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OZET
INSAN LMNA'SINI HEDEF ALAN OLIGONUKLEOTID ANALOGLARI

Progerini kodlayan bir veya birden fazla aberan bir sekilde uclari-birlestirilmis LMNA
mRNA'st izoformlarinin  ekspresyonunu  azaltmak igin  LMNA-hedefli antisens

oligonUkleotidler saglanir.
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iISTEMLER

Anormal bir sekilde uglari-birlestiriimis LMNA mRNA'sinin  ekspresyonunu
azaltmak i¢in bir antisens oligoniikleotid olup, dzelliji oligonlkleotidin bir blyk
dlcude yukslz omurgaya sahip olmasi ve morfolino alt-birimlerinden ve bir alt-
birimin bir morfolino nitrojenini bir bitigik alt-birimin bir 5'-ekzosiklik karbonuna
birlesgtiren fosfor-igeren alt-birim-arasi baglantilardan olusturulmasi,

25-40 baz icermesi ve

SEQ ID NO!lar: 4, 5, 10, 11, 13, 14 ve 16'nin herhangi birini igeren bir
hedefleme dizisi icermesidir,

burada antisens oligonukleotid, bir hicreye-nufuz etme peptidine ve baglayici
kisma kovalent olarak tutturulur, burada bagdlayici kisim, glisin, sistein, prolin, 6-
aminohekzanoik asit (Ahx), B-alanin (B) ve Ahx-B arasindan segcilir ve hlicreye-

nifuz etme peptidi SEQ ID NO.'lari; 39-54 aralidindan segilir.

istem 1'e gére oligoniikleotid olup, dzelligi oligoniikleotid igindeki morfolino alt-
birimlerinin, asagidaki yapiya uygun olarak fosfor-igeren badlantilar ile

birlestiriimesidir:

/. X

oy

|
1]
|
!

burada Z, S'dir veya O'dur,

X = NR'R?dir veya OR®dr,

Y = O'dur veya NR'dir,

Pj, bir plrin veya pirimidin bazi-eslesme kismidir,

ve s0z konusu her bir baglanti asadidakilerden segilir:
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(a) yuksiiz baglanti (a), burada R"in, R?nin, R®nin ve R™nin her biri bagimsiz

hir sekilde hidrojen ve dustk alkil arasindan secilir;

(b1) katyonik baglanti (b1), burada X = NR'R?dir ve Y= O'dur ve NR'R?, bir
opsiyonel sibstute edilmis piperazino grubunu temsil eder, boylece R'R? = -
CHRCHRN(R*{RY)CHRCHR-'dir, burada

her bir R*, H'dir, CH3'tir veya yoktur ve

R* H, dasiik alkil, C{=NH)NH2, Z-L-NHC(=NH)NH. ve [C(O)CHR'NH].H
arasindan secilir, burada Z, karbonil (C(O))'dur veya bir dogrudan bagdir, L,
alkil, alkoksi ve alkilamino arasindan segilen baglara sahip olan en fazla 18
atom uzunlugundaki bir apsiyonel badlayicidir, R’, bir dodal olusumlu amino
asidin bir yan zinciridir veya bunun bir- veya iki-karbonlu homologudur ve m, 1

ila 6 araligindadir;

(b2) katyonik baglanti (b2), burada X = NR'R*dir ve Y = O'dur, R' = H'dir veya
CHz'tir ve R? = LNR3R*Rtir, burada L, R® ve R* yukarda oldudu sekilde

tanimlanir ve R®, H'dir, dlis(k alkildir veya diisuk (alkoksi)alkildir; ve

(b3) katyonik baglanti (b3), burada Y = NR"dir ve X = QOR®dir ve R’ =
LNR’R'R®ir, burada L, R® ve R* ve R®, yukarida oldugu sekilde tanimlanir ve
RS, H'dir veya disiik alkildir, ve en az bir sbz konusu badlanti, katyonik
baglantilar (b1), (b2) ve (b3) arasindan secilir.

