10

OZET

BEYIN KAYNAKLI NOROTROFiK FAKTOR (BKNF) ILE ILISKiLi
HASTALIKLARIN DOGAL ANTISENS TRANSKRIPTININ BKNF’YE INHIBISYONU
ILE MUAMELESI

Mevcut bulus, Bevyin kaynakla nérotrofik faktdrin (BKNE)
ekspresyonunu ve/ veya fonksiyonunu &zellikle de Beyin kaynakli
ndrotrofik faktérin (BKNEF) dodal antisens poliniikleotitlerini
hedefleyerek modiile eden antisens oligoniiklectitlerle ilgilidir.
Bulus ayrica bu antisens oligonliklectitlerinin tanimlanmasi ve
bunlarin BKNE ekspresyonu ile baglantili hastaliklarin ve

bozukluklarin mualemesinde kullanimlari ile ilgilidir.
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ISTEMLER

1. Terapdtik bir bilegik olarak kullanilmak {izere bir Beyin
kaynakli ndrotrofik faktdr (BKNF) dodal antisens transkriptini
hedefleyen bir antisens oligoniikleotiti olup, ©6zelligi; Dburada
oligonikleotitin Beyin kaynakla nérctrofik faktdrin (BKNE')
ekspresyonunu arttirmasi, burada dcdal antisens transkriptinin,
DIzI KIM. NO: 50-55'e sahip oligoniiklectitlerin haric tutulmasi
kosulu ile DIZI KIM. NO: 3-8'in herhangi birinde belirtilen niikleik

asit dizisine sahip olmasidir.

2. Beyin kavynakli ndrotrofik faktdr (BKNF) ile iliskili hastelik
veya bozukludun dnlenmesinde wveya mualemesinde kullanilmak lizere
bir Beyin kaynakli nérotrofik faktdr (BENF) dogal antisens
transkriptini hedefleyen bir antisens o©ligonikleotit olup,
6zellidi; burada adi gegen oligonilikleotitin, Beyin kaynakla
nérotrofik faktdrin (BKNF) ekspresyonunu arttirmasi, burada
hastalik wveva bozuklufun néro-otolojik hastalik wveya bozukluk,
isitme kaybi, Rett sendromu, Alzheimer hastalidi, sizofreni,
Huntington hastalidi, omurilik zedelenmesi, depresyon, bilissel
bozukluk, bipolar bozukluk, WAGR sendrcomu ve obeziteden olusan
gruptan seciliyor olmasi, burada dodal antisens transkriptin DIZI
KIM. NO: 50-55'e sahip oligoniiklectitlerin harig¢ tutulmasi kosulu
ile DIZI KIM. NO: 3-8'in herhangi birinde belirtilen ntikleik asit

dizisine szhip olmasidir.

3. Beyin kaynakli nérotrofik faktdr (BEKNF) ile iliskili bir
hastalik wveya bozuklujun &nlenmesi veya mualemesi ic¢in olan bir
ilacin imalatinda bir Beyin kaynakli nérotroefik faktér (BENF) dodal
antisens transkriptini hedefleyen bir antisens oligonikleotitin
kullanimi olup, 6zellidi; burada adi gegen oligoniukleotitin, Beyin
kaynakli nérotrofik faktdriin (BENF) ekspresyconunu arttirmasi,
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burada hastalik wveya rahatsizlidin ndro-otolojik hastalik veyva
bozukluk, igitme kaybi, Rett sendromu, Alzheimer hastaligi,
sizofreni, Huntington hastalidi, omurilik zedelenmesi, depresyon,
bilissel bozukluk, bipolar beozukluk, WAGR sendromu ve obeziteden
olusan gruptan se¢ilivor olmasi, burada dodal antisens transkriptin
DIZT KIM. NO: 50-55'e sahip oligontkleotitlerin hari¢ tutulmasi
kosulu ile DIZI KIM. NO: 3-8'in herhangi birinde belirtilen niikleik

asit dizisine sahip olmasidir.

4., Hasta hilicrelerinde wveya dokularinda Beyin kaynakli norotrofik
faktér (BENF) ekspresyonunu artirmak icin bir in witro yéntem olup,
ozellidi; sz konusu hiucrelerin veya dokularin bir Beyin kaynakli
nérotrofik faktér (BEKNF) dodal antisens transkriptini hedefleyen
bir antisens oligoniiklecotit ile temas ettirmeyi; bdylece Beyin
kaynakli norctrofik faktdrin (BKNF) ekspresyonunu arttirmayil
icermesi, burada dodal antisens transkriptin DIZI KIM, NO: 50-5%'e
sahip oligoniiklectitlerin hari¢ tutulmasi kesulu ile DIZI KIM. NO:
3-8'in herhangi birinde belirtilen niikleik asit dizisine sahip

olmasidair.

5. Istem 1 wveya 1Istem 2'ye gbre kullanim icin antisens
oligoniikleotit veya Istem 3'e gdre kullanim veya Istem 4'e gdre
bir véntem olup, dzellidi; burada antisens ocligoniilkleotitinin tek

iplikli olmasidir.

6. Istem 1 veya Istem 2'ye (gdre kullanim ig¢in antisens
oligoniikleotit veya Istem 3'e gdre kullanim veya Istem 4'e gdre
bir véntem olup, 6zellidi; burada antisens coligoniikleotitinin bir

SsiRNA bilesigi olmasidir.

7. Istemler 1, 2, 5 veva 6'dan herhangi birine godre kullanim icin

antisens oligoniikleotit veya Istem 3, 5 veya 6'dan herhangi birine
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gdre kullanim veya Istem 4 ila 6'dan herhangi birine gdre bir
yéntem olup, 6zellidi; burada antisens oligoniikleotitinin DIZT KIM.

NO: 16, 17, 19, 23, 24, 27, 29 ve 30'dan birini igeriyor olmasidir.

8. Istemler 1, 2 veya 5 ila 7'den herhangi birine gdére kullanim
icin antisens oligoniikleotit veya Istem 3 veya 5 ila 7'den herhangi
birine gére kullanim veya Istem 4 ila 7'den herhangi birine gdre
bir ydntem olup, &zellidi; burada bir Beyin kaynakli ndrotrofik

faktor (BKNF) ekspresyonunun en az %10 arttiriliyor olmasidir.

9. Tstem 1, 2 veya 5 ila 8'den herhangi birine gére kullanim ig¢in
antisens oligoniikleotit wveya Istem 3 veya 5 ila 8'den herhangi
birine gére kullanim veya Istem 4 ila 8'den herhangi birine gére
bir y&ntem clup, &zellidi; burada antisens oligonukleotitin ayrica
asadidakileri igeren hir wveya daha fazla modifikasyon igeriyor
olmasidar:
a. asagidakilerden seg¢ilen en az bir modifiye edilmis,
niikleositler arasi bad: bir fosforoticat, alkilfosfonat,
fosforoditiyoat, alkilfosfonotiyoat, fosforamidat, karbamat,
karbonat, fosfat triester, asetamidat, karboksimetil ester ve
bunlarain kombinasyonlari;
b. asagidakilerden secgilen en az bir moedifiye edilmis
niikleotid: bir peptit niukleik asit (PNA), bir kilitli ntukleik
asit (LNA), bir arabinc-nlkleik asit, bir analcg, bir tirev
ve bunlarin kembinasyonlari; veya
c. asafidakilerden segilen en az bir modifiyve edilmis seker
parcasi: bir 2'-O-metoksietil modifiye edilmis seker parcasi,
bir Z2'-metoksi modifive edilmis seker parcgasi, bir 2'-floro
modifiye edilmis seker parcasi, bir 2'-0O-alkil modifiye
edilmis seker pargasi, bir bisiklik seker pargasi ve bunlarin

kombinasyonlarzi.
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10. Bir antisens oligonitkleotit olup, &zelligi; istemler 1 ila
9'dan herhangi birinde tanimlanan bir antisens oligoniikleotitin

zelliklerine sahip olmasidar.

11. Istem 10'a gére antisens oligoniikleotiti olup, &zellidi; burada
antisens oligoniikleotitin uzunlugunun 10 ila 30 nlukleotid arasainda

olmasidair,

12, Tstem 10 veya TIstem 11'e gdre antisens oligoniikleotit olup,
5zelligi; burada antisens oligoniikleotitin, DIzZI KIM. NO: 3-8'den
segilen bir diziye sahip bir Beyin kaynakli nbrotrofik faktdr (BENFE)
dofal antisens transkriptinin bir tamamlayicisi ile en az %90711k

dizi ¢zdesligine sahip olmasidir.

13. Farmasdétik bir bilesim olup, 6zellidi; Istemler 10 ila 12'den
herhangi birine g&re en az bir antisens oligoniiklectiti wve
farmasdtik olarak kabul edilebilir kir eksipiyani ig¢eriyor

olmasidir.
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TARIFNAME

BEYIN KAYNAKLI NOROTROFIK FAKTOR (BKNF) ILE ILISKILI
HASTALIKLARIN DOGAL ANTISENS TRANSKRIPTININ BKNF’YE
INHIBISYONU ILE MUAMELESI

Tanim

BULUS ALANI

Aciklamanin &drnekleri, BKNF ve ilgili molekiillerin
ekspresyonunu ve/ veya fonksiyonunu modile eden

oligoniikleotitleri icgerir.

BULUSUN ARKAPLANT

DNA-RNA ve RNA-RNA  hibridizasyonu, DNA replikasvyonu,
transkripsiyocnu ve Lranslasyonunu igceren nikleik asit
fonksiyonunun bir¢ek yénil i¢in énemlidir. Hibridizasyon ayrica,
belirli bir nitkleik asidi saptayan va da ekspresycnunu
dedistiren c¢esitli teknolojiler ic¢in de merkezidir. Ornedin,
antisens nlkleotidleri, hedef RNA'yva hibridize ederek gen
ekspresyonunu bkozar, boylece RNA birlestirme, transkripsivon,
translasyon ve replikasyonu 1le etkilegsime girer. Antisens
DNA's1i, DNA-RNA hibritlerinin, c¢odu hiicre tipinde bulunan bir
aktivite olan riboniikleaz H'nin sindirilmesi icin bir substrat
g&revi gérdidll ilave bir &zellife sahiptir. Antisens molekiilleri,
oligodeoksinikleotitler (ODN'ler) idicin oldudu gibi, hlcreler
halinde wverilebilir wveya RNA molekiilleri olarak endojen
genlerden eksprese edilebilir. FDA (Amerikan Gida ve Ilac Kurumu)
yakin zamanda antisensin terapdétik fayda sadladidini gdsteren
bir antisens ilaci colan VITRAVENE™ 'yi {sitomegaloviris

retinitinin mualemesi igcin) onayladi.

WO 2010/093904 ve cnun ABD muadili US/ 2011/ 0319475, burada

belirtilen oligoniikleotitler kullanilarak modillasyon ig¢in bir



10

15

20

25

30

hedef olarak BENF'yi igerir. DoJal antisens hedefleri ve bu gibi
hedefleri tamamlayan ve BENF 1ile 1lgili hastaliklarin ve
durumlarin mualemesi ile 1liskili arastirmalarda kullanilmak
veya hastali§di:i mualeme etmek igin BENF protein ekspresyonunu
modille eden vyeni gelistirilmis oligoniikleotitlere vyénelik

slirekli bir gelisime ihtiyacg¢ vardair.

BULUSUN OZETI

Mevcut bulus istemlerle tanimlanmistir. Bulusu olusturan
mevcut aciklamanin bu yénleri / drnekleri, istemler tarafindan

tanimlanmaktadair.

Bu Ozet, aciklamanin nitelidini ve iceridini kisaca belirtmek
i¢in ag¢iklamanin bir ©&zetini sunmak amaciyla sadlanmistir.
Istemlerin kapsamini veya anlamini yorumlamak veya

sinirlandirmak i¢in kullanilmayacadi anlayisiyla sunulmustur.

Bir &6rnekte, aciklama, dodal antisens transkriptinin eyleminin,
dogal antisens transkriptin herhangi bir bdlgesine hedeflenen
antisens oligonitkleotit (ler) kullanilarak, memeli
organizmalarinda karsilik gelen BEKNF sens geninin yukari-
regiilasyonu ile sonug¢lanarak inhibe edilmesine yénelik ydntemler
sadlar. Burada, burada aciklanan dofal antisens transkriptlerin
inhibisyonunun, mevcut aciklamanin kapsaminda cldudu disiiniilen
S1iRNA, ribozimler ve kucluk molekilller ile

gercgeklestirilebilecedi de disiunilmektedir.

Bir drnek, in wvivo veya in vitro olarak hasta hilicreleri veya
dokulara, stz konusu biyolojik sistemin veva s&z  konusu
hilcrelerin veva dokularin, vaklasik 5 ila vyaklasik 30 nikleotid
uzunlugunda bir antisens oligoniikleotit ile temas ettirilmesini
igeren, burada adi ge¢en oligoniikleotitin, DIZT KIM NO: 3'in 1
ila 1279 veya DIZI KIM NO: 4'4n 1 ila 1478 veya DIZI KIM NO:
5'in 1 ila 1437 veya DIZI KIM NO: 6'nin 1 ila 2322 vevya DIZI KIM
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NO: 7'nin 1 ila 2036 veya DIZI KIM NO: 8'in 1 ila 2364 veya DIZI
KIM NO: 8'un 1 ila 3136 veya DIZI KIM NO: 10'un 1 ila 906 veya
DIzI KIM NO: 11'in 1 ila 992 arasindaki niikleotitler arasinda 5
ila 30 ardisik niiklectit igeren bir peolintklectitin ters
komplementine en az %50 dizi Ozdesligine sahip oldugu, bdylece,
DIZT KIM NO 50-55'e sahip oligoniikleotitlerin hari¢ tutulmasiyla,
sz konusu hasta hicreleri veya dokulari in vivo veya 1in vitro
iceren sdz konusu bivoloijik sistemdeki BENF poliniikleotidinin
fonksiyonunu ve/ veya ekspresyonunu modile ettidi, bunlar dahil
ancak bunlarla sinirli olmayan biyolojik sistemlerde bir BKNF
polintiklectidinin fonksiyonunu ve/ veyva ekspresyonunu modiile

etmek ig¢in bir ydntem sadlar.

Bir Ornekte, vyukarida Dbelirtilen bir oligonlikleotit bkizr
biyoclojik sistemde mevcut olan BKNF poliniikleotitlerinin dogal
bir antisens dizisini, &rnedin DIZT KIM NO: 3 ila 11'de
belirtilen niikleotitleri ve bunlara ait wvaryantlari, alelleri,
homologlari, mutantlari, tirevleri, fragmanlari ve tamamlayici
dizileri hedefler. Bu tir antisens oligoniikleotitlerin &rnekleri

DIZI KIM NO: 12 ila 49 olarak verilmistir.

Bir baska &rnekte, ag¢iklama, biyclojik bir sistemdeki bir BENFEF
polinikleotidinin fonksiyonunu veva ekspresyonunu modille etmek
icin bahsedilen biyolejik sistemi, DIZI KIM NO: 3'iin 1 ila 1279
veya DIZI KIM NO: 4'in 1 ila 1478 veya DIZI KIM NO: 5'in 1 ila
1437 veya DIzZT KIiM NO: 6'nin 1 ila 2322 veya DIzl KIM NO: 7'nin
1 ila 2036 veya DIZT KIM NO: 8'in 1 ila 2364 veya DIZT KIM NO:
9'un 1 ila 3136 veya DIZT KIM NO: 10'un 1 ila 906 veya DIZT KIM
NO: 11'in 1 1ila 992 niUkleotitleri arasindan 5 ila 30 ardisik
nikleotit igeren BENF peclinikleotitinin dodal bir antisens
transkriptini hedefleyen en az bir antisens oligoniikleotit ile
temas ettirmeyi, bdylece sdz konusu biyolojik sistemdeki BKNF
polintkleotidinin fonksiyonunu ve/ veya ekspresyonunu modile

etmeyl iceren bir y&ntemi icgerir.
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Bir baska ornekte, aciklama, biyclojik bir sistemdeki bir BENF
poliniikleotidinin fonksiyonunu veyzs ekspresyonunu modiile etmek
icin bahsedilen biyolojik sistemin DIZI KIM NO: 3’'in 1 ila 1279
veya DIZI KIM NO: 4'in 1 ila 1478 wveya DIZI KIM NO: 5'in 1 ila
1437 veya DIZT KIM NO: 6'nin 1 ila 2322 veya DIZT KIM NO: 7'nin
1 ila 2036 veya DIZT KIM NO: 8'in 1 ila 2364 veya DIZT KIM NO:
9'un 1 ila 3136 veya DIZI KIM NO: 10'un 1 ila 906 veya DIzl KIM
NO: 11'in 1 ila 9292 nikleotitleri arasindan 5 ila 30 ardaisik
niilkleotit 1g¢eren BENF pclintkleotitinin bkir dogal antisens
transkriptinin bir bélgesini hedefleyen en az bir antisens
oligoniikleotit ile temas ettirilmesini, béylece sdz konusu
bivoclojik sistemdeki BEKNF poliniikleotidinin fonksiyvonunu ve/

veya ekspresyonunu modliile etmeyi igeren bir ydntemi icerir.

Rir érnekte, ac¢iklama, biyolojik bir sistemde DIZT XKIM NO:1 ve
2've sahip bir BKNF polintkleotidinin fonksiyonunu ve/ veva
ekspresyonunu arttirmak icin bahsedilen bivyolojik sistemin, DIZI
KIM NO: 3'iin 1 ila 1279 veya DIZI KIM NC: 4'tin 1 ila 1478 veya
DIzZI KIM NO: 5'in 1 ila 1437 veva DIZI KIM NO: 6'nin 1 ila 2322
veya DIZI KIM NO: 7'nin 1 ila 2036 veya DIZI KIM NO: 8'in 1 ila
2364 veya DIZI XKIM NO: 9'un 1 ila 3136 veya DIZI KIM NO: 10'un
1 ila 906 wveya DIizZiI KIM NO: 11'in 1 ila 992 ntkleotitleri
arasindan 5 ila 30 ardigik niikleotit iceren, s&z konusu BEKNFE
polinikleotidinin dodal bir antisens transkriptini hedefleyen en
az bir antisens oligoniikleotit ile temas ettirilmesini, bdylece
sdz konusu BKNF poliniikleotidinin veya bunun ekspresyon lUrininin
fonksiyonunu ve/ veya ekspresyonunu arttirmayil igeren bir yontem

icerir.

Bir baska drnekte, ag¢iklama, biyolojik bir sistemde DIZI XIM
NO:1 wve 2'ye sahip bir BENF peclinfiklecotidinin fonksiyonunu ve/
veya ekspresyonunu arttirmak ig¢in séz konusu biyolojik sistemin,
56z konusu BKNF poliniklectitinin dogal bir antisens
transkriptini hedefleyen en az bir antisens cligoniikleotit ile

temas ettirilmesini, bévlece, dofal antisens transkriptlerinin



10

15

20

25

30

DIzI KIM. NO: 3 ila 1ll’den secildi&i durumda, adi gecen BEKNF
poliniikleotidinin veya bunun ekspresyon Urininin fonksiyonunu

ve/ veya ekspresyonunu arttirmaylr igeren bir ydéntemi igerir.

Bir baska drnekte, acgiklama, biyolojik bir sistemde DIZI KIM,
NO:1 wve 2'yve sahip bir RENF peclintklectidinin fonksiyonunu ve/
veya ckspresyonunu arttirmak ig¢in séz konusu biyolojik sistemin,
bahsedilen BKNF poliniikleotitinin dogal bir antisens
transkriptini hedefleyen en az bir antisens oligonikleotit ile
temas ettirilmesini, bdylece, sdz konusu BKNF poliniikleotidinin
veya bunun ekspresyon Urininin fonksiyonunu ve/ veya
ekspresyonunu artirmayl iceren bir yvéntemi icerir, burada dofal
antisens transkriptler DIZI KIM. NO: 3 ila 11 arasindan secilir
ve burada antisens oligonikleotitler DIZI KIM. NO: 12 ila 4%’ un

en az birinden seg¢ilir.

Bir ¢&rnekte, bir bilesim, sens ve/ veya antisens BENF
poliniikleotidlerine baglanan bir wveya daha fazla antisens
oligonikleotit icerir.

Bir &rnekte, oligenikleotitler bir veya daha fazla modifiye

edilmis veya ornatilmis niikleotit igerir.

Bir &rnekte, oligoniikleotitler bir wveya daha fazla modifivye

edilmis bad icerir.

Yine baska bir Ornekte, modifiye edilmis niikleotitler,
fosforotiyoat, metilfosfonat, peptit nltkleik asitleri, 2'-0-
metil, floro- wveva karbon, metilen vevya dider kilitli nikleik
asit (LNA) molekiillerini igeren modifiye bazlari igerir.
Tercihen, modifiyve edilmis nilklecotitler, «-L-LNA dahil olmak

iizere kilitli niikleik asit molekiilleridir.

Bir ornekte, cligonilkleotitler bir hastaya deri alti, kas ici,

damar ig¢i wveya periton ig¢i olarak uygulanir,
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Bir <&rnekte, cligoniiklectitler bir farmasétik bilesimde
uygulanir. Bir mualeme rejimi, antisens bilesiklerinin en az bir
kez hastaya uygulanmasini i¢erir; bununla birlikte, bu mualeme
bir siire boyunca g¢oklu dozlar icerecek gekilde modifivye
edilebilir. Mualeme bir veya daha fazla baska tipte mualeme ile

birlestirilebilir.

Bir &rnekte, oligonlkleotitler bir lipozom ig¢inde kapsiillenir
veya bir tasiyici molekile (&rn., Kolesterol, TAT peptid)

baglanir,

Bir O&rnekte, mevcut ac¢iklama, bir BENEF pclintikleotidinin
ekspresyonunu modiile etmek icin dodal antisens transkriptlerini
(NAT) hedefleyen oligonilkleotitler olarak DIZT KIM, NO: 50-55"in
kullanimini igerir, burada ady gegen dcgal antisens
transkriptleri, DIZI KIM. NO: 3 ila 1l'den olusan gruptan secilir.
Bir baska Ornekte, mevcut aciklama, bir BKNF poliniikleotidinin
ekspresyonunu modille etmek icin dofal antisens transkriptlerini
(NAT) hedefleyen oligoniikleotitler olarak DIZI KIM. NO: 50-55"in
kullanimini igerir, hurada adi gegen dogal antisens
transkriptleri, DIZI KIM. NO: 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10 ve 1l’'den

olusan gruptan secilir.

Diger yobnler altta agiklanmistir.

CiZIMLERIN KISA ACIKLAMASI

Sekil la-e, sens mRNA ve proteinin antisens aracili
dizenlemesini gdstermektedir. Sekil 1la, BENF-AS transkriptinin
Odrtiismeyen bélgelerine hedeflenen ¢ sSiRNA oligeonlkleotiti ile
birkag insan wve fare hilcre hattinin transfeksiyonundan sonra,
BENF transkriptinin demonte olmasinin ve yukari regiilasyonunun
meydana geldidini gdstermektedir. Sekil 1lb, hem BKNF hem de BKNE-

AS transkriptlerinin endojen ekspresvonunda BENF-AS hedefli
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siRNA'nin uygulanmasindan sonra slUre¢ c¢alismasi verilerini
gbstermektedir. Veriler, BKNF-AS'nin, bir zaman dilimi boyunca
asadl reglile edildigini ve daha sonra BKNF ekspresyonunun yukari
regile edildigini ve geri déndirilebilir oldudunu gdstermektedir.
Sekil 1c, ELISA ile 6lcilen BEKNF proteininin, BENF-AS
transkriptini hedefleyen 1iki siRNA ile anlamli bir sekilde
arttidini, ancak karistirilmis siRNA'lar veya hedeflenmeyen bir
koentrol siRNA ile artmadidini gdstermektedir. Sekil 1d, ELISA
ve/ veya western blotlama kullanilarak, gesitli siRNA'larin
uygulanmasini takiben BKNF 'nin protein geviyelerini
gbstermektedir, Sekil le, hazirlik kontroli ile
karsilastirildifinda oligoniikleotitin (10712 ila 10-° M) artan
konsantrasyonlarina Kkiyasla BKNF'nin kat dedisim vyilizdesini

gbstermektedir.

Sekil 2, Bknf vyukari regillasyonunun néronal blyimeyi
arttirdigini gdstermektedir,.

Sekil 3, Bknf-AS'nin in vivo Bknf mRNA ve proteinini regiile
ettidini gdstermektedir.

Sekil 4, 1in wvivo olarak Bknf-AS'nin blcke edilmesinin
néronal hayatta kalma ve proliferasyonda bir artisa neden
oldugunu gdostermektedir.

Sekil 5 BKNF mRNA yukari regililasycnuna sebep clan BKNF-AS
dementesini gtstermektedir.

Sekil 6, Bknf ekspresyonunun Posttranskripsiyonel
regllasyonunu gdostermektedir.

Sekil 7, insan BENF-AS transkriptinin hBKNFAntagoNAT ile
inhibisyonunu gdstermektedir.

Sekil 8, AntagoNATler tarafindan N2a hiicrelerindeki fare
Bknf-AS transkripsivonunun inhibisvonunu gbstermektedir.
Sekil 9, BEKNF-AS demontesinin, ne TrkB sevivesini ne de
BKNF komsu genlerin (Let7C wve KIF18A) her 1iki yonde de
degistirmedidini gdstermektedir: LIN7C ve KIF18A, sirasiyla
BENF'nin 3’ asadi akis yéninde ve 5' yukari akis yéniinde

bulunan genlerdir.
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Dizi Listesi Tanimi: DIzI KIM. NO: 1: Homo sapiens Beyin
kaynakli ndrotrofik faktdr (BKNF), transkript varyanti 3, mRNA.
(NCBI Erisim No.: NM 170735); DIzl KIM. NO: 2: Ev Faresi beyin
kaynakli noérotrofik faktdér (Bknf), transkript varyanti 1, mRNA
(NCBI Erigim No .: NM 007540); DIizI KIM. NO: 3: Dogal BKNF
antisens dizisi (transkript varyanti BT1A; NR 033313.1); DIzl
KIM. NO: 4: Dogal BKNF antisens dizisi (transkript varyanti BT2A;
NR 033314.1); bDIzI KIM. NO: 5: Dogal BKNF antisens dizisi
(transkript varyanti BT1B; NR 033315.1); DIzI KIM. NO: 6: Dogal
BKNF antisens dizisli (transkript varyanti BTZ2B; NR 002832.2);
DIZT KIM. NO: 7: Dodal BKNF antisens dizisi (transkript varyanti
BT1C; NR 033312.1); DIzl KIM. NO: 8: Dogal BKNE antisens dizisi
(BKNF-AS varyanti); DIzZI KIM. NO: 9: DoJal BENF antisens dizisi;
DIZI KIM. NO: 10: Fare dofal BKNFE antisens dizisi (Fare BKNF-AS
varyanti 1); DIZI KIM. NO: 11: Fare dogal BKNF antisens dizisi
(Fare BEKNF-AS varyanti 2); DIZI KIM. NO: 12 ila 55: Antisens
oligoniikleotitler; DIZI KIM. NO: 56 ila 59: sirasiyla 12 ila 15
antisens oligoniikleotitlerinin ters tamamlayicisi; DIZI KIM. NO:
60 ila ©4: sirasivyla antisens oligonlUkleotitleri 42 ila 46'nin
ters tamamlayicisi; DIZI KIM. NO: 65 ve 66: Deney dizileri. LNA
(2'-0, 4'-C metilen kilitli nikleik asit): + A* wveya + T* vevya
+ C* veya + G*; 2'OM (2'-O-metil): mU* veya mA* veya mC* veya
mG*; PS5 (fosfotivoat): T* veya A* veva G* vevya c*; RNA: rU vevya

rA veva rG veya rC.

BULUSUN AYRINTILI ACIKLAMASI

Aciklamanin ¢gesitli ydnleri, drnekleme igcin &rnek uygulamalara
referansla asagida tarif edilmistir. Ag¢iklamanin tam olarak
anlasilmasini salamak dic¢in ¢ck sayvida belirli detavin,
iliskinin ve vyodntemin ortaya konuldudu anlasilmalidir. Bununla
birlikte, 1ilgili teknolcojide siradan uzmanlida sahip biri,
agiklamanin, bir veya daha fazla spesifik ayrinti olmadan veya
baska yoéntemlerle uygulanabilecedini kolayca anlayacaktir.

Mevcut agiklama, bazi evlemlerin farkli dizenlerde wve/ veya
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dider evlemlerle veya olaylarla birlikte gerceklesebilecedinden,
eylemlerin wveya olaylarin siralanmasiyla sinirli dedildir.
Ayrica, gbsterilen tim eylemlerin wveya olaylarin, mevcut

aciklamaya gdre bir metcdolojiyi uygulamasi gersekmez.

Burada ag¢iklanan tim genler, gen isimleri wve gen irinleri,
burada aciklanan bkilegsimlerin wve vydntemlerin gecerli oldudu
herhangi bir tiirden homologlara karsilik gelmektedir.
Dolayisiyla, terimler, insanlar ve farelerden gelen genleri ve
gen Urunlerini ig¢erir, ancak bunlarla sinirli degildir. Belirli
bir tiirden bir gen veya gen irinil agiklandidinda, bu acgiklamanin
sadece 0Ornek olmasi amaclanmigtir ve gdriildidii baglam acikcga
belirtmedikc¢e bir sinirlama olarak yorumlanmamalidir. Bu nedenle,
drnedin, bazi durumlarda memeli nlkleik asit wve aminc asit
dizileri 1ile 1l1gili olan burada ag¢iklanan genlerin dider
memeliler, baliklar, amfibiler, slringenler wve kusgslar dahil
ancak bunlarla sinirli olmamak iizere diJer hayvanlardan homolog
ve/ veya ortoleg genlerini wve gen {irinlerini kapsamasi
amaclanmistir. Bir &rnekte, genler veya nilkleik asit dizileri

insandir.

Tanimlar

Burada kullanilan terminoloji sadece belirli &rnekleri
tanimlamak icindir Ve aciklamanin sinirlandirilmasi
amaclanmamistir. Burada kullanildidar sekliyle, "bir" wve "bu"
tekil formlari, baglam acikca aksini gOstermedikge c¢odul
formlari da kapsamaktadir. Ayrica, "dahil", "igerir"™, "sahip",
"vardir", "ile" wveya bunlarin wvaryasyonlarinin kapsami detayli
tarif ve/ veya istemlerde kullanilir, bu tir terimlerin "igeren"

terimine benzer bir sekilde dahil edici olmasi amaglanir.

"Yaklagik" veya “takribi” terimi, teknikte siradan deneyime
sahip bir kisinin belirledigi belirli bir deder ig¢in kabul

edilebilir bir hata araligi anlamina gelir; bu, kismen dederin
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nasil &lcildidune veya belirlendidine, vani &lg¢um sisteminin
kisitlamalarina badli olacaktir. Ornedin, "vyaklasik" ifadesi,
teknikteki uygulamaya gdre 1 veya 1’den daha fazla standart sapma
dahilinde olabilir. Alternatif clarak, "vaklasik"™,% 20'ye kadar,
tercihen %10'a kadar, daha tercihen % 5'e kadar ve daha tercihen
verilen dederin yine %1'ine kadar bir deder anlamina
gelebilmektedir. Alternatif olarak, bzellikle biyolojik
sistemlere wveya isgslemlere iliskin clarak, terim, bkir dederin,
tercihen 5 kat ve daha tercihen 2 katlik bir bluyiklik sirasi
dahilinde anlamina gelebilir. Uygulamada ve istemlerde belirli
degerlerin tarif edildigi vyerlerde, aksi belirtilmedikcge,
belirli bir deer icin kabul edilebilir bir hata aralidanda

"yaklasik" anlaminin kabul edilmesi gerekir.

Rurada kullanildigir sekliyle, "mRNA"™ terimi, hedeflenmis bir
genin bilinen mRNA transkript(ler)i wve izah edilebilen baska

transkriptler anlamina gelir.

"Antisens oligonlUkleotitleri™ wveya "antisens bilegidi" ile,
baska bir RNA'ya veya DNA'va (hedef RNA, DNA) baglanan bir RNA
veya DNA molekiili  kastedilmektedir. Ornedin, bir  RNA
oligoniikleotiti ise, RNA-RNA etkilesimleri wvasitasiyla baska bir
RNA hedefine baflanir ve hedef RNA'nin aktivitesini dedistirir.
Bir antisens oligonikleotit, belirli Dbkir poliniikleotitin
ekspresyonunu ve/ veya fonksiyonunu yukari wveya asagi reglle
edebilir. Tanim, terapédédtik, tanisal veya baska bir bakis
agisindan faydali olan herhangi bir vyabanci RNA wveya DNA
melekiiliinil kapsamaktadir. Bu tiir molekiiller, ornedin, antisens
RNA veya DNA molekilleri, interferans RNA (RNA1), mikro RNA,
sahte RNA molekiilleri, siRNA, enzimatik RNA, terapdtik dizenleme
RNA ve agonist ve antagonist RNA, antisens oligomerik bilesikler,
antisens oligontkleotitler, harici kilavuz dizisi (EG3)
oligoniukleotitleri, hedef nilkleik asidin en azindan bir kismina
hibritlenen alternatif ekleyiciler, primerler, problar ve dider

oligomerik bilesgsikleri kapsar. Bu sekilde, bu bilesikler, tek
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iplikli, cift iplikli, kismen tek iplikli wveya dairesel

oligomerik bilesikler formunda eklenebilir.

Bu aciklama badlaminda, "oligoniklectit" terimi, bir oligomer
veya ribonltkleik asit (RNA) veya deoksiriboniikleik asit (DNA)
veya bunlarin mimetiklerinin polimerini ifade eder.
"Oligoniikleotit" terimi ayrica, deoksiriboniikleositler,
riboniikleositler, bunlarin ornatilmis ve alfa-anomerik formlarai,
peptit nikleik asitleri (PNA), kilitli niikleik asitleri (LN&),
fosforotioat, metilfosfonat wve benzerleri dahil o¢lmak {lzere
dodal ve/ wveya modifiye edilmis monomerlerin veva bkadlarin
dodrusal veya dairesel oligomerlerini de icerir.
Cligoniikleotitler, bir hedef poliniikleotite spesifik olarazk,
Watson-Crick tipi baz eslestirmesi, Hoogsteen vwveya ters
Hoogsteen baz eslestirmesi tiirleri veya benzerleri gibi dizenli

bir monomer-mcnomer etkilesimi modeli ile badlanabilir.

Cligoniikleotit "kimerik"™ olabilir, vyani farkli bé&lgelerden
olusur. Bu ag¢iklama baflaminda "kimerik" bilesikler, iki veya
daha fazla kimyasal bdlge, Ornegin DNA bdlgesi (bdlgeleri), RNA
bdlgesi (bélgeleriy, PNA bdlgesi {(hbolgeleri) vh. igeren
oligonikleotitlerdir. Her kimyasal bélge, bir oligoniikleotit
bilesidi durumunda en az bir monomer biriminden, vani bir
nikleotitten olusur. Bu oligoniikleotitler Tipik olarak,
oligoniikleotitin bir vya da daha fazla arzu edilen &zelligi
sergilemesi 1i¢in modifiye edildidi en az bir bdélge igerir.
Cligoniikleotitin arzu edilen dzellikleri arasinda, ancak sinirli
olmamakla birlikte, nitkleaz bozunumuna karsi arttirilmis direncg,
arttirilmis hilcre alimi ve/ veya hedef nilikleik asit ig¢in
arttirilmis badlanma afinitesi bulunur. Oligoniikleotitin farkla
bdlgeleri bu nedenle farkli dzelliklere sahip olabilir. Mevcut
agliklamanin kimerik oligoniikleotitleri, yukarida tarif edildigi
gibi 1iki wveya daha fazla oligonikleotit, modifive edilmis
oligoniikleotit, oligoniklecsit ve/ vevya oligoniikleotit

analoglarinin karisik yapilari olarak clusturulabilir.
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Oligoniikleotit Mkayit" a baglanabilen bélgelerden, vyani
moncmerler dodal DNA'da oldudu gibil ardisik clarak badlandidinda
vevya aralayicilarla baglandidinda olusturulabilir.
Aralayicilaran boélgeler arasinda bir kovalent "képra”
olusturmasi ve tercih edilen durumlarda yaklasik 100 karbon
atomunu asgmayan bir uzunluda sahip olmasi amacglanmistir.
Aralavyicilar farkli islevler tasivabilir, drnedin, pozitif veva
negatif yike sahip olmasi, Gzel nikleik asit baglama
dzelliklerini (ara parg¢alar, oluk baglayicilar, toksinler,
fliicroforlar vb.) tasimasi, lipefilik olmasi, &rnedin alfa-
helisleri indiklevyen alanin iceren peptidler giki &zel ikincil

yapilari indiikliyor olmasi gibi.

Burada kullanilan "BKNF" ve "Beyin kaynakli nérotrofik faktor",
tiim aile iiyelerini, mutantlari, alelleri, fragmanlari, tilrleri,
kodlayvan wve kodlayici olmayan dizileri, sens ve antisens

poliniikleotit ipliklerini, vb. igerir.

Burada kullanilan "Beyin kaynakli nérotrofik faktdr", "Beyin-
kaynakli ndrotrofik faktor™ ve BENFE sdzciikleri, literatiirde ayni

kabul edilir ve mevcut basvuruda birbirinin yerine kullanilair.

Burada kullzanilan "oligcnikleotit spesifik™ veya "hedefleyen
oligoniikleotit™ terimi, (1} hedeflenen genin bir kismi ile
stabil bir kompleks olusturabilir veya (il) hedeflenen genin bir
mRNA  transkriptinin bir kismi ile stabil bir dupleks
olusturabilir bir dizive sahip olan bir oligoniikleotite karsilik
gelir. Komplekslerin ve duplekslerin stabilitesi, teorik
hesaplamalar wve/ wveya 1n vitrec deneylerle belirlenebilir.
Hibridizasyon komplekslerinin wve duplekslerinin stabilitesini
belirlemek icin Ornek deneyler, asagidaki Orneklerde
aciklanmaktadir.

