 100 nMde ¢ok zayif
UAG GAC A atlama
H55A(+132+161) CCU UGG AGU CUU CUA GGA 200nM'de atlama

GCC UUU CCU UAC

H55A(+141+160) CUU GGA GUC UUC UAG GAG 100nM'de atlama
CcC
H55A(+143 +171) CuUC UUU UAC UCC CUU GGA Atlama yok

GUC UUC UAG GAG

H55D(+11-09) CCU GAC UUA CUU GCC AUU Atlama yok
GU

Ekzon 56’ya Yonelen Antisens Oligonukleotidler

Ekzon 56'ya ydnelen antisens oligonukleotidler hazirlanmig ve yukarida tarif edilenler
gibi benzer ybéntemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indkleme

yetenekleri agisindan test edilmistir. Sekil 23°e bakiniz.

Tablo 46: Ekzon 56 atlamay indikleyip induklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekill dizileri



Antisens

Oligoniikleotid ismi
Ekzon 56

H56A(-06+23)

H56A(-06+15)

H56A(+23+44)

H56A(+56 +81)

H56A(+67+91)

H56A(+92+121)

H56A(+102+126)

H56A(+102+131)

H56A(+112+141)

H56A(+117+146)

H56A(+121+143)

H56D(+11-10)
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Dizi

GCU UCA AUU UCA CCU UGG
AGG UCC UAC AG

UUC ACC UUG GAG GUC CUA
CAG

GUU GUG AUA AAC AUC UGU
GUG A

CCA GGG AUC UCA GGA UUU
UUU GGC UG

CGG AAC CUU CCA GGG AUC
UCA GGA U

CCA AAC GUC UUU GUA ACA
GGA CUG CAU

GUU AUC CAA ACG UCU UUG
UAA CAG G

UUC AUG UUA UCC AAA CGU
CUU UGU AAC AGG

CCA CUU GAA GUU CAU GUU
AUC CAA ACG UCU

UCA CUC CAC UUG AAG UUC
AUG UUA UCC AAA

CUC CAC UUG AAG UUC AUG
UUA UC

CUU UUC CUA CCA AAU GUU
GAG

Ekzon 57’ye Yénelen Antisens Oligonukleotidler

Atlamayr indukleme

kabiliyeti

25nM'de atlama

Atlama yok

Atlama yok

Atlama yok

200nM’'de atlama

25 nM'de atlama

100 nM’de atlama

25 nM'de atlama

25 nM'de atlama

25 nM'de zayif atlama

Atlama yok

600nM'de atlama
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Ekzon 57’ye yanelen antisens oligonukleotidler hazirlanmigs ve yukarda tarif edilenler

gibi benzer yontemler kullanillarak insan kas hucrelerinde ekzon atlama indikleme

yetenekleri agisindan test edilmisgtir. Sekil 24°e bakiniz.

Tablo 47: Ekzon 57 atlamayi indiikleyip induklemediklerinin belilenmesi igin test edilen

Antisens

Oligoniikleotid ismi

Ekzon 57

H57A(-15+18)

H57A(-12+18)

H57A(-10+20)

H57A(-06 +24)

H57A(+21+44)

H57A(+47 +77)

H57A(+79+103)

H57A(+105+131)

antisens molekdl dizileri

Dizi

CUG GCU UCC AAA UGE GAC CUG AAA AAG AAC
AGC ..

CUG GCU UCC AAA UGG GAC CUG
AAA AAG AAC

AAC UGG CUU CCA AAU GGG ACC
UGA AAA AGA

UCA GAA CUG GCU UCC AAA UGG
GAC CUG AAA

GGU GCA GAC GCU UCC ACU GGU
CAG

GCU GUA GCC ACA CCA GAA GUU
CCU GCAGAGA

CUG CCG GCU UAA UUC AUC AUC
uuucC

CUG CUG GAA AGU CGC CUC CAA
UAG GUG

Ekzon 59’a Yénelen Antisens Cligonukleotidler

Atlamay
indiikleme

kabiliyeti

Atlama yok

50nM’'de atlama

300nM'de atlama

300nM'de atlama

Atlama yok

Atlama yok

Atlama yok

Atlama yok
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Ekzon 59'a ydnelen antisens oligonikleotidler hazirlanmig ve yukarnda tarif edilenler

gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hucrelerinde ekzon atlama indikleme

yetenekleri acisindan test edilmigtir. Sekil 25°e bakiniz.