. Istem 2'ye gére oligoniikleotid olup, dzelligi

(i R"in ve R?nin her birinin, {a) tipi baglantilarinda metil olmast;

(ii) en az bir baglantinin, (b1) tipinde olmasidir, burada her bir R, H'dir, R*, H'dir,
CHs'tlr veya bir elektron giftidir ve R® H, CHs;, C(=NH)NH. ve C(O)-L-
NHC{=NH)NH: arasindan secilir;

(iii) en az bir baglanti, (b1) tipindedir, burada her bir R, H'dir, R?, bir elektron
ciftidir ve R?, C(=NH)NH; ve C(O)-L-NHC(=NH)NH; arasindan segilir;
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(iv) en az bir baglanti, (b1) tipindedir, burada her bir R, H'dir, R*, bir elektron
ciftidir ve R® C(=NH)NH, ve C(O)-L-NHC(=NH)NH. arasindan segilir ve
opsiyonel olarak burada R®, C(O)-L-NHC(NH)NH'dir ve L, -(CHz)n- yapisina

sahip olan bir hidrokarbondur, burada n, 1 ila 12 aralidindadir; veya

v) en az bir baglanti, {b1) tipindedir, burada her bir R, Hdir ve R¥{in ve R*lin
(v) g p

her biri badimsiz bir sekilde H'dir veya CHs'tlir.

istemler 1 - 3'ten herhangi birine gére oligoniikleotid olup, 6zelligi hiicreye-niifuz
etme peptidinin bunun C-ucundan baglayici kisim vasitasiyla oligonukleotidin 5'

ucuna veya 3' ucuna tutturulmasidir.

Bir antisens oligoniikleotid olup, &zelligi oligonlkleotidin anormal bir sekilde
uglan-birlestirilmis LMNA  mRNA'sinin ekspresyonunu azaltmasidir,
oligoniikleotid bir omurga igerir, omurga, alt-birim-arasi badglantilar ile
birlestiriimis bir morfolino halka yapisinin bir dizisini igerir, alt-birim-arasi
baglantilar, bir morfolino halka yapisinin 3-ucunu bir bitisik morfoline halka
yapisinin bir 5'-ucuna birlestirir, burada her bir morfolino halka yapisi, hir baz-
eslesme kismina badlanir, bdylece oligonikleotid, bir hedef nikleik aside bir
dizi-spesifik sekilde baglanabilir; SEQ ID NO.'lar: 4, 5, 10, 11, 13, 14 ve 16'nIn
herhangi birini igeren bir hedefleme dizisini igerir, burada alt-birim-arasi
baglantilar agagidaki genel yapiya (I) veya bunun bir tuzuna veya izomerine

sahiptir:

ve burada alt-birim-arasi baglantilarin (1) her biri, bagimsiz bir sekilde (A)

baglantisidir veya (B) baglantisidir:
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burada (A) baglantisi igin:

W, her bir bulunugunda, bagimsiz bir sekilde S'dir veya O'dur;

X, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde -N(CHa).'dir, -NR'R?dir, -
OR¥tlir veya;

an

Y, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde O'dur veya -NR?dir;

R', her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya metildir;
R?, her bir bulunusunda, badimsiz bir sekilde hidrojendir veya -
LNR*RSR"dir;

R*, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya Ci-Cs
alkildir;

R*, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, metildir, -
C(=NH)NHz, -Z-L-NHC(=NH)NH- veya -[C(O)CHR'NH]«H'dir, burada Z,
karbonildir {(C(Q)) veya bir dogrudan bagdir, R', bir dogal olusumlu
amino asidin bir yan zinciridir veya bunun bir- veya iki-karbonlu
homologudur ve m, 1 ila & arahgindadir;

R®, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, metildir veya
bir elektron giftidir;

RS, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya metildir;
R?, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir C4-Cs alkildir
veya C1-Ce alkoksialkildir;

L, alkil, alkoksi veya alkilamino gruplarini  veya bunlarin
kombinasyonlarini iceren en fazla 18 atom uzunlugundaki bir opsiyonel
baglayicidir; ve

bhurada (B) baglantisi i¢in:

W, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde S'dir veya O'dur;
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X, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde -NR®R*dur veya -OR¥tlr;
ve

Y, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde O'dur veya -NR"'dur veya
Y'nin ve W'nin her biri O'dur,