Burada kullanildigi: sekliyle "hedef niikleik asit" terimi, bu

DNA'dan kopyalanan DNA, RNA (premRNA ve mRNA'yi icerir) ve ayrica
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bu tir RNA, kodlayan, kodlavici o¢lmayan diziler, sens veya
antisens poliniikleotidlerden tiretilen ¢DNA'yi kapsar. Bir
oligomerik bilesidin hedef niikleik asit ile spesifik
hibridizasyonu, niikleik asidin normal fonksiyonu ile etkilesime
girer. Bir hedef niikleik asidin fonksiyonlarinin dzellikle buna

hibritlenen bu bilegsimlerle bu modillasyonu, genellikle

"antisens" olarak adlandairilir. Midahale edilecek DNA'nin
iglevleri, ©drnedin, replikasyon ve transkripsiyvonu icerir.
Miidahale edilecek RNA'nin fonksiyonlarz, 6rnedin, RNA'nin

protein translasyenu, RNA'dan proteinin translasyconu, bir veya
daha fazla mRNA tiirii iiretmek igcin RNA'nin eklenmesi ve RNA’'vya
baglanabilen wveya RNA tarafindan kolaylastairilabilen katalitik
aktivite gibi tim son derece Snemlil fonksiyonlari igerir. Hedef
nikleik asit fonksiyonu ile bdyle bir etkilesimin genel etkisi,
kaodlanmis bir Urinin veya oligonikleotitlerin ekspresyonunun

modiilasyonudur.

RNA interferansi "RNAi", "hedef™ niikleik asit dizilerine,

dizivye O0zgld homolojive sahip gift iplikli RNA (dsRNA)

molekiilleri tarafindan aracilik edilir. Mevcut acgiklamanan
belirli drneklerinde, aracilar, 5-25 nitkleotit "kiiciik
interferanslai"® RNA dupleksleridir (siRNA'lar}) . giRNA'lar,

dsRNA'nin Dicer olarak bilinen bir RNaz enzimi ile islenmesinden
elde edilir. S1RNA dupleks {rinleri, RISC (RNA Uyarimli
Susturucu Kompleks) olarak adlandirilan bir multi-protein siRNA
kompleksine eklenir. Herhangi bir &zel teori ile sinirlanmak
istenmemekle birlikte, bir RISC'nin, bir hedef niikleik aside
(uygun sekilde mRNA) vydnlendirildid&ine inanilmaktadir, burada,
siRNA dupleksi, bir katalitik tarzda bsélunmeye aracilik etmek
i¢in diziye &zel bir sekilde etkilegmektedir. Mevcut ag¢iklamaya
uygun olarak kullanilzabilen kiiclik interferansla RNA'lar,
teknikte ivyi bilinen ve siradan kabiliyeti clan zanaatkara asina
olacak colan prosediirlere g&re sentezlenebilir ve kullanilabilir.
Mevcut acgiklamanain yontemlerinde kullanim igin kiiciik

interferansli RNA'lar uygun olarak yaklagsik 1 ila vaklasik 50
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nikleotit (nt) igerir. Sinirlayica clmavyan asamalarin
Srneklerinde, siRNA'lar vyaklasik 5 ila yaklasik 40 nt, vaklasik
5 ila yaklasik 30 nt, vyaklasik 10 ila vyaklasik 30 nt, yaklasik
15 ila yaklasik 25 nt wveya vyaklasik 20 ila 25 nikleotit

igerebilir.

Uygun oligonikleotitlerin segimi, niikleik asit dizilerini
otomatik olarak hizalavan wve kimlik wveva homoloji b&lgelerini
gbsteren bilgisavar programlari kullanilarak kolaylastirilir. Bu
tir programlar, &rnedin GenBank gibi veritabanlarini arastirmak
veya PCR iiriinlerini saralamak suretiyle elde edilen nilkleik asit
dizilerini karsilastirmak icgin kullanilir. Bir dizi tiirden
nitkleik =zasit dizilerinin karsilastirilmasi, tilrler arasinda
uygun bir kimlik derecesi sergileyen niikleik asit dizilerinin
se¢ilmesine izin verir., Dizilemeyen genler durumunda, hedef
tirler wve diger tlirlerdeki genler arasindaki ozdesglik
derecesinin belirlenmesini sadlamak icg¢in Scuthern blot yapilir.
Teknikte iyi bilindigdi gibi, dedisik derecelerdeki sikilikta
Southern blot ydntemleri gerceklegtirerek, vaklasik bir kimlik
Hlglisti elde etmek mimkindiir. Bu prosedirler, kontrol edilecek
bir denekte hedef nilkleik asit dizilerine  yiiksek  bir
tamamlayicilik derecesi ve dider tirlerde karsilik gelen nikleik
zgit dizilerine daha diisiik  bir tamamlayicilik derecesi
sergileyen oligonilklecotitlerin secg¢ilmesine izin verir. Teknikte
uzman bir kisi, mevcut ac¢iklamada kullanim i¢in uygun gen
bélgelerinin sec¢ilmesinde kayda defer bir genislik oldudunu fark

edecektir.

"Enzimatik RNA" i1le enzimatik aktiviteye sahip bir RNA molekiilQ
kastedilmektedir. (Cech, (1988) “J. American, Med. Assoc.” 260,
3030-3035). Enzimatik nilkleik asitler (ribozimler), bir hedef
RNA'yva ilk baglanma ile etki eder. Bu badlanma, hedef RNA'y1
parcalamak idUzere hareket eden molekiliin bir enzimatik kismina
yakin bir vyerde tutulan bir enzimatik nlkleik asidin hedef

baflama kismi boyunca gerceklesgir. Bu nedenle, enzimatik niikleik
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asit, 1lk olarak, bir hedef RNA'yili tfanir ve baz esleme yoluyla
baglanir ve bir kez dodru yere badlandiginda, hedef RNA'yi kesmek

i¢in enzimatik olarak hareket eder.

"Sahte RNA", bir ligand ig¢in dodal baglanma alanini taklit
eden bir RNA molekiill anlamina gelir. Bu nedenle, sahte RNA,
belirli bir ligandin badlanmasi ig¢in dogal badlama hedefi ile
rekabet eder. Ornedin, HIV trans-aktivasyon tepkisinin (TAR)
RNA'nin asiri ekspresyonunun "sahte" clarak etki gdsterebildigi
ve HIV tat proteinini etkili bir sgekilde badlayabildigi ve
béylece HIV RNA'sinda kodlanan TAR dizilerine bkaglanmasinin
dnlendigi gésterilmistir. Bunun belirli bir 8drnek olmasi gerekir.
Teknikte wuzman kisiler bunun bir &rnek oldudunu ve diJer
asamalarin teknikte genel olarak bilinen teknikleri kullanarak

kolaylaikla liretilebildigini fark edeceklerdir.

Burada kullani1ldidi sekliyle "monomerler" terimi tipik olarak
fosfodiester baglari wveya bunlarin analoglara: ile badlanan
moncmerlerin, birkac¢ monomerik {Uniteden, Ornedin vaklasik 3-4
ila vaklasik vylzlerce monomer birimden bluyiklikte dedisen
oligoniikleotitleri olusturdudunu gbsterir. Fosfodiester
baglantilarinin analoglari asagidakileri icerir: asadida daha
ayrintila olarak tarif edildigi Uzere fosforotioat,
fosforoditicat, metilfosfinatlar, fosforoselencat, fosforamidat

ve benzerleri.

"Niikleotid" terimi dodal olarak meydana gelen nikleotitlerin
vanl sira dodal olmavan vollarla mevydana gelen nlikleotidleri de
kapsar. Daha &nce "dodal olmayan yollarla mevdana gelen" olarak
kabul edilen ¢esitli niikleotidlerin, daha sonra dodada bulunmus
oldudu teknikte uzman kisilerce acikeca anlasilmalidir.
Dolayisiyla "nikleotitler" sadece bilinen purin ve pirimidin
heterosiklikleri igeren molekiilleri degdil, ayni zamanda
heterosiklik analoglari ve tautomerlerini de igerir. Dider

nikleotit tiplerinin tanimlayici ©&rnekleri, adenin, guanin,
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timin, sitozin, urasil, plurin, ksantin, diaminopurin, 8-okso-
Ne-metiladenin, 7-deazaxanthine, 1-deazaguanin, N4, N4 -
etanositosin, N6, Né-etano-2, 6-diaminopurin, 5S-metilsitozin, 5-
(C3-Co) -alkinilsitozin, 5-florourasil, S5-bromourasil,
psbdoizositosin, ?-hidrcksi-5-metil-4d-triazolopiridin,
izositozin, izoguanin, inosin ve Benner ve arkadaslari, ARD
Patenti No. 5,432,272'de tarif edilen "dogal olmayan yollarla
meydana gelen™ nilkleotitler iceren niikleotitlerdir. "Nikleotit"
terimi, bu O6rneklerin her birini ve bunlarin analoglarini ve
tautomerlerini kapsayacak sekilde tasarlanmistir, Ozellikle
ilging nitkleotidler, insanlarda terapdtik ve diagnostik uygulama
ile iligkili olarak dodal olarak olusan nlukleotitler olarak
kabul edilen adenin, guanin, timin, sitozin wve urasil
igerenlerdir. Nikleotidler, &rnedin Kornberg wve Baker, DNA
Replikasyonu, 2. Baskida (Freeman, San Francisco, 1992) tarif
edildigi gibi dogal 2'-deoksi ve 2'-hidroksil gekerlerin vyani

sira bunlarin analeglarini icgerir.

Nukleotitlere referansla "analoglar", medifiyve edilmis baz
kisimlarina wve/ wveya modifiye edilmig seker kisimlarina sahip
sentetik nilklecotitleri icerir. (bkz. Scheit, “Nucleotide
Analogs”, John Wiley, New York, 1980; Freier & Altmann, (1997)
“Nucl. Asit. Res.”, 25 (22), 442%-4443, Toulmé&, J.J., (2001)
“Nature Biotechnology” 19: 17-18; Manoharan M., (1999)
“Biochemica ve Bilophysica Acta” 1489: 117-139; Freier 35M, (1997)
“Nucleic Acid Research”, 25: 4429-4443, Uhlman, E., (2000) “Drug
Discovery & Development”, 3: 203-213, Herdewin P., (2000)
“"Antisense & Nucleic Acid Drug Dewv.”, 10: 227-310 ile genel
olarak tanimlanmistir); 2'-0, 3'-C-bagli [3.2.0]
bisikloarabinoniikleositler. Bu gibi analoglar, baglanma
bzelliklerini, ©&rnedin dupleks wveya tripleks stabilitesi,
spesifiklidi wveya benzerlerini gelistirmek 1i¢in tasarlanan
sentetik nikleotidleri igerir.

Burada kullanildiga seklivyle "hibridizasyon", esasen

tamamlayica oligomerik Dbilesgiklerin ciftlerinin eslesmesi

16



10

15

20

25

30

35

anlamina gelir. Bir ciftleme mekanizmasa, cligomerik
bilesiklerin ipliklerinin tamamlayici niiklecosidil wveya nilkleotit
bazlari (niikleotitleri) arasinda Watson-Crick, Hoogsteen vwveya
ters Hoogsteen hidrojen badi olabilen hidrojen baglanmasini
igerir. Ornedin, adenin ve timin, hidrcjen baglarinin
olusturulmasinda eslegen tamamlayici nilkleotidlerdir.

Hibridizasyon, farkli sartlar altinda gerceklegebilir.

RBilesidin hedef niukleik aside badlanmasi, bir fonksiyon ve/
veya aktivitenin modilasyonuna neden olmak i¢in hedef nikleik
asidin normal fonksiyonu ile etkilesime girdiginde, bir antisens
bilesigi ‘"spesifik olarak hibritlenebilir" dir wve spesifik
baglamanin arzu edildidi kosullar altainda, vyani in vivo
analizler veya terapdtik mualeme durumunda fizyolojik kosullar
altinda ve in wvitro deneyler durumunda analizlerin yapildiga
kosullar altinda, hedef olmayan niikleik asit dizilerine antisens
bFilesidin spesifik olmayan badlanmasini énlemek ig¢in veterli bir

tamamlayicilik derecesi vardir.

Burada kullanildigir sekliyle "siki hibridizasyon kosullarai”
veya "siki kosullar”™ ifadesi, ag¢iklamanin bir bilesidinin hedef
dizisine hibritlesecedi, ancak difder dizilerin minimum sayida
oldugu kosullari ifade eder. Siki kosullar diziye badimlidir ve
farkli durumlarda farkli olacaktir ve bu aciklama baglaminda,
oligomerik bilesiklerin bir hedef diziye hibridize oldudu "sik:
kosullar”, oligomerik bilesiklerin dodasi ve bilesimi wve
arastirildiklari analizlerle belirlenir. Genel olarak, siki
hibridizasyen kosullari, Na+ wveya K+ (yani, disik iyonik
mukavemet) gibi inorganik katyonlarla, 20 °C - 25 °C'den yiliksek
sicakliklarda, Tm'nin altinda oligcocmerik bilesik: hedef dizi
kompleksi ve formamid, dimetilformamit, dimetil siilfoksit wveva
deterjan sodyum dodesil silfat (SDS) gibi denatiferlerin
varlidinda diisik konsantrasyonlarda (<0.15M} tuzlar igerir.
Ornedin, hibridizasyon crani her %1 formamid igin %1.1 azalir.

Yiksek gi1kilikta bir hibridizasyon kosulunun bir &rnegi, 30
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dakika boyunca 60 "C'de 0.1X sodyum klorir-sodyum sitrat Tamponu

(SSCy/ %0.1 (ag/ hac) SDS'dir.

Burada kullanilan "tamamlayici” kelimesi, bir wveya 1ki
oligomerik 1iplik dUzerindeki 1iki niikleotid arasindaki kesin
eslesme kapasitesini ifade eder. Ornedin, bir antisens
bilesidinin belirli bir konumundaki bkir nilklecbaz, bir hedef
niikleik asidin belirli bir pozisyonunda bir nlikleobaz ile
hidrojen badlanmasina imkan verirse, burada bahsedilen hedef
niikleik asit bir DNA, RNA veya oligoniikleotit molekilidir, bu
durumda oligoniikleotit ve hedef niikleik asit arasindaki hidrojen
baginin konumu tamamlayici bir konum olarak kabul edilir.
Cligomerik bilesik wve dider DNA, RNA wveya oligoniikleotit
molekiilii, her molekiilde vyeterli sayida tamamlayici konumun
birbiriyle hidrojen  baglanabilen niikleotitler tarafindan
tutuldudu durumunda birbirini tamamlar. Dolayisivyla "spesifik
olarak hibritlenebilir" wve "tamamlayici” terimleri, cligomerik
bilesik wve bir hedef niikleik asit arasinda stabil ve spesifik
baglanmanin meydana gJgelmesi ig¢in veterli =sayida nikleotit
dzerinde yeterli eslesme veya tamamlayicilik  derecesini

belirtmek i¢in kullanilan terimlerdir.

Teknikte, bir oligemerik bilesidin dizisinin, hedef nikleik
zsidinin spesifik olarak  Thibridize olabilmesi igin %100
tamamlayici olmasi gerekmedidi anlasilmaktadir. Ayrica, bir
oligoniikleotit, bir veya daha fazla b&lim izerinde
melezlegebilir, boylece arava giren veya Dbitisik bélimler,
hibridizasyon olayinda (&6rn., bir ilmek vapisi, uyumsuzluk vevya
firkete vapisi} vyer almaz. Mevcut agiklamanin oligomerik
bilesikleri, hedeflendikleri hedef niikleik asit dizisi ig¢indeki
bir hedef bdlgeye en az vyaklasik %70'lik, wveya en acz
yvaklasik %75/1ik wveya en az vyaklasik %80'lik wveya en az
yvaklasik %85'1ik veya en az vyaklasik %90'11k wveya en az
vaklagik %957 11k vevya en az vaklasik %997 1uk dizi

tamamlayicilaiga igerir. Ornedin, antisens bilesidin 20
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nikleotitinden 18'inin bir hedef bélgeye tamamlayici oldugu ve
dolayisiyla spesifik olarak hibridize olacagi bir antisens
bilesik, ylizde 90 tamamlayicilik temsil edecektir. Bu &rnekte,
diger tamamlayici olmayan nikleotitler kiimelenebilir veya
tamamlayici nikleotitlerle karistirilabilir wve birbirleriyle
veya tamamlayici nitkleotitlerle bitisik c¢lmalar: gerekmez. Bu
durumda, hedef niikleik asit ile komple tamamlayicilik gdsteren
iki bdlge ile cgevrelenen 4 (d&rt) tamamlavici olmayan niiklecotite
sahip 18 nikleotit uzunludundaki bir antisens bilesik, hedef
nitkkleik asit ile toplam %77,8 tamamlayiciliga sahip olacaktir ve
mevcut ag¢iklamanin kapsami dahilinde bu oran diisecektir. Bir
hedef nlkleik asidin bir bédlgesi ile bir antisens bilegidinin
tamamlayicilik vyilizdesi, teknikte bilinen BLAST programlari
(temel yerel hizalama arama ara¢lari) ve PowerBLAST programlari
kullanilarak rutin c¢larak Dbelirlenebilir. Homoloji, dizi
bzdegligi wveya tamamlayicilik ylzdeleri, &6rnedin Gap programi
(Wisconsin Dizi Analiz Paketi, “Unix ic¢in Versivyon 8, Genetics
Computer Group, University Research Park, Madison Wis.”)
vasitasiyla Smith ve Waterman'in algoritmasinin (“Adv. Appl.
Math.”, (1981), 2 482-489) kullanildidr wvarsayilan ayarlar

kullanilarak belirlenebilir.

Burada kullanilan "Termal Erime Noktasz (Tm)" terimi,
tanimlanmis ivyonik kuvvet, pH ve nikleik asit konsantrasyonu
altinda, hedef diziye tamamlayici oligonikleotitlerin % 50'sinin
dengedeki hedef diziye hibritlendidi sicaklidi belirtir. Tipik
olarak, siki kosullar, tuz konsantrasyonunun pH 7.0 ila 8.3'te
en az vaklasik 0.01 ila 1.0 M Na iyen konsantrasvyvonu (veyva diJer
tuzlar}) oldudu ve kisa oligontkleotitler (&rn., 10 ila 50
niikkleotit) i¢in sicakligin en az yaklasik 30 °C cldudu kosullar

olacaktir. 8Siki kosullar, formamid gibi destabilize edici

ajanlarin eklenmesiyle de elde edilebilir.

Burada kullanildigz gseklivle "modiilasyon”, bir genin

19



10

15

20

25

30

35

ekspresyonunda bir artis (uyarilma) veya bir azalma (inhibisvyon)

anlamina gelir.

Bir poliniikleotid dizisi kaglaminda kullanildiginda "varyant"
terimi, vabani tip bir gen ile ilgili bir poliniikleotid dizisini
kapsayabilir. Bu tanim, &rnedin, "alelik", "ekleme", "tir" veya
"polimeorfik" varyantlari da icerebilir. Bir ekleme varyanti, bir
referans molek{ilil ile dnemli bir Ozdeslife sahip olabilir, ancak
genellikle mRNA islemi sirasinda eksonlarin alternatif
eklenmesine bagli olarak daha bilylik veya daha az sayida
polinikleotide sahip olacaktir., Karsilik gelen pelipeptid ek
fonksivonel alanlara wveyva alansizlida sahip olabilir. Tir
varyantlara, bir tiirden digerine dedisen poliniikleotid
dizileridir. Ag¢iklamadaki &zel kullanimin &6zellidi, vyabani tip
gen irinlerinin varyantlaridar. Varyantlar, nukleik asit
dizisindeki en az bir mutasyondan kaynaklanabilir ve
dedistirilmis mRNA'lara veya vapisli vevya 1islevi defistirilmis
veya dedistirilmemis olabilecek polipeptitlere neden olabilir.
Herhangi bir dodal veya rekombinant genin sifir, bir vevya bircgok
alelik formu olabilir. Varyantlara vyol ag¢an yaygin mutasyon
dedisiklikleri genellikle dodal silinmelere, eklemelere veya
nikleotidlerin ornatiklarina atfedilir. Bu tip dedisikliklerin
her biri, tek basina wveya diferleriyle kombinasycon halinde,

belirli bir dizide bir wveva daha fazla kez mevydana gelebilir.

Elde edilen polipeptidler genel olarak Dbirbirlerine gdre
belirgin amino asit kimlidine szhip olacaktir. Bir polimorfik
varyvant, belirli bir tirin bkireyleri arasindaki bkelirli bir
genin poliniikleotit dizisindekli bir varvasyondur. Polimeorfik
varyantlar ayrica "tek nitkleotid polimorfizmlerini"™ (SNPler)
veya polinlikleotit dizisinin bir baz ile dedistidi tek baz
mutasyonlarini da kapsayabilir. SNP'lerin mevcudiyeti, &rnedin,
bir hastalik durumu ig¢in bir edilime sahip olan, vyani direng
karsisinda duyarlilik gdsteren Dbelirli bhir popiilasyonun

gbstergesi olabilir.
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Tiirev poliniikleotidler, kimyasal modifikasyona tabi tutulan
niikleik asitleri, &rnedin hidrojenin bir alkil, asil veya aminc
grubu ile vyer de@istirmesini icerir. Tilrevler, ©&rn., tiirev
oligonikleotitler, dedistirilmemis geker kisimlari wveya inter-
seker badlari gibi degdal olmayan yollarla meydana gelen
kisimlari icgerebilir. Bunlar arasinda ©&rnek, fosforoticat wve
teknikte bilinen diJer kiikiirt iceren tiirlerdir. Tilrev niikleik
asitler, radycnikleotitler, enzimler, floresan maddeler,
kemiliiminesan maddeler, kromojenik maddeler, substratlar,
kofaktdérler, inhibitérler, manyetik parcgaciklar ve benzerleri

dahil olmak lizere imler de icgerebilir.

Bir "tiirev" polipeptit veya peptit, o&rnedin glikosilasyon,
pegilasyen, fosforilasyon, siulfasyon, indirgeme/ alkilasyon,
asilasyon, kimyasal badlanma veya hafif formalin mualemesi ile
modifive edilen bir polipeptid veva peptiddir. Bir tirev ayrica,
bir radyeizotep, flcresan ve enzim imi dahil, ancak bunlarla
sinirli olmamak lzere, dogrudan veva dolayli olarak

algilanabilir bir im igerecek sekilde modifive edilebilir.

Burada kullanildidi: sekliyle "hayvan" wveya "hasta" terimi,
drnedin, insanlar, koyunlar, kanada gevyikleri, gevyikler,
katirlar, vizonlar, memeliler, maymunlar, atlar, sigirlar,
domuzlar, kec¢iler, képekler, kediler, si¢anlar, fareler, kuslar,

tavuk, siiriingenler, balik, b&cekler ve araknidler.

"Memeli", tipik clarak tibbi bakim altindaki (&rn., Insanlar
ve evcil hayvanlar) sicakkanlili memelileri kapsar. Ornekler
yvalnizca insanin yani sira kedigil, képek, at, sidir ve insani

icerir.

"Mualeme etme" veya "mualeme", bir memelide bir hastalik
durumunun mualemesini kapsar ve sunlari igerir: (a) bir memelide,

Hzellikle, bu tir bir memelinin hastalik durumuna yatkin oldudu,
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ancak heniiz teshis edilmedidi durumda hastalik-durumunun meydana
gelmesini &nlemek; (b) hastalik-durumunu engellemek, &rn.,
gelisimini durdurmak; ve/ veya (c¢) hastalik-halinin giderilmesi,
drn., istenen bir son noktaya ulasilana kadar hastalik durumunun
gerilemesine neden olmak. Mualeme ayrica bir Thastalidain
semptomunun iyilestirilmesini (&rn., adriyil veya rahatsizlida
azaltmayi) 1icerir, ki burada bu tir bir iyilesme, hastalid:
dogrudan etkilivor wveva etkilemivor olabilir (&rn., sebebivet,

iletim, ekspresyon, vb.).

Burada kullanildid: sekliyle,ancak bunlarla sinirli olmamakla
birlikte, "kanser" ldsemiler, lenfomalar, melanomlar,
karsinomlar wve sarkomlar dahil olmak {izere memelilerde bulunan
tum kanser tiirlerini veya neoplazmi veya kotd huylu timdrleri
ifade eder. Kanser kendisini bir "timdr" veya kanserin k&t huylu
hiicrelerini igeren bir doku olarak gdsterir. Tiumdrlerin
drnekleri arasinda, ancak bunlarla sinirla: olmamakla birlikte:
fibrosarkom, mikscsarkcm, liposarkom, kondrosarkom, csteojenik
sarkom, kordeoma, anjiocsarkom, endctelosarkom, lenfanjivosarkom,
lenfanjicendotelosarkom, sinovema, mezotelyoma, Ewing timdri,
leiomyosarkom, rabdomiyosarkomn, kaolen  karsinomu, pankreas
kanseri, meme kanseri, yumurtalik kanseri, prostat kanseri,
skuamdz hiicreli karsinom, bazal hilcreli karsinom, adenckarsinom,
ter bezi karsinomu, sebase bezil karsinomasi, papiller karsinom,
papiller adenckarsinomlar, sistatenokarsinom, mediiller karsinom,
bronkojenik karsinom, renal hiicreli karsinom, hepatoma, safra
kanali karsinomu, korickarsinom, semincm, embriyonal karsinom,
Wilme timdrii, serviks kanseri, testis tiiméri, akcider karsinomu,
kilglik hicrelil akciger karsinomu, mesane Karsinomu, epitelyal
karsinom, glioma, astrositom, medulloblastoma, kraniofaringioma,
ependimomna, pinealcma, hemanjiyoblastom, akustik ndroma,
oligodendroglioma, meningicma, melanom, ndroblastoma ve
retinoblastom gibi sarkomlar ve karsincemlar bulunur. Acgiklanan
bilegime gbre mualeme edilebilen ilave kanserler, &rnedin

Hodgkin Hastaligi, Non-Hodgkin Lenfoma, maultipl miyelom,
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néroblastoma, meme kanseri, yumurtalik kanseri, akcider kanseri,
rabdomiyosarkom, primer trombositoz, primer makroglcbulinemi,
kiigik hilcreli akcider timérleri, primer beyin timérleri, mide
kanseri, kolon kanseri, kotid huylu pankreatik insulanoma, kotd
huylu karsinoid, idrar kesesi kanseri, mide kanseri, premalign
deri lezyonlari, testis kanseri, lenfomalar, tircid kanseri,
nércblastoma, Szofagus kanseri, genitoiriner kanal kanseri, kot
huylu hiperkalsemi, servikal kanser, endometrial kanser, adrenal
kortikal kanser ve prostat kanserini ig¢erir, ancak bunlarla

sinirli dedildir.

Burada kullanilan "nérolojik hastalik veya rahatsizlik", sinir
sistemi ve/ veya g8rsel sistemin herhangi bir hastalidi veya
bozukludunu ifade eder. "Nérolojik hastalik wvevya bozukluk”,
merkezi sinir sistemini (beyin, beyin sapi ve serebellum),
periferal sinir sistemini (kraniyal sinirler dahil) wve otonom
sinir sistemini (parcalari hem merkezi hem periferik sinir
sisteminde bulunur) ig¢eren hastaliklari veya bozukluklari icerir.
Bir Norclojik hastalik vevyva bozukluk, bunlarla sinirli olmamak
lzere, edinilmisg epileptiform afazi; akut disemine
ensefalomiyelit; adrenoldkodistrofi; vasa bagli makula
dejenerasyonu; korpus kallozumun agenezi; agnosia; Aicardi
sendromu; Alexander  hastaliga; Alpers hastalidy; dedisen
hemipleji; Alzheimer hastalidi; Vaskiler demans; Amyotrofik
Lateral skleroz; anensefali; Angelman sendromu; anjiomatozis;
anoksi; afazi; apraksi; araknoid kistler; arakoidit; Anronl-
Chiari malformasyonu; arteriyovendéz malformasyon; Asperger
Sendromu; ataksi telegiektazi; Dikkat eksiklidi hiperaktivite
bozukludu; otizm; otonom disfonksiyon; sirt adrisi; Batten
hastalidi; Behg¢et hastalidi; Bell felci; iyi huylu blefrospazm;
ivi huylu odak; amyotrofi; iyi huylu intrakranial hipertansiyon;
Binswanger hastalidi; blefarospazm; Bloch Sulzberger sendromu;
brakival pleksus yaralanmasi; beyin apsesi; beyin hasari; beyin
timérleri (glioblastoma multiforme dahil); spinal timdr; Brown-

Sequard sendromu; Canavan hastalidi; EKarpal tilnel Sendromu;
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kosalji; merkezi adri sendromu; santral pontin mivyvelincliz;
sefalik bozukluk; beyin kanamasi; serebral arterioskleroz;
serebral atrofi; serebral gigantizm; serebral palsi; Charcot-
Marie-Tooth hastaligdi; kemoterapiye badli ndropati ve ndropatik
adri; Chiari malformasyonu; kore hastaligi; kronik inflamatuar
demiyelinizan polindropati; kronik adri; kronik bdlgesel adri
sendromu; Coffin Lowry sendromu; kalici vejetatif durum dahil
olmak lizere koma; kenjenital vz dipleksi; kortikosamal
dejenerasvyon; kranival arterit; kraniyosincstozis; Creutzfeldt-
Jakob hastalida; kimiilatif travma bozukluklari; Cushing sendromu;
sitomegalik inklizyon vicut hastalaga; sitomegaloviriis
enfeksiyonu; dans eden gbdz-dans eden ayvak sendromu; DandyWalker
sendromu; Dawson hastalidi; De Morsier sendromu; Dejerine-Klumke
palsi; demans; dermatomiyosit; divabetik néropati; diffiz
skleroz; disotonomi; disgrafi; disleksi; distoniler; erken
infantil epileptik ensefalopati; bos sella sendromu; ensefalit;
ensefaloseller; ensefalotrigeminal anjiomatozis; epilepsi;
Erb'in felci; temel titreme; Fabry hastalidi; Fahr sendromu;
bayilma; ailesel spastik felg; atesgli nébetler; Fisher sendromu;
Friedreich ataksisi; fronto-temporal demans ve diger
"tauopathies"; Gaucher hastalidi; Gerstmann sendromu; dev
hiicreli arterit; dev hicre inklizyon hastalidi; globoid hicre
1&kedistrofisi; Guillain-Barre sendromu; HTLV-1 iliskili
miyelopati; Hallervorden-Spatz hastalidi; Kafa varalanmasi; bas
agrisi; hemifasival spazm; kalitsal spastik parapleji;
heredopatya ataktik bir polindritiformis; herpes zoster oticus;
zona; Hirayama sendromu; HIV ile i1liskili demans wve ndropati
(ayrica AIDS'in ndrolojik belirtileri); holoprozensefali;
Huntington hastalidi ve dider poliglutamin tekrar hastaliklari;
hidranensefali; hidrosefali; <¢ushing hastaligi; hipoksi; immin
aracili ensefalomiyelit; inklizyon cisim miyoziti; incontinentia
pigmenti; infantil phytanic asit depolama hastalidi; infantil
refsum hastalidi; infantil spazmlar; inflamatuar miyopati;
intrakranivyal kist; intrakranial hipertansivyon; Joubert

sendromu; Keams—Sayre sendromu; Kennedy hastalidal Kinsboume
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sendromu; Klippel Feil sendromu; Krabbe hastalidi;

Kugelberg-

Welander hastalidi; kuru; Lafora hastalidi; Lambert-Eaton

myastenik sendromu; Landau-Kleff
(Wallenberg) sendromu; O&Jrenme
Lennox-Gustaut sendromu; Lesch-

Lewy vilcut demansi; lizensefali;

ner sendromu; lateral mediller

engelleri; Leigh

hastalidy;

Nyhan sendromu; lokodistrofi;

sirguleme sendromu;

Lou Gehrig

hastalidir (yani, motor ndron hastalidir veya amiyotrofik lateral

skleroz); lomber disk hastalidi; Lyme hastalifi--ndrolojik sekel;

Machado-Joseph hastalidai; macransefali;

Melkersson-Rosenthal sendromu;

Menieres hastalaigai;

megalensefali;

menanjit;

Menkes hastalidi; metakromatik 1ékodistrofi; mikrosefali; migren;

Miller Fisher sendromu; mini wvurus;

Mobius sendromu; monomelik amiyotrofi; motor ndron

Moyamoya hastaligi; mukopolisakaridozlar;

multifokal motor ndropati;

multipl sklercz

demiyelinizan bozukluklar; postural hipotansivyon

mitokondriyval mivopatiler;

hastalida;

milti-infarkt demans;

ve diger

ile c¢goklu

sistem atrofisi; kas distrofisi; myastenia gravis;
miyelinoklastik diffiiz skleroz; bebeklerin miyoklonik
ensefalopatisi; miycklonus; miyopati; mivotoni konjenital;

narkolepsi; nérofibromatozis; ndroleptik malign sendrom; AIDS'in

ndrclojik belirtileri; lupusun nérolojik sekelleri; néromiyotoni;

néronal cercid lipofuscinosis;

noronal god¢ bozukluklara;

Niemann-Pick hastalidi; C'Sullivan-MclLeod sendromu;

nevralji; gizli spinal disrafizm dizisi; Ohtahara

oksipital

sendromu;

olivopontocerebellar atrofi; opscoklonus miyoklonus; optik ndrit;

ortostatik hipotansiyon; asiri

kullanim sendromu;

parestezi;

nérodejeneratif bir hastalik veya bozukluk (Parkinson hastalida,

Huntington hastalidi, Alzheimer

hastalidi, amivotrofik lateral

skleroz (ALS), demans, ndrodejeneratif Dbir hastalik veva
bozukluk (Parkinson hastaligi, Huntington hastalidi, Alzheimer
hastalidi, amiyotrofik lateral skleroz (ALS), demans, multipl

skleroz wve néronal hicre Slimilyle iliskili dider hastaliklar ve

bozukluklar); paramyotoni
hastaliklar; paroksismal atakl

Pelizaeus—-Merzbacher hastaligi;

25

konjenital; paraneoplastik

ar; Parry Romberg

perivodik felgler;

sendromu;

periferik
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néropati; adrili ndropati ve ndropatik adri; kalici vejetatif
durum; vyaygin gelisimsel bozukluklar; photic hapsirma refleksi;
fitanik asit depolama hastalidi; Pick hastalidi; sinir sikismasi;
hipefiz timdrleri; polimivyozit; porencephaly; polioc sonrasi
sendrom; postherpetik nevralji; bulasici ensefalomiyelit;
postural hipotansiyon; Prader- Willi sendromu; primer lateral
skleroz; prion hastzsliklari; ilerleyici hemifasiyal atrofi;
ilerlevici multifokalleukoensefalopati; idlerlevici sklerozan

poliodistrofi; ilerleyici supraniklear felg; psddotimdr serebrij;

Ramsay-Hunt sendromu (tip I wve 11); Rasmussen'in ensefaliti;
refleks sempatik distrofi sendromu; Refsum hastaligi;
tekrarlavyan hareket bozukluklari; tekrarlavyan stres

yaralanmalari; Huzursuz bacak sendromu; retrovirils 1ligkili
miyelopati; Rett sendromu; Reye Sendromu; 2Aziz Vitus dansi;
Sandhoff hastaligi; Schilder hastaligi; sizensefali; septo-optik
displazi; sarsilmis bebek sendromu; zona; Utangag Drager
sendromu; Sjbgren sendromu; uyku  apnesi; Scto sendromu;
spastisite; spina Dbifida; omurilik vyaralanmaszi; omurilik
timérleri; omurilide bagdli kas atrofisi; Stiff-Perscn sendromu;
felg; Sturge-Weber sendromu; subakut sklerozan panensefalit;
subkortikal arteriyosklerotik ansefalopati; Sydenham koresi;
senkop; siringomyeli; tardif diskinezi; Tay-Sachs hastalidi;
temporal arterit; badli omurilik sendromu; Thomsen hastalidi;
torasik g¢ikis sendromu; Tic Douloureux; Todd'un felg; Tourette
sendromu; geglci iskemik atak; bulasica stingerimsi
ensefalcopatiler; transvers miyelit; travmatik beyin hasarzi;
titremesi; trigeminal néralji; tropikal spastik paraparezi;
tiplll sklerocz; vaskiler demans (cok enfarktislid demans};
temporal arterit dahil wvaskilit; Von Hippel-Lindau hastalidi;
Wallenberg sendromu; Werdnig-Hoffman hastalidi; Bati sendromu;
omurga; Williams sendromu; Wildon hastalidi; ve Zellweger

sendromunu icgerir.

Bir "proliferatif hastalik veya beczukluk", bunlarla sinirla

olmamakla birlikte, miyeloid, lenfoid wevya eritroid sovlarindan
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veya bunlarin o&ncill hilicrelerinden kaynaklanan hematopoietik
k&ékenli hiperplastik/ neoplastik hiicreleri igeren hematopoietik
neoplastik hastaliklari kapsar. Bunlar, eritroblastik l1dsemi,
akut promyelcid lésemi (APML), kronik miyelojendz ldsemi (KML),
ancak bunlarla sinirli o¢lmamakla beraber B-kdkenli ALL ve T-
kékenli ALL, kronik lenfositik 1dsemi (KLL), prolenfositik
l&semi {PLL), tliylid  hiicreli 1dsemi (HLL) ve Waldenstrom
makroglobulinemisini (WM) iceren akut lenfoblastik l1lé&semiyi (ALL)
iceren lenfoid maligniteleri igerir, ancak bunlarla sinirl:
degildir. K&ti huylu lenfomalarin ek formlari, bunlarla sinirli
olmamak Uzere, non-Hodgkin lenfoma wve bunlarin wvaryantlarini,
periferik T hicre lenfomalari, eriskin T hiicresi l1ésemi/ lenfoma
(ATL), kutandz T  Thicreli lenfoma (CTCL}, buyik graniler
lenfositik 1&semi (LGF), Hodgkin hastalidi ve Reed-Sternberg

hastaligini igerir.