Tablo 48: Ekzon 59 atlamay indiikleyip induklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

Antisens

Oligoniikleotid ismi

Ekzon 59

H59A (-06+16)

H59A(+31 +61)

H59A(+66+91)

H59A(+96 +120)

H59A(+96+125)

H59A(+101 +132)

H59A(+141 +165)

H59A(+151+175)

H59A(+161 +185)

H59A(+161+190)

H59A(+171+197)

antisens molek(il dizileri

Dizi

UCC UCA GGA GGC AGC UCU AAA U

UCC UC GCC UGC UUU CGU AGA AGC
CGAGUGA

AGG UUC AAU UUU UCC CAC UCA
GUA UU

CUA UUU UUCUCU GCC AGU CAG
CGG A

CUC AUC UAU UUU UCU CUG CCA
GUC AGC GGA

CA GGG UCU CAU CUA UUU UUC ucu
GCC AGU CA

CAU CCG UGG CCU CUuU GAA GuU
CCUG

AGG UCC AGC UCA UCC GUG GCC
ucuu

GCG CAG CUU GAG GUC CAG CUC
AUCC

GCU UGG CGC AGC UUG AGG UucCC
AGC UCA UCC

CAC CUC AGC UUG GCG CAG cuu

Atlamay
indikleme
kabiliyeti

Atlama yok

Atlama yok

Atlama yok

100nM'de atlama

Atlama yok

Atlama yok

200 nM'de atlama
ekzon 58& 59

300nM'de atlama

200 nM'de =zayif

atlama

100 nM’de atlama

Atlama yok
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Atlamawy
Antisens
Dizi indiikleme
Oligoniikleotid ismi
kabiliyeti
Ekzon 59
GAG GUC
CCC UUG AUC ACC UCA GCU UGG
H59A(+181+205) Atlama yok
CGCA
H59A(+200+220) ACG GGC UGC CAG GAU CCC UUG Atlama yok
GAG AGA GUC AAU GAG GAG AUC
H59A(+221+245) Atlama yok
GCCC
H59A(+92+1 25) gidgréuc UAU UUU UCU CUG CCA GUC AGC GGA

Ekzon 60’a Yoénelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 60’a yonelen antisens oligonukleotidler hazirlanmis ve yukarnida tarif edilenler
gibi benzer ydntemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama ind(ikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir. Sekil 26'ya bakiniz.

Tablo 49: Ekzon 60 atlamayi indikleyip induklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekil dizileri

Antisens Dizi Atlamayr indukleme
Oligoniikleotid ismi kabiliyeti

Ekzon 60

HE60A(-10+20) GCA AUU UCU CCU CGA AGU Atlama yok

GCC UGU GUG CAA

HB60A(-8+19) CAA UUU CUC CUC GAA GUG Atlama yok
CCU GUG UGC
HB0A(+29+58) CAA GGU CAU UGA CGU GGC 50 nMye atlama

UCA CGU UCU CuU



Antisens

Oligonikleotid ismi
Ekzon 60

HB0A(+33+62)

HE0A(+37+66)

HB0A(+37+66)

HB0A(+39+66)

HB0A(+43+73)

HE0A(+51+75)

HB0A(+72+102)

HBOA(+75+105)

HB0A(+80+109)

HE0A(+87+116)

H60D(+25-5)

Ekzon 60 kokteylleri

HE0A(-8+19)
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Dizi

CGA GCA AGG UCA UUG
UGG CUC ACG UUC

CUG GCG AGC AAG GUC
GAC GUG GCU CAC

CUG GCG AGC AAG GUC
GAC GUG GCU CAC

CUG GCG AGC AAG GUC
GAC GUG GCU C

UGG UAA GCU GGC GAG
GGU CCUUGA CGU G

AGU GGU AAG CUG GCG
AAG GUC A

UUA UAC GGU GAG AGC
AUG CCC AAA GUG

GAG GUU AUA CGG UGA
CUG AAU GCC CAA A

UGC UGA GGU UAU ACG
AGA GCU GAA

UCC AGA GUG CUG AGG
UAC GGU GAG AGC

CUU UCC UGC AGA AGC
CAU CUG GUG UUC

CAA UUU CUC CUC GAA
CCU GUG UGC

ACG

Cuu

AUU

Cuu

CAA

UGC

UGA

GAG

GUG

UUA

uucC

GUG

Atlamayr indikleme
kabiliyeti
50 nM'ye glcli atlama

100nM'de iyi atlama

SNP

100nM'de iyi atlama

100nM'de zayIf atlama

100nM'de zayIf atlama

Atlama yok

Atlama yok

100nM'de iyi atlama

100nM'de zayIf atlama

600nM’'de zayif atlama
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Antisens Dizi Atlamayr indiikleme
Oligonikleotid ismi kabiliyeti

Ekzon 60

HE0A(+37+66) CUG GCG AGC AAG GUC CUU 10nM'de zayif atlama

GAC GUG GCU CAC

HE0A(+87+116) UCC AGA GUG CUG AGG UUA
UAC GGU GAG AGC

HB60A(+37+66) CUG GCG AGC AAG GUC CUU 10nM'de atlama
GAC GUG GCU CAC

HB0A(-10+20) GCA AUU UCU CCU CGA AGU
GCC UGU GUG CAA

HE0A(+43+73) UGG UAA GCU GGC GAG CAA 10nM'de atlama
GGU CCUUGA CGU G

HE60A(+39+66) CUG GCG AGC AAG GUC CuU
GAC GUG GCU C

HB60A(-10+20) GCA AUU UCU CCU CGA AGU 10nM'de atlama
GCC UGU GUG CAA

Ekzon 61’e Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 61’e ydnelen antisens oligonikleotidler hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indlkleme

yetenekleri agisindan test edilmistir.