R®, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya C»-C1»
alkildir;

R®, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, C-C+2 alkildir,
C1-C12 aralkildir veya arildir;

R0, her bir bulunugunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, C4-C12 alkildir
veya -LNR*R°R"'dir;

burada R® ve R® bir 5-18 Gyeli mono veya bisiklik heterosiklik
olusturmak igin birlesebilir veya R®, R? veya R®, bir 5-7 (iyeli heterosiklik
olusturmak i¢in R ile birlesebilir ve burada X, 4-piparazino oldugunda,

X, asadidaki yapiya (lll) sahiptir:

R12
VAR
N N—g—
R11/ \;|
R12
(1)

burada:

R", her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde Cx-Ci2 alkildir, C1-Ci2
aminoalkildir, C4-Cq2 alkilkarbonildir, arildir, heteroarildir veya
heterosiklildir; ve

R, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde bir elektron ciftidir,
hidrojendir veya C-Ca2 alkildir; ve

R'2, her bir bulunugunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, C1-C12 alkildir,
C1-C12 aminoalkildir, -NHz, -NR™R™, -NR"™®R"R"®, C4-C; alkilkarbonildir,
oksodur, -CN, triflorometildir, amidildir, amidinildir, amidinilalkildir,
amidinilalkilkarbonildir, guanidinildir, guanidinilalkildir,
guanidinilalkilkarbonildir, kolattir, deoksikolattir, arildir, heteroarildir,
heterosikliktir, -SR' veya C4-C» alkoksidir, burada R, R ve R'®, her
hir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde C+-C+; alkildir;
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burada alt-birim-arasi badlantilarin en az biri (B) baglantisidir veya

burada, mevcut oldugunda, her bir (B) baglantisi her bir bulunusunda

ayni yapiya sahiptir; ve

burada antisens oligonlkleotid bir hlcreye-nifuz etme peptidine ve

baglayici kisma kovalent olarak tutturulur, burada baglayicit kisim glisin,

sistein, prolin, 6-aminohekzanoik asit (Ahx), B-alanin (B) ve Ahx-B

arasindan segilir ve hiicreye-niifuz etme peptidi SEQ ID NO.lar: 39-54

araliindan segilir.

istemler 1 - 5'ten herhangi birine gére oligonikleotid olup,
dizisinin, SEQ ID NO.'lar: 4, 5, 10, 11, 13, 14 ve 16'nin herhangi birinden

olusmasidir.

istemler 1 - 6'dan herhangi birine gdre
dizisinin, SEQ ID NO: 4 olmasidir.

istemler 1 - 6'dan herhangi birine gore
dizisinin, SEQ ID NO: 5 olmasidir.

istemler 1 - 6'dan herhangi birine gdre
dizisinin, SEQ 1D NO: 10 clmasidir.

istemler 1 - 6'dan herhangi birine gore
dizisinin, SEQ ID NO: 11 olmasidir.

istemler 1 - 6'dan herhangi birine gore
dizisinin, SEQ ID NO: 13 olmasidir.

istemler 1 - 6'dan herhangi birine gére
dizisinin, SEQ ID NO: 14 olmasidir.

istemler 1 - 6'dan herhangi birine gére
dizisinin, SEQ ID NO: 16 olmasidir.

oligonukleotid olup,

oligonukleotid olup,

oligonukleotid olup,

oligonukleotid olup,

oligonukleotid olup,

oligontikleotid olup,

oligoniikleotid olup,

6zelligi hedefleme

ozelligi hedefleme

6zelligi hedefleme

ozelligi hedefleme

6zelligi hedefleme

6zelligi hedefleme

ozelligi hedefleme

6zelligi hedefleme
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TARIFNAME
INSAN LMNA'SINI HEDEF ALAN OLIGONUKLEOTID ANALOGLARI

ALT-YAPI

Teknik Saha

Mevcut bulus genel olarak, insan lamin A hedefli antisens bilesikler ile ilgilidir.