Bir "iltihaplanma", sistemik iltihapli durumlari ve monositler,
1dkositler ve/ veya nétrofillerin yerdedistirim ve cekimi ile
lokal olarak baglantili durumlari ifade eder. Inflamasyon
drnekleri,ancak bunlarla sinirli olmamak {Uzere, patojenik
organizmalar (gram-pozitif bakteriler, gram-negatif bakteriler,
virlisler, mantarlar ve protozoa ve helmintler gibi parazitler
dahil), transplant reddi (b&brek, karacifer, kalp, akcifer veva
kornea gibi kati organlarin reddedilmesi ve Jgreft-versus-host
hastalidi (GVHD) dahil olmak tzere kemik 111§i transplantlarinin
reddedilmesi dahil) weya lokalize kronik veya akut otoimmiin veya
alerjik reaksiyonlardan kaynaklanan inflamasycnu icerir.
Ctoimmiin hastaliklar akut glomeriileonefrit; romatolid veva reaktif
artrit; kronik glomertlonefrit; Crohn hastalidi, Ulseratif kolit
ve nekrotizan enterokolit gibi enflamatuar badirsak hastaliklara;
hepatit; sepsis; alkolik karacider hastalidi; alkolik olmavyan
steatoz; granitlosit transflizyonu 1ile 1iligkili sendromlar;
kontakt dermatit, atopik dermatit, sedef hastalidi gibki
iltihapli dermatozlar; sistemik lupus eritematozus {(SLE},

otoilmmiin tiroidit, multipl sklercoz wve bazi diyabet formlari vya
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da pateolojik doku yikimi ile sonuc¢lanan denedin kendi badisiklik
sistemi tarafindan saldiriva udradidi herhangi bkir baska
otolmmiln durumu igerir.Alerjik reaksiyonlar arasinda alerjik
astim, kronik bronsit, akut ve gecikmis hipersensitivite bulunur.
Sistemik iltihapli hastalik durumlari arasinda, travma, vaniklar,
iskemik olaylari takibken reperfiizyon (&6rn., kalpte, beyinde,

bafirsakta wveya miyokardival enfarktils ve felg¢ de dahil olmak
lizere periferik wvaskillatiirde), sepsis, ARDS veya coklu organ
disfonksivon sendromu ile iliskili inflamasyon  bulunur.

Inflamatuar hiicre alimi ayrica aterosklerotik plaklarda da
ortaya cikar. Inflamasyon, Non-Hodgkin lenfoma, Wegener
graniilomatozu, Hashimoto tiroiditi, Thepatoseliler Kkarsinom,

timiis atrofisi, kronik pankreatit, romatoid artrit, reaktif
lenfoid  Thiperplazi, osteocartrit, {Ulseratif keolit, papiller
karsinom, Crohn hastaligi, {Ulseratif kolit, akut kelesistit,

kronik kolesgistit, siroz, kronik sialadenitis, peritonit, akut
pankreatit, kronik pankreatit, kronik Gastrit, adenomyoz,

endometriozis, akut servisit, kronik servisit, lenfoid
hiperplazi, multipl skleroz, idiyopatik Lrombositopenik
purpuraya, primer IgA nefropatisine, sistemik lupus eritematozus,
psoriazis, pulmoner amfizem, kronik piyelonefrit wve kronik
sistitlere badli hipertrofiyi icerir ancak bunlarla sinirla

dedildir.

Polinitikleotid ve Oligoniikleotit Bilesimleri ve Molekiilleri

Hedefler: Bir Ornekte, hedefler, sinirlams olmaksizin BENF ile
iliskili sens ve/ veya antisens kodlayici olmayan ve/ veya
kodlayan diziler de dahil c¢lmak iizere, Beyin kaynakli ndrotrofik
taktdrin (BKNF) niikleik asit dizilerini icerir. Her ikisi de
"BKNF'ye DoJal Antisens Transkripsiyonunun Inhibisyonu ile Beyin
Kaynakli Noérotreofik Faktér (BKNF) ile Il1iskili Hastaliklarain
Mualemesi" baslikli olan PCT Yay. No. WO 2010/093%04 ve ABD Pat.

Uygulama. Yay. No. 2011/0319475 vyayinlari, burada belirtildigi
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gibi oligoniikleotitler kullanilarak modillasyon ic¢cin BENF'yi
hedef olarak agiklar.

Norotrofinler, ndral sadgkalimi ve farklilasmayili destekleyen
yvaplisal olarak 1iliskili Dbluyume faktdrleri sinifidir. Norit
geligimini uyarairlar, yarali ndronlarin rejenerasyonunu tegvik
edebilecekleri ve nérotrofiyi lUreten hedef dokularda keollateral
filizlenmeyi uyarmak ig¢in hedef kaynakli ndrotrofik faktérler
olarak hareket ettikleri O6ne siruliir. Beyin kaynakli nérotrofik
faktdr (BKNF) baslangicgta beyin ekstrelerinde bulunan ve dorsal
kdk gangliyonunun hayatta kalmasini arttiran temel bir protein
olarak karakterize edilmistir. Hicre gdvdesi ile aksonal
iletisim yaralanma sebebi ile kesildiinde, Schwann hiicreleri
sinir blylme faktdri (NGF) ve BKNF gibi nérotreofik faktédrler
tretir. Noérotrofinler Schwann hicrelerinden serbest birakilir ve
daha sonra nérotrofinlerin yodgunluk gradyani boyunca distal
olarak wuzayan rejeneratif aksonlar etrafinda gradyan tarzda
dagitilir. Yeni dodan sicanlarda BENF'nin lokal sinirler
izerinde lokal olarak uygulanmasinin, aksotomiyi takip eden
motor ndéronlarin kitlesel olUmiint onledidi gosterilmistir.
BKNF'nin mRNA titresi, oksotomiden dort glin sonra normal
seviyenin birkag¢ katina ¢ikar ve maksimum seviyesine 4 haftada
ulasir. Dahasi, BENF'nin kiiltiirde kolinerjik néronlarin havatta

kalmasini arttirdidi bildirilmistir.

Bir oOrnekte, antisens oligenikleotitler, BENF ailesi lUyeleri
ile badlantili hastaliklari veya bozukluklari d&nlemek veya
mualeme etmek icin kullanilair. Tarifnamenin antisens
oligoniikleotitleri ve/ veya antisens bilesikleri kullanilarak
elde edilen k&ék hlicrelerden rejenere edilmis hiicre/ dokular ile
mualeme edilebilen Ornek Beyin kaynakli nérotrofik faktor (BKNF)
araci1li hastaliklar ve Dbozukluklar asadidakileri dicgerir:
BENF'nin anormal fonksiyonu ve/ veya ekspresyonu ile i1liskili

bir hastalik veya bozukluk, nérclojik bir hastalik veva bozukluk,
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kusurlu ndrogenez 1le 1liskili bir hastalik wveya bozukluk;
nérodejeneratif bkir hastalik wveya bozukluk (6rn., Alzheimer
hastalidz, Parkinson hastaligi, Huntington hastaligz,
amiyotrofik lateral skleroz vb.); bir néropsikivatrik bozukluk
(depresyen, sizofreni, sizoefreniform bozukluk, sizoaffektif
bozukluk wve sanrili  bozukluk); panik  bozukluk, fobiler
(agorafobi dahil) gibi anksiyete bozukluklari, cbsesif kompulsif
bozukluk, travma sonrasi stres bozukludu, bipolar bozukluk,
anoreksiva nervoza, bulimiva nerveza), merkezl sinir sisteminin
bir otoimmiin beozukludgu (&érn.,, multipl skleroz), hafiza kaybai,
uzun siireli wveya kisa siireli bir hafiza bozukludu, iyi huylu
unutkanlik, cocukluk c¢adi bozukludu, kafa travmasi, bir dikkat
eksikligi bozukludu, viral enfeksiyona ndronal reaksiyon, beyin
hasari, narkolepsi, bir uvyku bozukludu (6rn., sirkadiyen ritim
bozukluklari, uykusuzluk ve narkolepsi}); sinirlerin kopmasi ya
da sinir hasari, serebrospinal sinir kordunun (CNS) kesilmesi ve
beyin va da sinir hilicrelerine zarar verilmesi, motor ve/ veya
vokal tiklerle karakterize edilen bir motor ve tik bozuklugu
(6rn. Tourette bozukludu, krcnik moter veya vokal tik bozukludu,
geglicl tik bozuklugu ve stereotipik hareket bozuklugu),AIDS ile
iliskili bir nodrolejik defisit, bkir madde kotiye kullanimi
bozuklugu (&6rn.,, madde badimlilidi, madde istismari ve madde
kaynakli psikolojik bozukluk gibi madde istismari/ badimlilidi
sekeli, madde vyoksunludu ve madde kaynakli demans veya amnestik
bozukluk); travmatik beyin hasari, tinnitus, nevralji (drn.,,
trigeminal nevralji), adgri (&rn., kronik adri, kronik iltihapl:i
afdri, artrit ile 1iliskili adri, fibromivyvalji, sirt adriszi,
kansere Dbagli adri, sindirim sistemi ile iliskili adri, Crohn
hastalidi ile baglantili adri, otoimmin hastalik 1le iligkili
agri, endckrin hastaligina bagli adri, diyabetik ndropati ile
iliskili adrai, hayalet wuzuv adrisi, spentan adri, kronik
ameliyat sonrasi adri, kronik temporcmandibular adri, causalgia,
post-herpetik nevralji, AIDS 1ile iliskili agrai, kompleks
b&lgesel adgri sendromlari tip T wve II, trigeminal nevraliji,

kronik sirt adrisi, omurilik yaralanmasi ile iliskili agri, ilacg
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alimi ile 1iliskili agrai ve tekrarlavyan akut adri, néropatik adri),
diyabet, bir MS ve bir motor ndron hastalidi, ataksiler, kas
sertlidi (spastisite), temporomandibular eklem disfonksiyonu,
0dil vyetersizligi sendromu (RDS) gibi bir hastalikta noro-
sistitlerle sonuglanan uygun olmayan nodronal aktivite, alkol
veya madde kétiye kullanimil (6rnedin, ecstacy, metamfetamin vb.),
zeka geriligi veya kognitif bozukluktan kaynaklanan
nérotoksisite (6rn., anormal olmavyan X'e bagla mental
retardasyon, frajil X sendromu, Down sendromu, otizm), afazi,
Bell felci, Creutzfeldt-Jacob hastalidi, ansefalit, vyas 1le
iliskili makiiler dejenerasyon, ondine sendromu, wagr sendromu,
igitme kavybi, Rett sendremu, epilepsi, omurilik yaralanmaszi,
inme, hipoksi, iskemi , beyin hasari, divabetik néropati,
periferik ndropati, sinir transplantasyonu komplikasyonlara,
motor ndron hastaliga, periferik sinir  hasara, obezite,
metabolik sendrom, kanser, astim, atopik hastalik, iltihap,
alerji, egzama, néro-onkolejik bir hastalik veya bozukluk, ndro-
immiinolojik hastalik wveya bozukluk ve ndro-otolcjik hastalik
veya bozukluk; ve vaslanma ve vyvaslanma ile iliskili bir hastalik

veya bozukluk.

Mevcut acgiklama, endojen NAT'lerin, sens gen muadillerinin
transkripsivyonunu baskiladidi bir mekanizma sadlar. Aciklama,
endcocjen gen ekspresyonunun, c¢odu transkripsiyonel birimden
kopyalanan NAT'lerin uzaklastirilmasi veya inhibisyonu ile lokus

spesifik bir sekilde yukari regiile edilebilmesini sadlar,.

Mevcut aciklamanin bir &rnedi, protein c¢iktisini dilzenlevyen
fonksiyonel ncRNA'larin oOrneklerini, dider Dbirgok genomik

lokuslar ig¢in gegerli olan fenomeni saglar.

Beyin kaynakli Norotrofik Faktor (BKNF) nérconal bilylame,
olgunlasma farklilasmasi ve bakim icin gerekli olan "nérotrefin"”
biiylime faktdrleri ailesinin bir iyesidir. BENF, ndronal

plastigite igin de gereklidir ve &Jrenmeye ve hafiza silireclerine
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dahil oldudu gbsterilmistir. BENF lokusu, kromozom 11
izerindedir ve her iki seritten aktif transkripsiyon gdsterir,

bu da kodlanmamis NAT'lerin transkripsiyonuna yol agar.

Mevcut aciklama, hem in vitro hem de in wvivo clarak BKNF mRNA
ve proteinin ifadesi lzerinde gigli bir karsilikli ve dinamik
dizenleme uygulayan bu antisens RNA molekillii BENF-AS'nin

regiilatdr rcoliini karakterize eder.

Mevcut ag¢iklamanin bir &érnedi, AntagoNAT olarak adlandirilan
antisens RNA transkript inhibitdr molekiilleri kullanilarak mRNA
ekspresyonunun vyukari regilasyonu icin bir strateji temin
etmektedir. AntagoNAT'ler, Srn., PCT Yay. No. WO 2012/068340'da

tarif edilir.

Okaryotik genomlardaki ncRNA'larin sayisinin, gelisimsel
karmasiklidin bir fonksiyvonu olarak arttidi gdsterilmistir ve
Srnedin, sinir sisteminde eksprese edilen ncRNA'larda biliyilk kir
cegitlilik wvardir. Geg¢tigimiz birkag vil ig¢inde, fonksiyonel
NAT'ler hakkinda raporlar yayinlanmis ve bunlarin Alzheimer
hastalidi, Parkinscon hastalidi ve Frajil X sendromu dahil olmak
Uzere insan bozukluklarinda potansiyel katilimlarina
gbstermistir. Ayrica CD97 sens geninin vyukari reglilasyonunun,
antisens RNA Lranskriptinin demonte edilmesivyle elde
edilebilecegi bildirilmigstir. Progesteron reseptdri  (PR)  ve
diger endojen transkriptlerin yukari regiilasyonu, promotdrden
tiretilmigs kodlayici olmayan RNA'larin hedeflenmesinden sonra
rapcer edilmistir. NAT'lerin tilkenmesi sonrasinda p2l geninin ve
Oct4d promotorinin transkripsivyonel aktivasyonu rapcer edilmisgtir.
Antisens RNA ile indilklenen kromatin vyeniden sekillenmesi,
bircok diisiik kopva sayisi olan NAT i¢in uygulanabilir ve dinamik
bir etki tarzi giki gorunmektedir. EJer &yleyse, antisens RNA,
kromatin yapisini korumak veya modifiye etmek ic¢in, sonucta sens
geni ekspresyonunu aktive eden wveya bastiran lokal etkileri

gbsterebilir.
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PCR2, dért c¢ekirdek alt birimden olusan bir protein
kompleksidir: Eed, Suzl?2, RbAp4dS§ Ve histon H3-1lizin'in
trimetilasyonunu katalize eden katalitik EzhZ. (H3K27met3). Son
caligmalar Ezh2 ve birgok ncRNA transkriptleri arasinda dogrudan
RNA-protein etkilesimi ig¢in kanit sadlar. X inaktivasyonu ve HOX
gen kimelenmesi ile 1lgili dider calismalar, H3KZT7met3'ln
baskilanmis kromatin isaretlerinin PRC2Z aracili indiksiyonuna
dahil edilecek RNA transkriptlerini gdstermektedir. PRC2
transkriptom profili, ¢odu antisens RNA transkriptleri clarak
kategorize edilen embriyonik k&k hiicrelerde 9,000'den fazla PRCZ
etkilegimli RNA'yi tanimlamistir. P15 wve DMl genlerinin
epigenetik susturulmasinin, antisens RNA'si ile heterokromatin
olusumunu kapsadidi rapor edilmistir. Kromatinin hetero- veya &-
kromatin kategorilerine geleneksel ikili bolusumu, son
calismalar orijinal olarak inanilandan daha dinamik wve esnek
olan bes ana kromatin tipinin oldugunu gdsterdidinden
tamamlanamayabilir. Cok sayida gen lokusu icin uygulanabilir
olan NAT'ler Kkromatin modifikasyonunda lokus-spesifik bkir
dedisiklik elde etmek ic¢in manipiile edilebilir. Ornekler olarak,
BEKNF genlerinin antisens transkriptlerinin parcalanmasi {siRNA
ile) veya inhibisyonunun (AntagoNAT'ler ile) mukabil mRNA'larain

yvukari regllasvonuna vol actidi gbsterilmistir.

Norotrofinler, ndronlarin hayatta kalmasini, gelismesini,
farklilasmasini ve 1slevini arttiran bir salgilanmis blUyime
faktdérleri sinafina aittir wve BENF, sinaptik plastisitenin
dnemli bir melekiller aracisaidir. BENF, néronal wve glial
olgunlasmayi senkronize etmek, aksonal ve dendritik
farklilasmaya katilmak wve ndronal hiicre sagkalimini korumak ve
gelistirmek igin Snerilmektedir. Norotrofin ekspresyon
seviyeleri nérodejeneratif wve psikivyatrik wve noérogelisimsel
bozukluklarda bozulmaktadir. Noérotrofinlerin yvukari
regiilasyonunun, c¢esitli ndrolojik bozukluklar {izerinde vararla

etkilere sahip olduduna inanilmaktadir. AntagoNAT'ler, BEKNF-
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AS'yl inhibe etmek ve sonug

olarak cesitli hastalik durumlarainda

néronal proliferasyconu ve hayatta kalmayi arttirmak ig¢in

terapdtik bir strateji

modifikasyonlar:i icerdidi

olarak kullanilabilir. Dogal

ve Dbilinen tum ekleme formlarini

temsil ettigi kabul edilen, endcjen BENF molekiillerinin

sentezini yukari regiile

etmek i1g¢in burada tarif edilen

yaklasimin, sentetik BKNF molekiillerinin uygulanmasinin belirgin

ve belki de dahz listin cldudu haric tutulamaz.

Bir &rnekte, BENF'nin bkir wveya daha fazla antisens

oligoniltkleotit tarafindan modiilasyonu, ihtiyaci olan bir hastaya

normal bir kontrole kiyasla
aktivitesi ile ilgili her

onlemek veva mualeme etmek

BENE ancrmal ekspresyonu, fonksivyonu,
hangi bir hastalidar wveya bozukludu

icin uygulanir.

Bir &rnekte oligoniikleotitler, sinirlama olmaksizin kodlayici

olmayan bélgeleri igeren,
antisens transkriptlerine

varyantlarini; SNP'ler de

burada belirtilen BENEF'nin dodal
Szglidiir. BKNF hedefleri BKNF'nin

dahil olmak {izere BENF mutantlari;

BENF'nin kodlanmamisg dizileri; aleller, fragmanlar ve

benzerlerini igerir. Terci

molekiliudir.

Aciklamanin ©Orneklerine

hen oligoniklectit antisens bir RNA

uygqun olarak, hedef nilikleik asit

molekiilll, tek basina BENF poliniiklectidleri ile sinirli olmayip,

BKNF'nin izoform, reseptdr,

ve benzerlerinden herhangi

homelog, kodlayici olmayan bdlgeleri

birine uzanir.

Bir Ornekte, bir oligontkleotit, sinirlama olmaksizin

varyantlar, aleller, homclo

ve tamamlayici diziler dahi

glar, mutantlar, tirevler, fragmanlar

1l olmak dzere BEKNF hedeflerinin dogal

bir antisens dizisini (kodlayan ve kodlayici clmayan bélgelere

dogal antisens) hedefler.

RNA veya DNA molekiilidiir.

Tercihen oligonikleotit antisens bkir
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Bir Ornekte, mevcut aciklamanin oligomerik bilegikleri, ayna
zamanda, bilesigin ig¢indeki niiklectit pozisyonlarinin bir veya
daha fazlasinda farkli bir bazin mevcut oldudu varyantlari da
igerir. Ornegin, birinci niklectid bir adenin ise, bu konumda
timidin, guancsin, sitidin veya dider dodal veya dodal colmayan
nikleotidleri igeren wvaryantlar Uretilebilir. Bu, antisens
bilegidin konumlarindan herhangi Dbirinde vapilabilir. Bu
bilesikler daha sonra, bir hedef ntkleik asidin ekspresyonunu
inhibe etme kabiliyetlerini belirlemek i¢in burada tarif edilen

yéontemler kullanilarak test edilir.,

Baz1i durumlarda, antisens bilesik ve hecef arasinda homocloiji,
dizi 6zdeglidl veya tCamamlayicilik yaklasik %50 ila vyaklasik %60
arasindadir. Bazi durumlarda, homoloji, dizi dzdesligi veya
tamamlayicilik vyaklagik %60 ila vyaklasik %70'tir. Baz1
durumlarda, homeloii, dizi 6zdesligi wveya tamamlayicilik
yvaklasik %70 1la vaklasik %80'dir. Bazi durumlarda, homolecji,
dizi O0zdegligi vevya fTamamlayicilik vaklasik %80 ila
yaklasik %90'dir. Bazi durumlarda, homoloji, dizi &zdesligi veya
tamamlayicilidl vaklasik %90, vyaklasik %92, vyaklasik %94,
vaklasik %95, vaklasik %96, vaklasik %97, vaklasik 398,

vaklasik %99 wveya vaklasik %$100'dir.

Bilesigin hedef niikleik aside baglanmasi, bir aktivite kaybina
neden olmak 1g¢in hedef nilkleik asidin normal fonksiyonu ile
etkilesime girdiginde, bir antisens bilesidi spesifik olarak
hibridize edilebilirdir wve spesifik badlamanin arzu edildidi
kosullar altinda hedef clmayan niukleik asit dizilerine antisens
bilesigin spesifik olmayan badlanmasini Onlemek igin yveterli bir
tamamlayicilik derecesi vardir. Bu gibi durumlar, o&rnedin in
vive analizler veya terapdtik mualeme durumunda fizyelojik
kosullari ve in vitro deneyler durumunda analizlerin yapildidi

kogullari: igerir,
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DNA, RNA, kimerik, ornatilmis vb. ne olursa olsun bir antisens
bilesidi, bkilesidin hedef DNA'ya badlanmasi veya RNA molekiliinin
hedef DNA wveyva RNA'nin normal fonksiyonuna midahale etmesi
durumunda, fayda kaybina neden c¢lmak ig¢in spesifik olarak
hibridize edilebilir, ve spesifik badlamanin arzu edildidi
kosullar altinda, yani in vivo analizler wveva terapdétik mualeme
durumunda fizvyolojik kosullar altinda ve in wvitro analizlerde,
analizlerin vyapildidi kogullar altinda, hedef olmayan dizilere
karsi antisens bilesidgin spesifik olmayan badlanmasini &nlemek

igin yeterli derecede tamamlayicilik seviyesi bulunmaktadir.

Bir Ornekte BKNF'nin hedeflenmesi sinirlama olmaksizin Srnedin
PCR, hibridizasyon vb. kullanilarak tanimlanan ve genigsletilmis
antisens diziler dahil, DIzTI KIM NO: 3 ila 11 olarak belirtilen
dizilerden bkir weya daha fazlas1 wve benzerleri, BKNF'nin
ekspresyonunu veya fonksivonunu modille eder. Bir &rnekte, bir
kontrol 1ile kivaslandiginda ekspresyon veya fonksiyon yukara
regille edilir. Bir drnekte, bir kontrol ile karsilastirildidinda

ekspresyon veya fonksiyon asadil regiile edilir.

Bir drnekte, oligonikleotitler, &rnedin PCR, hibridizasyon vb.
kullanilarak tespit edilen ve genisletilmis antisens dizileri
iceren, DIZI KIM. NO: 12 ila 49 olarak belirtilen niikleik asit
dizilerini ic¢erir. Bu oligonitkleotitler, bir wveya daha fazla
modifiye edilmis niikleotid, daha kisa veva daha uzun fragmanlar,
modifiye edilmis badlar wve benzerlerini igerebilir. Modifiye
edilmis bzadlarin wvevya nlkleotit arasi badlarin &rnekleri,
fosforotioat, fosforoditiyocat wveya benzerlerini i1g¢erir. Bir
drnekte, nlkleotitler Dbir feosfor tlrevini igerir. Mevcut
aciklamanin modifiye edilmis oligoniikleotitlerinde seker wveya
seker analog kismina badlanabilen fosfor tirevi (veya modifiye
edilmis fesfat grubu), bir monofeosfat, difosfat, trifosfat,
alkifosfat, alkanfosfat, fosforoticat ve benzerleri olabilir,

Yukarida belirtilen fosfat analoglarinin hazirlanmasi ve
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bunlarin nikleotitler, modifiye edilmis nilklectitler ve
oligoniikleotitlere dahil edilmesi de basli basina bilinmektedir

ve burada ag¢iklanmasina gerek yoktur.

Antizsensin spesifikligi ve hassasiyeti, terapdtik kullanimlar
igin  teknikte uzman kisilerce de iliskilendirilmektedir,
Antisens oligontkleotitleri, hayvanlarda ve insande hastalik
durumlarinin mualemesinde terapdtik parcalar olarak
kullanilmistir. Antisens cligoniikleotitleri, insanlara glvenli
ve etkin bir sekilde uygulanmistir ve birgok klinik galisma halen
devam etmektedir. Bu nedenle, oligeoniiklecotitlerin, o&zellikle
insanlar, Thicreler, dokular wve hayvanlarin mualemesi icgin
mualeme rejimlerinde faydali olacak sekilde konfiglire edilebilen

vararli terapttik yaklasimlar olabilecedi tespit edilmistir.

Mevcut agiklamanin 6rneklerinde oligomerik antisens
bFilesikleri, &zellikle oligoniikleotitler, hedef niikleik asit
molekiillerine baglanir ve bir hedef gen tarafindan kodlanan
molekillerin ekspresyonunu ve/ veva fonksiyonunu modiile eder.
Miidahale edilecek DNA'nin iglevleri, o6rnedin, replikasyon ve
transkripsiyonu igerir. Midahale edilecek RNA'nin fonksiyonlari,
drnedin, RNA'nin protein translasyonu, RNA'dan proteinin
translasyonu, bkir veya daha fazla mRNA tird lretmek icin RNA'nin
eklenmesi ve RNA' va baglanabilen veva RNA tarafindan
kolaylastirilabilen katalitik aktivite gibi tim son derece
dnemli fonksiyonlari igerir. Istenen fonksiyonlara badli olarak

fonksiyonlar yukari reglile edilekilir veya inhibe edilebilir.

Antisens bilegikleri arasinda, antisens oligomerik bilesgikler,
antisens oligonitkleotitler, harici kilavuz dizisi (EGE)
oligoniikleotitleri, alternatif ekleyiciler, primerler, problar
ve hedef nikleik asidin en azindan bir kismina hibritlenen difer
oligomerik bilesikler bulunur. Bu sekilde, bu bilesikler, tek
iplikli, ¢ift diplikli, kismen tek 1iplikli wveya dairesel

oligomerik bilegikler feormunda eklenebilir.

37



10

15

20

25

30

35

Belirli bir niikleik asit molekiililne karsi bir antisens
bilesidinin hedeflenmesi, bu ag¢iklama badlaminda ¢ck asamali bir
islem olabilir. Islem genellikle islevi modile edilecek clan bir
hedef nitkleik asidin tanimlanmasiyla baslar. Bu hedef ntkleik
asit, &rnedin, belirli bir bozukluk wveya hastalik durumu veya
bulasici bir maddeden bir nlkleik asit molekild ile ilisgkili
olan bir hiilcresel gen (veya genden transkribe edilmis mRNA)
olabilir. Mevcut aciklamada, hedef nikleik asit, Beyin kavynakli

nérotrofik faktdr (BKNF) kodlayiciktadir,

Hedefleme prosesi genellikle arzu edilen etkinin, &rn.,
ekspresycnun modiilasyonunun sonug¢lanacadi sekilde, antisens
etkilesimi igin hedef niikleik asit igindeki en az bkir hedef
bdlgenin, bdlimin veya alanin belirlenmesini de igerir. Mevcut
agiklama kapsaminda "bolge" terimi, en az bir tanimlanabilir
vapiya, fonksivyona veya karakteristide sahip hedef nikleik
asidin bkir kismi olarak tanimlanmaktadir. Hedef  niikleik
asitlerin bdlgeleri arasinda bdélimler bulunur. "Bdélimler"™, bir
hedef nikleik asit icindeki Dbélgelerin daha kiglik wveya alt
bélimleri olarak tanimlanir. Mevcut agiklamada kullanildida
haliyle "alanlar", bir hedef nikleik asit ig¢indeki konumlar

olarak tanimlanmaktadir.

Bir &rnekte, antisens oligoniiklecotitler, Beyin kaynakla
nérotrofik faktdriin (BKNF) dodal antisens dizilerine badlanir ve
BKNF'nin (DIizI KIM. NO: 1 wve 2) ekspresyonunu ve/ veya
fonksivonunu modiile eder. Antisens dizilerin drnekleri arasinda

DIz KiM. NO: 3 ila 55 bulunur.

Bir Ornekte, antisens oligonlikleotitler, Beyin kdkenli
nérotrofik faktdér (BENF) pelintkleotidlerinin bkir veya daha
fazla Dbdlumine badlanir ve BKNF'nin ekspresyonunu ve/ veva
fonksiyonunu modiile eder. Bdliimler, BKNF sensinin veya antisens

poliniikleotitlerin en az bes ardisik niliklectitini igerir.
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Bir &rnekte, antisens oligoniikleotitleri, BKNF'nin dogal
antisens dizileri icin spesifiktir; buradaki oligoniikleotitlerin
BKNF'nin dogal antisens dizilerine baglanmasai, BKNF'nin

ekspresyonunu ve/ veya fonksiyonunu modiile eder.

Bir &rnekte, oligoniiklectit bilesikleri DIZI KIM. NO: 12 ila
49 olarak belirtilen dizileri, ©&rnedin PCR, hibridizasyon vb.
kullanilarak tespit edilen ve genisleyen antisens dizileri
igerir. Bu oligoniukleotitler, kir wveya daha fazla modifiye
edilmig niikleotid, daha kisa veya daha uzun fragmanlar, modifiye
edilmis badlar wve benzerlerini icerebilir. Modifiyve edilmis
baglarin veya nilkleotit arasi baglarin &rnekleri, fosforoticat,
fosforoditiyoat veya benzerlerini igerir. Bir Grnekte,
nikleotitler bir fosfor tidrevini dgerir., Mevceub acgiklamanin
modifiye edilmis oligoniikleotitlerinde seker wveya seker analog
kismina badlanabilen fosfor tiirevi (veya modifive edilmis fosfat
grubu), bir monofosfat, difosfat, trifosfat, alkifosftat,
alkanfeosfat, fosfcroticat ve Dbenzerleri olakilir. Yukarida
belirtilen fosfat analoglarinin hazirlanmasi ve bunlarin
niikleotitler, modifiye edilmis nikleotitler ve
oligoniikleotitlere dahil edilmesi de basli basina bilinmektedir

ve burada aciklanmasina gerek vyoktur.

Teknikte bilindidi {lizere, translasyon baslatma kodonu tipik
olarak 5'-AUG (transkribe edilmis mRNA molekilillerinde; karsilik
gelen DNA melekulinde 5'-ATG} oldudundan, translasyon baslatma
kedenu "AUG kodonu", "baslangic kodonu” wveya "AUG baslangic
kodonu" colarak da adlandirilir. Bir azinlik gen, RNA dizisi 5'-
GUG, 5'-UUG veya b'-CUG olan bir translasyon baglatma kodonuna
sahiptir; wve 5'-AUA, 5'-ACG ve 5'-CUG'nin in vivo olarak islev
gordudil gosterilmistir. Bu nedenle "translasyon baslatma kodonu"”
ve "baslangig kodonu" terimleri, her bir durumda baslatici amino
asit tipik olarak metionin (&karyotlarda) wveya formil meticonin

{(prokaryectlarda) olmasina ragmen birgok kodon dizisini
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kapsayabilir. Okaryotik ve prokaryotik genler, iki wvevya daha
fazla alternatif baslangi¢ kodonuna sahip olabilir, bunlardan
herhangi biri, belirli bir hilicre tipi veya dokusunda translasyon
bagslatma icin vevya belirli bir kosullar dizisi altinda tercihen
kullanilabilir. Ag¢iklama kapsaminda, "baslangig¢ kodonu" ve
"translasyon baslatma kodonu", bu kodonlarin dizisinden
(dizilerinden) badimsiz olarak, beyin kaynakli nérotrofik faktéor
(BKNF) kedlavyan bir genden kopvalanan bir mRNA"'nin
translasyonunu baslatmak i¢in 1in wvivo kullanilan kodon wveva
kodonlara atifta bulunur. Bir genin bir translasyon sonlandirma
kodonu (veya "durdurma kodonu") ¢ diziden birine, vyani 5'-URA,
5'-UAG ve 5'-UGA'va sahip olabilir (karsilik gelen DNA dizileri,
sirasiyla 5'-TAA, 5'-TAG ve 5'-TGA'dair).

"baslatma kodonu bdlgesini " ve "translasyon baslatma kodonu
b&lgesi" terimleri, bir translasyon baslatma kodonundan her iki
dodrultuda (vani, 5 'veya 3') yaklasik 25 ila yaklasik 50 bitisik
niltkleotidi kapsayan bdyle bir mRNA veya genin bir bolimiinil ifade
eder. Benzer sekilde, " durdurma kodonu bdlgesi " ve "translasyon
sonlandirma kodonu b&élgesi™ terimleri, bir translasyon
sonlandirma kodonundan her iki dodrultuda (vani, 5’ wveya 3')
vaklasik 25 ila yaklasik 50 bitisik nilikleotiti kapsayan boyle
bir mRNA wveya genin bir béliminit ifade eder. Sonuc olarak,
"baslama kodonu bdlgesi"™ (veva "translasyon baslatma kodonu
bdlgesi") wve "durdurma kodonu bdlgesi" (veya "translasyon
sonlandirma kodonu kélgesi™), mevcut agiklamanin antisens
bilegsikleri ile etkin bir sekilde hedeflenebilen bélgelerin

timidir.

Teknikte, translasyon Dbaslatma kodonu wve translasyon
sonlandirma kodonu arasindaki bdlgeye atifta bulunan agik ckuma
cercevesl (ORF) veya "kodlayici bodlgesi"™ de, etkili bir sekilde
hedeflenebilen bkir bdlgedir. Mevcut ag¢iklama badlaminda,

hedeflenen bir bdlge, bir genin agik okuma ¢ergevesinin (ORF)
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translasyon baslatma veya sonlandirma kodonunu kapsayan

intragenik bdlgedir.

Bir baska hedef bdlge, translasyon baslatma kodonundan G5°
yonindeki bir mRNA kismina atifta bulunmak igin teknik alanda
bilinen 5’ translasyona udramamis bodlgeyi (5'UTR) igerir ve
béylece 5’ baslik alani ve bir mRNA'nin (veya gen Uzerinde ilgili
niikleotidler) translasyon baslatma kodonu arasindaki
niilkleotidleri igerir. Yine bir baska hedef bdlge, translasyon
sonlandirma kodonundan 3' ydénindeki bir mRNA kismina atifta
bulunmak i¢in teknik alanda bilinen 3’ translasyona udramamis
bBélgeyi (3'UTR) icerir wve béylece, bir sonlandirma kodonu ve bir
mRNA'nin 3’ ucu (ya da gen lUzerindeki karsilik gelen nitkleotitler)
arasindaki niikleotidleri igerir. Bir mRNA'nin 5’ baslik alanzi,
bir 5'-5' <trifosfat Dbadlantisi: vyoluyla mRNA'nin 5'-¢odu
kalintisina birlestirilen bhir N7-metillenmis guancosin kalintig:
icerir. Bir mRNA'nin 5’ baslik alaninin, baslidin kendisine
bitisik olan 1ilk 50 niikleotidin yani sira 5' baslik yapisini
igcerdidi kabul edilir. Bu ag¢giklama icgin bir baska hedef bélge 5’
baslik bélgesidir.

Bazi dkaryotik mRNA transkriptleri dodrudan translasyona
ugramis olmasina radmen, Dbircodu translasyondan ©&nce Dbir
transkriptten kesilen "intronlar"™ olarak bilinen bir vevya daha
fazla bélgeyl igerir. Geriye kalan (ve dolayisiyla translasyona
ugrayan) bdélgeler "eksonlar" olarak bilinir ve kesintisiz bir
mRNA dizisi clusturmak izere birbirine eklenir. Bir o&rnekte,
ekleme bélgelerini, vani intron-ekscon badlantilarini veya ekson-
intron baglantilarini hedeflemek, Ozellikle ancrmal eklenmenin
hastalikta rol oynadigi durumlarda wveya belirli bir ekleme
Urininin asiri bir lretiminin hastalikta rol oynadigdi durumlarda
Ozellikle yararlidir. Yeniden dizenleme veya silinme nedeniyle
anormal bir fizyon jonksiyonu, hedef alanin baska bir &rnedidir.
Farkli gen kaynaklarindan iki (veyva daha fazla) mRNA'nin

birlestirilmesi iglemi voluyla {iretilen mRNA transkriptleri
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"flizyon transkriptleri"™ olarak bilinir. Intronlar, &rnedin DNA
veya pre-mRNA'ya hedeflenen antisens bilesikleri kullanilarak

etkili bir sekilde hedeflenebilir.

Bir ornekte, antisens oligeonikleotitler, bir hedef
polintikleotitin kodlayici ve/ veya kodlayici olmayan bélgelerine
baglanir ve hedef molekiiliin ekspresyonunu ve/ veya fonksiyonunu

medile eder.

Bir ©&rnekte, antisens oligoniikleotitler dodal antisens
poliniikleotidlere ba&lanir ve hedef molekiiliin ekspresyonunu ve/

veya fonksiyonunu modille eder.

Bir ornekte, antisens ocligoniiklectitler, sSens
poliniikleotidlere badlanir ve hedef molekiiliin ekspresyonunu ve/

veyva fonksiyonunu modiile eder.

Alternatif RNA transkriptleri, ayni gencmik DNA b&lgesinden
Uretilebilir. Bu alternatif transkriptler genellikle
"varyantlar" olarak bilinir. Daha spesifik olarak "pre-mRNA
varyantlari", ayni genomik DNA'dan {iretilen, ayni genomik
DNA'dan tUretilen dider transkriptlerden baslangi¢ veya bitis
konumu acgisindan farkli olan ve hem intronik hem de eksonik

diziyi igeren transkriptlerdir.