Tablo 50: Ekzon 61 atlamayi indiikleyip indiiklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekil dizileri

Antisens Dizi Atlamay! indlikleme
Oligoniikleotid ismi kabiliyeti
Ekzon 61

HB61A(-7+19) CUC GGU CCU CGA CGG CCA Atlama yok



Antisens

Oligonikleotid ismi

Ekzon 61

HE1A(+05+34)

H61A(+10+40)

HB1A(+16+40)

HE1A(+16+45)

HE1A(+42+67)

H61D(+10-16)
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Dizi Atlamay1 indukleme

kabiliyeti

CCU GGG AG

CAU GCA GCU GCC UGA CUC 50 nMye atlama
GGU CCU CGC CGG

GGG CUU CAU GCA GCU GCC 100nM'de atlama
UGA CUC GGU CCU C

GGG CUU CAU GCA GCU GCC Atlama yok
UGACUCG

CCU GUG GGC UUC AUG CAG 50 nM'ye atlama
CUG CCU GAC UCG

GCU GAG AUG CUG GAC CAA Atlama yok
AGU CCC UG

GCU GAA AAU GAC UUA CUG Atlama yok
GAA AGA AA

Ekzon 62’yve Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 62'yve yonelen antisens oligonikleotidler hazirlanmig ve yukanda tarif edilenler

gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indikleme

yvetenekleri agisindan test edilmistir.

Tablo 51: Ekzon 62 atlamayi indiikleyip induklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

Antisens

Oligoniikleotid ismi
Ekzon 62

HB2A(-15+15)

H62A(-10+20)

antisens molekdl dizileri

Dizi Atlamay indikleme

kabiliyeti

GAC CCU GGA CAG ACG CUG Atlama yok
AAA AGA AGG GAG

CCA GGG ACC CUG GAC AGA Atlama yok



Antisens

Oligonikleotid ismi

Ekzon 62

HE2A(-05+15)

HE2A(-3+25)

HB2A(+01+30)

HB2A(+8+34)

HE2A(+13+43)

H62A(23+52)

H62D(+17-03)

HB2D(+25-5)
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Dizi

CGC UGA AAA GAA

GAC CCU GGA CAG ACG CUG
AA

CUC UCC CAG GGA CCC UGG
ACA GACGCUG

UGG CUC UCU CCC AGG GAC
CCU GGA CAG ACG

GAG AUG GCU CUC UCC CAG
GGA CCC UGG

UUG UUU GGU GAG AUG GCU
CUCUCC CAG GGAC

UAG GGC ACU UUG UUU GGC
GAG AUG GCU CuC

UAC UUG AUA UAG UAG GGC
AC

CUU ACU UGA UAU AGU AGG
GCA CUU UGU UUG

Atlamay indikleme

kabiliyeti

25nM'ye zayif

Atlama yok

300 nMye neredeyse

%100 atlama

300nM'de atlama

25nM'ye zayif

100nM'de atlama

100nM'ye zayif

Atlama yok

Ekzon 63’e Yénelen Antisens Cligonukleotidler

Ekzon 63’e yonelen antisens oligonikleotidler hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler
gibi benzer ydntemler kullanilarak insan kas hiicrelerinde ekzon atlama indikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir. Sekil 27 ye bakiniz.

Tablo 52: Ekzon 63 atlamayi indukleyip induklemediklerinin belirlenmesi icin test edilen

antisens molekdl dizileri

Antisens Dizi Atlamayr indiikleme

Oligoniikleotid ismi kabiliyeti



Ekzon 63

HB63A(-14+11)

HB3A(+11+35)

HE3A(+20+49)

HE3A(+33+57)

HB3A(+40+62)

HB3D(+8-17)
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GAG UCU CGU GGC UAA AAC Gérundr atlama yok
ACA AAAC

UGG GAU GGU CCC AGC AAG 600nM'de olas) atlama
UUG UUU G

GAG CUC UGU CAU UUU GGG 100nM'ye atlama
AUG GUC CCA GCA

GAC UGG UAG AGC UCU GUC Gérundr atlama yok
AUU UUG G

CUA AAG ACU GGU AGA GCU Atlama yok
CuG ucC

CAU GGC CAU GUC CUU ACC Goriinir atlama yok
UAA AGAC

Ekzon 64’e Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 64’e ydnelen antisens oligonikleotidler hazirlanmis ve yukarda tarif edilenler

gibi benzer ybntemler Kkullanilarak insan kas hdcrelerinde ekzon atlama indlikleme

yetenekleri agisindan test edilmigtir. Sekil 28°e bakiniz.