iigili Teknigin Agiklamasi

Hutchinson-Gilford progeria sendromu (HGPS), prematire arterioskleroz ve vaskiler
diz kas hucrelerinin (SMC'lerin) dejenerasyonu ile karakterize edilen bir nadir genetik
bozukluktur., HGPS etkilenmis c¢ocuklarda kendisini en godze c¢arpan sekilde
hizlandirlmig, prematiire yaglanma olarak gosterir. HGPS'li gocuklar, progresif
semptomlara, 6rnedin, bliylime retardasyonuna, alopesiye, subkiitan yad kaybina ve
kemik anormalliklerine, sahiptir. Ortalama yasam-siuresi, en yaygin dlim nedeninin

miyokard enfarktiis veya inme olmasi ile 12 yildir.

Cogu HGPS olgusu, lamin A (LMNA) geninde, progerinin, lamin A'nin bir kirpilmis ug-
birlestirme mutantinin, lretilmesi ile sonuglanan, bir tek-nokta mutasyonundan
kaynaklanir. Tek-nokta mutasyonu, lamin A (LMNA) geninin ekzon 11'inde bir de nove
sessiz sUbstitisyondur (1824C>T, Gly608Gly). Sibstitisyon, 50 amino asitlik bir i¢
silinme tasiyan bir dominant negatif mutant lamin A proteininin dretilmesine yol acan bir
kriptik uc-birlestirme dondr yerini aktive eder. Progerin olarak adlandirlan mutant
protein, nukleer membran uUzerinde birikir, karakteristik nikleer ¢ikintiya neden olur
((Scaffidi and Misteli 2005; Cao, Blair et al., 2011)).

Aberan ug-birlestirmenin fosforodiamidat morfolino oligonutklectidleri (PMQ'lar) veya
daha spesifik olarak, ug-birlestirme-dedistirme oligoniikleotidleri (8SQ'lar) kullanilarak
dizeltilebilecegi bilinir. SSO'lar, yerlerde veya yakinlarinda hibridize etme, bdylece
hicresel ug-birlestirme mekanizmasi tarafindan taninmayi énleme, ile aberan uc-
birlestirme yerlerini bloke eder. Tercih edilen SSO'lar, nikleazlara direnclidir ve elde
edilen cift-sarmalli yapi, RNaz H tarafindan RNA klevaji olasiigini elimine eder.

SSO'lann, talasemi ve Duchenne miskiler distrofi icin hem in vitro hem de in vivo ug-
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birlestirme paternini etkili bir sekilde onardi§i gdsterilmistir (Kinali, Arechavala-Gomeza
et al., 2009; Svasti, Suwanmanee et al., 2009). LMNA'nin HGPS ile iligkili aberan ug-
birlestirmesinin, hem hicre kilturinde (Scaffidi and Misteli, 2005) hem de bir ilgili
hayvan modelinde (Osorio, Navarro et al., 2011) aktive edilmis kriptik ug-birlegtirme
yerine hedeflenmis modifiye edilmis antisens oligonlkleotidler kullanilarak aberan ug-

birlestirme olayinin dizeltimesi ile azaltildigr gdsterilmistir.

LMNA'niIn HGPS'deki rolii géz 6nilne alindi§inda, progerinin ekspresyonunu elimine
etmek icin LMNA pre-mRNA'sinin ug-birlestirmesini modille eden oligonikleotidler
gereklidir.

Fernando G. Osorio et al., "Splicing-Directed Therapy in a New Mouse Model of
Human Accelerated Aging", Science Translational Medicine, American Association for
the Advancement of Science, vol. 3, no. 106, pages 145-155, Hutchinson-Gilford
progeria sendromu (HGPS) baglaminda, patojenik Lmna ug-birlestirmesini dnleyen,
progerinin birikmesini ve bunun iliskili nikleer kusurdarnni azaltan, bir antisens

morfolino-bazli terapi ile ilgilidir.

WO 2007/047913 A2, bir hicrede, dokuda veya hayvanda LMNA'nin ekspresyonunu

modiile etmek icin bilesikleri, bilesimleri ve ydntemleri agiklar.