Ekleme sirasinda bir veya daha fazla ekson veya intron
bélgesinin veya bunun kisimlarinin eksizyonu Uzerine, pre-mRNA
varvantlari dahz kilcik "mRNA varyvantlari" {retir. Sonug colarak,
mRNA varyantlari, pre-mRNA varyantlari olarak iglenir ve her bir
benzersiz pre-mRNA varyanti, her zaman, ekleme sonucunda
benzersiz bir mRNA varyanti f{dretmelidir. Bu mRNA varyantlari
ayrica "alternatif ekleme varyantlari" olarak bilinir. Pre-mRNA
varyantl eklemesi vyapilmazsa, pre-mRNA varyanti mRNA varyanti

ile ayni olur.
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Transkripsiyonu baslatmak veya durdurmak ig¢in alternatif
sinvaller kullanilarak varyantlar liretilebilir. Pre-mRNA'lar ve
mRNA'lar, birden fazla baslangi¢ kodonuna veya durdurma kodonuna
sahip olabilir. Alternatif baslangi¢ kodonlari kullanan bir pre-
mRNA wveya mRNA'dan kaynaklanan wvaryantlar, bu pre-mRNA veya
mRNA'nin "alternatif baslangi¢ varyantlari"™ olarak bilinir.
Alternatif bir durdurma kodonu kullanan transkriptler, bu pre-
mRNA vwveya mRNA'nin "alternatif durdurma varvantlari" olarak
bilinir. Spesifik bir alternatif durdurma varyanti tirid, g¢oklu
transkriptlerin, transkripsiyon mekanizmasi tarafindan "polid
durdurma sinyallerinin” birinin alternatif seciminden
kaynaklandidir wve béylece essiz poliA alanlarinda scna eren
transkriptlerin {lretildigi "poliA wvaryanti" dir. Ag¢iklama
baglaminda, burada tarif edilen varyantlarin tipleri ayrica

hedef nikleik asitlerin drnekleridir.

Antisens bilesiklerinin hibritlendidi hedef nilkleik asit
Uzerindeki konumlar, aktif bir antisens bilegidinin hedeflendigi
bir hedef bdlgenin en az bir 5S-nlkleotit uzun kismi olarak

tanimlanir.

Bazi drnek nitelidindeki hedef parcalarin spesifik dizileri
burada c¢rtaya konulurken, teknikte uzman kigiler, bunlarain, bu
aciklamanin kapsami i¢indeki belirli &rnekleri aciklamaya ve
betimlemeye hizmet ettidini kabul edecektir. Ilave hedef
bélumler, bu agiklama 1si1idinda teknikte uzman bir kisi

tarafindan kolaylikla tanimlanabilir.

Tercih edilen hedef bélumler arasindan secilen en az bes (5)
ardisik nikleotidden olusan bir bé&lim igeren 5-100 uzunluktaki
nitkleotid hedef bélumlerin, hedefleme ic¢cin de uygun oldudu

disiinilmektedir.

Hedef bolumler, tercih edilen hedef bdlimlerden birinin 5
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'ucundan en az 5 ardisik niikleotit iceren DNA veya RNA dizilerini
icerebilir (geri kalan nilkleotidler, hedef bolimin -
terminusunun hemen yukari akisindan baslayan ve LDNA ve RNA
yvaklasik 5 ila yaklasik 100 nikleotid igerene kadar devam eden
ayni DNA wveya RNA'nin ardisik bir uzantisidir). Benzer sekilde
tercih edilen hedef b&limler, tercih edilen hedef bhdliimlerden
birinin 3' terminisundan en az 5 ardisik niikleotit iceren DNA
veya RNA dizileri tarafindan temsil edilebilir (geri kalan
niikleotidler, hedef bpolimin 3'-terminusunun hemen asadi
akisindan baslayan ve DNA wve RNA vyaklasik 5 ila vaklasaik 100
niltkleotid icerene kadar devam eden ayni DNA veya RNA'nin ardisik
bir uzantisidir). Burada gésterilen hedef bélimlerle donatilmis
olan teknikte uzman birinin gereksiz deneyler vyapmadan daha

fazla tercih edilen hedef bdélumleri belirlemesi mumkun olacaktair.

Bir veya daha fazla hedef bdlge, bdlim veya alan belirlendikten
sonra, hedefe vyeterince tamamlayici olan, vani arzu edilen
etkiyi wvermek i¢in veterince 1yi wve vyeterli &zglnlikte

hibritlesecek olan antisens bilegikleri secgilir.

Ag¢iklamanin orneklerinde oligoniikleotitler belirli bir hedefin
antisens iplidgine badlanir. Oligoniikleotitler en az 5 niikleotit
uzunludundadar ve sentezlenebilir, bdvylece her bir
oligonikleotit, st 1Uste gelen dizileri hedefler, &yle ki
oligonikleotitler, hedef poliniikleotitin tum uzunlugunu
kapsayacak sekilde sentezlenir. Hedefler ayrica kodlayica

olmayan bélgelerin yani sira kodlayici bdlgelerini de igerir.

Bir dSrnekte, spesifik nikleik asitleri antisens
oligoniikleotitler 1ile hedeflemek tercih edilir. Belirli bir
niikleik aside karsi bir antisens bilesidi hedeflemek, ¢ok adimla
bir islemdir. Islem genellikle islevi modille edilecek clan bkir
nitkleik asit dizisinin tanimlanmasiyla baslar. Bu, &rnedin,

belirli bir bozukluk veya hastalik durumu ile ilgili bir hiicresel
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gen {(veya genden kcpyalanan mRNA) veya Ornedin kodlayici olmayan

RNA (ncRNA) gibi kodlayici olmayan bir polintklectid olabilir.

RNA'lar proteinlere cevrilen (1) haberci RNA'lar (mRNA'lar) ve

{(2) protein-kodlayica clmayan RNA'lar (ncRNA'lar) olarak

siniflandirilabilir. ncRNA'lar, yviksek yodunluklu durdurma
kodonlar: iceren wve Therhangi bir "Ac¢aik Okuma Cercevesi"
icermeven mikroRNA'lari, antisens transkriptlerini wve difer

Transkripsiyconel Birimlerini (TU) icerir. Birgck ncRNA'nin,
protein kodlayici lokuslarinin 37 translasycna ugramamis
b&élgelerinde (3'UTR'ler) baslangi¢ alanlarindan Dbasgladiga
gériilmektedir. ncRNA'lar siklikla nadirdizr Ve FANTOM
konsorsiyumu tarafindan dizilen ncRNA'larain en azindan yarisi
poliadenilasyona udramamis gibi gérinmektedir. Codu arastirmaca,
bariz sebeplerden &tird dislenen ve sitoplazmaya gdnderilen
poliadenilatlanmis mRNA'lara odaklanmistir., Son =zamanlarda,
poliadenilatlanmamis nilkleer RNA'larin kiimesinin c¢ok Dblyik
0labildidi ve bu denli fazla transkriptin, intergenik bkélgeler
olarak adlandirilan bdlgelerden kaynaklandigili g&sterilmistir.
ncRNA'larin gen ekspresyonunu reglile edebilecedi mekanizma,
hedef transkriptlerle baz esglesmesidir. Raz eslestirmesi ile
calisan RNA'lar, (1) ayni genetik konumda kodlanan, ancak
etkiledikleri RNA'lara zit iplikler clan ve bdylece hedeflerine
mikemmel bir tamamlavicilik godsteren cis kodlu RNA'lar olarak ve
(2) etki ettikleri RNA'lardan farkla: bkir kromezomal konumda
kaodlanan ve genellikle hedefleri ile milkemmel bir baz esleme
potansiyeli sergilemeyen trans-kodlu RNA'lar olarak

gruplanabilir.

Teoriye bagli kalmak istenmeksizin, Dburada tarif edilen
antisens oligonltkleotitler tarafindan antisens polinilikleotitin
perturbasyonu, karsilik gelen haberci sens RNA'larin
ekspresyonunu dedistirebilir. Bununla birlikte, bu dizenleme ya
uyumsuz (haberci RNA vylikselmesinde antisens demonte sconuglari)

va da uyumlu olabilir (konkomitant haberci RNA azalmasinda
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antisens demonte sonuclari} . Bu durumlarda, antisens
oligoniikleotitleri, onun demonte edilmesine veya sekestrasyonuna
yol acan, antisens transkriptinin c¢akisan veya ¢akismayan
kisimlarina hedeflenebilir. Kodlayici olmayan antisensin yani
sira kodlayici antisens de ayni sekilde hedeflenebilir ve her
iki kategori de, karsilik gelen sens transkriptlerini - uyumlu
veya uyumsuz bir sgekilde - reglile edebilir. Bir hedefe karga
kullanilmak {izere veni oligoniikleotitlerin tanimlanmasinda
kullanilan stratejiler, antisens RNA transkriptlerinin antisens
oligoniikleotitler tarafindan demonte edilmesine veya 1istenen
hedefi modile etmeye yonelik  baska  herhangi bir yvola
dayandirilabilir.
Strateji 1: Uyumsuz regiilasyon durumunda, antisens
transkripsiyonun demontesi, geleneksel (sens) genin
ekspresycnunu yilkseltir. Bu son gen bilinen veya varsayilan
bir ilag¢ hedefi i¢in kodlanirsa, antisens muadilinin
dementesi, bir reseptdr agonistinin wveya bir enzim
uyaricisinin etkisini taklit edebilir.
Strateji Z: Uyumlu regililasyon durumunda, hem antisens hem
de transkriptleri konkomitant olarak demonte edebilir ve
bdylece geleneksel (sens} gen ekspresyonunun sinerjistik
olarak azalmasini sadlayabilir. Ornedin, demonte etmek icin
bir antisens oligonikleotit kullanilarsa, daha sonra bu
strateji, sens transkriptine hedeflenen bir antisens
oligoniikleotiti wve karsilik gelen antisens transkriptine
bir baska antisens oligonilkleotitl veya es zamanli clarak
drtlsen sens ve antisens transkriptlerini hedefleyen tek
bir enerijisel simetrik antisens oligoniikleotiti uygulamak

i¢in kullanilabilir.

Mevcut agiklamaya gbre, antisens bilegikleri arasinda antisens
oligonikleotitler, ribozimler, harici kilavuz dizisi (EGS)
oligoniikleotitleri, siRNA bilegikleri, siRNA bilesgsikleri gibi
tek veya ¢ift iplikli RNA interferans (RNAi) bilegikleri ve hedef
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nikleik asidin en azindan bir bélimine hibritlenen ve islevini
modiile eden diJer oligomerik bilegsikler bulunur. Bu sekilde
bunlar, DNA, RNA, DNA benzeri, RNA benzeri wveya bunlarin
karisimlari olabilir veya bunlardan bir wveya daha fazlasinin
taklitleri olabilir, Bu bilegikler, tek iplikli, ¢ift iplikli,
dairesel wveya firkete oligomerik bilegikler olabilir wve dahili
veya terminal c¢ikintilar, yvanlig eslesmeler veya ilmekler gibi
vaplsal elemanlar icerebilir. Antisens bilesikleri, rutin olarak
dogrusal olarak hazirlanirlar, ancak dairesel ve/ veya dallanmis
olmak ig¢in birlestirilebilir veya baska sekilde
hazirlanabilirler. Antisens bilesgikleri, &rnedin tamamen ya da
kismen c¢ift-iplikli bir bilesgik ya da hibridizasyona ve tamamen
ya da Kismen c¢ift-iplikli bir bilesidin olusmasina izin vermek
i¢in vyeterli kendi kendini tamamlayicilidi olan tek bir iplik
olusturmak {izere  Thibritlenmis iki iplikli gibi vyapilar:i
icerebilir. TIki iplik, dahili olarak serbest 3 ‘'veya &'
terminustan ayrilabilir veya siirekli bir firkete vapisi veya
ilmek olusturmak lzere baglanabilir. Firkete vapisi, tek iplikli
bir karakterin bir uzantisini lreten 5’ veya 3' terminusunda bir
¢cikinti igerebilir. Cift iplikli bilesikler istede badli olarak
uglarda cikintilar igerebilir. Diger modifikasyonlar,
terminuslardan birine, secilmis niikleotid konumlarina, seker
konumlarina vevya nlklecsitler arasi badlantilardan birine badla
konjugat gruplarini igerebilir. Alternatif olarak, 1iki iplik,
nitkleik asit olmayan bir parga veya baglayici grup yoluyla
badlanabilir. Sadece bir iplikten olusturuldudunda, dsRNA, bir
dupleks olusturmak UUzere kendi kendine ikiye katlanan kendi
kendini tamamlavyici, firkete tipi bir molekill seklini alabilir.
Boylece, dsRNA'lar tamamen veya kismen ¢ift iplikli olabilir.
Gen ekspresyonunun spesifik modillasyonu, transjenik  Thiicre
¢izgilerinde dsRNA firketelerinin stabil ekspresyonu 1ile
basarilabilir, ancak bazi durumlarda gen ekspresyonu veya
fonksiyonu yukari regile edilir. Iki iplikten oclusturuldudunda
veva kendi kendini tamamlayici firkete tfipi bir molekiiliin

seklini alan tek bir iplik, bir dupleks olusturmak lzere kendi
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Uzerine 1kiye katlandidinda, 1ki 1iplik (veya tek bir iplidin
dupleks olusturucu bdlgeleri), Watson-Crick tarzinda baz c¢ifti

olan tamamlayici RNA iplikleridir.

Bir sisteme sokulduktan sonra, agiklamanin bilesikleri, hedef
nitkleik asidin pargalanmasini veya baska bir modifikasyonunu
gerceklestirmek igin bir wveya daha fazla enzimin veya vyapisal
proteinin etkisini ortayva c¢ikarabilir wvevyva doluluk temelli
mekanizmalar yoluyla c¢alisabilir. Genel olarak, nikleik asitler
(oligoniikleotitler dahil) "DNA benzeri" (yani, genellikle bir
veya daha fazla 2'-deoksi sekerine ve genellikle U bazindan
ziyade T'ye sahiptir) wvevya "RNA benzeri” (yani, genellikle bir
veya daha fazla 2'-hidroksil wveya 2'-dedistirilmis sekere ve
genellikle T Dbazlarindan =ziyade U'ya sahiptir) olarak tarif
edilebilir., Nikleik asit iplikleri, birden fazla tipte yapivi,
en ¢cok A ve B bicimlerini benimseyebilir. Genel olarak, B-formuna
benzer vapiyva sahip olan oligoniikleotitlerin "DNA benzeri"
oldudu wve A-bic¢imli vapiya sahip clanlarin "RNA benzeri"
olduduna inanilmaktadir. Bazi (kimerik) durumlarda, bir antisens

bilesigi hem A hem de B-bic¢imli bdélgeleri igerebilir.

Bir &6rnekte, istenen oligonikleotitler veya antisens
bilesikleri, asagdidakilerden en az birini icerir: antisens RNA,
antisens DNA, kimerik antisens oligonikleotitler, modifiye
edilmis baglar iceren antisens oligontkleotitler, interferans
RNA (RN2A1}, kisa interferans RNA (siRNA); mikre, interferans RNA
(miRNA) ; kiclk, temporal bir RNA (stRNA); veya kisa bir firkete
RNA (shRNA); kiciik RNA-kaynakli gen aktivasyonu (RNAa); kilclk

aktive edici RNA'lar (saRNA'lar}) veva bunlarin kombinasyonlari.

dsRNA ayrica, "kiiciik RMNA-kaynakli gen aktivasyonu" veya RNAa
olarak adlandirilan bir mekanizmayzi, gen ekspresycnunu
aktiflestirebilir. Gen promotdrlerini hedefleyen dsRNA'lar,
iliskili genlerin gligli transkripsiyonel aktivasyonunu indiikler,

RNAa, "kiicik aktive edici RNA'lar” {saRNA'lar) olarak
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adlandirilan sentetik dsRNA'lar kullanilarak insan hicrelerinde
gbsterilmistir. Su anda RNAa'nin dider organizmalarda korunup

korunmadidi bilinmemektedir.

Kiclik interferansli RNA (siRNA} ve mikroRNA {miRNA) gibi kiicik
¢ift zincirli RNA (dsRNA}, RNA interferansi {(RNAi) olarak
bFilinen evrimsel olarak korunmug bir mekanizmanin tetikleyicisi
olarak bulunmustur. RNAL1 dedismez bir sekilde veniden modelleme
krcmatinivle gen susturmava, bdylece transkripsiyonu bastirmava,
tamamlayici mRNA'yl indirgemeye veya protein translasyonunu
bloke etmeye yol agar. Bununla birlikte, takip eden O&rnekler
bBoliminde detayla olarak tarif edilen durumlarda,
oligoniikleotitlerin, Beyinden kaynakli ndrotrofik faktdr (BKNF)
pelintkleotidlerinin ve kodlanmis {riinlerinin ekspresyonunu ve/
veya Tfonksiyonunu arttirdigr goésterilmistir. dsRNA'lar ayni
zamanda kiciik aktive edici ENA'lar (saRNA) olarak da
davranabilir. Tecri ile sinirlanmaksizin, gen promotdrlerinde
dizileri hedefleyerek, saRNA'"lar dsRNA ile indilklenen
transkripsiyonel aktivasyon (RNAa) olarak adlandirilan bir

fencomende hedef gen ekspresyconunu indlikleyecekti.

Baska bir 0Ornekte, burada tanimlanan "tercih edilen hedef
b&élimler™, Beyin kaynakla norotrofik faktor {BKNE")
polinikleotidlerinin ekspresyonunu modile eden ek bilegikler
icin  Dbir ekranda kullanilabilir. "Modilatérler", BENF'yi
kaodlayan bir nilkleik asit molekilliiniin ekspresyconunu azaltan veya
arttiran ve tercih edilen bir hedef b&élime tamamlayici olan en
az 5 nlkleotid kisim iceren Dbilesiklerdir. Tarama véntemi,
BKNF'nin sens veya dodal antisens polinikleotidlerini kodlavan
bir niikleik asit molekiilinin tercih edilen bir hedef bdlimini
bir veya daha fazla aday modlilatdr i1le temas ettirme wve BEKNF
poliniikleotidlerini, &rn., DIzI KIM. NO: 12 ila 49'u kodlayan
bir nikleik asit molekilinin ekspresyonunu azaltan veya arttiran
bir veva daha fazla aday modiilatdr i¢in sec¢im adimlarini igerir.

Aday modilatdr wveya modillatdrlerin BERNF poliniiklecotidlerini
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kodlayan bir nilkleik asit melekillinun ekspresyonunu mcdile (orn.,
azaltan va da artiran) edebildikleri g&sterildikten scnra,
modiilatdr daha sonra BKNF poliniikleotidlerinin fonksivyonuyla
ilgili baska arastirma c¢alismalarinda veya mevcut acgiklamavya
g&re bir arastirma, teshis wveya terapétik ajan clarak kullanim

igin kullanilabilir,

Dodal antisens dizisini hedeflemek, tercihen hedef genin
islevini modiile eder. Ornedin, BKNF geni (&rn., Erisim numarasi
NM 170735 ve NM 007540). Bir ornekte hedef, BEKNF geninin bir
antisens poliniikleotitidir. Bir &rnekte, bir antisens
oligoniikleotiti, BKNF poliniikleotidlerinin {(6rn., Erigsim
numarasi NM 170735 wve NM 007540), wvaryantlarin, alellerin,
izoformlarin, homologlarain, mutantlarin, tirevlerin,
fragmanlarin ve tamamlayici dizilerin sens ve/ veya dogal
antisens dizilerini hedefler. Tercihen oligoniikleotit, bir
antisens molekiillidiir ve hedefler, antisens ve/ vevyva sens BENF
poliniikleotidlerinin kodlayici ve kodlayici olmayan bdlgelerini

igerir.

Mevcut agiklamanin tercih edilen hedef b&limlerleri, avrica,
stabilize edilmis ¢ift iplikli (duplekslenmis) oligonikleotitler
olusturmak icin mevcut aciklamanin tamamlavyici antisens

bilegikleri ile birlegtirilebilir.

Bu c¢ift 1iplikli oligoniiklectit kisimlari, teknikte hedef
ekspresyonu modile etmek ve translasyonu duzenlemek wve ayrica
bir antisens mekanizmasi voluyla RNA'nin islenmesi ic¢in
gbsterilmistir. Ayrica, clft iplikli Kisimlar kimyasal
modifikasyonlara tabi olabilir. Ornedin, bu tir c¢ift iplikli
kisimlarin hedefe karsi dubleksin antisens 1iplidinin klasik
hibridizasyonu 1ile hedefi 1inhibe ettigi, Dboylece hedefin

enzimatik bozulmasini tetikledidi gdsterilmistir.

Bir o&rnekte, bir antisens oligoniiklectiti, Beyin kaynakli
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ndrotrofik faktodr (BKNF') polinitkleotidlerini (6rn., Erisim
numarasi NM 170735 ve NM 007540), varyantlarai, alelleri,
homeologlari, mutantlari, tirevleri, fragmanlari ve tamamlayici
dizileri hedefler. Tercihen oligonikleotit bir antisens

molekilidir.

Aciklamanin &rneklerine gdre, hedef niikleik asit molekiild, tek
basina BKNF ile sinirli dedildir, ancak bunun bir BKNF ekspresyon
Uriiniinii ve/ veya bunun herhangi bir izoformunu iireten, etkileven,
tesir eden veya bunlarla sconuglanan herhangi bir polinikleotit

varyantina ve herhangi bir poliniiklecotide uzanir.

Bir oOrnekte, bir oligoniiklecotit, BKNF poliniikleoctidlerinin
dodal bir antisens dizisini, &érnedin DIZI KIM. NO: 3 ila 11
olarak belirtilen polinikleotidleri ve bunlara ait varyantlari,
alelleri, homologlari, mutantlari, tirevleri, fragmanlari ve
tamamlayici dizileri hedefler. Antisens oligonikleotitlerin

Srnekleri DIZI KIM NO: 12 ila 49 clarak verilmistir.

Bir &rnekte, oligoniikleotitler BEKNF antisensinin bunlarla
sinirli olmamak iizere BKNF poliniikleotidleri 1le iliskili
kodlayici olmayan sens ve/ veya antisens dizileri olan ntukleik
asit dizilerine tamamlavyicidir veya bunlara badlanir wve BENF

molekillerinin ekspresyonunu ve/ veya fonksiyonunu modilile eder.

Bir &rnekte, oligoniikleotitler, DIZI KIM. NO: 3 ila 11 clarak
belirtilen wve BENF molekillerinin ekspresyonunu ve/ veya
fonksivonunu modiille eden BEKNF dodal antisensinin nikleik asit

dizilerine tamamlayicidir veva badlanir.

Bir &rnekte, oligoniikleotitler, DIZI KIM. NO: 12 ila 49'un en
az 5 ardisik nikleotidine sahip dizileri 1igerir ve BENF

molekillerinin ekspresyonunu ve/ veya fonksiyonunu medile eder.

Poliniiklectit hedefler, bunun aile iyeleri de dahil olmak lizere
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BKNF mutantlarini; BENF'nin kodlayici olmayan dizilerini;
BEKNF'nin alelleriniy; tir varyantlarini, fragmanlarzy ve
benzerlerini ig¢erir. Tercihen oligoniikleotit bir antisens
molektludir.

Bir &rnekte BKNF polintdkleotitlerini hedeflevyen oligoniikleotit
sunlari icerir: antisens RNA, interferans RNA (RNAi), kisa
interferans RNA (s1iRNA); mikrc interferans RNA (miRNA); kilcgilk,
temporal bir RNA (stRNA); veya kisa bir firkete RNA (shRNA);
kilgik RNA-kaynakli gen aktivasyonu (RNAa); veya kiiglik aktive
edici RNA (saRNA).

Bir &rnekte, Beyin kaynakli nérotrofik faktér (BENF')
poliniikleotidlerinin, drn. DIizZT KiM., NO: 3 ila 55'in
hedeflenmesi, bu hedeflerin ekspresyonunu veya fonksiyonunu
modiile eder. Bir o&rnekte, bir kontrol 1le kivaslandidainda
ekspresyon veya fonksiyon yukari reglile edilir. Bir &rnekte, bir
kontrol ile karsilastirildidinda ekspresyon veva fonksiyvon asadi

regile edilir.

Bir ornekte, antisens bilesikleri DIZI KIM. NO: 12 ila 49
olarak belirtilen dizileri dicerir. Bu oligoniklectitler, bir
veya daha fazla medifive edilmis nuklectid, daha kisa veya daha
uzun fragmanlar, modifiye edilmis Dbadlar ve benzerlerini

icerebilir,

Bir &rnekte, DIZI KIM. NO: 12 ila 49, bir veva daha fazla LNA
nilkleotit igerir. Tablo 1, aciklama ydntemlerinde faydali drnek
antisens oligonikleotitleri gdstermektedir.

Tablo I1:
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Dizi KIiMLIK

DIZT
NO:12

DIizI
NC:13

DIzt
NC:14

DIz1
NO:15

Dizi
NC:16

Diz1
NO:17

DIz1
NC:18

Dizl

NGC:19

KiM,

KIM.

KIM.

KimMm.

KIM.

KiM.

Kim,

KiM.

Antisens

Dizi Ismi

CUR-2046

(Antisens)

CUR-2047

(Antisens)

CUR-2048

(Antisens)

CUR-2049

(Antisens)

CUR-2050

CUR-2051

CUR-2052

CUR-2053

Dizi

ArArCrArArArCrArArCrUrGrGrUrGrArGrCrCr
UrGrG

rUrGrArGrCrCrUrArArGrArUrArCrarUrirGrC
rUrCrU

rGrUrGrCrUrGrUrUrGrUrArArGrArUrUrArGrC
rCrarC

TrArArUrGrArCrArUrGrUrUrUrGrUrArGrGrGrA
rGrCrC

+CMC*MA*+E*mG* mU* +G¥mU*mG*mC* +G*mG* mA
*+C

+FCAMC A MA* U MG MG+ G mA Y mC  mU* +C A mU A mG
-k+G

TA*MGFMA*+G* MC* MG *+U mG*mA*MA*+U*mG*mG
4G

+C*mC*MC* HA*mMA* MG+ G *mC*mA*mG* +G*mU*mU
*+C
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Dizi KIiMLIK

DIzl
NC:20

DizT
NC:21

DIzt
NO:22

Dizl
NC:23

Dizd
NC:24

DIzt
NC:25

DIizI
NQO:26

Dizl
NC:27

KiM.

KiM.

KIM.

EiM.

KIM.

KIM.

KIM.

KiM.

Antisens

Dizi Ismi

CUR-2054

CUR-2055

CUR-2056

CUR-2057

CUR-2058

CUR-2059

CUR-2060

CUR-2061

Dizi

+A*MA* MG * +A*MUA MG +CH* mU* U *mG * +A%mC * mA
* 11

+CF*MA*MU*+U*mG*mG*+C*mU*mG*mA* +C*mA*mC
%47

FU*MU*mC* +C*mA*mA* +CH*mA*mC*mG* +U*mG*mA
*+U

+A*MG*MA* +A* MG MA*+5*mC*mU*mG* +U*mU*mG
*+G

+AAmUAmG* +A*mG*mG* +A*mC ¥ mC ¥ mA* +G¥mA*mA
*+A

+GEF*mUrmMU*+C*mG* mG*+C*mC *mC*mA* +A*mUI*mG
LR

+FAYMGFMA* A MA*MAY +HC* mMA*mMA*mU* +A*mA*mG
* 403

FAEMCHrMG*+C*mA*mG* FA* mCH U *mU* +G*mU*mA
*+c
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Dizi KIiMLIK

DIzl
NC:28

DizT
NO:29

DIzt
NO: 30

Dizl
NC:31

Dizl
NC: 32
Diz1
NC:33
DIzt
NO:34
DIzT
NC:35
Diz1
NC:36
DIZT
NO:37
Dizl
NC: 38

KiM.

KiM.

KIM.

EiM.

KiM.

KiM.

KIM.

KiM.

KIM.

KiM,

KEiM.

Antisens

Dizi Ismi

CUR-2062

CUR-2063

CUR-20¢64

CUR-2065

CUR-2066

CUR-2067

CUR-2068

CUR-2069

CUR-2070

CUR-2071

CUR-2072

Dizi

+2AMCAr MG +UrmC *mC*+A Y mG* mG*mG* +U* mG*mA
#4177

+GF*mC*mMU*+C*mA*mG*+U*mA*mG*mU* +C*mA*mA
*+G

+U*mGFmC*+CrmU*mU*+U*mG*mG*mA* +G*mC*mC
*+U

+CH*mC*mU*+CHmU*mU*+C*mU*mC mU* +U*mU*mC
*+U

FCAHCHHCHGHGRTAAX THCHCAARAF AKX +GH+GH +

C

+G*+T*+A*T*T*A*G*C*G*A*G*T*G*+G*+G*+
T

+GHHTH+CHTHAXTHGHA*GHGHGHT* TH+C*+G* +
G

+CH+CH+THCHCHATHCHTAARCHTHCHATH+TH+TH* +
C

+G*+G*+C*A*G*G*T*T*C*G*A*G*A*+G*+G*+
T

+TH4THHCHCHTRTHCHCHCHRRCHARGH+TH+T* +
C

+CH+GHHGHTHT*GHCHAXTXGFA*A*GX+G*+C* +
G
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Dizi KIiMLIK

DIZT
NC:39
Diz1
NC:40
DIzt
NC:41

Dizl

NO:42

Diz1
NC:43

Dizi
NO:44

Dizd
NC:45

DIzt
NO:46

DIzl
NQO: 47
Diz1
NO:48
Dizl

NO:49

KiM,

KiM.

KIM.

KiM.

KiM.

KIM.

KIiM.

KIM.

KiM.

KiM.

KiM.

Antisens

Dizi Ismi

CUR-2073

CUR-2074

CUR-2075

CUR-2076

(Antisens)

CUR-2077

(Antisens)

CUR-2078

(Antisens)

CUR-2079

(Antisens)

CUR-2080

(Antisens)

CUR-2081

CUR-2082

CUR-2083

Dizi

+T*+GX+GHCHTXGHGHCHGHAXTHTHCH+A*+T*+

A

+C*+A*+A*C*A*T*A*T*C*A*G*G*A*+G*+C*+
C

+T*+GH*+THAXT*THCHCHCHAXGHFAXAR+CH+TH+
T

rUrArUrGrGrUrUrArUrUrUrCrArUrArCrUxrUrC
rGrGrUrUrGrCrArUrG

TATGrArATrGrUrArArArCrGrUrCrCrArCrGrGra
rCrArArGrGrCrArArC

rArUrUrUrCrUrArCrGrArGrArCrCrATArGrUrG
rUrArArUrCrCrCrAry

rUrArArGrGrArCrGrirGrGrArCrUrUrGrUrArC
rArCrUrUrCrCriGrGrG

rArGrArArArGrArArArGrUrUrCrUrArArCrCrU
rGrUrUrCrUrGrUrGry

+G*HAXHTHTHTACHAXGHAXGRCHCAGHHCH+A%+

G

+GF AR HCHAXCHAXTHCHCHAXTHCHCHHCH+A* +
G

HCXHCHHTHCHGFTHCHAXTHGXTHCHTH G+ T H+

G
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) . Antisens
Dizi KIMLIK . Dizi
Dizi Ismi

DIZT KiM,

CUR-0071 CHATAHTHGRANAFTHTRGATHTHT* LG +TH+A
NG: 50
Diz1 KiM.

CUR-0072 AX+G*+T*T*G CHAXAXGHFA*G* T +T*+G*+G
NO:51
DIzt KIM.

CUR-0073 AX+TH+CHTHAGHTHTHCATHGHCHTH +G*+T*+C
NC:52
DIzT KIM.

CUR-0074 CHAR*XHT*AFTHTHCHATRTHEHG A HC HGH +A
NQO:53
Dizi KIM.

CUR-0075 THLGR+T*GRCHTHG THTH G THA*FA*FC*+A
NQO: 54
DIz1 KimMm.

CUR-0076 TH+G*+A*CH AN G AXGREYAXGHTH+A*¥+T*+T
NO:55

Istenen bir hedef niikleik asidin modiilasyonu, teknikte bilinen
cesitli vollarla gergeklestirilebilir. Ornedin, antisens
oligoniikleotitler, siRNA vb., enzimatik niikleik asit molekiilleri
(&rn., Ribozimler), niikleotid baz dizisine spesifik bir sekilde
diger ayri niikleik asit molekiillerini tekrar tekrar bdlme
yetenedi dahil olmak lzere gesitli reaksiyenlarin bir veya daha
fazlasini katalize edebilen niikleik asit molekillleridir. Bu gibi
enzimatik nitkleik asit melekiilleri, &rnedin, hemen hemen her RNA

transkriptini hedeflemek ig¢in kullanilabilir.

Diziye spesifik olmalarindan dolayil, trans bdéllinen enzimatik
niikleik asit molekiilleri, 1insan hastalidi icin terapodtik
maddeler olarak umut vermektedir. Enzimatik nilkleik asit
molekiilleri, hiicresel RENA'nin arka plani igindeki spesifik RNA
hedeflerini parcalamak icin tasarlanabilir. Béyle bir bdlinme
olayi, mRNA'vili 1islevsel clmavan hale getirir ve Dbu RNA'dan

protein ekspresyonunu iptal eder. Bu sekilde, bir hastalik
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durumu ile iliskili bir proteinin sentezi segici olarak inhibe

edilebilir.

Genel c¢larak, RNA parcalama aktivitesine sahip olan enzimatik

nikleik asitler, bir hedef RNA'ya ilk badlanma ile etki ederler.

Bu badlanma,

hedef

RNA'y1

parcalamak

dzere

hareket eden

molekilin bir enzimatik kismina yakin bir vyerde tutulan bir

enzimatik niikleik asidin hedef badlama kismi boyunca gerceklesir.

Bu nedenle, enzimatik niukleik asit,

ilk olarak, bkir hedef RNA'y1

tanir ve tamamlayici bkaz esleme yoluyla ve baglanir ve bir kez

dodéru vere baglandidainda,

hedef RNA'y1l

kesmek icgin enzimatik

olarak hareket eder. Bu tir bir hedef RNA'nin stratejik bélinmesi,

kodlanmis bir proteinin sentezini dedistirme yetenedini ortadan

kaldiracaktir.

baglandiktan ve ayrildiktan sonra,

Bir

enzimatik

nukleik

asit,

RNA hedefine

baska bir hedef aramak igin

bu RNA'dan salinir ve tekrar tekrar yeni hedeflere baglanabilir

ve ayrilabilir.

In vitro secim

(evrim) stratejileri

(Crgel,

Soc. London, B 205, 435) gibi c¢esitli yaklasimlar,

baglarinin ve

cesitli reaksiyonlari

amid badglarinin

katalize

ayrilmasa

edebilen

ve 11

yveni

katalizdrlerini gelistirmek ig¢in kullanilmistir.

{1579) Proc. R.

fosfodiester
gasyonu gibi

nukleik asit

Katalitik aktivite ig¢in optimal olan ribozimlerin gelisimi,

gen ekspresyonunun
ribozimler kullanan

katkida bulunacaktir.

dilzenlenmesi
herhangi Dbir

Cekig basli ribozim,

amaciyla

stratejiye &

RNA-parcalavan

nemli olclde

drnedgin doymus (10

mM) Mgz + kofaktdr konsantrasyonlarinin varlidinda vyaklasik 1

dak-1 katalitik hiz (kcat)

riboziminin,

karsilik

reaksiyeonunu vaklasik 100

gosterilmistir.

Ek olarak,

kollarina sahip

ribozimlerin,

100

olan baz1

dak-1'e

gelen

ile g¢galigir.

dak-1

DNA"dan

vaklasan
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RNA'v1 katalize ettidi bilinmektedir. Son olarak, c¢ekig¢ basinin
katalitik c¢ekirdedi icindeki belirli bir kalintinin bazi
niikleotid analcglari ile dedistirilmesi, katalitik hizda 10
katlik bir ivyilesme g&steren mcedifiye ribozimler wverir. Bu
bulgular, ribozimlerin, g¢odu dogal kendi kendine pargalanan
ribozimler tarafindan in wvitro olarak gdsterilenlerden &nemli
Hlciide daha biilylik olan katalitik oranlarla kimyasal déntsimleri
desteklevyebilecedini gbstermektedir. Bundan sonra, bazi
kendiliginden kivrilan ribozimlerin vapilarinin, maksimum
katalitik aktivite vermek lizere optimize edilebilmesi veya RNA
fosfodiester bk&linmesi ig¢in Snemli &lgide daha hizli oranlar

sergileyen tamamen yenl RNA motiflerinin vapilabilmesi mimkindir.

Bir RNA substratinin "¢eki¢ basi™ modeline uyan bir RNA
katalizér ile molekiiller arasi bdlinmesi 11k olarak 19887'de
gésterilmistir (Uhlenbeck, O0.C. (1987) Nature, 328: 59¢-600).
RNA katalizéril geri kazanilmis wve gercekten katalitik oldudunu

gbsteren c¢oklu RNA moleklilleri ile reaksiyona sokulmustur.

"Cekic basi" motifine davyali olarak tasarlanan katalitik
RNA'lar, hedef dizilerle gerekli baz eslesmesini muhafaza etmek
igin katalitik RNA'da uygun baz dedisikliklerini vyaparak
spesifik hedef dizileri pargcalamak icin kullanilmistir. Bu,
katalitik RNA'nin spesifik hedef dizileri avirmasina i1zin vermis
ve "cekic basi™ modeline gdre tasarlanan katalitik RNA'larin in
vivo olarak spesifik substrat RNA'larini muhtemelen

aylirabildidini gdstermistir.

RNA interferansi (RNA1), memelilerde ve memelil hilcrelerinde
gen ekspresyonunu modiile etmek idi¢in gliglil bir ara¢ haline
gelmistir. Bu vyaklasim, bir ekspresyon plazmidi veya wvirisli ve
siRNA'lara islenen kiuglk firkete RNA'lari icin kodlayici dizisi
kullanilarak RNA'nin kendisi olarak wveya DNA olarak kicgik
interferans RNA'nin (siRNA) verilmesini gerektirir., Bu sistem,

pre-siRNA'larin aktif clduklari sitoplazmaya etkili bir sgsekilde
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nakledilmesini sadglar wve gen ekspresyonu 1igin dizenlenmis ve

dokuya spesifik promotérlerin kullanimina izin verir.