Tablo 53: Ekzon 64 atlamayi indikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

Antisens

Oligonikleotid ismi
Ekzon 64

HB4A(-3+27)

HB4A(+34+62)

HE4A(+43+72)

antisens molekil dizileri

Dizi Atlamayl indiikleme

kabiliyeti

CUG AGA AUC UGA CAU UAU Atlama yok
UCA GGU CAG CUG

CUG CAG UCU UCG GAG UUU 50 nMde atlama
CAU GGC AGU CC

AAA GGG CCU UCU GCA GUC 50 nMde atlama
UUC GGA GUU UCA
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Antisens Dizi Atlamay! indiikleme
Oligonikleotid ismi kabiliyeti
Ekzon 64
HB64A(+47+74) GCA AAG GGC CUU CUG CAG 200nM'de atlama
UCU UCG GAG
HB4D(+15-10) CAA UAC UUA CAG CAA AGG Atlama yok
GCCuUuCU

Ekzon 65’'e Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 65’e ydnelen antisens oligonikleotidler hazirlanmis ve yukanda tarif edilenler
gibi benzer ybntemler Kkullanilarak insan kas hdcrelerinde ekzon atlama indlikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir.

Tablo 54: Ekzon 65 atlamayi indUkleyip indilklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekdl dizileri

Antisens Oligoniikleotid Dizi Atlamayi indiikleme
ismi kabiliyeti
Ekzon 65
HB5A(+123+148) UUG ACC AAA UUG UUG UGC Atlama yok
UCuU uUGC UC

Ekzon 66’ya Yonelen Antisens Oligonukleotidler

Ekzon 66'va yonelen antisens oligoniikleotidler hazirlanmig ve yukarnda tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indlkleme

yetenekleri agisindan test edilmigtir. Sekil 29°a bakiniz.

Tablo 55: Ekzon 66 atlamay indikleyip induklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekill dizileri
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Antisens Dizi Atlamayr indiikleme
izi
Oligonikleotid ismi kabiliyeti
Ekzon 66
GAU CCU CCC UGU UCG UcCC
HG66A(-8+19) 100nM'de atlama
CCU AUU AUG

CAG GAC ACG GAU CCU CCC
H66A(-02+28) Atlama yok
UGU UCG UCC CCU

UAA UAU ACA CGA CUU ACA
H66D(+13-17) Atlama yok
UCU GUA CUU GUC

Ekzon 66 kokteylleri

CAG GAC ACG GAU CCU cccC

HE6A(-02+28
( ) UGU UCG UCC CCU

25nM’de atlama
UAA UAU ACA CGA CUU ACA

H66D(+13-17
( ) UCU GUA CUU GUC

Ekzon 67’ye Yonelen Antisens QOligoniikleotidler

Ekzon 67'ye ybnelen antisens oligonikleotidler hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanillarak insan kas hucrelerinde ekzon atlama indikleme

yetenekleri agisindan test edilmisgtir. Sekil 30°a bakiniz.

Tablo 56: Ekzon 67 atlamayi indiikleyip induklemediklerinin belilenmesi igin test edilen

antisens molekdl dizileri

Antisens Dizi Atlamayr indikleme
Oligoniikleotid ismi kabiliyeti

Ekzon 67

HE7A(+17+47) GCG CUG GUC ACA AAA UCC 25 nM'de glgli atlama

UGU UGA ACU UGC

H67A(+120+147) AGC UCC GGA CAC UUG GCU Atlama yok
CAAUGUUACU



Antisens

Oligonikleotid ismi
Ekzon 67

HE7A(+125+149)

H67D(+22-08)
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Dizi Atlamayr indiikleme

kabiliyeti

GCA GCU CCG GAC ACU UGG 800nM'de atlama
GUC AAUG

UAA CUU ACA AAU UGG AAG Atlama yok
CAG CUC CGG ACA

Ekzon 68’e Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 68’e ydnelen antisens oligonikleotidler hazirlanmis ve yukarda tarif edilenler

gibi benzer ybntemler Kkullanilarak insan kas hdcrelerinde ekzon atlama indlikleme

yetenekleri agisindan test edilmigtir. Sekil 31°e bakiniz.

Tablo 67: Ekzon 68 atlamay indUkleyip indilklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

Antisens

Oligonikleotid ismi

Ekzon 68

HBBA(-4+21)

HBBA(+22+48)

HE8A(+48+72)

HB8A(+74+103)

HB68D(+23-03)

Ekzon 68 kokteylleri

antisens molekdl dizileri

Dizi Atlamayl indiikleme

kabiliyeti

GAU CUC UGG CUU AUU AUU
100nM'de atlama
AGC CUGC

CAU CCA GUC UAG GAA GAG
200nM'de atlama
GGC CGC UUC

CAC CAU GGA CUG GGG UUC
200nM'de atlama
CAGUCUC

CAG CAG CCA CUC UGU GCA
Atlama yok
GGA CGG GCA GCC

UAC CUG AAU CCA AUG AUU
Atlama yok
GGA CAC UC
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Antisens

Oligonikleotid ismi

Ekzon 68

HE8A(+48+72)

H68D(+23-03)

97

Dizi

Atlamay! indiikleme

kabiliyeti

CAC CAU GGA CUG GGG uUC

CAG UCUC

10 nM'de atlama

UAC CUG AAU CCA AUG AUU

GGA CAC UC

Ekzon 69’a Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 69'a ydnelen antisens oligonikleotidler hazirlanmis ve yukarda tarif edilenler

gibi benzer ybntemler Kkullanilarak insan kas hdcrelerinde ekzon atlama indlikleme

yetenekleri acisindan test edilmigtir. Her iki ekzon 69 ve 70 c¢ikarmak icin bir
HB9A(+32+60) ve H70A(-06+18) kokteyli gdsteren Sekil 32'ye bakiniz.