Paola Scaffidi et al., "Reversal of the cellular phenotype in the premature aging disease
Hutchinson-Gilford progeria syndrome”, Nature Medicine, vol. 11, no. 43, pages 440-
445, HGPS hicrelerinde endojen lamin A transkriptinde aberan ug-birlestirmenin

duzeltilmesi ile ilgilidir.

Loren G. Fong et al., "Activating the synthesis of progerin, the mutant prelamin A in
Hutchinson-Gilford progeria syndrome, with antisens oligonucleotides”, Human
Molecular Genetics, vol. 18, no. 13, pages 2462-2471, ekzon 11 ug-birlestirme dondr
yerinden asaf akis ekzon 11 dizilerine karsi antisens oligoniikleotidlerin hem dogal
sus hem de HGPS fibroblastlarinda ug-birlestirmeyi donlsimli olarak dedistirdidini

bdylece progerinin sentezini arttirdigini, gosterir.

KISA ACIKLAMA
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Mevcut bulus ekli istemlerde izah edilir.

Bu dogrultuda, mevcut bulug anormal bir sekilde uclari-birlestirilmis LMNA mRNA'sinin
ekspresyonunu azaltmak igin bir antisens oligonikleotid ile ilgilidir, oligondkleotid bir
buyik dlglide yiksuz omurgaya sahiptir ve morfolino alt-birimlerinden ve bir alt-birimin
bir morfolino nitrojenini bir bitigik alt-birimin bir 5'-ekzosiklik karbonuna birlestiren fosfor-
iceren alt-birim-arasi baglantilardan olusturulur,

25-40 baz igerir ve

SEQ ID NOlar: 4, 5, 10, 11, 13, 14 ve 16'nin herhangi birini iceren bir hedefleme dizisi
icerir,

burada antisens oligonukleotid bir hicreye-nifuz etme peptidine ve baglayici kisma
kovalent olarak tutturulur, burada badlayict kisim glisin, sistein, prolin, 6-
aminohekzanoik asit (Ahx), B-alanin (B) ve Ahx-B arasindan segilir ve hicreye-nifuz
etme peptidi SEQ ID NO.'lar: 39-54 araligindan segilir.

Mevcut bulus ayrnica bir antisens oligoniikleotid ile de ilgilidir, burada oligonikleotid
anormal bir gekilde uclari-birlestiriimis LMNA mRNA'sinin ekspresyonunu azaltrr,
oligonUkleotid bir omurga icerir, omurga, alt-birim-arasi badlantilar ile birlestiriimis bir
morfolino halka yapisinin bir dizisini igerir, alt-birim-arasi baglantilar, bir morfolino halka
yapisinin 3'-ucunu bir bitisik morfolino halka yapisinin bir 5-ucuna birlestirir, burada her
bir morfolino halka yapisi, bir baz-eslesme kismina baglanir, bdylece oligoniikleotid, bir
hedef nikleik aside bir dizi-spesifik sekilde baglanabilir;, SEQ ID NQ.'lari: 4, 5, 10, 11,
13, 14 ve 16'nin herhangi birini igeren bir hedefleme dizisini igerir, burada alt-birim-
arasi baglantilar agadidaki genel yapiya (l) veya bunun bir tuzuna veya izomerine

sahiptir:

ve burada alt-birim-arasi baglantilarin (1) her biri bagimsiz bir sekilde (A) baglantisidir

veya (B) baglantisidir:
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burada (A) badlantisi i¢in:
W, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde S'dir veya O'dur;
X, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde -N(CHz),'dir, -NR'R”dir, - OR*tlr

veya;

RS RS
Ri\ )

N N—é—
R‘/

R® RS

(1)

Y, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde O'dur veya -NR?dir,

R', her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya metildir;

R?, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya - LNR*R°R”dir;
R3, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya C4-Cs alkildir;
R*, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, metildir, -C(=NH)NH,
-Z-L-NHC(=NH)NH- veya -[C{O)CHR'NH]~H'dir, burada Z, karbonildir {C(QO))
veya bir dogrudan bagdir, R', bir dodal olusumlu amino asidin bir yan zinciridir
veya bunun bir- veya iki-karbonlu homologudur ve m, 1 ila 6 arali§indadir;

R®, her bir bulunusunda, badimsiz bir sekilde hidrojendir, metildir veya bir
elektron ciftidir;