Bir o&rnekte, bir oligonilikleoctit veya antisens bilesidgi bir
oligomer veya ribonikleik asit (RNA) ve/ veya deoksiriboniikleik
asit (DNA} veya bunlarin bir mimetik, kimera, analog veya
homologunu igerir. Bu terim, dodal clarak olusan niikleotitler,
sekerler ve kovalent interniiklecsit (omurga) badlarindan olusan
oligoniikleotitlerin vani sira benzer sekilde islev g&ren, dodal
olarak clusmayan bdlimlere sahip olan cligoniklectitlerl igerir.
Bu tiir meodifiyve edilmis veya ornatilmis oligoniikleotitler,
drnedin, arttirilmis hiicresel alim, hedef nilkleik asit icgin
artmis afinite ve nilkleazlarin varliginda artan stabilite gibi
istenen &zellikler nedeniyle, genellikle dodal formlara nazaran

arzu edilir,

Mevcut aciklamaya gdre, oligonikleotitler wveya antisens
bilesikleri arasinda antisens ocligoniiklestitler (Srn., RNA, DNZ&,
taklit, kimera, analog vevya hcomologu), ribozimler, harici
kilavuz dizisi (EGS) oligonikleotitleri, siRNA bilesikleri,
5iRNA bilesikleri gibi tek veya ¢ift iplikli RNA interferans
(RNAi1) bilesikleri, saRNA, aRNA ve hedef nikleik asidin en
gzindan bir bélimine hibritlenen ve islevini modiile eden dider
oligomerik bilesikler bulunur. Bu gsekilde bunlar, DNA, RNA, DNA
benzeri, RNA benzeri veya bunlarin karisimlari olabilir veya
bunlardan bir wveya daha fazlasinin taklitleri olabilir. Bu
bilesikler, tek iplikli, ¢ift iplikli, dairesel wveya firkete
oligomerik bilesikler olabilir ve dahili vevya terminal
cikintilar, vanlis eslesmeler veya ilmekler gibl vapisal
elemanlar dicerebilir. Antisens bilesikleri, rutin olarak
dogrusal olarak hazairlanirlar, ancak dairesel ve/ veya dallanmis
olmak ig¢in birlesgtirilebilir veya baska sekilde
hazirlanabilirler. Antisens bilesikleri, ornedin tamamen vya da
kismen ¢ift-iplikli bir bilesik ya da hibridizasyona ve famamen

va da kismen c¢ift-iplikli bir bilesidin olusmasina izin wvermek
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i¢in yeterli kendi kendini tamamlayicilidi olan tek bir iplik
olusturmak {lzere  hibritlenmis 1ki iplikli gibi vyapilara
icerebilir. 1Iki iplik, dahili olarak serbest 3' wveya 5'
terminustan ayrilabilir wveya slUrekli bir firkete vyapisi veya
ilmek olusturmak lUzere baglanabilir. Firkete yapisi, tek iplikli
bir karakterin bir uzantisini reten 5' veya 3" terminusunda bir
cikinti igerebilir. Cift iplikli bilesgsikler istede badli olarak
uclarda cikintilar icerebilir. DiJer medifikasyonlar,
terminuslardan bkirine, sec¢ilmis niukleotid konumlarina, seker
konumlarina veya niikleositler arasi badlantilardan birine bagla
konjugat gruplarini igerebilir., Alternatif olarak, iki iplik,
nikleik asit olmayan bir parca veya badlayici grup yvoluyla
baglanabilir. Sadece bir iplikten clusturuldudunda, dsRNA, bir
dupleks olusturmak Ttlzere kendi kendine ikiye katlanan kendi
kendini tamamlayici, firkete tipi bir molekill seklini alabilir.
B&ylece, dsRNA'lar tamamen veya kismen c¢ift iplikli olabilir,.
Gen ekspresyonunun spesifik modilasvyonu, transjenik  hiicre
¢izgilerinde dsRNA firketelerinin kararli ekspresyonu ile elde
edilebilir. Iki iplikten olusturuldudunda vevya kendi kendini
tamamlayici firkete tipi bir molekiiliin seklini alan tek bir iplik,
bir dupleks clusturmak lizere kendi dzerine ikiye katlandidinda,
iki iplik (veya tek bir iplidin dupleks clusturucu bélgeleri),
Watson-Crick tarzinda baz cifti olan tamamlayica RNA

iplikleridir.

Bir sisteme sokulduktan sonra, ag¢iklamanin bilesikleri, hedef
niltkleik asidin pargalanmasini veya baska bir modifikasyonunu
gerceklestirmek icin bir wveva daha fazla enzimin veva vapisal
proteinin etkisini ortava c¢ikarabilir wveya doluluk temelli
mekanizmalar yoluyla ¢alisabilir. Genel olarak, niikleik asitler
(oligoniikleotitler dahil} "DNA kenzeri"™ (yani, genellikle bir
veya daha fazla 2'-deoksi gekerine ve genellikle U bazlarindan
ziyade T'ye sahiptir) wveya "RNA benzeri” (yani, genellikle bir
veyva daha fazla 2'-hidroksil wveva 2'-dedistirilmis sekere ve

genellikle T bazlarindan ziyade U'ya sahiptir) olarak tarif
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edilebilir. Nikleik asit iplikleri, birden fazla tipte vapiyi,
en ¢ok A ve B bicimlerini benimseyebilir. Genel olarak, B-formuna
benzer vyapiya sahip olan oligoniikleotitlerin "DNA benzeri"
oldugu wve A-bicimli vyapiya sahip olanlarin "RNA Dbenzeri"
olduguna inanilmaktadir., Bazi (kimerik) durumlarda, bir antisens

bilesidi hem A- hem de BR-bi¢imli bdélgeleri igersbilir,.

Bu ac¢iklamaya uygun antisens bilesikleri, uzunluk olarak
vaklasik 5 ila vaklasik 80 nikleotit (yani vaklasik 5 1ila
vaklasik 80 Dbagil nlkleosit) iceren Dbir antisens kismi
igerebilir., Bu, antisens ipligin wveya antisens bhilegidin bir
kisminin uzunludunu ifade eder. Baska bir devisle, aciklamanin
tek iplikli bir antisens bilesigi, 5 ila yaklasik 80 nilikleotid
igerir ve ag¢iklamanin (&rnedin bir dsRNA gibi) bir ¢ift iplikli
antisens bilesgigi, bir sens ve bir antisens ipligi veya 5 ila
yaklasik 80 nitkleotid uzunludunun bir kismini igerir. Teknikte
uzman bir kisi, bunun uzunluk olarak 5, &, 7, 8, 9%, 10, 11, 12,
13, 14, 1%, 1¢, 17, 18, 1%, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 2¢, 27, 28,
2%, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 3, 37, 38, 3%, 40, 41, 42, 43, 44,
45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60,
61, 62, 63, 64, 65, 66, &7, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76,
77, 78, 79 veya 80 nitkleotit veya bunlarin herhangi bir aralid:
kadar niklectitlik antisens kisimlarini dahil ettidini takdir

edecektir.

Bir ¢&rnekte, ac¢iklamanin antisens bilesikleri, 10 ila 50
nikleotid uvzunludunda antisens kisimlarina sahiptir. Teknikte
uzman bir kisi, bunun, 10, 11, 12z, 13, 14, 15, 1le¢, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, veya 50
veya bunlarin herhangi bir aralidi kadar nltkleotitlik antisens
kisimlarina sahip cligoniklectitleri icerdidini takdir edecektir.
Baz1 durumlarda, oligontkleotitler uzunluk olarak 15

nitkleotittir.
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Bir &rnekte, aciklamanin antisens veya oligoniikleotit
bilesikleri, 12 wveya 13 ila 30 nikleotid uzunludunda antisens
kisimlarina sahiptir. Teknikte uzman bir kisi, bunun, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29
veya 30 weya bunlarin herhangi bir araligil kadar nilkleotitlik
antisens kisimlarina sahip antisens bilesiklerini icerdigini

takdir edecektir.

Bir Ornekte, mevcut agiklamanin oligomerik bilesikleri, ayni
zamanda, bilesigin igindeki niiklectit pozisyonlarinin bir veya
daha fazlasinda farkli bir bazin mevcut oldudu varvantlari da
icerir. Ornedin, birinci niikleotid bir adenczin ise, bu konumda
timidin, guanosin, sitidin igeren varvantlar {lretilekilir. Bu,
antisens veya dsRNA bilesikleri konumlarindan herhangi birinde
yapilabilir. Bu bilesikler daha sonra, bir hedef niikleik asidin
ekspresyonunu inhibe etme kabilivetlerini belirlemek ic¢in burada

tarif edilen ydntemler kullanilarak test edilir.

Bazi1 durumlarda, antisens bilesik ve hecdef arasinda homclo]ji,
dizi 9zdeslidi veya tamamlayicilik yaklasik %40 ila yaklasik %60
arasindadir. Bazi durumlarda, homoloji, dizi &zdeslidi veya
tamamlayicilik vyaklasik %60 ila vyaklasik %70 arasindadir. Bazi
durumlarda, homeoloji, dizi Ozdegligi veya tamamlavicilik
yaklasik %70 ila wvaklasik %80 arasindadir. Bazi durumlarda,
homcloji, dizi dzdesligli veya tamamlayicilik yaklasik %80 ila
yvaklasik %90 arasindadir. Bazi durumlarda, homoloji, dizi
8zdeslidi wveya tamamlayicilidir vaklasgik %9C, vaklasik %92,
vaklasik %94, vaklasik %95, vaklasik %96, vaklasik %97,
vaklasik %98, vyaklasik %99 veya vaklasik %100'dir.

Bir &rnekte, ornedin DIZI KIM. NO: 12 ila 49'da belirtilen
nitkleik asit molekilleri gibi antisens oligonitkleotitleri kir
veva daha fazla ornatim veva modifikasyon igerir. Bir &rnekte,

nikleotidler kilitli niikleik asitler (LNA) ile ornatailir.
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Bir &rnekte, oligonlikleotitler, nilikleik asit molekiillerinin
bir veya daha fazla bdlgesini, BKNF ile baglantili kodlayici ve/
veya kodlayici olmavan dizilerin sens ve/ wveya antisensini ve
DIzl KIM. NO: 1 ila 11 olarak belirtilen dizileri hedefler.
Oligoniikleotitler ayrica DIZI KIM. NO: 1 ila 11 arasindaki

cakigan bdlgeleri hedef alir.

Bu aciklamanin bkelirli tercih edilen oligonitikleotitleri
kimerik oligeonikleotitlerdir. Bu ag¢iklama badlaminda "kimerik
oligoniikleotitler" veya "kimeralar"™, her biri en az Dbir
nikleotitten olusan iki wveya daha fazla kimyasal olarak avyri
bdlgeyi igeren oligoniikleotitlerdir. Bu oligoniikleotitler tipik
olarak, bir wveya daha fazla faydali 6&zellik (Ornedin, artan
nidkleaz direnci, hiicrelere daha fazla alim, hedef i¢in badlanma
afinitesi giki) kazandiran en az bir modifiye edilmis niklectid
bBélgesini ve RNA: DNA veya RNA: RNA hibridlerini ayirabilen
enzimler i¢cin bir substrat olan bir bdlgeyi icerir. Ornek olarak,
RNaz H bir RNA: DNA dupleksinin RNA dizisini parcalavan kir
hiicresel endoniikleazdir. Bu nedenle, RNaz H'nin aktivasyonu, RNA
hedefinin bdlinmesine neden olur, hdylece gen ekspresyonunun
antisens modillasyonunun etkinligini bliyiik &lc¢iide arttirir. Sonug
olarak, benzer sonug¢lar, ayni hedef b&lgeye hibridize olan
fosforotiocat deoksoligoniikleotitler 1ile karsilastirildidinda,
kimerik oligonikleotitler kullanildidinda daha kisa
oligoniikleotitler ile elde edilebilir. RNA hedefinin bdlinmesi,
Jjel elektroforezi ve gerekirse teknikte Dbilinen nikleik asit
hibridizasyon teknikleri ile rutin olarak tespit edilebilir. Bir
drnekte, bir kimerik oligoniikleotit, hedef badglanma afinitesini
arttirmak igin dedistirilmis en az bir bdlge ve genellikle, RNAse
H icin bir substrat gdrevi g&ren bir b&lgeyi igerir. Hedefi (bu
durumda, ras kodlayan bir nukleik asit) igin bir
oligonikleotitin afinitesi bir oligonikleotit/ hedef ¢iftinin
Tm'sini &lgerek rutin olarak belirlenir; bu, oligoniikleotitin ve

hedefin avristidi sicakliktir; ayrisma spektrofotometrik olarak
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tespit edilir. Tm ne kadar yiksekse, hedef icin oligoniiklectitin

afinitesi de o kadar biiyuktir.

Aciklamanin kimerik antisens bilesikleri, vukarida tarif
edildigi gibi iki veya daha fazla oligonikleotit, modifiye
edilmig oligonikleotit, oligonikleosit ve/ veya oligoniikleotit
mimetiklerinin kompozit vyapilari olarak olusturulabilir. Bu
bilesikler ayrica teknikte hibritler wvevya gapmerler olarak
belirtilmistir. Bu tlir hibrit vyapilarin hazirlanmasini &dreten
temsili Birlesik Devletler patentleri, bunlarla sinirla
olmamakla birlikte ABD Patent numaralara
5,013,830; 5,149,797; 5,220,007; 5,256,775; 5,366,878; 5,403,7
11; 5,491,133; 5,565,350; 5,623,065; 5,652,355, 5,652,356;
ve 5,700,922 igerir.

Bir &rnekte, modifive edilen oligeonikleotitin bdlgesi, sekerin
2' kenumunda modifive edilmis en az bkbir nitkleotit, en gok
tercihen 2'-0Calkil, 2'-0-alkil-0-alkil wveya 2'-floro-modifiye
nikleotit igerir. Baska Dbir ©&rnekte, RNA modifikasyonlara,
pirimidinlerin ribozu, abazik kalintilari veya RNA'nin 3' ucunda
ters ¢evrilmis bir baz iizerinde 2'-floro, 2'-amino ve 2'0-metil
modifikasyonlarini ig¢erir. Bu tiir modifikasyonlar, rutin olarak
oligoniikleotitlere dahil edilir wve bu oligoniikleotitlerin,
belirli Dbir hedefe karsi Z'-deokscligonilklecotitlerden daha
yiiksek bir Tm'ye (yani, daha yiksek hedef baglanma afinitesi)
sahip oldudu gdsterilmistir. Bu artan afinitenin etkisi, gen
ekspresyonunun RNA1 oligonikleotit inhibisyonunu biyik &lgide
arttirmaktir. RNAz H, RNA: DNA duplekslerinin RNA dizisini b&len
Lir hilcresel endoniikleazdir; bu enzimin aktivasyonu bu nedenle
RNA hedefinin bodlinmesine neden olur ve bu nedenle RNAIL
inhibisyonunun etkinlidini biiyik 0ol¢iide artirabilir. RNA
hedefinin bkoélinmesi, Jel elektroforezi ile rutin clarak
gbsterilebilir. Bir Ornekte, kimerik oligonitkleotit de nlkleaz
direncini arttirmak 1ig¢gin modifiye edilir. Hiicreler, nikleik

asitleri bozabilen c¢esitli ekso- ve endo-nlikleazlar icerir. Bir
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dizi nukleotit wve nikleosit modifikasyonunun, icerildikleri

oligoniikleotiti niikleaz sindirime karsz dogal
oligodecksiniiklecotidin oldugundan daha direngli hale
getirdikleri gbdsterilmistir. Nikleaz direnci rutin olarak

oligoniikleotitleri Thilcresel ekstraktlar veya 1izole edilmisg
nitkleaz soliisyonlari ile inkiibe edersk ve genellikle Jel
elektroforezi ile zaman ig¢inde kalan bozulmamis cligoniiklectitin
derecesini &lcgerek 8lciiléir. Nikleaz direncini arttirmak icin
modifivye edilmis oligenikleotitler, modifivye edilmemis
oligoniikleotitlere gdre daha uzun siire bezulmadan hayatta kalair.
Niiklearz direncini arttirmak veya vermek igin cesitli
oligoniikleotit modifikasyonlari gésterilmistir. En az bir
fosforoticat modifikasyonu igeren oligonliiklecotitler su anda daha
cok tercih edilmektedir. Bazi durumlarda, hedef badlanma
afinitesini arttiran oligoniikleotit modifikasyonlari da bagimsiz

olarak nikleaz direncini arttirabilmektedir.

Bu aciklama igin bdngdrilen bazi tercih edilen
oligoniukleotitlerin spesifik Srnekleri arasinda modifivye
omurgalar, Ornegin fosforoticatlar, fosfotriesterler, metil
fosfonatlar, kisa =zincirli alkil wveya sikloalkil gekerarasi
baglari wveya kisa zincirli Thetercatomik vwveya heterosiklik
sekerarasi Dbadlantilar icerenler ver alir. En c¢ck tercih
edilenler fosforotioat omurgalari olan ve hetercatom omurgalara
olan, 6zellikle CH2-NH-0O-CHZ2, CH, -N (CH3)-0-CHZ [metilen
(metilimino) vya da MMI omurga olarak bilinir], CHZ2-0O-N (CH3)-
CHZ, CHZ-N (CH3)-N (CH3) -CHZ wve O-N (CH3)-CH2-CHZ omurgalari
oligoniikleotitlerdir, burada dodal fosfodiester comurgasi O0-P-0-
CH clarak temsil edilir. De Mesmaeker ve arkadaslari tarafindan
(1995) Acc. Chem. Res. 28: 366-374"de aciklanan amid omurgalari
da tercih edilir. Ayrica tercih edilenler merfolino comurga
yapilarina sahip oligoniikleotitlerdir (Summerton ve Weller, ABD
Patenti 5,034,5006). Peptit nlkleik asit (PNA) omurgasl gibi
bagska bir durumda, oligoniikleotitin fosfodiester omurgasi bir

poliamid omurgasi ile defistirilir, niikleotitler poliamid
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omurgasinin aza nitrojen atomlarina dodrudan veya dolayli clarak
baglanir. Oligeniikleotitler ayrica bir veya daha fazla sayida
ikame edilmis seker parcasini igerebilir. Tercih edilen
oligoniikleotitler, 2' konumunda asadidakilerden birini igerir:
CH, ©SH, SCH3, F, OCN, OCHZX, O(CHZ)nCHZ, O(CHZ)nNHZ wveva O
(CH2)nCH3, burada n 1 ila yaklasik 10'dur; C1 ila C10 alt alkil,
alkcksialkoksi, ornatilmis alt alkil, alkaril veya aralkil; C1;
Br; CN; CF3; OCF3; 0C--, S5--, wveya N-alkil, 0--, 8-- veya N-
alkenil; SOCH3; S02 CH3; ONGCZ; NOZ; N3; NEZ; heterosikloalkil;
heterosikloalkaril; amincoalkilamineo; polialkilamino; ornatilmisg
silil; bir RNA pargalayici grup; bir haberci grup; bir aralayici;
bir oligoniikleotitin farmakokinetik dzelliklerini gelistirmek
i¢in bir grup; veya bir oligonlikleotitin wve benzer dzelliklere
sahip dider ornatiklarin farmakodinamik dzelliklerini
gelistirmek i¢in bir grup. Tercih edilen bir modifikasyon, 2'-
metoksietoksidir [2'-0-CH2 CH2 QOCH3, ayrica 2'-0-{2-metoksietil)
olarak da bilinir]. Tercih edilen difer modifikasvyonlar arasinda
2'-metoksi (2'-0-CH3), 2'-propoksi (2'-0CH2Z CH2ZCH3) ve 2'-florc
(2'-F) Dbulunur. Oligoniiklectit 1zerindeki dider konumlarda,
bzellikle de 3' terminal niukleotidindeki gekerin 3" konumunda ve
5' terminal niikleotidinin 5' konumunda da benzer modifikasyonlar
yvapilabilir. Oligoniikleotitler ayrica pentofuranosil grubu

verine siklcbutiller gibi seker mimetiklerine de sahip olabilir.

Oligoniiklectitler ayrica ilaveten veya alternatif olarak
nitkkleobaz (genellikle teknikte "baz" o¢larak) modifikasyonlara
veya crnatiklari da icerebilir. Burada kullanildidi sekliyle
"modifive edilmemis" veva "dodal" niiklectitler arasinda adenin
(&), guanin (G}, timin (T}, sitozin (C) wve urasil (U) bulunur.
Modifiye edilmis niikleotidler, dogal niikleik asitlerde, &rnedin
hipoksantin, 6-metiladenin, 5-Me pirimidinler, &zellikle 5-
metilsiteosin (5-metil-2 'deoksistosin olarak da refere edilmekte
ve s1klikla teknikte 5-Me-C olarak refere edilmektedir), 5-
hidroksimetilsitosin {(HMC), glikozil HMC wve gentcobiyosil HMC'nin

vani sira sentetik nilikleotitlerde, orn., 2-amincadenin, 2-
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{(metilamino}adenin, 2-(imidazclilalkil)adenin, 2-
(aminoalkilamino}adenin veya dider heterocortanik alkideninler,
2-tiolirasil, Z2-tiyotimin, S5-bromcurasil, S-hidroksimetiliilazil,
8-azaguanin, 7-deazaguanin, N6 (6-amincheksil)adenin ve 2,6-
diaminopurin’de bulunur. Teknikte bilinen bir "evrensel" barz,
6rn., ineozin dahil edilebilir. 5-Me-C ikamelerinin, niikleik asit
dubleks stabilitesini 0.6-1.2 °C arttirdidr ve hali hazirda

tercih edilen baz ornatiklari oldudu gdsterilmistir.

Ag¢iklamanin oligeonlkleotitlerinin baska bir modifikasyonu,
oligoniikleotitin aktivitesini veya hiicresel alimini arttiran bir
veya daha fazla oligonlikleotit parcasi veya konjugatina kimyasal
olarak badlanmasini igerir. Bu gibi pargalar, bunlarla sinirla
olmamakla birlikte, bir kolesterol parcasi, bir kolesteril
parcasi, bir alifatik =zincir, &rn., dodekandicol wveya undesil
kalintilari, bir poliamin veya bir polietilen glikol =zinciri
veya Adamantan asetik asit gibi lipit parcalari icerir.
Lipecfilik parcalari igeren oligoniiklecotitler wve bu gibi
oligonikleotitlerin hazirlanmasi igin vontemler teknikte,
drnedin, ABD Pat. Nolari 5,138,045, 5,218,105 ve 5,459,255 de

bilinmektedir.

Belirli bir oligoniikleotitteki tim konumlarin homojen olarak
modifiye edilmesi gerekli dedildir wve aslinda, yvukarida
bahsedilen modifikasyonlardan birden fazlasa tek bir
oligonilkleotite veya hatta bir oligonilkleotit ig¢indeki tek bir
nitkleosit igine dahil edilebilir. Mevcut tarifname ayrica, daha
dnce tanimlandida gibi kimerik oligonikleotitler olan

oligoniikleotitleri de icgerir.

Bir baska durumda, bu agiklamanin nilkleik asit molekiilii,
bunlarla sinirli olmamak {lzere abazik nilklectitler, polieter,
poliamin, poliamidler, peptitler, karbohidratlar, lipit veya
polihidrokarbon bilesikleri iceren baska bir parga ile konjuge

edilir. Teknikte uzman kisiler, bu molekiillerin, seker, baz veya
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fosfat grubu lUzerinde ¢esitli konumlarda nilkleik asit molekiilinu
iceren herhangi bir nlkleotitin bir wveya daha fazlasina

baglanabilecedini kabul edeceklerdir.

Bu ag¢iklamaya uygun olarak kullanilan coligoniklecotitler, ivi
bilinen kati: faz sentezi teknidiyle uygun ve rutin clarak
yapilabilir. Béyle bir sentez icin ekipman Applied Biosystems
dahil olmak iizere ¢egitli saticilar tarafindan satilmaktadir. Bu
sentez 1¢in Dbagska herhangi bir wvasita da kullanilabilir;
oligoniikleotitlerin gerg¢ek sentezi, teknikte siradan uzmanliga
sahip kisilerce iyi bilinmektedir. Ayni zamanda fosforoticatlar
Ve alkillenmis tirevler gibi baska oligoniikleotitlerin
hazirlanmasi i¢in benzer tekniklerin kullanimi iyi bilinmektedir.
Ayni tekniklerin ve ticari olarak temin edilebilen modifiye
edilmis amiditlerin wve Dbiyotin, flucoresein, akridin veya
psoralen ile modifiye edilmis amiditler wve/ wveya CPG (Glen
Research, Sterling VA'dan alinabilir) gibi kontrollll gdzenekli
cam (CPG) irinlerinin de floresan olarak etiketlenmis,
biyotinile edilmis veya kolesterol 1ile modifive edilmisg
oligoniikleotitler gikbi diger modifiye edilmis
oligoniikleotitlerin sentezlenmesi ig¢in kullanilmasi da 1yi

bilinmektedir.

Aciklamava gére, LNA menomerlerinin kullanimi gibi
modifikasyonlarin hareketin etkisi, Ozginlidlil ve etki sliresini
arttirmak ve o¢ligoniiklectitlerin uygulama yollarini genisletmek
igin kullanilmasi, MOE, ANA, FANA, PS vb. gibi mevcut kimyalardan
olusur. Bu, mevcut oligonilkleotitlerdeki bazi monomerlerin LNA
monomerleri ile ornatilmasivla basarilabilir. LNA ile modifiye
edilmis oligonitkleotit, ana bileside benzer bir bluyiklige sahip
olabilir veya daha biylk veya tercihen daha kiliciik olabilir. Bu
tip LNA ile modifiye edilmisg oligoniklectitlerin
vaklasik %70'den az, daha tercihen yaklasik %60'tan az, en ¢ok

tercihen vaklagik %50'den az LNA monomerleri igermesi ve
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buyiukliklerinin vaklasik 5 ila 25 nilkleotit, daha tercihen

yaklasik 12 ila 20 niikleotit arasinda clmasi tercih edilir.

Tercih edilen modifiye edilmis c¢ligoniiklectit omurgalari,
bunlarla ginirla olmamak uzere, fosforotioatlar, kiral
fosforcoticatlar, fosforoditicatlar, fosfotriesterler,
aminoalkilfosfotriesterler, metil wve 3'alkilen fosfonatlar ve
kiral fosfonatlar, fosfinatlar, 3'-amino fosforamidat iceren
fosforamidatlar iceren diJer alkil fosfonatlar ve
aminoalkilfosforamidatlar, tionofosforamidatlar,
ticnocalkilfosfonatlar, tioncalkilfosfotriesterler, ve normal
3'-5' baglari olan boranofosfatlar, bunlardan 2'-5' bagdlantili
analoglar, ve nlkleosid birimlerinin bitisik c¢iftlerinin 3'-
5'ila 5'-3"' veya 2'-5' 1la 5'-2' baflandidi ters polariteye sahip
olanlardir., Cesitli tuzlar, karisik tuzlar ve serbest asit

formlari:i da dahildir.

Yukaridaki fosfor i1geren Lkadlarin hazirlanmasini &Jreten
temsili Birlesik Devletler patentleri, bunlarla sinirli olmamak
Uzere, ARD patent nolari 3,687,808; 4,469,863;
4,476,301; 5,023,243; 5,177,196; 5,188,897; 5,264,423; 5,276,0
19:;5,278,302; 5,286,717; 5,321,131; 5,399,676; 5,405,939; 5,45
3,496;5,455,233; 5,466,677; 5,476,925; 5,519,126; 5,536,821; 5
,541,306; 5,550,111; 5,563,253; 5,571,799; 5,587,361;
ve 5,625,050"dir.

Burada bir fosfor atomu igermeyen tercih edilen modifiye
edilmis oligoniikleotit omurgalara, kisz zincirli alkil wveva
sikloalkil niikleositler arasi baglantilar, karisik heterocatom ve
alkil veya sikloalkil ntklecsitler arasi baglantilar veya bir
veya daha fazla kisa zincirli hetercatomik wveya heterosiklik
niltkleositler arasi baglantilarla colusturulan cmurgalara sahiptir.
Bunlar morfeclino badlantilarina (kismen bir nikleositin seker
kismindan olusturulmusg) sahip clanlara igerir; gsilcocksan

omurgalar; silfiir, siilfoksit wve siilfon omurgalari; formasetil wve
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ticoformasetil omurgalar; metilen formasetil wve tioformasetil
omurgalar; omurga igeren alken; sulfamat omurgalari;
metilenimino ve metilenehidrazino omurgalari; sulfonat we
siilfonamid omurgalari; amit omurgalari; ve karistirilmis N, O,

S ve CHZ bilegsen parcalarina szhip olan diderleridir.

Yukaridaki cligonitklecotitlerin hazirlanmasini &Jreten temsili
Birlesik Devletler patentleri, bunlarla sinirli olmamak lizere,
ABD patent
nolari5,034,506; 5,166,315; 5,185,444; 5,214,134; 5,216,141; 5
,235,033;5,264,562; 5,264,564; 5,405,938; 5,434,257; 5,466,677
; 5,470,967;5,489,677; 5,541,307; 5,561,225; 5,596,086; 5,602,
240; 5,610,289;5,602,240; 5,608,046; 5,610,289; 5,618,704; 5,6
23,070; 5,663,312;5,0633,360; 5,677,437; ve 5,677,439 dur.

Diger tercih edilen oligonikleotit mimetiklerde, hem gseker hem
de interniklecsit badlantisi, vani nikleotid Dbirimlerinin
omurgasi, venli gruplar 1le yer deJistirmistir. Baz birimler
uygun bir nikleik asit hedef bilesik 1le hibridizasyon ig¢in
korunur. Bdyle bir oligomerik bilesik, mikemmel hibridizasyon
dzelliklerine sahip oldudu gosterilen bir oligoniikleotit
mimetidi, kir peptit niikleik asit {PNA) olarak adlandirilir. PNA
bilesiklerinde, bir oligoniikleotitin seker omurgasi, bir amid
igeren bkir omurga 1ile, &zellikle bir aminoetilglisin omurgasi
degistirilir. Nikleobazlar korunur ve dogrudan veya dolayla
olarak omurganin amid kisminin aza nitrojen atomlarina baglanair.
PNA Dbilesiklerinin hazirlanmasini &Jreten temsili Birlesik
Devletler patentleri, bunlarla sinirli olmamak lizere, ABD patent
nolarz 5,539,082; 5,714,331; ve 5,719,262"'dir. FNA
bilesiklerinin daha ileri &Jretimi, Nielsen ve arkadaslari (1991}

Science 25%4, 1497-1500"de bulunabilir.

Aciklamanin bir Ornedinde, fosforotiocat omurgalari vwve
heterocatom omurgalaria olan oligoniikleositleri olan

oligoniikleotitler, wve &zellikle CHZ-NH-O-CHZ-,-CHZ-N (CH3)-0-

71



10

15

20

25

30

CHZz-metilen (metilimino) wveya MMI omurgasi colarak bilinir, CH2-
O-N{CH3)-CHZ2-,-CHZN (CH3)-N{CH3) CH2-ve-0-N(CH3)-CHZ2-CHZ- burada
dogal fosfodiester omurgasi, yukarida referans olarak belirtilen
ABD patenti No. 5,489,677"de O-P-C-CHZ- olarak wve vyukarida
referans c¢larak bahsedilen ABD patenti No. 5,602,240'da amid
omurgalari olarak temsil edilir., Ayrica, yukarida referans
olarak bahsedilen 5,034,506 =ayili ABD patentindeki morfeclino

omurga vaplilarina sahip oligonlikleotitler de tercih edilir.

Modifiye edilmis oligentkleotitler ayrica bir veya daha fazla
ornatilmis seker parcasini igerebilir, Tercih adilen
oligoniikleotitler, 2' konumunda asadidakilerden birini icerir:
CH; F; 0-, S- wveya N-alkil; 0-, S- veya N-alkenil; 0-, S5S- veya
N-alkinil; wvevya O alkil-0O-alkildir, burada alkil, alkenil wve
alkinil, ornatilmis veya crnatilmamis C 1ila CO alkil veya C2 ila
Cio alkenil wve alkinil olabilir., Ozellikle tercih edilenler O
(CH2)n OmCH3, O(CH2)n,OCH3, O(CH2)nNH2, O(CH2)nCH3, O(CH2)nONH2
ve O(CH2)nON(CH3)2'dir, burada n ve m 1 ila yaklasik 10 arasinda
olabilir. Dider tercih edilen oligeniikleotitler, 2Z' konumunda
asagidakilerden birini ig¢erir: C'den CO'ya, (disiik alkil,
ornatik alt alkil, alkaril, aralkil, C-alkaril weya QO-aralkil,
SH, SCH3, ©CN, Cl, Br, CN, CF3, OCF3, SOCH3, S02CH3, ON0O2, NOZ,
N3, NHZ,heterosikloalkil, hetercsiklcalkil, amincalkilamino,
polialkilamino, ornatik silil, bir RNA parcalavyici grup, bir
haberci grup, bir interkalatdr, bir oligoniikleotitin
farmakokinetik dzelliklerinin gelistirilmesi ig¢in bir grup veya
bir oligoniikleotitin farmakodinamik &zelliklerini gelistirmek
icin bir grup ve benzer O&zelliklere sahip dider ornatiklar.
Tercih edilen bir modifikasyon, 2'-metcksietoksi (2'-0-(2-
metoksietil) veya 2'-MOE olarak da bilinen 2'-0-CH2CH20CH3) yani
bir alkoksialkoksi grubunu igerir. Tercih edilen baska Lkir
modifikasyon, 2'-dimetilaminooksietoksi, vani, buradaki
drneklerde tarif edildigi gibi 2'-DMAOE olarak da kilinen bir O

(CHZ)20N(CH3)2 grubunu ve 2'-dimetilamincetoksietoksi (ayrica
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teknikte 2'-O-dimetilaminoetoksietil veya 2'-DMAEOE <c¢larak
bilinir), yani 2'-0-CHZ2-0-CHZ-N(CHZ2)2 igerir.

Tercih edilen dider modifikasyonlar arasinda 2'-metoksi (2'-

C-CH3), Z2'-aminopropoksi (2'-0 CHZCH2CHZNHZ) wve Z2'-floro (2'-F)
bulunur. Ayni modifikasyonlar, oligoniikleotit {izerindeki dider
pozisyonlarda, ozellikle de 3' terminal niikleotidindeki sgekerin
3" konumunda veya 2'-5" badli oligoniikleotitlerde ve 5' terminal
nilkleotidinin 5' kenumunda da vapilabilir. Oligoniklectitler
ayrica pentofuranosil seker yerine siklobutil par¢alari gibi
seker mimetiklerine de sahip olabilir. Bu gibi modifive seker
vapilarinin hazirlanmasini &dreten temsili Birlegik Devletler
patentleri,
4,981,857; 5,118,800; 5,319,080, 5,359,044; 5,393,878, 5,4456,1
37;5,4606,786; 5,514,785; 5,519,134; 5,567,811; 5,576,427; 5,59
1,722;5%,5%7,909; 5,610,300; 5,627,053; 5,639,873; 5,646,260; 5
,658,873;5,670,633; ve 5,700,920 sayili ABD Patentleridir.

Oligoniiklecotitler niklecbaz (genellikle teknikte "baz" olarak)
modifikasyonlara veya ornatiklara da icerebilir. Burada
kullanildigi  sekliyle "modifiye edilmemisg" wveya "dogal”
niitkleotitler, piirin bazlari adenin (A} ve guanin (G} ve pirimidin
bazlari timin (T), sitozin (C) wve urasil (U) icerir. Modifivye
edilmis nlklectitler arasinda, asadidakiler gibi diJer sentetik
ve dogal nikleotitler bulunur: 5S-metilsitozin (5-me-C), b-
hidroksimetil sitozin, ksantin, hipoksantin, Z-amincadenin, 6-
metil ve dider adenin ve guanin alkil tlirevleri, 2- propil ve
difer adenin wve guanin alkil tirevleri, Z-tiyourasil, 2-
tiyetimin ve 2- tivyositozin, 5-halourasil ve sitozin, S-propinil
urasil ve sitozin, 6-azo urasil, sitozin ve timin, b-urasil
(ps&dourasil), 4-tiyourasil, 8-halo, 8-amino, 8-tiyol, 8-
tiyoalkil, 8-hidroksil wve diger 8-ornatilmis adeninler ve
guaninler, 5-halo, &zellikle 5-bromo, L-triflorometil ve dider
5-ornatilmis urasil ve sgitozinler, T-metilguanin ve  7-

metiladenin, Z-F-adenin, Z-aminco-adenin, 8-azaguanin wve 8-
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azaadenin, 7-deazaguanin ve 7-deazaadenin ve 3- deazaguanin ve

3-deazaadenin bulunur.

Ayrica, nlUklectitler, ABD Patenti No. 3,687,808"de "Polimer
Bilimi we Milhendislig&i Muhtasar Ansiklopedisi™, sayfa 858-85¢,
Kroschwitz, J.I1., ed. John Wiley & Sons, 199%0'da agiklananlar,
Englisch ve arkadaslara tarafindan, 'Angewandle Chemie,
International Edition', 1991, 30, sayfa 613, wve Sanchvi, Y.S.,
B&élum 15, 'Antisense Research and Applications', sayfa 289-302,
Crocke, 5.7. ve Lebleu, B. za., CRC Press, 1993'de aciklananlarai
kapsar. Bu nikleotidlerin bazilari, Oozellikle aciklamanin
oligomerik Dbilegiklerinin badlanma afinitesini arttirmak igin
yararlaidair. Bunlar, S5-ornatilmis pirimidinleri, 6-
azapirimidinleri ve N-2, N-6 ve 0-6 cornatilmis purinleri icgerir,
bunlar arasinda Z—aminopropilamin, S-propinililoz ve 5-
propinilsitozin bulunur, 5-metilstosin ornatiklarinin niikleik
asit dupleks stabilitesini 0.6-1.2 °C (Sanghvi, Y.S., Crooke,
S.T. ve Lebleu, B., eds, 'Antisens Arastirma ve Uygulamalari',
CRC Press, Boca Raton, 1993, sayfa 276-278) arttirdidi ve daha
da 6zellikle 2'-Ometoksietil seker modifikasyonlari ile kombine
edildidinde halihazirda tercih edilen bkaz ornatiklari oldudu

gbsterilmistir.