Tablo 58: Ekzon 69 atlamayi indiikleyip indiiklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

Antisens

Oligonikleotid ismi
Ekzon 69

HE9A(-12+19)

HE9A(+09 +39)

HB9A(+29 +57)

HE9A(+51+74)

HE9A(+51 +80)

HB9D(+08-16)

antisens molekdl dizileri

Dizi

GUG CUU UAG ACU cCcu

GUA CCU GAU AAAGAG C

UGG CAG AUG UCA UAA

UUA AAG UGC UUU AGAC

CCA GAA AAA AAG CAG CUU

UGG CAG AUG UC

GGC CUU UUG CAA CUC

GAC CAG AAA

UUU UAU GGC CUU UUG

CAA CUC GAC CAG AAA

Atlamay indiikleme

kabiliyeti

Atlama yok

200nM’de 68-71 atlama

200nM'de  68-71
ayrica 68+69 & 69170

atlama

Atlama 68-71

200nM’'de

atlama

~%90  68-71

CUG GCG UCA AAC UUA Atlama yok
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Antisens

Oligonikleotid ismi

Ekzon 69

98

Dizi Atlamay

kabiliyeti

CCG GAG UGC

Ekzon 70’e Y6énelen Antisens Oligoniikleotidler

indiikleme

Ekzon 70°e yonelen antisens oligonukleotidler hazirlanmis ve yukarida tarif edilenler

gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hiicrelerinde ekzon atlama indikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir.

Tablo 59: Ekzon 70 atlamayi indiikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi i¢in test edilen

Antisens

Oligoniikleotid ismi

Ekzon 70

H70A(-09+15)

H70A(-07 +23)

H70A(+16 +40)

H70A(+25 +48)

H70A(+32+60)

H70A(+64 +93)

antisens molekil dizileri

Dizi Atlamayi
kabiliyeti

UUC UCC UGA UGU AGU CUA Atlama yok
AAA GGG

CGA ACA UCU UCU CCU GAU Atlama yok
GUA GUC UAA AAG

GUA CCU UGG CAA AGU CUC Atlama yok
GAACAUC

GUU UUU UAG UAC CUU GGC Atlama yok
AAA GUC

GGU UCG AAA UUU GUU UUU Atlama yok
UAG UAC CUU GG

GCC CAU UCG GGG AUG CUU Atlama yok
CGC AAA AUA CCU

Ekzon 71'e Yénelen Antisens Cligonukleotidler

indikleme
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Ekzon 71'e ydnelen antisens oligonikleotidler hazirlanmig ve yukarnda tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hucrelerinde ekzon atlama indikleme

yetenekleri agisindan test edilmigtir.

Tablo 60: Ekzon 71 atlamay indikleyip induklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molek(il dizileri

Antisens Oligoniikleotid Dizi Atlamay indiikleme

ismi kabiliyeti

Ekzon 71

H71A(-08+16) GAU CAG AGU AAC GGG
ACU GCA AAA

H71A(+07+30) ACU GGC CAG AAG UUG 100nM'de zayif atlama
AUC AGA GUA

H71A(+16+39) GCA GAA UCU ACU GGC 100nM'de atlama
CAG AAG UUG

H71D(+12-05) CUC ACG CAG AAU CUA CUG
GCC AGA

Ekzon 72’ye Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 72've ydnelen antisens oligonukleotidler hazirlanmis ve yukanda tarif edilenler
gibi benzer ydntemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama ind(ikleme

yetenekleri agisindan test edilmistir.

Tablo 61: Ekzon 72 atlamayi indikleyip induklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekil dizileri

Antisens Dizi Atlamay) indiikleme
Oligoniikleotid ismi kabiliyeti
Ekzon 72

H72A(-8+22) AAG CUG AGG GGA CGA GGC 600 nM'de zayif atlama
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Antisens

Oligonikleotid ismi

Ekzon 72

H72A(+02+28)

H72D(+14-10)

100

Dizi Atlamayr indiikleme

kabiliyeti

AGG CCU AUA AGG

GUG UGA AAG CUG AGG GGA Atlama yok
CGA GGC AGG

AGU CUC AUA CCU GCU AGC Atlama yok
AUA AUG

Ekzon 73’e Yonelen Antisens Oligonukleotidler

Ekzon 73’e ybnelen antisens oligonikleotidler hazirlanmig ve yukarnda tarif edilenler

gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hucrelerinde ekzon atlama indikleme

yvetenekleri agisindan test edilmistir.