R®, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya metildir;

R’, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir C+-Cs alkildir  veya
C+-Cs alkoksialkildir;

L, alkil, alkoksi veya alkilamino gruplarini veya bunlarn kombinasyonlarini

iceren en fazla 18 atom uzunludundaki bir opsiyonel badlayicidir; ve

burada {B) baglantisi icin:

W, her bir bulunusunda, bagimsiz bir gekilde S'dir veya O'dur;

X, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde -NR®*R®dur veya -OR¥t(r; ve
Y, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde O'dur veya -NR""'dur veya
Y'nin ve W'nin her biri O'dur,

R, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya C2-C1 alkildir;
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R®, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, C4-C12 alkildir, C+-C12
aralkildir veya arildir;

R, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, C4-C+. alkildir veya -
LNR*R®R™'dir;

burada R® ve R®, bir 5-18 lUyeli mono veya bisiklik heterosiklik olusturmak igin
birlesebilir veya R8, R? veya R?, bir 5-7 Gyeli heterosiklik olusturmak icin R? ile
birlesebilir ve burada X, 4-piparazino oldugunda, X, asagdidaki yapiya (lIl)
sahiptir:

R12
SR
N N
R \_‘_/ ’
R12
(I

burada:

R, her bir bulunusunda, badimsiz bir sekilde C,-Ci; alkildir, C1-Cyz
aminoalkildir, C+-C1» alkilkarbenildir, arildir, heteroarildir veya heterosiklildiri ve
R, her bir bulunugunda, bagimsiz bir gekilde bir elektron ¢iftidir, hidrojendir veya
C+-Cyz alkildir; ve

R, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, C+-Ci2 alkildir, C+-C12
aminoalkildir, -NH;, -NR"R™, -NR"R™R'S, C4-C1 alkilkarbonildir, oksodur, -CN,
triflorometildir, amidildir, amidinildir, amidinilalkildir, amidinilalkilkarbonil
guanidinildir, guanidinilalkildir, guanidinilalkilkarbonildir, kolattir, deoksikolattir,
arildir, heteroarildir, heterosikliktir, -SR'® veya C;-C; alkoksidir, burada R'3, R™
ve R'®, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde C+-C+ alkildir;

burada alt-birim-arasi baglantilarin en az biri (B) baglantisidir veya burada,
mevcut oldugunda, her bir (B) baglantisi her bir bulunusunda ayni yapiya
sahiptir; ve

burada antisens oligonikleotid bir hicreye-nUfuz etme peptidine ve baglayic
kisma kovalent olarak tutturulur, burada baglayici kisim glisin, sistein, prolin, 6-
aminohekzanoik asit (Ahx), -alanin (B) ve Ahx-B arasindan segilir ve hucreye-
nifuz etme peptidi SEQ ID NO.larn: 39-54 aralifindan segilir. Bulusun

uygulamalan bagimh istemlerde ve asagida izah edilir.
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Mevcut bulusun badlaminda, LMNA pre-mRNA'sinin aberan ug-birlestirmesini moddle
eden bilesimler aciklanir. Ornegin, meveut bulusun baglaminda, burada bir insan
LMNA pre-mRNA'sinin aberan uc-birlestirmesini module etmede kullanim igin antisens
oligonlkleotidlerin saglandidi aciklanir, bu oligonikleotidler morfolino alt-birimlerinden
ve bir alt-birimin bir morfolino nitrojenini bir bitisik alt-birimin bir 5'-ekzosiklik karbonuna

birlegtiren fosfor-igeren alt-birim-arasi baglantilardan olusur ve:

(i} bir biyik olglide yliksiiz, nilkleaz direncli omurgaya sahiptir;

(ii) memeli konak hicreleri tarafindan alinabilir;

(ii) yaklasik 12-40 arahiginda nikleotid bazi icerir; ve

(iv) bir insan LMNA pre-mRNA'sinin ekzon 10'una, intron 10'una, ekzon 11'ine veya
bunlarin kombinasyonlarina komplementer bitisik en az yaklagik 12 alt-birimlik bir

hedefleme dizisine sahiptir.