Yukarida belirtilen modifiye niikleotidlerin vani sira diger
modifiye edilmis niikleotidlerin hazirlanmasini &freten temsili
Birlesik Devletler patentleri, bunlarla sinirli olmamak Uzere,
3,687,808 sayili ABD patentinin yani sira
4,845,205; 5,130,302; 5,134,066; 5,175,273; 5,367,066; 5,432,2
72; 5,457,187; 5,459,255; 5,484,908; 5,502,177; 5,525,711; 5,5
52,540; 5,587,469; 5,596,091; 5,614,617; 5,750,692 ve 5,681,941

patenlerini de igerir.

Aciklamanin oligoniikleotitlerinin baska bir modifikasyonunu,

oligoniikleotitin aktivitesini, hiicresel dadilimini veya hiicresel
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alimini arttiran bir veya daha fazla oligcniukleotit parcgasi veya

konjugatina kimyasal olarak badlanmasini icgerir.

Boyle parcalar arasinda, bunlarla sinirli clmamak lzere, lipit
parcalari, ©6rn., bir kolesterol pargazi, kolik asit, kir
tiyoeter, drn., heksil-g-triteltivyel, bir tiyokolesterol,
alifatik bir zincir, &rn., dodekandiol veya undesil kalintilara,
bir fosfolipit, drn., di-heksadesil-ras-glisercl veya
trietilamonyum 1,2-di-0O-heksadesil-ras-gliseroc-3-H-fcosfonat,
bir pecliamin veya bir polietilen glikol =zinciri, Adamantan
asetik asit, bir palmitil parca, Dbir oktadesilamin vevya

heksilamino-karbonil-oksikolesterol parcasi bulunur.

Bu tir oligoniikleotit konjugatlarinin hazirlanmasini &Jreten
temsili Birlesik Devletler patentleri, bunlarla sinirli olmamak
Uzere, ABD patent nolara
4,828,979, 4,948,882; 5,218,105; 5,525,465; 5,541,313; 5,545,7
30; 5,552,538; 5,578,717, 5,580,731; 5,580,731; 5,591,584; 5,1
09,124; 5,118,802; 5,138,045; 5,414,077; 5,486,603; 5,512,439;

5,578,718; 5,608,046; 4,587,044; 4,605,735; 4,66¢7,025; 4,762,
779; 4,789,737; 4,824,941; 4,835,263; 4,876,335; 4,904,582; 4,
958,013;5,082,830; 5,112,963; 5,214,136; 5,082,830; 5,112,963;

5,214,136; 5,245,022; 5,254,469; 5,258,506; 5,2¢62,53¢; 5,272,
250; 5,2%92,873; 5,317,098; 5,371,241, 5,391,723; 5,416,203, 5,
451,463; 5,510,475; 5,512,667; 5,514,785; 5,565,552; 5,567,810
; 5,574,142; 5,585,481;5,587,371; 5,595,726; 5,597,696; 5,599,
923; 5,599,928 veb,688,941"dir.

Ila¢ kesfi: Mevcut acgiklamanin bilesikleri, ilag¢ kesfi ve
hedef validasyon alanlarinda da uygulanabilir. Mevcut tarifname,
Beyin kaynakli ndrotrofik faktdr (BKNF) polintkleotidleri ve bir
hastalik durumu, fenotipi wveya kosulu arasinda wvar olan
iliskilerin aydinlatilmasi ic¢in ilag kesif cabalarinda burada
tanimlanan bilesiklerin wve tercih edilen hedef béliimlerin

kullanimini kapsar. Bu vydntemler arasinda, mevcut bulusun
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bilesikleri ile bir numune, doku, hiicre veya organizmanin temas
ettirilmesini igeren BEKNF poliniiklecotidlerinin saptanmasi veya
modiile edilmesi, BENF polintkleotidlerinin wve/ veya 1lgili
fenotipik veyva kimyasal son noktanin niikleik asit veya protein
seviyesinin, islemden bir sire sonra Slg¢Ulmesi, ve istede badla
olarak &lcglilen dedgeri, iglenmemis bir numune veya acgiklamanin
bir basgska bilegidi ile isgsleme tabi tutulmusg numune ile
karsilastirilmasi ver alir. Bu y&ntemler, hedef dofrulama islemi
icin bilinmeyven genlerin islevini belirlemek veya belirli bir
hastalik, durum wveya fenotipin mualemesi wveya o&Snlenmesi ig¢in
hedef olarak belirli bir gen {riintiniin gegerliligini belirlemek
icin paralel olarak veya dider denevylerle kcmbinasvyvon halinde de

yapilabilir.

Gen ifadesinin yukarz regiilasyonu veya inhibisyonunun

deferlendirilmesi:

Rir eksojen niikleik asidin bir konakgil hiicre veya organizmaya
aktarilmasi, hicre veya organizmada niikleik asidin wvarlidini
dogrudan tespit ederek deferlendirilebilir. Bu tespit, teknikte
iyi bilinen birkag¢ vydntemle sadlanabilir. Ornedin, eksojen
nitkleik asidin mevcudiyeti, Southern blot veya niikleik asit ile
iliskili niiklectit dizilerini spesifik olarak  vyilkselten
primerler kullanilarak bir polimeraz =zincir reaksiyonu (PCR)
teknidi ile saptanabilir. Eksojen nilkleik asitlerin ekspresyonu,
gen ekspresycnu analizili dahil olmak lzere geleneksel yoéntemler
kullanilarak da &lgalebilir. Ornedin, eksojen bir nitkleik
asitten iretilen mRNA, bir Northern blot ve ftersine
transkripsiyon  PCR (RT-PCR) kullanilarak saptanabilir ve

sayisallastirilabilir.

Ekzojen niukleik asitten RNA'nin ekspresyonu, bir enzimatik
aktivite veya bir haberci protein aktivitesinin &lgilmesiyle de

tespit edilebilir. Ornedin, antisens modiilatér aktivitesi,
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ekzojen nukleik asidin efektdr RNA'yl iretecedinin bir
gbstergesil olarak hedef nilkleik asit ekspresyonunda bir azalma
veya artis olarak dolayli olarak &lgiilebilir. Dizi korumasina
dayali olarak, primerler hedef genlerin kodlayici bélgelerini
codaltmak igin tasarlanabilir ve kullanilabilir. Baslangicta,
her bkir genin en fazla ekspresycna udrayan kodlayici bdlgesi,
herhangi bir kedlayica veya kodlayica clmayan bdlge
kullanilabilse de, Dbir model kontrol geni olusturmak icin
kullanilabilir. Her kontrcl geni, her kodlayici bdlgenin bir
haberci kodlayici bdlgesi wve onun poli (A) sinyali arasina
yerlestirilmesiyle birlegtirilir. Bu plazmidler, genin giris
kisminda bir haberci geni ve 3' kodlayici olmayan bélgede bir

potansiyel RNAi1 hedefi olan bir mRNA {iretecekti. Minferit

antisens oligeniikleotitlerin etkinligi, haberci genin
modiulasyonuyla tahlil edilecektir. Mevcut agiklamanin
yontemlerinde yararla olan haberci genler arasinda
asetohidroksiasit sintaz (AHAS), alkalin fosfataz (AP), Dbeta

galaktosidaz (LacZ), beta glukoronidaz (GUS), kloramfenikol
asetiltransferaz (CAT), vyesil flioresan protein (GFP), kirmizi

floresan protein (RFP), sari floresan protein (YFP), camgdbedi

floresan protein (CEFP), vabanturpu peroksidaz (HRP), lusiferacz
(Luc), nopalin sentaz (NOS), ahtapin sentaz (0CS) ve bunlarin
tirevleri bulunur. Ampisilin, bleomisin, kloramfenikol,

gentamisin, higromisin, kanamisin, lincocmisin, metotreksat,
fosfinotrisin, purcomisin ve tetrasikline direng¢ kazandiran coklu
segilebilir markdrler mevcuttur. Bir hakerci genin modilasycnunu
belirleme vyéntemleri, teknikte iyi bilinmektedir wve bunlarla
sinirli olmamak izere, florometrik vyvdntemleri (Hrn., floresans
spektroskopisi, Floresans Aktif Hicre Ayirma (FACS), floresan

mikroskepi), antibiyotik direng¢ tayinini igerir.

BENF proteini ve mRNA ekspresyonu, teknikte uzman kisilerce
bilinen wve buradan baska bir vyerde tarif edilen vyéntemler
kullanilarak analiz edilebilir. Ornedin, protein seviyelerini

5lemek ic¢cin ELISA gibi badisiklik tahlilleri kullanilabilir.
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BENF ELISA deney kitleri ticari olarak, orn., R&D Systems’dan

(Minneapolis, MN} temin edilebilir.

Orneklerde, bir numunede (érn., in vivo veya in vitroc olarak
hiicreler veya dokular) BENF ekspresyonu (&6rn., mRNA vevya
protein), bir kontrol numunesindeki bir antisens oligoniikleotiti
kullanilarak muamele edilir, bkir kcntrol Ornedindeki BEKNE
ekspresyonu 1ile karsilastirilarak deferlendirilir. Ornedin
proteinin wveya nikleik asidin ekspresyonu, teknikte uzman
kisilerce bilinen yontemlerle, sahte islem  g&rmis veya
igslenmemis bir &rnekle karsgilastirilabilir. Alternatif olarak,
bPir kontrecl antisens oligeniikleotiti ile (drnedin, dedistirilmis
veya farkli bir diziye sahip olan) muamele edilen bir numune ile
karsilastirilmasi, 1istenen bilgiye badli olarak vyapilabilir.
Baska bir durumda, muamele edilmis ve muamele edilmemis bir
numunede BEKNEF proteininin wveya nilkleik asidin (arastirmaci
tarafindan uygun gdrillen herhangi Dbir standart, &rn., bir
referans gen) ekspresyonundaki bir fark, muamele edilmemis bizr
numunede ve muamele edilen bir numunede farkli bir niikleik asidin

ekspresyonundaki farklilik ile karsilastirilabilir.

Gézlemlenen farklilaiklar, kontrel ile kir mukayesede kullanim
icin, &rn., bir coran veya kesir formunda arzu edildidi gibi ifade
edilekbilir. Orneklerde, bu aciklamanin bir antisens
oligoniikleotiti ile muamele edilen bir &rnekteki BENF mRNA veya
proteinin seviyesi, muamele edilmemis bir numuneye veya kontrol
nikleik asidi ile muamele edilen bir numuneye goére yaklasik 1,25
kat ila vaklasik 10 kat veya daha fazla arttirilir veva azaltilir.
Orneklerde BKNF mRNA veva proteinin seviyesi en az yaklasik 1,25
kat, en az yaklasik 1,3 kat, en az vyaklasik 1,4 kat, en az
yaklasik 1,5 kat, en az vyaklasik 1,6 kat, en az vaklasik 1,7 kat,
en az yaklasik 1,8 kat, en az yaklasik 2 kat, en az yaklasik 2,5
kat, en az vaklasik 3 kat, en az yaklasik 3,5 kat, en az vaklasik
4 kat, en az yaklasik 4,5 kat, =en az vyaklagaik 5 kat, en az
vaklagsik 5,5 kat, en az vyaklasik 6 kat, en az vaklasik 6,5 kat,
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en az vaklasik 7 kat, en az vyaklasik 7,5 kat, en az vaklasik 8
kat, en az vaklasik 8,5 kat, en az yaklasik 9 kat, en az yaklasik
9,5 kat vevya en az yaklasik 10 kat wveya daha fazla arttirilazr

veya azaltilir,

Kitler, Arastirma Reaktifleri, Teshis ve Terapdtikler

Mevcut agiklamanin bilesikleri, teshis, mualeme ve profilaksi
icin we arastirma reaktifleri wve kitlerin bilesgsenleri clarak
kullanilabilir. Ayrica, gen ekspresycnunu milkemmel spesifite ile
inhibe edebilen antisens oligoniikleotitler, genellikle, belirli
genlerin fonksiyonunu aydinlatmak veya biyolojik yoladin cesitli
Uyelerinin fonksiyonlarini ayirt etmek icin siradan vyetenekte

kisilerce kullanilir.

Kitlerde wve teshislerde wve g¢esitli biyolojik sistemlerde
kullanim icin, mevcut tarifnamenin bilesikleri, tek baslarina
veya dider bilegikler veya terapdtiklerle kcombinasyon halinde,
bir boélimin ekspresyon modellerini veya hilcreler wve dokular
icinde eksprese edilen genlerin tim tamamlayicilarini agiga
gikarmak igin diferansiyel ve/ veya kirlesimsel analizlerdeki

araclar olarak yararladair.

Burada kullanildigi geklivle "biyolojik sistem" vevya "sistem"
terimi, Beyin kaynakli ndrotrofik faktér (BKNF) genlerinin
Urlinlerini eksprese eden veya eksprese etmek icin yetkin hale
getirilen herhangi bir crganizma, hicre, hicre kultirl veyas doku
olarak tanimlanir. Bunlar, insanlar, transgenik Thayvanlar,
hiicreler, hiicre kiltirleri, dokular, ksencgraftlar,
transplantlar wve bunlarin kombinasyonlarini icerir, ancak

bunlarla sinirli dedildir.

Sinirlayici olmayan bkir &rnek olarak, bir wveya daha fazla

antisens bilegidi ile muamele edilen hiicreler veya dokulardaki
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ekspresyon modelleri antisens bilesiklerle muamele edilmeven
kontrol hicreleri veya dokulari ile karsilastirilir ve lretilen
modeller, incelenen genlerin, drnedin hastalik iliskisi, sinyal
yvoladi, hiicresel 1lokalizasyen, ekspresyon seviyesi, boyutu,
vaplisl veyva 1islevine iliskin olarak farkli: gen ekspresyon
seviyeleri i¢in analiz edilir. Bu analizler, uyarilmis veya
uyarilmamis hiicreler Uzerinde ve ekspresyon modellerini
etkileven baska bilesiklerin varlidinda veya vokludunda

gerceklestirilebilir.

Teknikte bilinen gen ekspresyonu analizi y&ntemlerinin
drnekleri arasinda DNA dizileri veya mikro diziler, SAGE {gen
ekspresyconunun seri analizi), READS (sindirilmis cDNA'larain
restriksivon enzim amplifikasyonu), TOGA (toplam gen ekspresyonu
analizi), protein dizileri ve proteomik, eksprese edilen dizi
etiketi (EST) dizilimi, subtractif RNA parmak izi (SuRF),
subtraktif klonlama, diferansiyel gébrintileme (DD},
karsilastirmall genomik hibridizasyon, FISH (floresan in situ
hibridizasyon)} teknikleri wve kiitle spektrometresi vyontemleri
bulunur.

Aciklamanin bilesikleri, arastirma ve teshis ig¢in vyararlidir,
clinkii bu bilesikler, Beyin kaynakli n&rotrofik faktdr (BKNEF)
kodlayan niikleik asitlere hibridize olur. Ornedin, bu tir bir
verimlilik ile hibritlenen ve etkili BENF modiilatérleri olarak
aciklanan bu kosullar altinda melezlenen oligoniikleotitler,
sirasiyla, gen amplifikasyonu veya saptamayl destekleyen
kosullar altinda etkili primerler veya problardir. Bu primerler
ve problar, BENF'vi kodlayan niikleik asit molekiillerinin
spesifik olarak saptanmasini gerektiren ve BKNF'nin daha ileri
caligsmalarinda kullanilmak  {izere veya  bu nikleik asit
molekiillerinin amplifikasyonu i1¢in vyéntemlerde vyararladir.
Agiklamanin, BENF'yi kodlayan bir niukleik asit 1ile antisens
oligoniikleotitlerinin, &zellikle de primerler ve proklarinin
hibridizasyonu, teknikte bilinen yollarla tespit edilebilir. Bu

tiir araclar, bir enzimin oligoniiklecotite  konjiigasyocnunu,
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oligonukleotitin radyo-etiketlenmesini wveya herhangi bir baska
uygun tespit aracini igerebilir. Bir numunedeki BKNF seviyesini
saptamak 1i¢in bu tiir tespit arac¢larini kullanan kitler de

hazirlanabilir.

Antisensin spesifiklidi wve hassasiyeti, terapétik kullanimlar
icin teknikte uzman kisilerce de iliskilendirilmektedir.
Antisens bilesikleri, insanlar da dahil olmak iizere hayvanlarda
hastalik durumlarinin mualemesinde terapdtik parcalar olarak
kullanilmistir. Antisens c¢ligoniikleotit i1laglari, insanlara
gilvenli wve etkin bir sekilde uygulanmistir vwve birgok klinik
calisma halen devam etmektedir. Bu nedenle, antisens
bilesiklerinin, dzellikle insanlar, hiicreler, dokular wve
hayvanlarin mualemesi i¢in mualeme rejimlerinde faydalili olacak
sekilde konfigiire edilebilen vararli terapdétik vyaklasimlar

olabilecedi tespit edilmistir,

Terapdtikler ig¢in, BKNEF poliniiklectitlerinin ekspresyonunu
modiille ederek mualeme edilebilen bkbir hastalik veyva bozukluga
sahip olduklarindan sltphelenilen bir hayvana, tercihen bir
insana, bu bulusa uygun antisens bilesikler uygulanarak muamele
edilir. Ornedin, sinirlayici olmayan bir é&rnekte, vyontemler
mualemeye ihtivac duyan hayvana, terapdtik olarak etkili bir
miktarda BEKNF modiulatdérinin uygulanmasi adiminl igerir. Mevcut
aciklamanin BKNF modiilatérleri, BENF'nin aktivitesini etkili bir
sekilde modille eder veya BENF proteininin ekspresyonunu modile
eder. Bir ©&rnekte, bkir hayvanda BENF'nin aktivitesi veya
ekspresyonu, bir kontrole kivyvasla yaklasik %10 oraninda inhibe
edilir. Tercihen, bir  hayvanda BEKNF'nin aktivitesi veva
ekspresyocnu yaklasik %30 oraninda inhibe edilir. Daha tercihen,
bir hayvanda BENF'nin aktivitesi weya ekspresyonu %50 craninda
veya daha fazla inhibe edilir. Bu nedenle, oligomerik bilesikler,
bir kontrol ile karsilastirildiginda, Beyin kaynakli ndrotrofik
faktor (BKNF) mRNA'nin ekspresyonunu en az %10, en az %50, en

az %25, en az %30, en az %40, en az %50, en az %60, en az %70,
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en az %75, en az%80, en az %85, en az %90, en az %95, en az %98,

en az %99 veya %100 oraninda modiile eder.

Bir &rnekte, bir hayvanda Beyin kaynakli ndérotrofik faktdrin
(BKNF) aktivitesi wveya ekspresyonu, Dbir kontrole kiyasla
vaklasik %10 oraninda artirilir., Tercihen, bir hayvanda BENF'nin
aktivitesi wveya ekspresyonu vyaklasik %30 oraninda artirilair.
Daha tercihen, bir hayvanda BKNF 'nin aktivitesi vevya
ekspresyonu %50 craninda veya daha fazla artirilir. Bu nedenle,
oligomerik bilesikler, bhir kontrol ile karsilastairildaginda,
BKNF mRNA'nin ekspresyonunu en az %10, en az %50, en az %25, en
az %30, en az %40, en az %50, en az %60, en az %70, en az %75,

en az%80, en az %85, en az %90, en az %95, en az %98, en az %99

veya %100 oraninda modile eder.

Ornegin, Reyin kaynakli nérotrofik faktor {BENE")
ekspresyonunun artmasi veya azaltilmasi, serum, kan, vad dokusu,
karacier veya hayvanin herhangi bir baska vicut sivisi, dokusu
veya organinda o6lg¢llebilir. Tercihen, analiz edilen adi gegen
sivilar, dokular veya organlar ig¢inde bulunan hiicreler, BENF
peptitlerini ve/ wveya BKNF proteinin kendisini kodlayan bir

nitkleik asit molekiill icgerir.

Aciklamanin bilesikleri, farmasotik bilegimlerde, bir
bilesigin uygun bir farmasétik olarak kabul edilebilir
seyreltici wveya tasiyiciva etkili bir miktarinin eklenmesiyle
kullanilabilir. Acgiklamanin bilesiklerinin ve yéntemlerinin

kullanimi ayrica profilaktik olarak da vararli olabilir.

Konjugatlar

Aciklamanin oligcniikleotitlerinin baska bir modifikasyonu,
oligoniikleotitin aktivitesini, hiicresel dadilimini veya hiicresel
alimini arttiran bir veya daha fazla oligonikleotit parcasi veya

konjugatina kimyasal clarak bafdlanmavi icerir. Bu kisimlar veva
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konjugatlar, birincil wveya ikincil hidroksil gruplari gibi
fonksiyonel gruplara kovalent olarak bagli konjugat gruplarz
igerebilir. Agiklamanin konjugat gruplari arasinda, aralayicilar,
hakerci molekiller, poliaminler, poliamidler, polietilen
glikoller, polieterler, oligomerlerin farmakodinamik

dzelliklerini gelistiren gruplar ve oligomerlerin farmakokinetik

Hzelliklerini gelistiren gruplar vyer alir. Tipik konjugat
gruplari arasinda kolesteroller, lipitler, fosfelipitler,
biyotin, fenazin, feolat, fenantridin, antrakinon, akridin,

fléresinler, rodaminler, kumarinler wve boyalar bulunur. Bu
aciklama badlaminda farmakodinamik &zellikleri gelistiren
gruplar, alimini arttiran, bozunmava karsi direnci arttiran ve/

veya hedef nilkleik asit ile diziye $zgUl  hibritlesmeyi
giuglendiren gruplari icerir. Farmakokinetik Gzellikleri
geligtiren gruplar, bu ag¢iklama baglaminda, mevcut aciklamanin
bilegiklerinin alimini, dagitimina, metabolizmasini veya
ekskresyonunu arttiran gruplari icerir. Temsili konjugat
gruplari, 23 Ekim 1992'de dosyalanmis Uluslararasi Patent
Bagvurusu No PCT/ U392/ 0%196'da ve ABD Patenti No. €,287,860"da
aciklanmaktadir. Konjugat parcalari arasinda, bunlarla sinirl:
olmamak iizere, kolestercl parg¢asi gibi lipit parcalari, , kolik
asit, bir tiyoeter, érn., heksil-5-triteltiyol, bir
tiyckolestercl, alifatik bir zincir, &rn., dodekandicl wvevya
undesil kalintilari, bir fosfolipit, &rn., di-heksadesil-ras-
glisercl veya trietilamonyum 1,2-di-0O-heksadesil-ras-glisero-3-
Hfosfonat, bir poliamin veya bir polietilen glikol =zinciri,

Adamantan asetik asit, bir palmitil parga, bir ocktadesilamin
veya heksilamino-karbeonil-oksikelesterol parcasi bulunur.

Aciklamanin oligoniiklecotitleri, drnedin aspirin, varfarin
fenilbutazon, ibuprofen, suprofen, fenbufen, ketoprofen, (S)-
(+) - prancprcfen, karprofen, dansilsarosin, 2,3,5-
triiodobenzoik asit, flufenamik asit, feclinik asit,

benzotivadiazid, klorotiazid, diazepin, indcemisisin, barbitiirat,

sefalosporin, bir siilfa ilaci, bir antidiyabetik, bir
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antibakteriyel veya bir antibivotik gibki aktif ila¢ maddelerine

de konjuge edilebilir,

Bu tir oligoniiklectit konjugelerin hazirlanmasini &&reten
temsili Birlesik Devletler patentleri arasinda, bunlarla sinirli
olmamak uzere, ARD Pat. Nolari
4,828,979; 4,948,882; 5,218,105; 5,525,465; 5,541,313; 5,545,7
30; 5,5b02,538; 5,578,717, 5,580,731; 5,580,731; 5,591,584; 5,1
09,124; 5,118,802; 5,138,045; 5,414,077; 5,486,5603; 5,512,439

5,578,718; 5,608,046; 4,587,044 4,605,735; 4,667,025; 4,762,
779; 4,789,737; 4,824,941; 4,835,263; 4,876,335; 4,804,582; 4,
958,013; 5,082,830, 5,112,963; 5,214,136; 5,082,830; 5,112,963
; 5,214,136; 5,245,022; 5,254,469; 5,258,506; 5,262,536; 5,272
,250; 5,292,873; 5,317,098;5,371,241, 5,391,723; 5,416,203, 5,
451,4603; 5,510,475; 5,512,667; 5,514,785; 5,565,552;5,567,810;

5,574,142; 5,585,481; 5,587,371, 5,595,726; 5,597,696; 5,599,
923; 5,599,928 ve 5,688,941 bulunur,

Formiilasyonlar

Agiklamanin bilesikleri ayrica karistirilabilir,
kapsiillenebilir, konjuge olabkilir wveya drnedin, alim, daditim
ve/ veya emilimde vardimci olmak ig¢in lipozomlar, reseptdr
hedefli molekiiller, oral, rektal, topikal vevya dider
formiilasyonlar gibi baska molekiiller, molekiill vyapilari veya
bilesik karisimlari ile baska sekilde iliskilendirilebilir. BRu
tilr alim, daditim ve/ veya emilim destekli formiilasyonlarin
hazirlanmasini &dreten temsili Birlegik Devletler patentleri
arasinda, bunlarla s1inirla olmamak
lzere,5,108,921; 5,354,844; 5,416,016; 5,459,127; 5,521,291; 5
,543,165; 5,547,932; 5,583,020; 5,591,721; 4,426,330; 4,534,89
9; 5,013,556; 5,108,921;5,213,804; 5,227,170; 5,264,221; 5,356
,033; 5,3%95,618; 5,416,016; 5,417,978; 5,462,854; 5,469,854; 5
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,012,295; 5,527,528; 5,534,25%; 5,543,152; 5,556,948; 5,580,57
5; ve 5,595,756 sayi1li ABD Patentleri bulunur,

Her ne kadar antisens oligoniikleotitlerin bkir  hedef
ekspresyonu ve/ veva fonksiyonunu modile etmek amaciyla bir
vektdr badlaminda uygulanmasi gerekmemekte de olsa agiklamanin
drnekleri, antisens oligeniikleotitlerin ekspresyonu i¢in,
promotdrler, hibrid promotér gen dizileri igeren wve gliclid bir
konstitiitif promotdr aktivitesine sahip olan ekspresyon vektor
vapilarli veva 1istenen durumda indiklenebilen bir promotdr

aktivitesi ile ilgilidir.

Bir &rnekte, ag¢iklamanin uygulamasi, yukaridaki antisens
oligoniikleotitlerinden en az birinin uygun bir nikleik asit
dagitim sistemi ile uygulanmasini igerir. Bir durumda, bu sistem
polintkleotide islevsel olarak bagli viral olmayan bir vektdr
igerir. Bu tir viral olmayan vektérlerin &rnekleri,
oligoniikleotiti tek basina (&rn., herhangi bir veya daha fazla
DIzI KIM. NO: 12 ila 49) veya uygun bir protein, polisakarit

veya lipit formilasvyonu ile kombinasyon halinde igerir.

Ek olarak uygun nilkleik asit uygulama sistemleri arasinda,
viral wvektdr, tipik olarak bir adenoviriisiin en az birinden,
adenovirilis ile 1ligkili viriis (AAV), yardimci bagimli adenoviris,
retroviriis veya Japonya-lipozom (HVJ) kompleksinin
hemaglutinatin virisinden dizi bulunmaktadir. Tercihen, wviral
vektdr, drn., bir sitomegaloviriis {CMV) promotérit  gibi
poliniikleotide islevsel clarak Dbadli gliglii bir &karyotik

promotér icerir.

Ayvrica tercih edilen vektdrler arasinda wviral wvektérler,
fliizyon proteinleri ve kimyasal konjugatlar bulunur, Retroviral
vektdrler arasinda Mcloney murin ldsemi viridsleri ve HIV bazli

virlisler bulunur. Tercih edilen bir HIV bazli viral vektdr, gag
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ve pol genlerinin bir HIV genomundan geldidi ve env geninin baska
bir viriis oldudu en az iki vektdr igerir. DNA viral vektdrleri
tercih edilir. Bu vektdrler, ortopox veya avipox vektdrleri gibi
pox vektdrlerini, herpes simpleks I wvirtsi (H3V) wvektori,
Adenovirils Vektdrleri wve Adeno ile i1ligkili Virits Vektérleri

gibi herpesvirilis vektdrlerini igerir.

Mevcut ac¢iklamanin antisens bkilesikleri, farmasétik olarak
kabul edilebilir tuzlar, esterler veya bu esterlerin tuzlari
veya Dbir insan dahil bir hayvana uygulanmasinin ardindan
biyolojik acidan aktif metabolit veya metabolit kalintisini
(dorudan veya dolayli sekilde) olusturabilen herhangi bir
bilesigdi kapsar.

"Farmasdtik olarak kabul edilebilir tuzlar", aciklamanin
bilesiklerinin fizyolojik ve farmasdtik olarak kabul edilebilir
tuzlari: vani, ana bilesidin istenen biyolojik aktivitesini
muhafaza eden ve buna istenmeyen toksikolojik etkiler wvermeyen
tuzlar anlamina gelir. Oligonikleotitler icin, farmasdtik clarak
kakul edilebilir tuzlarain tercih edilen drnekleri ve

kullanimlari, ABD Patenti No. 6,287,860'da ayrica agiklanmistir.

Mevcut =azc¢iklama ayrica, ag¢iklamanin antisens bilesiklerini
igceren farmasdétik bilegimleri ve formilasyonlari da icerir. Bu
mevcult agiklamanin farmasotik bilesimleri, lckal wveya sistemik
mualemenin istenip istenmedidine ve mualeme edilecek bélgeye
badgli olarak gesitli sekillerde uygulanabilir. Uygulama, topikal
(oftalmik dahil colmak lizere vajinal ve rektal aktarim dahil olmak
lzere mukoz membranlara), pulmoner, orn., tozlarin veya
aerosollerin inhalasyonu veya Insiflasyonu ile, (nebilizatdr,
intratrakeal, intranazal, epidermal ve transdermal dahil clmak
tzere), oral veya parenteral olabilir. Parenteral uygulamalar
arasinda, intravendz, intraarterval, subkutandz,

intraperitoneal, intramuskiiler veya &rn., intratekal veya
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intraventrikiler uygulama dahil olmak {zere intrakranival,

enjeksiyon ya da infiizyon bulunmaktadir.

Merkezi sinir sisteminde dokularin mualemesi igin, uygulama,

Orn., beyin omurilik sivisina enjeksiyon veya infuzyon yoluyla
yapilabilir, Antisens RNA'nin beyin-omurilik sivisina
uygulanmasza, drnedin A.B.D. Patenti Basvuru Yay. No.

2007/0117772, "ARilesel ALS hastalidy ilerlemesini vavaslatma

voéntemleri” bkaslikli patentte tanimlanmistir.

Mevcut agiklamanin antisens oligonikleotitinin merkezi ginir
sistemi icindeki hiicrelere uygulanmasi amaclandidinda, uygulama,
kan-bevin bariyeri boyunca s&z Kkonusu antisens oligoniikleoctitin
penetrasyonunu destekleyebilen bir veya daha fazla ajan ile
olabilir. Enjeksiyon, &rn., entorinal korteks veya hipokampusta
yapilabilir. Bir adenoviris vektdriinin kas dokusunda motor
nérenlara uygulanmasiyla nérotrofik faktérlerin verilmesi, orn.,
"Mediiller motor nbronlara adencviral-vektor aracila gen
transferi” baslikli A.B.D. Pat. No. 6,632,427 de agiklanmaktadir.
Vektdrlerin direkt olarak beyne, Ornedin striatum, talamus,
hipcokampus wveya substantia nigra'ya ulastirilmasi, teknikte
bilinmektedir wve &rnedin "Yabanci genlerin é&zellikle merkezi
sinir sistemi Thilcreleri icine aktarilmasi icin adenoviris
vektdorleri” baslikla, 6,756,523 sayila ABD Patentinde
tanimlanmistir.

Uygulama, enjeksiyonla hizli olabilir wveya yavas infilzyon veya
yavas salinan formilasyonlarin uygulanmasi ile bir siire boyunca

vaplilabilir.

S8z konusu antisens oligonikleotitler ayrica arzu edilen
farmasdtik veya farmakodinamik &zellikler sadlayan maddeler ile
baglanabilir wveya konjuge edilebilir. Crnedin, antisens
oligoniikleotit, transferrin reseptdrine yénelik bir antikor gibi
kan-beyin bariyerinden nifuz etmeyi wveya naklini desteklemek

icin teknikte bilinen wve intravendz enjeksiyon ile uygulanan
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herhangi bir maddeye badlanabilir.

antisens bilesigini

daha

etkili

Antisens bilesidi,

kilan

ve/ veya

ornedin

antisens

bilesidinin kan-beyin bariyeri beyunca tasinmasini arttiran bir

viral wvektdér ile baglanabilir.

bozulmasi, ornedin mezo eritritel,

ksilitol, D(+) galakt

laktoz, D(+) ksiloz, dulcitel, miyo-inositol, L(-) frukt

manitol, D(+) glikoz,

D(+)

D(+) maltoz, D(+) rafinoz,

adoniteol, D(+) arabitcl, L

D(=) liyofoz, L{(+) leksoz ve L(-)

arabinoz,

D(-) arabinoz, sel

L(+) ramnoz, D(+)

(=) arabitol,

liksoz,

melibioz, D

D{+) fukoz, L{-

Ozmotik kan beyin bariyerinin

oz, D(+)
oz, D(-)
lebivyoz,
-) riboz,

) fukoz,

dahil ancak bunlarla

sinirlil olmayan sekerlerin ya da bunlarla sinirli olmamak Uzere,

glutamin, lisin, arjinin,

glutamik asit, glisin,

prclin, serin, treonin, t

histidin,

asparagin,

irosin,

losin,

aspartik asit,

metionin, feni

sistein,

lalanin,

valin ve taurin dahil o¢lmak

dzere aming asitlerin inflizyonu ile gerg¢eklestirilebilir, Kan-

beyin bariveri penetrasycnunu arttirmaya ydnelik ydntemler ve

matervaller, "Kan bevin bariveri

teslimi ig¢in yé&ntem”

baslikli ABD Patenti No. 4,866

boyunca genetik matervalin

,042'de,

"Kan-beyin bariverinden gecis ig¢in malzeme” baslikli ABD Patenti

No. 6,294,520"de ve "Parenteral daditim sistemleri” baslikli ABD

Patenti No. 6,936,589da tarif edilmistir.

S6z konusu antisens

bilesikleri

karistira

kapstullenebilir, konjuge olabilir wveya ornedgin, alim,

ve/ wveya emilimde vyardimci olmak

hedefli molekuller,
formilasyonlar gibi

bilesik karigsimlari

oral,

baska molekuller,

ile

baska sek

rektal,

icin lipozomlar,

ilde

topikal veya

labilir,
dafitim
reseptor

didger

molekil vyapilari vwveya

iliskilendirilebilir.

Ornedin, oligoniikleotit alamini kolaylastirmak icin formiilasyona

katyonik lipitler dahil edilebilir.

ABlimi kclaylastirmak icin

gdsterilen bdyle bir bilegim LIPOFECTIN'dir

MD'den temin edilebilir).

En az bir 2'-O-metoksietil

oligoniikleotitlerin,

oral

uygulama
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olduduna inanilmaktadir. Topikal uygulama 1i¢in farmasotik
bilesimler wve formiilasyonlar, transdermal yamalar, merhemler,
losvyonlar, kremler, jeller, damlalar, spreyler, fitiller,
sivilar ve tozlara icerebilir. Konvansiyonel farmasétik
tasiyicalar, sulu, toz veya vaglia bazlar, koyulastiraicilar ve
benzerleri gerekli olabilir wveya istenebilir. Kaplanmis

kondomlar, eldivenler ve benzerleri de yararli olabilir.

Mevcut aciklamanin uygun sSekilde Dbirim dozaj formunda
sunulabilen farmasotik formtlasyonlara, farmasotik
endliistrisinde iyi bilinen klasik tekniklerle hazirlanabilir. Bu
gibi teknikler, aktif bilesenlerin farmasdtik tasivici(lar) vevya
eksipyan(lar) ile iliskilendirilmesi adimini icerir. Genel
olarak, formilasyonlar, aktif muhtevivatlarin sivi tasivicilar
veya ince boélinmis kati tasiyicilar veya her ikisi ile yeknesak
ve siki bir sekilde iligkilendirilmesi wve daha sonra gerekirse

irtiniin sekillendirilmesi suretivyle hazirlanir.

Mevcut aciklamanin bilesimleri, bunlarla sinirli olmamak lzere
tabletler, kapsiiller, jel kapsitlleri, sivi suruplar, yumusak
Jeller, fitiller ve lavmanlar gibi birg¢ck ¢lasi dozaj bigiminden
herhangi birine formiile edilebilir. Bu aciklamanin bilesimleri
ayni zamanda sulu, sulu olmayan veya karistirilmis ortamlardaki
sispansiyonlar halinde formiile edilebilir. Sulu silspansiyonlar
ayrica sispansiyonun viskozitesini arttiran, Ornedin sodyum
karboksimetilseliiloz, sorbitol ve/veya dekstran igeren maddeler
ihtiva edebilir. Siuspansiyon ayrica stabilizatdrler ihtiva

edebilir.

Mevcut ag¢iklamanin farmasé®étik bilesimleri, bunlarla sinirla
olmamak 1lizere c¢dzeltiler, emlilsiyonlar wve lipozom 1igeren
formulasyonlarys igcerir. Mevcut agiklamanin farmasotik
bilesimleri ve formilasyonlari, bir vevya daha fazla penatrasyon
artirici, tasiyici, eksipiyan veya dider aktif wveya inaktif

bilesenler icerebilir.
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Emiilsiyonlar tipik clarak, genellikle 0.1 pm ¢apini asan

damlaciklar formunda bir dierine dadilmis bir sivinin heterojen

sistemleridir. Emilsiyonlar, dadilmis fazlara

ek olarak ek

bilesenler ve sulu fazda, vagli fazda veya kendisinde ayri bir

faz olarak kir g¢ézelti halinde mevcut olakilen aktif ilac1

igerebilir. Mikroemiilsiyonlar, mevcut aciklamanin bir

Srnedi

olarak dahil edilmistir. Emilsivonlar ve kullanimlari teknikte

iyi bkilinmektedir wve ayrica ABD Patenti No

tanimlanmistir.