Tablo 62: Ekzon 73 atlamayi indiikleyip indiklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekdl dizileri

Antisens Oligoniikleotid Dizi Atlamay indikleme
ismi kabiliyeti

Ekzon 73

H73A(+24+49) AUG CUA UCA UUU AGA UAA Zayif atlama

H73A(-16+10)

H73A(+02+26)

H73D(+23-02)

HM73A(+19+44)

GAUCCA U

UUC UGC UAG CCU GAU AAA 25 nM'ye zayif
AAA CGU AA

CAU UGC UGU UUU CCA UUU 25 nM'ye glgli
CUGGUAG

ACA UGC UCU CAU UAG GAG 25nM'ye atlama
AGA UGC U

UAU CAU UUA GAU AAG AUC 25nM’ye zayif atlama
CAU UGC UG
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Ekzon 74’e Yonelen Antisens QOligoniikleotidler

Ekzon 74’e yonelen antisens oligonikleotidler hazirlanmig ve yukanda tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indikleme

yvetenekleri agisindan test edilmistir.

Tablo 66: Ekzon 74 atlamayi indikleyip indiuklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekdl dizileri

Antisens Oligoniikleotid Dizi Atlamayr indikleme
ismi kabiliyeti
HM74A(+20+46) GUU CAA ACU UUG GCA GUA 25nM atlama

AUG CUG GAU
HM74A(+50+77) GAC UAC GAG GCU GGC UCA %100 25 nM'de atlama

GGG GGG AGUC

HM74A(+96+122) GCU CCC CuC UUU CCU CAC 25nM atlama
UCU CUA AGG

Ekzon 76’va Yonelen Antisens Oligoniikleotidler

Ekzon 76'ya yOnelen antisens oligonikleotidler hazirlanmig ve yukanda tarif edilenler
gibi benzer yontemler kullanilarak insan kas hicrelerinde ekzon atlama indikleme

yvetenekleri agisindan test edilmistir.

Tablo 63: Ekzon 76 atlamayi indiikleyip indiuklemediklerinin belirlenmesi igin test edilen

antisens molekdl dizileri

Antisens Dizi Atlamay indikleme

Oligoniikleotid ismi kabiliyeti

Ekzon 76

H76A(-02+25) CAU UCA CUU UGG CCU CUG Atlama tespit edilmedi
CCU GGG GCU

H78A(+80+106) GAC UGC CAA CCA CUC GGA Atlama tespit edilmedi

GCA GCA UAG
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Bu bulusun cesitli uygulamalarini ger¢eklestirme konusunda yukarida aciklanan
modlarn maodifikasyonlar, ag¢iklanan bulus ile ilgili yukaridaki ogretilere dayanarak
teknikte uzman kigilerce anlagilacaktir. Bulusun yukaridaki uygulamalan sadece drnek

niteligindedir ve herhangi bir sekilde sinirlandirici oldugu ddsindlmemelidir.

DizZi LISTESI

<110> UWA

<120> Patolojilerin Tedavisine Yonelik Antisens Moleklller ve Ydntemler
<130> 203594

<160> 59

<170> Patentln versiyonu 3.5

<210> 1

<211> 31

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 1

aaaccaagag ucaguuuaug auuuccaucu a 31
<210> 2

<211>24

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 2

ucuucuguuu uuguuageea guca 24

<210> 3

<211> 30

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 3

guggugguga cagccuguga aaucugugag 30
<210> 4

<211> 26

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens
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<400> 4

uguucccuug uggucaccgu aguuac 26

<210> 5

<211>29

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 5

cacaaagucu gcauccagga acauggguc
<210> 6

<211>30

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 6

aaggccacaa agucugcauc caggaacaug
<210>7

< 211> 22

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400>7

cugcaauucc ccgagucucu ge 22
<210> 8

< 211> 23

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 8

caagggcagg ccauuccuce uuc 23
<210>9

<211>26

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400>9

gagagcuucc uguagcuuca cccuuu 26
<210> 10

<211>24

29

30
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< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 10

uguucageuu cuguuageea cuga 24
<210> 11

<211>34

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 11

gecugeccaau gecauccugg aguuccugua agau 34
<210> 12

<211>29

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 12

uccagguuca agugggauac uagcaaugu 29
<210> 13

< 211> 29

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 13

uggcgcaggg gcaacucuuc caccaguaa 29
<210> 14

< 211> 26

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 14

acaaaugcug cccuuuagac aaaauc 26
<210> 15

< 211> 27

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 15

ggeugcuuug cecucageuc uugaagu 27
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<210> 16

< 211> 31

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 16

uggucucauc ugcagaauaa ucccggagaa g
<210> 17

< 211> 30

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 17

cagccucucg cucacucace cugcaaagga
<210> 18

< 211> 27

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 18

ccaaacgucu uuguaacagg acugcau
<210> 19

< 211> 30

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 19

ccacuugaag uucauguuau ccaaacgucu
<210> 20

< 211> 30

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 20

aacuggcuuc caaaugggac cugaaaaaga
<210> 21

<211= 31

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

105

27

31.