Daha spesifik uygulamalarda, oligonukleotidin hedefleme dizisi, bir insan LMNA pre-
mRNA'sinin  ekzon 11 kriptik ug-birlestirme yerinin  yukari akis bazlarina
komplementerdir. Diger spesifik uygulamalarda, hedefleme dizisi, bir insan LMNA pre-
mRNA'sinin  ekzon 11  kriptik uc-birlestirme yerinin - asagir akis bazlarina
komplementerdir. Daha baska spesifik uygulamalarda, hedefleme dizisi, insan LMNA

pre-mRNA'sinin ekzon 11 kriptik ug-birlestirme yeri ile kesismez.

lave uygulamalarda, bulusun yontemlerinde kullanilan oligoniikleotid igindeki

hedefleme dizisi, 1824C>T mutasyonu ile kesismez.

Bir baska spesifik uygulamada, hedefleme dizisinin en 3'-bazi, LMNA ekzon 11'i iginde,
bir insan LMNA pre-mRNA'sinin ekzon 11 kriptik ug¢-birlestirme yerinin asad akis

yaklasik 1-30 bazlan olan, bir baza komplementerdir.

Bir baska spesifik uygulamada, hedefleme dizisinin en 3'-bazi, LMNA ekzon 11'i iginde,
bir insan LMNA pre-mRNA'sinin ekzon 11 kriptik ug-birlestirme yerinin asadi akis

yaklasik 1-30 bazlari olan, bir baza komplementerdir.

Daha bir baska spesifik uygulamada, hedefleme dizisinin en 3'-bazi, LMNA ekzon 11’i
icinde, bir insan LMNA pre-mRNA'sinin ekzon 11 kriptik ug-birlestirme yerinin yukan

akis yaklasik 10-40 bazlari olan, bir baza komplementerdir.
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Burada ayrica mevcut bulusun baglaminda, hedefleme dizisinin en 3'-bazinin, LMNA
intron 10'u i¢inde, LMNA ekzon 11'inin yukari akis yaklagik 1-60 bazlarn olan, bir baza

komplementer oldugu da aciklanir.

Burada ayrica mevcut bulusun badlaminda, hedefleme dizisinin en 3'-bazinin, LMNA
ekzon 10'u iginde, LMNA intron 10'unun yukar akig yaklasik 1-30 bazlan olan, bir baza

komplementer oldugu da agiklanir.

Daha bir baska spesifik uygulamada, hedefleme dizisi, LMNA pre-mRNA'sinin
ekzonlart 10'un ve 11'in uc-birlestirme donérindn (SD) veya ucg-birlegtirme
akseptoranun (SA) ug-birlestirme baglanti-yeri ile kesisen bir bdlgeye komplementerdir
ve on-iglenmis mMRNA'nin bir ekzonik bdlgesinin bir kismina ve bir intronik bdlgesinin bir

kismina komplementerdir.

Bulusun daha da spesifik uygulamalarinda, oligoniklectidin hedefleme dizisi, SEQ ID
NO.lar: 3-34'in herhangi birinin bitisik en az 12 bazina komplementerdir veya SEQ ID
NO.larn: 3-34'Gn herhangi birine en az %90 &zdestir veya SEQ ID NO.'larn: 3-34'Un
herhangi birini icerir veya SEQ ID NO.'lar: 3-34'Un herhangi birinden olusur.

Bulusun daha da spesifik uygulamalarinda, oligoniikleotidin hedefleme dizisi, SEQ 1D
NO/lar: 3-7'nin veya 14-16"min herhangi birinin bitisik en az 12 bazina
komplementerdir veya SEQ ID NO.lan: 3-7'nin veya 14-16'nin herhangi birine en az
%90 dzdestir veya SEQ ID NO.'lan: 3-7'nin veya 14-16'nin herhangi birini igerir veya
SEQ ID NOlar: 3-7'nin veya 14-16'nin herhangi birinden olusur.

Bulusun daha da spesifik uygulamalarinda, oligoniklectidin hedefleme dizisi, SEQ ID
NO: 4'Un bitisik en az 12 bazina komplementerdir ve SEQ ID NO: 4'e en az %90
Ozdestir veya SEQ ID NO: 4'0 igerir veya SEQ ID NO: 4'ten olusur.