6,287,8600"da

Mevcut agiklamanin formiilasyonlari lipozomal formiilasyonlari

igerir. Mevcut tarifnamede kullanildida haliyle,

"lipozom"

terimi, bir kliresel ¢ift katmanli veya ¢ift katmanli olarak

diizenlenmig amfifilik lipitlerden olusan bir kesecidi ifade eder.

Lipozomlar, bir lipefilik malzemeden ve bir

membran ic¢ine

verlegstirilmis bir bilesimi iceren bir sulu i¢ kisimdan olusan

bir membran igeren tek katmanli veya ¢ck katmanli keseciklerdir.

Katyonik lipozomlar, kararli bir kompleks olusturmak igin

negatif yiikld DNA molekiilleri ile etkilesime girdidine inanilan

pozitif yiikld lipozomlardir. pH'a duyarli wveya negatif ylukli

lipoczomlarin, DNA  ile karmasik olmaktan

vakaladiklarina inanilmaktadir. Hem katyonik

katyonik olmavan lipozomlar, DNA'yili hiicrelere

kullanilmistir.

ziyade

olan

DNA"y1
hem de

vermek ig¢in

Lipozomlar ayrica "sterik olarak stabilize" lipozomlari icerir;

bu terim, burada kullanilan sekliyle bir wveva daha fazla 8zel

lipid igeren lipozomlar anlamina gelir. Lipczomlara

edildiginde, bu odzellesmis lipidler, bu tir

lipidlerin lipozom eksiklidine gdre gelistirilmig

omurlerine sahip lipozomlarla sonuc¢lanir.

dahil
Szellesmisg
dolasim

Sterik olarak
kesecik

stabilize edilmis Ilipozomlarin O&rnekleri, lipozomun

olusturan lipit kisminin bir Dbdélimiiniin bir veya daha fazla

glikolipid igerdidi wveya bir polietilen glikol

90

{(PEG)

rarcasli



10

15

20

25

30

gibi bkir wveya daha fazla hidrofilik polimer ile tiretilmis
olanlardair. Lipozomlar ve kullanimlari ABD Patenti No.

6,287,860'da ayrica tanimlanmistir.

Mevcut agiklamanin fazrmasdtik formilasyonlari ve bilegimleri
ayrica yiizey aktif maddeler de igerebilir. Tlag Urinleri,
formilasyonlar ve emilsiyonlarda ylzey aktif maddelerin
kullanimi teknikte iyi bilinmektedir. Ylizey aktif maddeler we

kullanimlari ABD Patenti No. 6,287,860'da ayrica tanimlanmistir.

Bir &rnekte, mevcut tarifname, niikleik asitlerin, o&zellikle
oligoniikleotitlerin etkili bir sekilde verilmesini sadlamak icgin
cesitli penetrasyon arttiricilarai kullanir. Lipofilik olmavan
ilac¢larin hicre membranlari boyunca diflzyonuna yardimci olmanin
yani sira, penetrasyon arttiricilar lipofilik dilaglarin
gecirgenlidini de arttirir. Penetrasyon arttiricilar, bes genis
kategoriden birine, yani, ylzey aktif maddelere, yad asitlerine,
safra tuzlaraina, kelatlayici maddelere ve kelatsiz ylizey aktif
maddelere ait olarak gsiniflandirilabilir. Penatrasyon
arttiricilar ve kullanimlari ARD Patenti No. 6,287,860’da ayrica

tanimlanmisgtair.

Teknikte uzmean bir kisi, formilasyonlarin, kullanim amaclarina,
vani uygulama voluna gdre rutin olarak fasarlandidgini

anlayacaktir.

Topik uygulama icin tercih edilen formiilasyonlar, aciklamanin
oligoniikleotitlerinin, lipitler, lipozomlar, vad asitleri, vadla
asit esterleri, stercitler, kelatlama maddeleri ve vyiizey aktif
cisimleri gibi topikal bir aktarim maddesi ile karigsim halinde
bulunmasini kapsar. Tercih edilen lipidler wve lipozomlar, ndtr
(&rn., dioleoil-fosfatidil DOPE etanoclamin,
dimiristeoilfesfatidil kolin DMPC, distearolyfosfatidil kolin)

negatif (&rn., dimiristeoilfosfatidil gliserol DMPG) ve katyonik
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(6rn., dicoleciltetrametilaminopropil DOTAP ve dioleoil-

fosfatidil etanolamin DOTMA) icerir.

Topikal veya baska uygulama icin, aciklamanin
oligonikleotitleri lipozeomlar iginde kazpsiillenebilir veya
dzellikle katyonik lipozomlara  kompleksler olusturabilir.
Alternatif olarak, oligontkleotitler lipitlere, 6zellikle
katyonik 1lipitlere komplekslestirilebilir. Tercih edilen vag
asitleri ve esterler, bunlarin farmasdtik olarak kabul
edilebilir tuzlari ve kullanimlari, ABD Patenti No. 6,287,860'da

tanimlanmistir.

Cral wuygulama 1i¢in bilesimler wve formiilasyonlar, toz veya
grantller, mikro parc¢aciklar, nancpartikiilatlar, sispansiyonlar
veya su veya sulu clmayan ortamdaki sclisycnlar, kapsiller, jel
kapsiiller, tek dozluk paketler, tabletler veya mini tabletlerdir.
YoJunlastiricilar, lezzet verici maddeler, seyrelticiler,
emiilsifivye ediciler, dagitica yvardimeci maddeler veva
baglavicilar arzu edilebilir. Tercih edilen oral formilasyonlar,
aciklamanin oligenikleotitlerinin bir veya daha fazla
penetrasyon arttirici ylzey aktif madde wve kelatlayici 1ile
birlikte uygulandida: formilasyonlardir. Tercih edilen vylzey
zktif maddeler arasinda vad asitleri ve/ wveva esterleri vevya
bunlarin tuzlari, safra asitleri ve/ veya bunlarin tuzlari
bulunur. Tercih edilen safra asitleri/ tuzlari ve yagli asitler
ve kullanimlari ayrica ARD Patenti No. 6,287,860"da
aciklanmaktadir.

Avrica tercih edilenler, penetrasyon arttiricilarin, Ornedin
safra asitleri/ tuzlari ile kombinasyon halinde vad asitleri/
tuzlarinin kombinasyonlaridir. Ozellikle tercih edilen bir
kombinasyon, laurik asit, kaprik asit ve UDCA'nin sodyum tuzudur.
Daha fazla penetrasyon arttiricilar arasinda polioksietilen-9-
lauril eter, polioksietilen-20-setil eter bulunur. Tarifnamenin
oligoniikleotitleri, plskirtilerek kurutulmus parcaciklar dahil

graniiler formda oral olarak veya mikro wevya nanhcopartikiiller
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olusturmak 1Uzere kompleks halinde verilebilir. ©C

ligonikleotit

komplekslestirici ajanlar ve kullanimlari ayrica ABD Patenti No.

6,287,860"da tanimlanmistir.

Parenteral, intratekal wveya intraventrikiller uygulama igin

bilesimler ve formiilasyonlar arasinda ancak sinirl

ayicl olmamak

zere sizdirmazlik arttiricilar, tasgiyici bilesgikler ve difer

farmas&tik acgidan kabul edilebilir tasivicilar vevya eksipyanlar

gibi tamponlar, seyrelticiler ve diJer uygun katki

igerebilen steril sulu soliisyonlar bulunabilir.

Aciklamanin belirli &rnekleri, bir veya daha faz

maddeleri de

la oligomerik

bilesik ve bir antisens olmayan mekanizma ile calisan bir veya

daha fazla baska kemoterapétik ajan igeren farmasdtik bilegimler

saglar. Bu tiur kemoterapdtik ajanlarin ornekleri arasinda,

bunlarla sinirli olmamak {izere, daunorubisin, daunomisin

daktinomisin, dokscrubisin, epirubisin, idarubisin
blecmisin, mafosfamid, ifosfamid, sitosin

bisklorcetil- nitrosurea, busulfan, mitomisin C, a

, esorubisin,
arabinosid,

ktinomisin D,

mithramisin, prednizon, hidroksipregesteron, testosteron,
tamcksifen, dakarbazin, prokarbazin, heksametilmelamin,
pentametilmeme, mitoksantron, amsakrin, klorambusil,
metilsikloheksilnitroziire, azot hardallarz, melfalan,

siklofosfamid, b-merkaptopurin, b-tioguanin, sitarabin, 5-

azasitidin, hidroksiiire, deoksikoformi

hidroksiproksisiklo-fosforamid, S5-florourasil

sin, 4-

(5-FU), o=

florodecksiiridin (5-FUdR), metotreksat (MIX), kolsisin, taksol,

vinkristin, vinblastin, etoposid (Vvb-10),
irinotekan, topotekan, gemsitabin, teniposid,
dietilstilbestrol (DES) gibi kanser kemoterapd
bulunur. Agiklamaya ait bilesgiklerle birlikte kulla

bu tiir kemoterapdtik maddeler minferit olarak (&rn

trimetreksat,
sisplatin vwe
tik idlaglara
nildiklarinda,

edin, 5-FU ve

oligonukleotit), sirali olarak (&rn., bkir slurelidine 5-FU ve

oligoniitkleotit, ardindan MTX ve oligoniikleotit) vevya bir veya

daha fazla baska bdyle kemoterapdtik ajanlar (&rn.,
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oligonukleotit wveya 5-FU, radyoterapli ve oligoniikleotit) 1ile
kombinasyon halinde kullanilabilir. Nonstercidal anti-
enflamatuar ilaclar wve kortikosteroidler wve bunlarla sinirla
olmamak {zere ribivirin, vidarabin, asiklovir ve gansiklovir
dahil clmak iizere antiviral ilaglar dahil ancak bunlarla ginirla
olmayan anti-enflamatuar ilac¢lar da, bulusun bilesimlerinde
birlestirilebilir. Antisens bilegiklerin wve difer antisens
olmavan ilaclarain kombinasyonlari da bu aciklamanin
kapsamindadir. Iki veya daha fazla kombine bilesik birlikte veya

sirayla kullanilabilir.

Bir basgka ilgili drnekte agiklamava ait bilegimler, bir birinci
niltkleik asit wve bir ikinci niikleik asit hedefine hedeflenen bkir
veya daha fazla ilave antisens bilegene ydnelik clarak bir veya
daha fazla antisens bilegik, &zellikle de oligonitkleotitler
ihtiva edebilir. Ornedin, birinci hedef, Beyin kaynakli
nérotreofik faktoriin (BKNEF) belirli bir antisens dizisi olabilir
ve ikinci hedef baska bir nitkleotit dizisinden bir bdlge clabilir.
Alternatif olarak, aciklamanin bilegsimleri, avyni Beyin kaynakli
nérotrofik faktor (BENF) niukleik asit hedefinin farklz
bélgelerine hedeflenen 1iki veya daha fazla antisens bilesidi
igerebilir. Cok sayida antisens bilesidil burada gésterilmektedir
ve diJerleri bu alanda bilinen uvgun bilesikler arasindan
secilebilir. Iki veya daha fazla kombine bilesik birlikte vevya

sirayla kullanilabilir.

Dozlama:

Terapétik bilesimlerin formiilasyonu ve bunlarin sonraki
uygulamalarinin (dozlama), teknikte uzman kisilerin bilgisi
dahilinde olduduna inanilmaktadir. Dozajlama, mualeme edilecek
hastalik durumunun ciddiyeti wve tepki durumu ile birkag¢ glinden
birkag¢ aya kadar slirecek mualemenin seyrine veya hir iyilesmenin
saglanmasina veya Thastalik durumunun azalmasina badlidir.

Cptimal doz semalari, hastanin vicudundaki ilag¢ birikimi
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Slg¢imlerinden hesaplanabilir. Teknikte siradan yetenekte kisiler,
optimum dozajlari, dozlama metodolojilerini ve tekrarlama
oranlarini kolayca belirleyebilirler. Optimum dozajlar, minferit
oligoniikleotitlerin nispi kuvvetine badli olarak dedisebilir ve
genellikle in vitro ve in vivo hayvan mcdellerinde etkili oldudu
bulunan FEC50'lere dayanarak tahmin edilebilir. Genel olarak,

dozaj wvicut adirlidinin kilogrami basina 0.01 pg ila 10 mg
arasindadir ve glinde bir veva birkac kez, haftzlik, ayvlik veva
villik olarak wveya hatta Z ila 20 vyilda bir kez wverilebilir.

Teknikte siradan yetenekte kisiler, &lcllmils ikamelt siireleri ve
ilacin vicut sivilari veya dokulari ig¢indeki konsantrasyonlarina
dayanarak dozlama icin tekrarlama oranlarini kolayca tahmin
edebilir. Basarili mualemeden sonra, hastalik durumunun
nilksetmesini o&nlemek ic¢in hastanin bakim mualemesi gdrmesi
istenebilir, burada oligoniikleotit, vicut agirligdinin kilogrami
basina 0.01 pg ila 10 mg, giinde bir veya daha fazla, her 2-20

yilda bir olmak lizere bakim dozlarinda uygulanir.

Ornek olarak, bir hasta, en az yaklasik 1, en az yaklasik 2,
en az yaklasik 3, en az vaklasik 4, en az vyaklasik 5, en az
vaklasik 6, en az yaklasik 7, en az yvaklasik 8, en az yaklasik
9, en az vyaklasik 10, en az yaklasaik 15, en az vyaklasik 20, en
az vaklasik 25, en az vaklasik 30, en az vyaklasik 35, en az
yaklasik 40, en az yaklasik 45, en az yaklasik 50, en az yaklasik
60, en az vaklasik 70, en az vaklasik 80, en az vaklasik 90 vevya
en az vaklasik 10 mg/ kg vicut adirlidi olan bir ila¢ dozaji ile
mualeme edilir. Bazi enjekte edilen antisens oligonikleotit
dozajlari, ©&rn., "PTPIBR ekspresyonunun antisens modiilasyonu”

baslikli ABD Patenti No. 7,563,884’de tanimlanmistir.

Mevceut ag¢iklamanin g¢esitli oOrnekleri vyukarida acgiklanmis
olmakla birlikte, bunlarin sadece &drnek yoluyla sunulmus oldudu
ve sinirlama olmadidi anlasilmalidir. Aciklanan oOrneklere

vapllan cok savyida dedisiklik, burada aciklanan aciklamaya uygun
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olarak, agiklamanin Hziinden veya kapsamindan ayrilmadan
yapilabilir. Bu nedenle, bu ac¢iklamanin sahasi wve kapsami,
yukarida aciklanan ©&Srneklerin herhangi biri ile sinirl:

olmamalidair.

Bu belgede vyer alan g¢esitli referanslara atifta bulunarzak,
Basvuru Sahipleri herhangi bir referansin buluslari igin "dnceki
teknik" oldugunu kabul etmemektedir. Bulusa ait kompozisyonlarin
ve yontemlerin dizenlemeleri, asagidaki drneklerde

gbsterilmektedir.

ORNEKLER

Asafidaki sinirlayici olmayan &rnekler, bulusun seg¢ilmis
uygulamalarini aciklamaya hizmet eder. Gdsterilen bilesenlerin
elemanlarindaki oran ve alternatiflerin varyasycnlarinin,
teknikte uzman kisilerce anlasilacadl ve mevcut agiklamanin

drnekleri kapsaminda oldugu takdir edilecektir.

Ornek 1: Beyin kayvnakli nérotrofik faktdére (BKNF) ve/ veya BEKNF
poliniikleotidine ait bir sens iplidine bir nilkleik asit molekiilii

antisensine &zqgl antisens cligoniikleotitlerin tasarimi

Yukarida belirtilen "oligoniikleotit spesifik™” veya
"oligoniiklectit hedefleri”™ terimi, (1) hedeflenen genin bir
kismi ile stabil bir kompleks olusturabilir veva (ii) hedeflenen
genin bir mRNA transkriptinin bir kismi ile stabil bir dupleks
olusturabilir bir diziye sahip olan bir oligoniikleotite karsilik

gelir.

Uygun oligoniikleotitlerin se¢imi, her bir dizide, istenen
erime sicaklidina (genellikle 50-60°C) sahip bir hedef
poliniiklectid dizisi ile hibritler olusturacak wve kendi kendine
dimerler wveya diger kompleks ikincil vyapilari olusturmayacak

olan 19-25 nikleotidlerin alt dizilerini otomatik olarak
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tanimlayan bilgisayar programlarai (&rn., IDT AntiSense Design,

IDT OligeoAnalyzer) kullanilarak kolaylastirilair.

Uygun oligoniikleotitlerin sec¢imi, nikleik asit dizilerini
otomatik c¢larak hizalayan ve kimlik wveyva homoloji bdlgelerini
gbsteren bilgisayar programlari kullanilarak ayrica
kolaylastirilair. Bu tlr programlar, ©&rnedin GenBank gibi
veritabanlarini arastirmak wveya PCR {iriinlerini siralamak
suretiyle elde edilen nikleik asit dizilerini karsilastirmak
igin kullanilir. Belirli bir genomun ¢esitli genlerinden ve
intergenik bélgelerinden nitkleik asit dizilerinin
karsilastirilmasi, ilgilenilen gene uygun bir dzglinliik derecesi
sergileyen niikleik asit dizilerinin se¢ilmesine izin wverir. Bu
prosediurler, hedef nikleik asit dizilerine yiiksek  bir
tamamlayicilik derecesi sergileyen ve belirli bir genomdaki
diger nikleik asit dizilerine daha disik tamamlayicilik derecesi
sergileyen oligontkleotitlerin secilmesine izin verir. Teknikte
uzman bir kisi, mevcut bulusta kullanim i¢in uygun gen
bélgelerinin secgilmesinde kayda deder bir geniglik oldugunu fark

edecektir.

Bilegigin hedef nukleik aside badlanmasi, bir fonksiyon ve/
veya aktivitenin modilasyonuna neden olmak icin hedef nikleik
z2idin normal fonksiyonu ile etkilesime girdiginde, bir antisens
bilesigi Mspesifik olarak hibritlenebilir" dir wve spesifik
badlamanin arzu edildigi kosullar altinda, vyani in vivo
analizler veya terapétik mualeme durumunda fizyeclojik kosullar
altinda wve in vitro denevler durumunda analizlerin vapildiga
kosullar altinda, hedef olmavyan nllkleik asit dizilerine antisens
bilesigin spesifik olmayan badlanmasini Onlemek igin yveterli bir

tamamlayicilik derecesi vardir.

Burada  tarif edilen oligoniikleotitlerin hikridizasyon
dzellikleri, teknikte bilinen bir veya daha fazla in vitro analiz

ile belirlenebilir. Ornedin burada tarif edilen
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oligonukleotitlerin dzellikleri, hedef dodal antisens ile erime
egrisi testi kullanilarak potansiyel ila¢ molekililleri arasindaki

baglanma mukavemetinin belirlenmesiyle elde edilebilir.

Hedef dodal antisens ve potansiyel bir ilag molekiili (Molekiil)
arasindaki baglanma kuvveti, molekiiller arasi etkilesimlerin,
Srnedin bir erime edrisi tahlilinin kuvvetinin &lciilmesi icgin
verlesik vontemlerden herhangi biri kullanilarak tahmin

edilebilir.

Erime edgrisi tahlili, dodal antisens/ Molekil kcmpleksi igin
cift iplikliden tek iplikli vyapiva hizli bir gegisin meydana
geldidi sicaklidi belirler. Bu sicaklik, iki molekill arasindaki
etkilesim kuvvetinin glivenilir bir &l¢isti olarak kabul

edilmektedir.

Bir erime edrisi tahlili, gercek dodal antisens RNA molekiiliiniin
bir cDNA kopyasi veya Moleklliin badlanma alanina karsilik gelen
bir sentetik DNA vevya RNA nikleotidi kullanilarak
gerceklestirilebilir. Bu testi gerceklestirmek icin gerekli tim
reaktifleri i1g¢eren c¢oklu kitler mevcuttur (Grn. Applied
Biosystems Inc. MeltDoctor kiti). Bu kitler, c¢ift iplikli DNA
(dsDNA} badlayici boyalarindan birini (ABI HRM bovalari, SYBR
Green, SYTO, vb. gibi) igeren uygun bir tampon cozeltivi igerir.
DsDNA boyalarinin &zellikleri, serbest formda neredeyse hig
floresan yaymayacak sekilde, ancak dsDNA'ya badlandidinda viksek

oranda floresan yayacak sekildedir.

Tahlili gergeklegtirmek i1¢in cDNA vwveya Kkarsilik gelen bir
oligonikleotit, belirli Uretici protokolleri tarafindan
tanimlanan konsantrasyonlarda Molekilil ile karistirilir. Karisim
onceden clugturulmus tim dsDNA komplekslerini ayirmak igin
95 °C'ye 1si1tilir, daha sonra DNA molekillerinin tavlanmasini
saglamak digin kit ireticisi tarafindan tanimlanan  oda

sicaklifina veya dider dislik sicakliga vyavasca sodJutulur. Yeni

98



10

15

20

25

30

olusan kompleksler daha scnra yavas vavas 95 °C'ye 1sitilair ve
ayni anda reaksiyonla iiretilen floresan miktari hakkinda siirekli
verli toplanir. Floresan vyogunlugu, reaksiyonda bulunan dsDNA
miktarlariyla ters orantilidir. Veriler, kit 1ile uyumlu bir
gergek zamanli PCR cihazi kullanilarak toplanabilir (&rn., ABI's
StepOne Plus Gergek Zamanli PCR Sistemi veya lightTyper cihazi,

Roche Diagnostics, Lewes, UK).

Erime pikleri, uygun bir vazilim (&rnedin, lightTyper (Roche)
veya SDS Ayrisma Egrisi, ABI) kullanilarak sicaklida (x-eksenine)
karsi sicaklida (y ekseninde (-d (Floregan)/ dT) goére floresan
negatif tiirevini cizerek olusturulur. Veriler, dsDNA
kompleksinden tek iplikli melekiillere hizli geg¢is sicakligini
tanimlamak ic¢in analiz edilir. Bu sicaklik Tm olarak
adlandirilir ve 1iki molekiil arasindaki etkilesimin kuvvetiyle

dogru orantilidir. Tipik olarak, Tm 40 °C'yi asacaktir.

Modifiye ediimis AntagoNAT molekiilierinin tasarimi:

Bir dizi DNA bazli antisens oligoniikleotiti, kodlanmamis BKNF-
AS ve diger antisens transkriptlerini hedef alan AntagoNAT'ler
olarak adlandirilmis ve test edilmistir., Cesitli AntagoNAT'ler,
tam fosforoticat modifikasyonu arti/ eksi 2-0'-metil RNA vevya
INA modifive nilkleotidleri olan veya olmayan 12 ila 20 nikleotid
uzunluguna sahip olacak sekilde tasarlanmistir. En vyilksek
etkinlik, her ugta (XXXnnnnnnnnnnxXXX} g LNA modifiye nikleotid
igeren 16 nikleotid fosforoticat gapmer 1ile Bknf mRNA
seviyesinde gtzlemlenmistir, Tnsan BRKNF sens—-antisens
transkriptleri arasindaki etkilegimleri bloke etmek igin, hem
LNA hem de 2-0'"-metil RNA molekilleri icgeren 14-niikleotid
mikserler kullanilmistir. Bu Z2-0O'-metil RNA ile modifiye edilmis
oligonilkleotitlerin sadece RNA'yvi Dbloke etmesi Snerilmisg
olmasina radmen, bu deneyde hedeflenen RNA'larin marjinal asadi

regilasyonu gdzlenmistir (Sekil 11). Bu calismalar icin
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kullanilan tim dider siRNA'lar, primerler ve problarin vani sira

cesitli AntagoNAT'larin dizileri Table 1'de listelenmistir.

Ornek 2: BKNF poliniikleotidlerinin modiilasyonu

Ornek 2'de kullanilan tim antisens oligoniikleotitler, Ornek
1'de tarif edildigi c¢ibi tasarlanmistir. Ureticiye (IDT Inc.,
Coralville, IA), tasarlanan fosfotivyoat bad cligoniikleotitlerini
Uretmesi talimati verilmis ve Tablo 1l'de gésterilen tasarlanmis
fosfoticat analoglari saglanmistir, Nikleotitler arasindaki
yildiz isareti fosfotiyeoat badinin varlidini gésterir. Ornek
2'deki deney icin gerekli olan oligonitkleotitler, herhangi bkir
uygun vydontem kullanilarak, ornedin IDT tarafindan kullanilan
yontemle: fosforamidit monomerleri kullanilarak 5 mikron
kontrolli gdzenekli cam boncuk (CPG) gibi kati destek lzerinde
sentezlenebilir. (koruma gruplari ile korunan tim aktif gruplara
sahip normal niiklecotidler, &rn., sekerin lizerinde tritil grubu,
A ve C Uzerinde benzoil ve ¢ lUzerinde N-2-izobutiril). Koruma
gruplari oligoniikleotit sentezi sirasinda istenmeyen
reaksiyonlari &nler. Sentez isleminin sonunda koruma gruplari
¢ikarilir. Baslangictaki nlikleotid, 3' karbon boyunca kati
destede badlanir ve sentez, 3' ila 5' yéniine dogru ilerler.
Biylven bir oligonlkleotit zincirine veni bir baz eklenmesi doért
asamada gerceklesgir: 1) koruma grubu, trikloroasetik asit
kullanilarak 5' dimmobilize edilmis niikleotitin oksijeninden
cikarilir; 2) hareketsizlestirilmis wve siradaki nlikleoctidler,
tetrazol kullanilarak Dbir araya getirilir; reaksiyon bir
tetrazolil fosforamidit ara maddesi ile ilerler; 3} reaksiyona
girmemis serbest nilkleotidler ve rezksiyon yan {rinleri yikanir
ve reaksiyona girmemis hareketsiz oligoniikleotitler, bir sonraki
sentez dénglsiine katilmalarini &nlemek ig¢in kapatilir; kapana,
asetik anhidrit ve N-metil imidazol kullanilarak serbest ©5°
hidroksilin asetillestirilmesiyle elde edilir; 4) niikleotidler

arasindaki badi1 stabilize etmek ig¢in, fosfor, bir fosfodiester
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bag1 lUretilecekse, iyot ve su kullanilarak vevya bir fosfotiyoat
bagd1 isteniyorsa, Beaucage reaktifi (3H-1,2-benzcoditiyol-3-bir-
1,1-dicksit) kullanilarak oksitlenir. Iki oksitleyici ajani
dedistirerek, kimerik bir omurga insa edilebilir. Yukarida
agiklanan dért agamali doéngl, dizideki her nitkleotid igin
tekrarlanir. Bitin dizi sentezlendiginde, oligeoniikleotit kati
destekten ayrilir wve vyiksek sgicaklaiktaz amonyum hidreoksit
kullanilarak korumasi kaldirilair. Koruma gruplari tuzdan
arindirilarak vikanir wve kalan oligoniklectitler liyofilize

edilir.

BENF mRNA miktarini dJGlcemek ig¢in farkli: siRNA ile Hek293

hilcrelerinin muameliesi

1. ATCC'den (cat# CRL-1573) Hek293 hiicreleri, 37°C'de ve %5
COsx'de MEM/ ERSS (Hyclone cat # SH30024) +%10 FRBRS +
penisilin+streptomisin iginde blUylUtilmistiir. Deneyden bir gin
once, hicreler 5x10°/kuyucuk yodunlukta 6 kuyucuklu plakalar

icine yeniden vyerlestirildi ve 37 °C ve %5 COz'de inkube edildi.

2. Deney ginlinde, 6 kuyucuklu plakalardaki ortam taze MEM /
EBSS +% 10 FRS olarak dedgistirildi,

3. Tum BENF-AntagoNAT (BKNEF-AS'nin oligonidkleotit antisensi),
20 uM ve BENF-AS siRNA'si (1C0uM'de BENF-AS'yi tamamlayan
siRNA'va seyreltildi; her iki oligonikleotit bilesidi IDT
tarafindan tiretildi. Bir kuyucudu dozlamak i¢in, bu ¢dzeltinin
2 ul'si, 20 dakika boyunca cda sicaklidinda 400 ul Opti-MEM
ortami {Gibco cat#31985-070) wve 4 ul Lipofectamine 2000
(Invitrogen cat#11668019) ile inkiibe edildi ve HepG2 hiicreleri
ile €& kuyucuklu plakalarin bir kuyucuduna damla damla
uygulanda. Sahte transfekte edilmis kontroller icin
oligonikleotit g¢dzeltisi vyerine 2 pl su igeren benzer bir

karisim kullanilmistir,.
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4, 37 °C'de ve %5 CO»'de 3-18 saat inkibasyondan sonra ortam
taze MEM/ EBSS + %10 FBS + penisilintstreptomisine

degistirildi.

5. Antisens oligoniiklotidlerin eklenmesinden 48 saat sonra
gerceklestirildi. Daha sonra ortam c¢ikarildili wve {reticinin
talimatlarina gdre Promega’dan (cat # 273105) S8V Total RNA
Izolasyon Sistemi kullanilarak veva Qiagen'den (cat# 74181)
RNeasy Total RNA Izolasyon kiti kullanilarak hiicrelerden RNA
ekstrakte edildi.

6. Rastgele heksamerler, 2.5 mM dNTP, MgCl: wve uygun tampon
karisimi kullanilarak gergeklestirilen ters transkripsivyon
reaksiyonuna 200-400 ng Ozltlenmis RNA eklendi. Bu ters
transkripsiyon reaksiyonundan c¢DNA (20-40ng), ABI Tagman Gen
Ekspresyon Karisimi (cat#4369510) wve 300nM ileri ve geri
primerler wve son reaksiyon hacmi 15ul olan 200nM prob
kullanilarak gercek zamanli PCR ile gen ekspresyonunu izlemek
igin kullanilmistir. Primerler/ problar FileBuilder yazilimi
(Applied Biosystem) kullanilarak tasarlanmistir. Primerler,
sens—antisens ciftleri i¢in iplide Szgiydl ve problar, genomik
DNA amplifikasyonu olasiligini ortadan kaldirmak icgin egscn
sinirlarini kapladi. Insan BKNF'si icin ABI tahlili, Applied
Biosystems Inc., Foster City CA tarafindan Applied Bicsystems
Tagman Gen Ekspresyon Tahlili: Hs00542425 sl (BKNF) idi).
Asagidaki PCR ddngiisii kullanildi: 2 dakika boyunca 50 °C, 10
dakika boyunca 985 °C, GeneAmp 7900 Makinesi (Applied
Biosystems) kullanilarak 40 dongu (15 saniye boyunca 95 °C, 1
dakika 60 °C). Antisens oligoniikleotitleri ile muameleden
sonra gen ekspresyonundaki kat dedigiklidi, muamele edilen wve
sahte transfekte edilen numuneler arasindaki 185 normalize

dCt dederlerine gére hesaplandl.

7. BKNF-AS ig¢in tespit cligolari:
ABI tespit Kimligi Hs00417345 ml Baglam dizisi
GCACACCTGGAGATACTCTATTATA (DIzI KIM. NO: 6€5)
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8. BKNF i¢in tespit oligolari:

ABI Tespit Kimligdi Hs00542425 sl
CCTGCAGAATGCCCTGGAATTACAA (DIzI KIM. NO: 66)

BEKNF-A3S icin tespit oligclari: ABI tespit Kimligi
Hs00417345 ml Baglam dizisi GCACACCTGGAGATACTCTATTATA
(Dizi KIM. NO: 65)

BEKNF i¢in tespit c¢ligolari: ABI tespit Kimligi
Hs00542425 sl CCTGCAGAATGGCCTGGAATTACAA (DIZI KIM. NO:
66)

9. Sonuglar, déngi egidi (Ct) dederlerine dayanmaktadir. ddCt
olarak deneysel ve referans genler (185 RNA) igin Ct deferleri
ve kalibratdér numunesine her RNA'nin bir vylzdesi olarak

grafiksel olarak hesaplanan farklar.

Sonuglar: BKNF-AS transkriptinin g¢akigmayan bdlgelerini hedef
alan farkli siRNA'yva sahip HEKZ93T hiicreleri dahil olmak lizere
birka¢ 41insan wve fare hiicre hattinin transfeksiycnu, BENF
transkriptinin (Sekil la ve 3ekil 6} 48 saatte bir 2-6 kat yukara
regiulasyocnunu gostermektedir. BKNF'nin yukari regulasyonu
endojen kentrollerin segimi 1ile ilgili dedildi (Sekil 5Sa-b).
Yukari regilasyon, diJer BENF komsu genlerin regllasyonunu

etkilememistir (Sekil 9).

Sekil 5 BENF mRNA yukari regilasyonuna sebep olan BENF-AS
demontesini gdstermektedir. BKNF-AS transkriptinin g¢akismavyan
b&lgesini hedefleyen siRNA'-1 (10 nM} kullanarak BENF-AS'nin
demonte edilmesi, BKNF (sens) mRNA's1inin 0 kat vukari
reglilasyonuna neden olmugtur (**** = pdederi <0.0001). Burada
gdsterilen sonuglar, endecjen kontroller clarak beta aktin (sol
panel) wveya 18S rRNA (sad panel} ve referans Ornek olarak sahte
transfeksiyon kullanilarak HEK293T hucrelerindeki deneylerden

elde edildi. Bu deney, endcjen kontrollerin veya referans
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kalibratdr numunesinin sec¢iminin, BENF mRNA'nin gdzlemlenen

yukari regiilasyonunu dedistirmedidini gdstermeyi amaclamaktadir.

Sekil 6, BKNF ekspresyonunun Posttranskripsiyonel
regilasyonunu gostermektedir. Fare Bknf-AS transkripti
hedefleyen mBknf-AntagoNAT9 ve mikroRNA (miRNA) isleminde yer
alan Drosha proteinini hedefleyen Drosha siRNA kombinasyonu ile
transfekte NZa hiicreleri. MBknf-ANtagoNAT2 (*** = p dederi
<0.0001) ile hicrelerin muamelesinden scnra Bknf mRNA vyukari
regillasyonu gdzlendi. Drosha siRNA'nin eklenmesi, mBknf-
AntagoNATS muamelesi lizerinde marjinal olarak Bknf transkriptini
arttirmistir (* = p deferi <0.05). Bu deney, Bknf transkriptinin
dilzenlenmesi i¢gin miRNA'lar gibi baska transkripsiyonel

mekanizmalarin dahil edilmesinil &énerebilir.

Sekil 9, BENF-AS demontesinin, ne TrkB seviyesini ne de BKNF
komsu genlerin (Let7C ve KIF18A) her iki yvonde de
degistirmedigini gdstermektedir: LINVC wve KIF18A, sirasiyla
BENF'nin 3' asgadi akis yéniunde ve 5" yukari akis yoninde bulunan
genlerdir. WNorotrofik tireczin kinaz, reseptdr, tip 2 (TrkB),
BENF ic¢in bir membrana bhadli reseptdri kodlar wve BENF olarak
farklz bir kromozom (Chr-9) izerinde bulunur. BENF-AS
transkriptinin tlkenmesi {izerine Dbu genlerin dedistirilip
deistirilmedidi belirlenmistir. HEK293T hiicreleri kontrol siRNA
veya BENF-AS siRNA ile transfekte edilmis ve birkac¢ transkript
seviyesi dl¢lUlmiistiir. BEKNF-AS transkripti asadi regiile edilmis
ve BEKNF mRNA'nin bu yazinin baska bir yerinde belirtildidi gibi
vukari regiile edildigi gdzlenmistir. BENF-AS'nin  demonte
edilmesinin TrkB ekspresyonu veyva komsu genler Let7C ve KIF1S8A
ilzerinde bir etkisi olmadigi bulunmustur. Bu veriler, BKNF-AS
tilkenmesi izerine BKNF ekspresyonunun lokusa 6zgll  bir

dedisiklidi oldugunu gdstermektedir.

BENF ve BENF-AS miktarini JSlcmek icin HekZ39 hiicrelerinin bir

SIRNA ile (0-96 saat arasinda muamelesi
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Takip edilen metodoloji, HekZ293 hiicrelerinin siRNA 1ile
Muamelesi 1le ayniydi, ancak bu sefer hilcreler, cligoclarin
ilavesinden sconra 0 ila 96 saat arasinda toplandi.

Sonuglar: BKNF ve BKNF-AS ekspresycnunun zaman sireci, 48 saatte
SsiRNA'ya ba&la olarak, BKNF-AS'nin optTimum bir asadi
regiilasyonuna eszamanli olarak BKNF'nin optimum bir vyukara

regiilasyonunu gdsterir (Sekil 1b).

BENF ve BEKNF-AS miktarini  belirlemek i¢in farkilii hBENF-

AntagoNAT'lerle Hek293 hiicrelerinin muamelesi

Takip edilen metodoloji, Hek29%2 hicrelerinin siRNA ile
muamelesi i1le aynivydi, ancak bu sefer hlicreler AntagoNAT'lar ile
muamele edildi.

Sonuglar: BKNF-AS transkripti, BKNF mRNA'ya tam tamamlayicilida
olan 225 nilkleotitlik g¢azkisan bir Dbélge igerir. RNA-RNA
etkilesimleri, BENF'nin antisens transkriptivyle uyumsuz
regillasyonundan sorumlu olabilir. BENF-AS'nin BENF mRNA's1
lzerindeki diizenleyici roliinii belirlemek ic¢in, hem LNA hem de
2'OMe RNA modifikasyonlarinil iceren gapmerler {AntagoNAT'ler),

sens ve antisens transkriptleri arasindaki etkilesimi bloke
etmek igin kullanilmistir. Cakisgan bdlge, hBKNF-AntagoNAT'lerin
désenmesiyle kaplandi. hBKNF-AntagoNAT'lerin kullaniminin BENF
mRNA's1in1 yukari regiile ettigi bulunmustur. BENF-AS
transkriptinin bir marjinal asadi reglilasycnu gdzlendi; bu,

2'OMe-RNA'yl bloke eden cligelar igin beklenmiyordu. 16 hBENF-
AntagoNAT’ ler test edildi ve BEKNF-AS c¢akigan bdélgenin birinci
varisinil bloke etmenin BKNF mRNA'nin yukari regiilasyonu lUzerinde
daha bilyik bir etkiye sgahip oldudu bulundu. Spesifik olarak,

hBENF-AntagoNAT1l ve hBEKNFAntagoNAT4, BENF mRNA'nin dnemli &lciide
yukari regillasyonuna neden olmustur. Sentetik siRNA'larin aksine,
antisens c¢ligoniiklectitler tek ipliklidir we uzunluklari daha

kisa olabilir; bu nedenle, spesifik olmayan (hedef digi)
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baglanma etkilerini azaltir. Tek iplikli kilitli nikleik asit
(LNA) ile modifiye edilmig oligontkleotitler, modifiye edilmemisg

SsiRNA'lara kiyasla genellikle daha etkilidir (Sekil 7).