30

30

30
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<400> 21

uucguacagu cucaagagua cucaugauua c
<210> 22

<211>24

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 22

caauuaccuc ugggceuccug guag 24
<210> 23

<211>25

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 23

cuauuuuucu cugccaguca gcgga 25

<210> 24

< 211> 30

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 24

cgagcaaggu cauugacgug geucacguuc
<210> 25

<211>31

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 25

gggcuucaug cageugecug acucgguceu ¢
<210> 26

<211>30

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 26

uagggcacuu uguuuggcga gauggcucuc
<210> 27

<211> 30

106

31

30

31

30
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< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 27

gagcucuguc auuuugggau ggucccagea
<210> 28

<211>29

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 28

cugcagucuu cggaguuuca uggeagucc
<210> 29

< 211> 27

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 29

gauccucccu guucguccce uauuaug
<210> 30

<211=30

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 30

gcgeugguca caaaauccug uugaacuuge
<210> 31

< 211> 31

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 31

uaggaggcge cucccauccu guaggucacu g
<210> 32

<211>25

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 32

107

30

29

27

30

31

geccugucag gecuucgagg agguc 25
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<210> 33

<211=30

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 33

uguucagggc augaacucuu guggauccuu
<210> 34

<211>25

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 34

guacuacuua cauuauuguu cugca 25
<210> 35

< 211> 30

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 35

uaucuggaua ggugguauca acaucuguaa
<210> 36

<211>25

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 36

auguaacuga aaauguucuu cuuua 25
<210> 37

<211>21

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 37

caggagcuuc caaaugcuge a 21
<210> 38

<211= 22

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens
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30
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<400> 38

uccucagcag aaagaagceca cg
<210> 39

<211>26

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 39

ccuccuuucu ggcauagacce uuccac
<210> 40

< 211> 27

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 40

cuuacaguuu ucuccaaace ucccuuc
<210> 41

<211>25

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 41

ugugucaucc auucgugcau cucug
<210> 42

<211>25

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 42

cugguauuce uuaauuguac agaga
<210> 43

<211>30

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 43

ugugaugugg uccacauucu ggucaaaagu

<210> 44
< 211> 28
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< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 44

cuuguuucuc agguaaagcu cuggaaac
<210> 45

<211>28

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 45

caagcugcece aaggucuuuu auuugage
<210> 46

< 211> 30

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 46

uccagagugc ugagguuaua cggugagagc
<210> 47

<211=30

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 47

cuggcgagea agguccuuga cguggeucac
<210> 48

<211=30

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 48

caggacacgg auccucccug uucguccecu
<210> 49

< 211> 30

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 49

uaauauacac gacuuacauc uguacuuguc
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30
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<210> 50

<211=25

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 50

caccauggac ugggguucca gucuc
<210> 51

< 211> 26

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 51

uaccugaauc caaugauugg acacuc
<210> 52

< 211> 30

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 52

cuguuccaau cagcuuacuu cccaauugua
<210> 53

< 211> 28

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 53

cagucauuca acucuuucag uuucugau
<210> 54

< 211> 27

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 54

cuguucageu ucuguuagcec acugauu
<210> 55

<211=28

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens
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<400> 55

geugeccaau gecauccugg aguuceug 28

<210> 56

< 211> 30

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 56

guugcugeuc uuuuccaggu ucaaguggga
<210> 57

< 211> 29

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 57

agcagguacc uccaacauca aggaagaug
<210> 58

< 211> 33

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 58

uccaacuggg gacgccucug uuccaaauce ugce
<210> 59

< 211> 33

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 59

uucaacuguu gececuccgguu cugaaggugu ucu
<210> 60

<211>25

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 60

cauugcuguu uuccauuucu gguag 25
<210> 61

< 211> 31

30

29

33

33
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< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 61

geugeccaau gecauccugg aguuccugua a
<210> 62

<211> 31

< 212> RNA

< 213> Homo sapiens

<400> 62

caaugccauc cuggaguuce uguaagauac ¢

113

31

31
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H51A(+71+100)
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H46A(+93+122)
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Sekil 46A