BENF ve BEKNF-AS miktarini:  belirlemek i¢in farkli: mBENF-

AntagoNAT'lerle fare NZa hiicrelerinin muamelesi

Takip edilen metodecloji, BEKNF ve BKNF-AS miktarini dlgmek igin
farkli hBENF-AntageoNAT'lerle HekZ293 hiicrelerinin Muamelesi ig¢in
olan ile ayniydi, ancak Dbu sefer hilicreler N2a hicreleri idi.
Ayrica, asadidaki PCR dénglsi kullanildi: 2 dakika boyunca 50 °C,
10 dakika boyunca 85 °C, GeneAmp 7900 Makinesi (Applied
Biocsystems) kullanilarak 50 déngi (15 saniye boyunca 95 °C, 1
dakika 60 °C).

Scnuclar {Sekil 8), N2a hiicrelerindeki fare Bknf-48
transkriptinin, AntagoNAT'ler tarafindan engellenmesini
gdsterir: insan BKNF sens ve antisens transkriptleri arasindaki
cakisma bdlgesinin bloke edilmesinin, BEKNF mRNA seviyelerini
vukari dodru reqgile ettigini gdsterir. Daha sonradan, bkir fare
hiicre hattinda benzer bir regiilatdr mekanizma olup olmadigz
belirlendi wve fare Bknf-AS transkriptini hedef alan 11 mBknf-
AntagoNAT'leri test edildi. mBknf-AntagoNAT'ler, hem 3’ hem de
5' uclarinda bir fosforotioat omurgasi wve ¢ LNA ile modifiye
edilmis nilkleotit igerir. Kontrol oligonikleotitleri benzer bir
omurgava ve modifikasyonlara sahiptir, fakat memeli genomlarinda
herhangi bir diziyi hedeflemez. Iki mBknf-AntagoNAT (mBknf-
AntagoNA3 ve mBknf-AntageNAT-9), N2Za hilcrelerinde Bknf mRNA
seviyelerini arttirabilmistir. Ozetle, fare Bknf-AS
transkriptinin tek iplikli AntagoNAT'ler (lé6-mer) ile bloke
edilmesi, fare NZa hiicrelerinde Bknf mRNZ seviyelerinin yukara
regiulasyonuna neden olmustur. Bu veriler, Bknf antisens
transkripsiyonunun Bknf mRNA {lzerinde baskilayici bir etki

gosterdigini disindiirmektedir.

106



10

15

20

25

30

BENF proteinini Oicmek icin farkli siENA ile HekZ293 hiicrelerinin

muamelesi

Takip edilen metodoloji, BKNF mRNA miktarini &lcgmek i¢in farkli
SiRNA ile Hek293 hicrelerinin muamelesi icgin olan ile, 5. asamada
SiRNA ilavesinden 48 saat sonra gercgeklestirilmis olmas:
haricinde ayniydi. Daha sonra ortam c¢ikarildi ve hiicreler
parcalandil ve BKNF proteini seviyeleri, ELISA (Sekil 1c) wve
western blot (Sekil 1d) ile &lcgiuldil.

Western blot HEK293T hicreleri, 10 nM BEKNF-AS veya kontrol
siRNA ile transfekte edildi. Hucreler, 350 mM DTT igeren 200 npl
Laemmli numune tamponu (Bicrad) ile transfeksiyondan 48 saat
sonra bozuldu. 20 pl lizat %10 SDS PAGE {zerinde ayrildi ve gece
boyunca bir nitroseliloz membranina aktarildi. Daha sonra,
membran, MecP2 (Abcam), BKNF (Promega, katalog numarasi G164R)
ve HRP'ye konjuge edilmis ikincil antikor igin birincil antikor
ile inkiilbe edildi. HRP substratinin eklenmesinden sonra,
kemiliiminesan sinyali, X-1sini filmi ile tespit edildi. Ayni
membran socoyuldu ve ylkleme kontrolii olarak PR-Aktin'in tespiti

igin tekrar kullanilda,

ELISA: Hicreler 20 nM BENF-AS giRNA veya kontrol siRNA ile
transfekte edildi. ELISA deneyleri 1i¢in hiicre siipernatanti
Ttoplandy. Alternatif olarak, Loplam protein, protein
ekstraksiyon tamponu arti proteaz inhibitdrleri (BCA kiti,
Fisher) ig¢ine gomilli fare beyin dokularindan ekstrakte edildi wve
biyobozucu ve metal Dboncuklar ile homojenize edildi. Total
protein, BCA protein testi kiti (Pierce katalog numarasi 23227)
kullanilarak olgulda ve ornek yiukler toplam protein
konsantrasyonlarina normalize edildi, ELISA kitleri Promega
(katalog numarasi G7611) veya fare Bknf Millipore'dan (katalog
numarasl CYT306) insan BKNF icin satin alaindi ve tedarikcinin

protokceliinii takiben ELISA gercgeklestirildi. Ortalama absorbans,
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arka arkavya 450 nm'de {¢ tekrardan cikarildi ve kontrol ornedine

nermallestirildi.

BKNF mRNA'yi &lcmek igin farkli: konsantrasyonlarda mBRNF-

AntagoNAT9 ile Hek293 hiicrelerinin (kesin dedil) muamelesi

Takip edilen metodoloji, BENEF mRNA miktarini dlcgmek icin farkli
siRNA'l1 HekZ93 hiicrelerinin muamelesi ile , ayni hacimde Opti-
MEM ortamini kullanarak (Gibco cat# 31985-070) BEKNF mRNA
miktarini &lemek igin farkli: siRNA  ile Hek293 hicrelerinin
mualemesinde oldudu gibki, ayni orantili miktarda Lipofectamine
2000 (Invitrogen cat# 11668019) kullanilarak, 11 farkla
konsantrasyonun sonuncusunun hicrelere (300nM ile 5pM arasinda
defisen 1:3 seri seyreltiler) uygulanmasi gibi tim mBkNF-
AntagoNATS'un farkli konsantrasyonlara seyreltildigi 3. adim
haricinde ayniydi. Bu, oda sicakliginda 20 dakika boyunca
gerceklestirildi ve HepGZ hicreleri ile & kuyucuklu plakalarin
bir gbzine damla damla uygulandi. Sahte transfekte edilmig
kontroller igin oligonlikleotit gdzeltisi yerine su ig¢eren benzer
bir karisim kullanilmistair.

Sonuclar: Sekil le'de gtsterildigi gibi, BKNF-AS MBKNF -
AntagoNATYS tarafindan hedeflendidinde BKNE'nin deza bagimli bir
yvukari regillasyonu vardir.

Sekil 1, sens mRNA ve proteinin antisens aracili dilzenlemesini
gbstermektedir. (A) BENF-AS transkriptinin cakismavan bdlgesini
hedef alan ii¢ benzersiz siRNA'nin (10 nM) her biri ile HEKZ293T
hiicrelerinde {(mualeme bagina n = 12), Beyin kaynakli ndérotrofik
faktdér (BENF) dodal antisens transkript, BKNF-AS'nin demontesi,

BKNF (sens) mRNA'sinin 2-6 kat vyukarai regllasyonuna (her bir

veri noktasi/ mualeme i¢in n = 6 *** =P <0.001, ** =P <0.01)
neden oldu. Benzer sonuclar 1Insan kortikal ndron (HCN) ,
glicoblastoma (MK059) hicreleri, fare NZa hicreleri ve

nérosferleri "veriler gosterilmemigtir" kullanilarak vyapilan

deneylerden elde edilmigtir. Kontrol olarak karmagsik diziler,
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35

sahte transfeksiyon ve kontrol siRNA'lara kullanildi. Bu ve
diger deneyler ig¢in kontrol siRNA, memeli genomunda bilinen
herhangi bir diziyi hedeflemeyen bir inert siRNA'dir
(CCUCUCCACGCGCAGUACATT) . Tim Slclimler 1853 rRNA'ya
normallestirildi ve negatif siRNA kontrol &rnedine her mRNA'nin
bir ylzdesi olarak grafiklendi.
(B) BENF we BKNF-AS transkriptlerindeki dedisiklikler,
BEKNF-2S demonte edildikten sonra (her bir wveri noktasi/
mualeme icin n = 6) bir siire boyunca dederlendirildi. Insan
BENF-AS'nin siRNA demontesi, 6 saatten bhaglayarak wve 72
saate kadar devam ederek BENF-AS'nin etkili wve tutarli bir
sekilde asadiya regllasyonunu sadladi. BENEF mRNA seviyeleri
18 saatte ylUkseldi, 72 saatten daha uzun siire yilksek kalda,
96 saatte O6n mualeme seviyelerine geri déndil. 48 saatte
pikin tutarli wve tekrarlanabilir oldugu unutulmamalidir.
BKNF-AS demcontesi 6 saat sonra baslasa da, BKNF'nin yukari
regiilasyonu mualemeden 18 saat sonra baslamigstir. BENE-
AS'nin tiikenmesi ile BKNF mRNA'sinin artmasi arasindaki bu
zaman geclkmesi, hilcrelerin BENF'yi vyukari reglile etmeden
bnce  antisens transkriptinin uzaklastirilmasina  uyum
saglamak 1ig¢in zamana ihtiyac¢ duydudunu gdsteren olaylarin
ardisik sirasini gbsterir.
(C) BENF-AS transkriptinin siRNA aracili demonte edilmesi,
ELISA 1le ¢&lcglilen BKNF protein seviyelerinde bir articsa
neden oldu. Hicreler 48 saat boyunca BENF-AS icin 10 nM iki
aktif siRNA, karmasik siRNA wveya bir kontrol siRNA ile
transfekte edildi. Bu hiicrelerin slipernatantlari konsantre
edildl wve ticari olarak temin edilebilen bir kit
kullanilarak ELISA ile BKNF proteini i¢in analiz edildi.
BKNF-protein transkriptini hedefleyen siRNA 1ile BENF
proteini Snemli &l¢lide artmigtir (muamele basina n = 6, **%
=p <0.0001, ** =p <0.001).
(D) Western blotlari, BKNF-AS siRNAl ile protein-kodlayici
olmayan BEKNF-AS'nin demonte edilmesinin, ancak kontrol

hedefli clmayan giRNA transkriptinin, beta-aktin
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seviyelerini degistirmeden BKNF protein seviyelerini
arttirdidini dodrulamistir. Toplu olarak, bu veriler BKNF-
AS'nin BEKNF mRNA ve proteinin ekspresyonunu baskiladiga
sens ve antisens BKNF transkriptleri arasinda uyumsuz bir
iliski oldudunu gostermektedir. Bu negatif dizenleyici
etkinin BKNF-AS demonte edilmesiyle giderilmesi, BEKNEF mRNA
ve proteiln seviyelerinin artmasina neden olur.

(E) Bknf-AS tiikenmesini takiben Bknf'de deoza badli artislar:
Doz tepkisi deneyleri, 11 farkli konsantrasyon (300 nM ila
5 pM arasinda 1: 3 seri seyreltme) mBknf-AntagoNATS (veri
noktasi/ mualeme basina n=a) kullanilarak
gerceklestirilmigtir ve Bknf mRNA seviyelerinde, 1-300 nM
konsantrasyonda bir EC50 6.6 nM ile doza bagli bir artis

gdzlenmigtir.

SiIRNA ile hipckampal nérosferlerin mualemesi

Nérosferlerde fare hipokampal néral kdk hiicrelerin kesilmesi:
ndronal koék hiicreler, P0-Pl1 fare vyavrularinin hipokampusundan
ayrildi. Hipokamplar mekanik c¢larak tekli hiicrelere ayrilda,
kisa devirlerle toplandi ve DMEM ve Fl1Z2'nin bir karisimi iginde
biylitildi, glutamin, antibiyotikler, RBR27 ¢ézeltisi wve hem EGF
hem de FGEF'nin 0.001 mM kensantrasyonu iceriyordu. 3-4 giin sonra
yllzen nérosferleri olusmustur. 100,000 hiicre, poli-L-Lizin (PLL)
ile kaplanmis 24 kuyucuklu plakalara vyerlestirildi. N&rosfer
hilcrelerinin PLL izerine kaplanmasi, farklilasma silrecini
baslatir. Kaplama sonrasi Ugluncl giinde, blylime faktérleri
ortamdan uzaklastirilmis wve hicrelerin 4 giin daha Dbiyimesi
saGlanmistir (kaplamadan 7 gin sonra). Bu zamana kadar, hilicre
kiltluri, astrositler, nodronlar, oligodendrositler ve bunlarin
progenitdrlerinden olusan sinir hilicre soylarinin bir karisimini
olgun beyin dokusuna daha benzer hale getirdi. Bknf ve Bknf-AS
ekspresyonu, ylizen ndrosferlerin yani sira kaplama sonrasi 3 ve

7 gun icinde kiiltiirlerde &lciildili. Demonte deneyleri, kaplama
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sonrasl 3 yva da 7 gin sconra va BEnf-AS transkriptini hedefleven
50 nM siRNA'lar vya da 20 nM antisens oligoniikleotitleri
kullanilarak gergeklegtirilmistir. Noral kdk hiicreler, toplam 80
Pl hacimde immiincsitokimya haznelerinde (kuyucuk basina 18,000
hiicre) de tchumlanir. Daha sonra, ayni protokol kullanilarzk,
nérosferleri, murin primer hicreler Uzerinde Bknf-AS demonte
iglevsel etkilerini dederlendirmek ig¢in, transfekte edildi. 48-
72 saat sonra, hiicreler 20 dakika bovunca paraformaldehid (%4)
ile sabitlendi ve birkag¢ kez IX PBS ile yikandi. FBS ile bloke
edildikten sonra, nérosferleri, bir gece boyunca 1: 2000
konsantrasyonda birincil antikor (Moncklonal Tavsan f tubulin
III, TuJl) 1ile 1inkiibe edildi. Sabitlenen hicreler, i1kincil
antikor ile inkilbe edildi, Alexafluor 568 (keg¢li anti-tavsan IgG,
2 mg/ ml, 1: 5000 konsantrasyonunda) ile etiketlendi.
Cekirdekler Hoechst lekesi ile boyandz. Goruntiler

imminofleoresan antijen tespit mikroskopisi ile elde edildi.

BKNF-AS'nin AntagoNAT'lerle hedeflenmesi:

AntagoNAT terimi burada, sens- antisens etkilesimlerini inhibe
eden tek 1iplikli oligeonitkleotit molekiilleri tanimlamak icgin
kullanilir (farkli modifikasyonlarla, ek ydntemlere bakiniz}.
Tek iplikli gapmer, oligonlikleotitler, 14 niikleotit uzunludunda,
2'0-Metil RNA ve/ veya kilitli nikleik asit (LNA)
modifikasyonlari ile tasarlanmistir. Bu stratejiyi kullanarak,
Uust 1{Uste binen bélgenin tamamini insan BENF-AS wve BENF
transkriptleri arasinda ddsedik ve BKNF mRNA'sini yukari-regille
edebilen birkag etkili AntagoNAT belirledik. Ust f{iste binen
bd&lgenin 1lk bélimind hedefleyen hBENF-AntagoNAT]1 wve hBENF-
AntagoNAT4, en bliylk tepkivi olusturdu. Veriler, BEKNF antisens
ENA'sinin tek iplikli AntagoNAT'ler tarafindan bloke edilmesinin,
BKNF mRNA'sinda bir artisa neden olmada yeterli oldudgunu

digiindirmektedir.
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Daha sonra tek iplikli gapmer, fare Bknf-AS'ye tamamlayici
olarak, LNA-modifiye edilmis, fosforotioat omurga ile uzunluk
olarak 15 DNA oligoniiklecotit (AntagoNAT} 16-nikleotid olarak
tasarlanmistir. Tki AntagoNAT (mBknf-AntagoNAT3 ve mBknf-
AntagoNATS), fare N2a hiicrelerinde Bknf mRNA seviyelerinde
sUrekli olarak istatistiksel olarak anlamli bir artis gdsterdi

(Sekil 7).

Sekil 7, 1insan BENF-AS transkriptinin hBKNFAntagoNAT ile
inhibisyonunu gdstermektedir: BENF-AS transkripti, BKNF mRNA'ya
tam tamamlavicilidi olan 225 nlkleotitlik c¢akisan bir bélge
igcerir. RNA-RNA etkilesimleri, BKNF'nin antisens transkriptivyle
uyumsuz regulasyonundan sorumlu olabilir. BENF-AS'nin BENF
mRNA's1 ilzerindeki dizenleyicli roliini belirlemek igin, hem LNA
hem de 2'CMe RNA modifikasyonu iceren gapmerler (AntagoNAT'ler),
sens ve antisens transkriptleri arasindaki etkilesimi bloke
etmek i¢in kullanilmis, c¢akisan bdlge, hBKNF-AntagoNAT’ lerin
désemesi ile kaplanmistir. hBENF-AntagoNAT'lerin kullaniminin
BEKNF mRNA'sini vyukari reglile ettigi bulunmustur. BENF-AS
transkriptinin marjinal asadi regiilasyonu gdzlendi; bu, 2'0OMe-
RNA'y1 bloke eden oligolar ig¢in beklenmiyordu. 16 hBKNEF-
AntagoNAT’ ler (her biri asadida verilen dizilerle l4-mer) test
edildi wve BEKNF-AS c¢akisan bdélgenin birinci varisini bloke
etmenin BENF mRNA'nin yukari regiilasyonu lizerinde daha bluyik bir
etkiye sahip oldudu bulundu. Spesifik clarak, hBENF-AntagoNAT1
ve  hBKNFAntagoNAT4, BKNF mRNA'nin dnemli 6lcude yukari
regililasyonuna neden olmustur. Sentetik siRNA'larin aksine,
antisens oligonikleotitler tek ipliklidir wve uzunluklari daha
kisa olabilir; bu nedenle, spesifik olmayan (hedef disi)
baglanma etkilerini azaltir. Tek iplikli kilitli nikleik asit
(LN2&) ile modifiye edilmis cligeniikleotitler, modifiye edilmemis
siRNA'lara kivasla, genellikle in vivo olarak daha etkilidirler.

Bknf yukari regilasyonu ndrconal bilyimeyi arttirir.
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BENF vukari regiilasyonu ndéronal biyilimeyi artirir:

Bknf'nin néronal blyime ve yetiskin ndrogenez 16-17 lizerindeki
uyarici etkilerini belirten &nceki birgok rapor ile tutarl:
olarak Bknf-AS transkriptinin demonte edilmesine badli olarak
endojen Bknf seviyesinde bir artigin, ndronal hiicre sayisinda
artisa ve norosferlerde kaplamadan 3 ve 7 glin sonra nérit
bPliyiimesi wve olgunlasmasina neden cldudu bulunmustur (Sekil b5a-
d}). Bu wveriler, antisens RNA'nin inhikisyonuna badli olarak
endcejen Bknf'nin vyukari regilasyonunun, ndronal progenitor
hilcrelerde néronal farklilasmaya neden oldudunu ve ortaya ¢ikan
néronlarda olgun bir fenotipe neden olabilecedini

dilsiindiirmektedir.

Scnuclar: Sekil 2, Bknf yukari reglilasyonunun, kaplamadan 3
giun sonra kontrol siRNA (A) vya da Bknf-AS siRNA (B) ile muamele
edilmis olan hipokampal ndrosferlerin ndronal disa biylmesi (A-
B}, immiinositokimya gdriintiilerini arttirdidini gdstermektedir,
(C-D} Nbéronal olgunlasma ve hipokampal nédrosferlerde ndrit
biylimesinin imminositokimya g&drintiileri, kaplamadan 7 gin sonra
va kontrecl siRNA (C) vya da Bknf-AS siRNA (D} ile islemden
ge¢irilmistir. Hicrelerin Bknf-AS transkriptini hedefleyen siRNA
ile muamele edilmesi, ndrosferlerin kaplamasi sonrasi 3 ya da 7
ginde néronal hilcre sayisinin artiginin vanl sira nérit biiyimesi
ve olgunlasmasinda artisa neden olmustur. B-tubulin IIT kirmizi

lekeli, GFAP yesil lekeli ve DAPI mavi lekelidir.

Ozmotik mini pompalar kullanarsk mBKNF-AntagoNATS nin
intraserebroventrikiiler (ICV) iletimi BENF-AS’yi demonte eder ve

BKNF’vi yukari regilile ader

Fare calismalari: In vivo deneylerde 10 sekiz haftalik erkek
C57BL/ 6 fare kullanildi. Fareler, 4 hafta boyunca 1.5 mg/ kg/
gin dozdaki Bknf-AS (mBknf-AntagoNAT9) veya kontrol

oligoniikleotitine (insanda veya farede bulunmayan inert dizi)
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karsi yonlendirilmis sentetik antisens oligonikleotitinin
siirekli infiizyonlarini (0.11 mikrelitre/ h) ileten osmotik mini
pompalarla deri altindan implante edilen dorsal {gilinct
ventrikiildeki kronik vyerlesik kanil ile hazirlandi. Boru,
orzmotik mini pompanin g¢ikis adzina badlanmistir ve muameleler,
dodrudan bheyne iletilecek sekilde, cturtulan kaniile deri
altindan tinellenmistir. Implantasyondan 5 gin sonra, tim
hayvanlar, arka arkava beg gin bovyunca glnliik olarak BrdU (80 mg
/ kg) intra-peritoneal (IP) enjeksiyonu almistir. Ameliyat
sonrasi 28. glinde, hayvanlar &ldiurtilmis wve kantitatif RNA
Hlgiimleri igin  her fare Dbeyninden ¢ doku kesilmistir

(hipokampus, frontal korteks ve sersbellum).
Bknf-AS'nin demonte edilmesi Bknf'yi in viveo olarak artirir:

mBknf-AntagoNATS'un C57BL/6 farelerine intraserebroventrikiiler
(ICV) iletimi ig¢in ozmotik mini pompalar kullanildi. Daha sonra
mBknf-AntagoNATS secildi; bu, Bknf mRNA'nin in wvitrc olarak
artmasi ic¢in vyiksek etkinligine davala olarak dider aktif
AntagoNAT'lere gdre, Bknf-AS'nin c¢akismavan bir bdélgesini hedef
aliyordu. 28 gln siiren sltrekli AntagoNAT inflizyonundan scnra,
Bknf mRNA seviyeleri, Dbir 1inert kontrol cligenikleotiti
tarafindan dedistirilmeyen seviyelere kiyasla mBknf-AntagoNATY
ile muamele edilen farelerde lcincl ventrikille bitigik dn-bevin
b&lgeleri boyunca artmistir (Sekil 3a, b). Bknf wve Bknf-AS
transkriptleri, {lclincil ventrikiile hemen bitisik olmayan bir vapa
olan hipotalamusta dedismemistir (Sekil 3c¢). Dahasi, Bknf-AS'nin
AntagoNAT zracili blokajinin Bknf protein dizeylerini artirdiga
bulunmustur (Sekil 3d, e). Bu bulgular, vyukarida aciklanan in
vitro verilere karsilik gelir ve Bknf-AS'nin blcke edilmesinin,
Bknf mRNA ve protein ekspresyonunun in vivo artisina yol actidina
gbsterir.

Fare beyin Orneklerinin RNA ekstraksiyocnu ve RT-PCR: Fareler 28
giin sonra Otenazi edildi ve beyinleri eksize edildi. Histolojik

calismalar ig¢in her fareden bir yari beyin %4 formaldehit ig¢inde

114



10

15

20

25

30

gece boyunca tutuldu. Hipockampus, frontal kerteks ve
serebellumdan alinan RNA kantitatif &l¢imil i¢in baska bir vyara
beyin eksize edildi. Trizol reaktifinde (Invitrogen, 15596-026)
Ureticinin protokeline gore homojenizasyondan sonra  RNA
ekstrakte edildi. Sulu faz ayrildil ve numuneleri Qiagen RNeasy
kolonlara (OTAGEN, 74106) i¢inden gecirmeden dnce esit
hacimde %70 etancl ilave edildi wve bu RNA numuneleri DNA
kentaminasyeonunun giderilmesi icin keolon alti DNAse muamelesine
tabi tutuldu. Her bir numunenin 400 ng'si birinci iplik cDNA
sentezi ig¢in kullanilmig ve RT-PCR Hlglumleri
gerceklestirilmistir, Yizdelik degisiklikler, her bir grafikte
kontrol farelerine kivasla, ayri ayri dokular icin RNA

seviyelerinde ¢izilmistir.

Sonuglar: Sekil 3, Bknf-AS'nin in vivo Bknf mRNA ve proteinini
regiile ettidini gdstermektedir; (A-C) Ozmotik mini pompalar
kullanilarak mBknf-AntagoNATS (CAACATATCAGGAGCC) wveya kontrol
oligoniikleotiti (CCACGCGCAGTACATG)Y, 28 ginlik bir periyot
boyunca, fare beyninin dc¢lincid ventrikilli ig¢ine siirekli olarak
infiize edildi (mualeme grubu basina n = 5, *=P < 0.05, **=P <
g.01, =***=p < (0.001). Bknf-AS'ye karsi ydnlendirilen mBkni-
AntagoNATS, ancak kontrol oligoniitkleotiti, hipcokampus (&) ve
frontal kortekste (B) Bknf sevivelerinde bir artisa neden
olmugstur. Hipotalamusta {C} her iki transkript de, bkeynin lg¢inci
ventrikiliine dodrudan badli olmayan bir doku ig¢in beklendigi
gibi dedismemistir. (D-E) BKNF protein seviyeleri, ELISA ile
dederlendirildi ve mBknf-AntagoNAT2 muamelesinin, kontrol
oligoniikleotitle muamele edilen farelere kivasla hem hipokampus
(D) hem de frontal kcrtekste (E} BENF proteininde bir artisa

neden oldudunu buldu.

Ozmotik mini pompalar kullanarak mBENF-AntagoNAT9 nin
intraserebroventrikiler (ICV) iletimi BKNF-AS’yi demonte eder ve

BENF’yi yukari regiile eder
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BrdU, 5 glin boyunca c¢alismanin ilk haftasinda mBknf-AntagcoNATY
ile muamele gdren farelere enjekte edildi. 28 glin sltren silirekli
AntagoNAT infizyonu sonrasinda beyin dcokularinin histolojik
incelemesi vyapildi ve sirasiyla Ki67 ve BrdU markdrleri
kullanilarak noronal proliferasyon miktari ve sadkalimi olgildd.
mBknf-AntagoNAT9 ile muamele edilen farelerde, kontrolle muamele
edilen farelere kiyasla Ki67 pozitif (codalan) hicrelerde bir
artis gbzlenmistir (Sekil 4a, b). Ki67 pozitif hilcrelerin savisa
dSlglilmils ve kontrol oligoniikleotiti ile karsilastirildiginda
mBknf-AntagoNATY ile muamele edilen farelerds hicre
proliferasyonunda ©&nemli bir artis bulunmustur. (Sekil 4c¢).
MBknf-AntagoNAT? ile muamele edilen farelerde, kontrol
oligoniikleotit ile muamele edilen farelere kiyasla (Sekil 44d)
BrdU birlesiminde (hayatta kalan hiicreler}) 6nemli bir artis
olmugtur. Kontrol ve mBknf-AntagoNATY9 ile muamele edilen fareler
arasinda hipckampal hacimde fark yoktu (Sekil 4e). Bu bulgular,
Bknf-AS'nin in vivo Bknt seviyelerini diizenledigini

gbstermektedir.

Sonuclar: Sekil 4, Bknf-AS'nin in wvivo blcke edilmesinin
néronal sagkalim ve proliferasyonda bir artisa neden oldudunu
gbstermektedir; ({(A-B) fareleri mBknf-AntagcoNATY wveya kontrol
oligolar:i ile mualeme edilmigtir. 28 giinlik slrekli mBknf-
AntagoNAT9 inflizyonundan sonra, Kig7 kullanilarak beyin
dokularinin histolojik incelemesi yapilmigtir. Kie7,
hipockampusta prolifere o¢lan hiicrelerin markéridir ve Bknf-
AntagoNAT alan farelere kivasla kontrol coligolari alan farelerde
codalan hiicrelerin sayisinda bir artis gdzlenmistir. mBknf-
AntagoNATS (B) ile muamele edilen farelerde, kontrolle muamele
edilen farelere (A} kivasla Ki67 pozitif hicrelerde (cofalan
hilcreler) Dbir artigs olmustur. (C) mBknf-AntagcoNATY9 ile muamele
edilen fareler, kontrolle muamele edilen farelere kiyasla Ki67/
pozitif hiicrelerin sayisinda onemli bir artisa sahipti. (D)
mBknf-AntagoNATO ile muamele edilen farelerde, kontrol

oligoniikleotit ile muamele edilen farelere kivasla hayatta kalan
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hicrelerin savyisinda (BrdU pozitif) &nemli bir artis olmustur.
(E) Kontrol wve mBdkf-AntagoNATY9 ile muamele edilen fareler
arasinda hipokampal hacimde higbir farklilik yoktu. Bu wveriler
{(mualeme grubu basina n = 5 *= P <0.05, ***=p <0.001), birlikte,
Bknf-AS'nin in wvivo Bknf seviyelerini dizenledidgini ve Bknf
sens—antisens etkilegimlerinin bloke edilmesinin ndronal sovy,
proliferasyon ve sagkalimda  bir artisa neden oldudunu

gbstermektedir.

Fk olarak, bulusun belirli bir 6zelligi, cesitli
uygulamalardan sadece biri ile ilgili o©olarak agiklanmis
olabilirken bu ozellik, herhangi bir vevya belirli bir uygulama
icin arzu edilen ve avantajli olabilecek diJer uygulamalarin bir

veya daha fazla baska &zellikleri ile birlestirilebilir.

Aciklamanin Ozeti, okuyucunun teknik aciklamanin niteligini
hizli bir sekilde tespit etmesini saglayacaktir. Asadidaki
istemlerin kapsamini veya anlamini yorumlamak vevya

sinirlandirmak i¢in kullanilmavacadi anlayisiyla sunulmustur.
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rurgrargrc rerurararg rarurarcra rururgrcru rcru

<210> 14

<211> 44

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Antisens oligonlkleotid

<400> 14

rgrurdgrCcru rgrururgru rarargraru rurargrcrc rare

<210> 15
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<211> 44
<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<Z220>

<223>» Antisens oligoniikleotid

<400> 15

rararurgra rcrarurgru rururgrura rgrgrgrarg rcrc

<210> 16
<211> 23
<212> DN&

<213>» Yapay Dizi

<220>

<223> Antisens oligoniikleotid

<400> 16

cmemagmymu gmumgmeymng mac

<210> 17

<211> 23

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<z220>

<223> Antisens oligoniikleotid

<400> 17

cmemaumgmg gmamcmucmu mgg

<210> 18
<211> 23
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amgmagmemyg umgmamaumg mgg

<210> 1%

<211> 23
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<220>
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<400> 19

CMCmcamang gmcemamggmu muc

<210> 20

<211> 23

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223>» Antisens oligoniikleotid

<400> 20

amamgamumyg crmumumganec mau

<210> 21
<211> 23
<212> DNA
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Cmamuumdgmg cmumngmacnma mcu
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<223> Antisens oligonikleotid
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umumcdmama cmamcmgung mau
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<211> 23
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<220>

<223> Antisens oligoniikleotid

<400> 23

amgmaamgma gncmunguma  mgg

<210> 24

<211> 23

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>
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<223> Antisens oligonikleotid

<400> 24

amumMgamgmg amcmcmagma maa

<210> 25

<211> 23

<212> DNA

<213> Yapay Dizi
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<223> Antisens oligoniiklecotid

<400> 25

gmumucmgmg cmcmcmaamu mga

<210> 26

<211> 23

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Antisens oligoniiklectid

<400> 26

amgnmaamana chmamamuama mJgy

<210> 27

<211> 23

<212> DNA

<213>» Yapay Dizi

<220>

<223>» Antisens oligonliklecotid
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amcmgemang amcmumugmi mac

<210> 28
<211> 23

<212> DNA<Z213> Yapay Dizi

<220>

<223> Antisens oligoniiklecotid

<400> 28

amcrngumemne amgmgmngumg mau

<210> 29

<211> 23

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223>» Antisens oligoniklecotid

<400> 29

gmcmucmamng umamgmnucma mag

<210> 30
<211> 23
<212> DNA
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<223> Antisens oligoniikleoctid
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UMgMecmumu  uUmgngmagme meu
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<210> 31
<211> 23
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<220>
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cmenucmuny  crumenuumu mcu 23
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<211> 16

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Antisens oligonikleotid

<400> 32
cccggtatcce aaagge 16

<210> 33

<211> 16

<21Z2> DNA

<213> Yapay Dizi

<220><223> Antisens oligoniikleotid
<400> 33

gtattagcga gtgggt 16

<210> 34
<211> 16
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<212> DNA
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<223> Antisens oligoniiklecotid

<400> 34
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<210> 35

<211> 16

<212> DNA
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<223> Antisens oligoniikleotid

<400> 35

cctectetac tettte

<Z10> 36

<211> 16

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223>» Antisens oligonikleotid

<400> 36

ggcaggttcyg agaggt

<210> 37
<Z211> 16
<212> DNA

<213> Yapay Dizi
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<220>

<223> Antisens oligoniikleotid

<400> 37

ttccttecca cagtte

<210> 38

<211> 16

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<Z220>

<223>» Antisens oligoniikleotid

<400> 38

cggttgcatg aaggcyg

<210> 39
<211> 16
<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Antisens oligonikleotid

<400> 39
tggctggcga ttcata

<210> 40

<211> 16

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

142

16

16

16



10

15

20

25

<223> Antisens oligonikleotid

<400> 40

caacatatca ggagcc

<210> 41

<211> 16

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Antisens oligonikleotid

<400> 41

tgtattccca gaactt

<210> 42
<211> 56
<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Antisens oligoniiklectid

<400> 42

rurarurgrg rururaruru rurcrarurea

<210> 43

<211> 56

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223>» Antisens oligoniikleotid
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<400>

43

rargrararg rurarararc rgrurcrcra

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

44
56
DNA

Yapay Dizi

Antisens oligoniikleotid
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

45
56
DNA
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Antisens oligoniikleotid
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rurarargrg rarcrgrcrg  rgrarcruru

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

46
56
DNA
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Antisens oligconiikleotid
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<400> 46

rargrarara rgrarararg rururcrura

<210> 47
<211> 16
<212> DNA

<213>» Yapay Dizi

<220>

<223>» Antisens oligonikleotid

<400> 47
gatttcagag ccgcag

<210> 48

<211> 16

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Antisens oligoniikleotid

<400> 48

gacacatcca tcecccag

<Z210> 49
<211> 16
<212> DNA<Z213> Yapay Dizi

<220>

<223> Antisens oligonikleotid

<400> 49

cctegtcecatg tetgtg
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<210> 50
<211> 15
<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223>» Antisens oligonikleoctid

<400> 50
cttgaattgt ttgta

<210> 51

<211> 15

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Antisens oligonikleotid

<400> 51
agttgcaaga gttgg

<210> 52
<211> 15
<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223>» Antisens oligoniukleotid

<400> 52
atctgttctg ctgtc

<210> 53

<Z11> 15
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<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Antisens oligoniiklecotid

<400> 53
catattcttg gacga

<210> 54
<Z211> 15
<212> DNA

<213> Yapay Dizi
<220><223> Antisens oligonlUkleotid

<400> 54
tgtgctgttyg taaga

<210> 55
<211> 15h
<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Antisens oligonikleotid

<400> 55

tgacagagga gtatt

<210> 56

<211> 38

<212> DNA

<213> Yapay Dizi
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<220>

<223> Antisens oligoniikleotid DIz KIM. NO:

tamamlayicisi

<400> 56

rgrgrcrurc rarcrcrarg rururgruru rurgruru

<210> 57

<211> 38

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Antisens oligoniikleotid DIZI KIM. NO:

tamamlayicisa

<400> b7

Irgrerararu rgrurarurc rururargrg rcrurcra

<210>» 58

<211> 38

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Antisens oligoniikleotid DIZT KIM., NO:

tamamlayicisi

<400> 58

rgrcrurara rurcrurura rcrararcra rgrcrarc

<210> 58
<Z211> 38
<212> DNA
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<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Antisens oligoniikleotiad DIz KIM. NO: 14'in  ters

tamamlayicisi
<400> 59

rarcrcrCru rarcrarara rcrarurgru recraruru 38

<210> 60
<211> 50
<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Antisens oligoniikleotid DIzI  KIM. NO: 41'in  ters

tamamlayicisi

<400> 60

rgrcrararc rergrararg rurarurgra rararurara rcrcrarura 50

<210> 61

<211>» 50

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Antisens oligonikleotid DIzI KIM. NO: 42'nin ters

tamemlayicisa

<400> 61

rgrcroruru rgrurcrcrg rurgrgrarc rgrururura rcrururcru 50

<210> 62
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<211> 50
<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Antisens oligoniikleotid DIZI KIM. NO: 43"4n

tamamlayicisa

<400> 62

rgrgraruru rarcrarcru rurgrgrurc rurcrgrura rgrarararu

<210> 63

<211> 50

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220
<223> Antisens oligonikleotid DIzl KIM. NO: 44'in

tamamlayicisi

<400> 63

rgrgrarardg rurdgrurarc rarardrurC rcrgrcrgru rcrcrurura

<210> o4
<211> 50
<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Antisens oligoniikleotid DIZI XIM. NO: 45"in

tamamlayicisi

<400> 64

rérargrara rcerargrgru rurargrara rerurururc rurururcru
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<210> 65

<211> 25

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Deney Dizisi

<400> 65

gecacacctgyg agatactcta ttata

<210> 66

<211> 25

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Deney Dizisi

<400> 66
cctgcagaat ggcctggaat tacaa
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