[SEQID | Ekzon Dizi
i HB5A(+35+65) AAA CCA AGA GUC AGU UUA UGA UUU CCA UCU A
) H12A(+52+75) UCU UCU GUU UUU GUU AGC CAG UCA
3 H17A07+23) GUG GUG GUG ACA GCC UGU GAA AUC UGU GAG
3 H17A(+61+86) UGU UCC GUU GUG GUC AGC GUA GUU AC
5 F21A+85+114) CAC AAA GUC UGC AUC CAG GAA CAU GGG UC
3 M21A(+80+115) AAG GCC ACA AAG UCU GCA UCC AGG AAC AUG
7 H22A(+125+146) CUG CAA UUC CCC GAG UCU CUG G
B H2aA(61+73) CAA GGG CAG GCC AUU CCU GCU UC
) H43A(+92 +117) GAG AGC UUC CUG UAG CUU CAC GCU UU
10 RA4A(+65+90) UGU UCA GCU UCU GUU AGC CAC UGA
11 HA45A (-08+25) GCU GCC CAA UGC CAU GCU GGA GUU GCU GUA AGA U
12 H4BA(+B1+109) UCC AGG UUC AAG UGG GAU ACU AGC AAU GU
13 HA7A(+071+29) UGG CGC AGG GGC AAC UCU UGG ACC AGU AA
4 H49A(+45+70) ACA AAU GCU GCC CUU UAG ACA ARA UG
15 HE0A(+48+74) GGC UGC UUU GCC CUC AGC UCU UGA AGU
16 H54A(+B7+97} UGG UCU CAU CUG CAG AAU AAU CCC GGA GAA G
17 H55A(-10 +20y CAG CCU CUC GGU CAC UCA CCC UGC AAA GGA
18 HEBA(+G2+121) TCA AAG GUG UUU GUA AGA GGA CUG CAU
19 HEGA(+ 112+141) CCA CUU GAA GUU CAU GUU AUC CAA ACG UCU
20 H57A{-10+2Q) AAC UGG CUU CCA AAU GGG ACC UGA AMA AGA
21 HEBA(+34+64) UUC GUA CAG UCU CAA GAG UAC UCA UGA UUA G
22 H58D(+17-07) CAA UUA CCU CUG GGC UGG UGG UAG
23 TI58A(+36 +120) CUA UUU UUC UCU GCC AGU CAG CGG A
24 HB0A(+33+62) CGA GCA AGG UCA UUG AGG UGG CUC ACG UUC
25 HGTA(+10+40) GGG CUU CAU GCA GCU GCC UGA CUC GGU GCU G
26 HB2A(23+52) UAG GGC AGU UUG UUU GGC GAG AUG GCU CUC
27 HE3A(+20+48) GAG CUC UGU CAU UUU GGG AUG GUC CCA GCA
28 HBAA(+34+62) CUG CAG UCU UCG GAG UUU CAU GGC AGU CC
20 HBEA(-E+19) GAU CCU CGC UGU UCG UGG GCU AUU AUG
30 HB7A(+17+47) GCG CUG GUC ACA AAA UCC UGU UGA AGU UGC
3 H3A(+30+60) UAG GAG GGG GCU CCC AUC CUG UAG GUC ACU G
32 H3A(+61+85) G CCC UGU CAG GGG UUC GAG GAG GUG
33 HaA(+1174D) UGU UCA GGG CAU GAA GUC UUG UGG AUC CUU
34 HaD(+14-11) GUA CUA CUU ACA UUA UUG UUG UGG A
35 HEA(-06+24) UAU CUG GAL AGG UGG UAU CAA CAU CUG UAA
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Sekil 46B

SEQID | Ekzon Dizi

36 HBA(+134+158) AUG UAA CUG AAA AUG UUC UUC UUU A

37 H10A(-05+16) CAG GAG CUU CCA AAD GCU GCA

38 H10A(+98+119) UCC UCA GCA GAA AGA AGC CAC G

E) H2BA(-07+19) CCU CCU UUC UGG CAU AGA CCU UCC AC

40 H26A(+24+50) CUU ACA GUU UUC UCG AAA CCU CCC UUC

41 H25A(+68+82) UGU GUC AUC CAU UCG UGC AUC UCU G

42 H3BA{-16+09) CUG GUA UUC CUU AAU UGU ACA GAG A

43 H3BA(+22+51) UGU GAU GUG GUGC CAC AUU CUG GUC AAA AGU

44 H4BA(+01+28) CUU GUU UCU CAG GUA AAG CUC UGG AAAC

45 H4BA(+40+67) CAA GCU GCC CAA GGU CUL UUAUUUGAG C

45 HB0A(+B7+116) UCC AGA GUG CUG AGG UUA UAC GGU GAG AGC

47 HEDA(+37+66) CUG GCG AGC AAG GUC CUU GAC GUG GCU CAC

438 HEBA(-02+28) CAG GAC ACG GAU CCU CCC UGU UCG UCC CCU

49 RE6D(+13-17) UAA UAU ACA CGA CUU ACA UCU GUACOU GUC

50 HE8A(+48+72) CAC CAUGGA CUG GGG UUC CAG UCUC

] HE8D(+23-03) UAC CUG AAU CCA AUG AUU GGA CACUC

52 H11A(+50+79) CUG UUIC CAA UCA GCU UAC UUC CCA AUU GUA

53 H12A(+30+57) CAG UCA UUC AAC UCU UUC AGU UUC UGA U

54 H44A(+59+85) CUG UUC AGC UUC UGU UAG CCA CUG AUU

55 H4BA(-03+25) GCU GCC CAAUGC CAUCCU GGAGUUCCU G

56 H4BA(+93+122) GUU GCU GCU CUU UUC CAG GUU CAA GUG GGA

57 H51A(+71+100) AGC AGG UAC CUC CAA CAU CAA GGA AGA UG

58 H52A(+09+38) UCC AAC UGG GGA CGC CUC UGU UCC AAA UCC UGC

589 H53A(+33+65) UUC AAC UGUUGC CUC CGG UUC UGA AGG UGU UCU
/60~ T H73AM02+26) CAU UGC UGU UUU CCAUUUCUG GUA G

61 H45A(-06+25) GCU GCC CAA UGC CAU CCU GGA GUU CCUGUA A

62 H45A(-12+19) CAA UGC CAU CCU GGAGUU CCUGUA AGAUAC C