Bulusun diger daha spesifik uygulamalarinda, oligoniikleotidin hedefleme dizisi, SEQ
ID NO: 11'in bitisik en az 12 bazina komplementerdir veya SEQ ID NO: 11’e en az %90
dzdestir veya SEQ ID NO: 11'i igerir veya SEQ ID NO: 11'den olusur.
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Diger uygulamalarda, oligonlikleotid, bir fosforodiamidat maorfolino oligoniikleotididir
(PMO) veya bir veya birden fazla piperazin-iceren alt-birim-arasi baglanti iceren bir
PMQO'dur (PMOplus) veya bir PMO-X oligontkleotididir.

Bulugsun belirli uygulamalarna goére, emsal morfolino alt-birimleri, asadidaki yapiya

uygun sekilde, fosforodiamidat baglantilari ile birlestirilir:

L=—FP—X

¥,
SN
I\‘I/

burada Z, S'dir veya O'dur,
X = NR'R?dir veya OR®drr,
Y = O'dur veya NR"dir,

ve s0z konusu her bir baglanti asadidakilerden segilir;

(a) yiksiiz baglanti (a), burada R"in, R?nin, R®nin ve R™nin her biri bagimsiz

hir sekilde hidrojen ve dlsiik alkil arasindan segilir;

(b1) katyonik baglanti (b1), burada X = NR'R?dir ve Y= O'dur ve NR'R?, bir
opsiyonel sibstite edilmis piperazino grubunu temsil eder, bdylece R'R? = -
CHRCHRN(R*}¥R?*)CHRCHR-'dir, burada

her bir R*, H'dir, CH3'tlr veya yoktur ve

R3, H, disitk alkil, C{(=NH)NHz, Z-L-NHC(=NH)NH: ve [C(O)CHR'NH].H
arasindan secilir, burada Z, karbonil (C(O))'dur veya bir dogrudan bagdir, L,
alkil, alkoksi ve alkilamino arasindan segilen baglara sahip olan en fazla 18
atom uzunlugundaki bir opsiyonel baglayicidir, R’, bir dogal olusumlu amino
asidin bir yan zinciridir veya bunun bir- veya iki-karbonlu homologudur ve m, 1

ila 6 araligindadir;
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(b2) katyonik baglanti (b2), burada X = NR'R?dir ve Y = O'dur, R' = H'dir veya
CHg'tir ve R? = LNR?R?Rtir, burada L, R® ve R* yukanda oldugu sekilde

tamimlanir ve R®, H'dir, dis(k alkildir veya disuk (alkoksialkildir; ve

(b3) katyonik baglanti (b3), burada Y = NR"dir ve X = OR%dir ve R7 =
LNR3RIR%ir, burada L, R® ve R* ve R®, yukarida oldugu sekilde tanimlanir ve
Re, H'dir veya dlsik alkildir; ve en az bir séz konusu baglant, katyonik

haglantilar (b1), (b2) ve (b3) arasindan segilir.

Yukaridaki yapinin daha spesifik bir uygulamasinda, R"in ve R?nin her biri, (a) tipi

baglantilarinda, metildir.

Yukandaki yapinin bir bagka spesifik uygulamasinda, en az bir baglanti, (b1) tipindedir,
burada her bir R, H'dir, R* H'dir, CHs'tlir veya bir elektron ciftidir ve R®, H, CHs,
C(=NH)NH: ve C(O)-L-NHC(=NH)NH; arasindan segilir.

Yukaridaki yapinin bir bagka spesifik uygulamasinda, en az bir baglanti, (b1) tipindedir,
burada her bir R, H'dir, R* bir elektron ciftidir ve R*® C{=NH)NH. ve C(O)-L-
NHC{=NH)NH; arasindan segilir.

Yukaridaki yapinin daha bir baska spesifik uygulamasinda, en az bir baglanti, (b1)
tipindedir, burada her bir R, H'dir, R*, bir elektron ciftidir ve R®, C(=NH)NH. ve C{O)-L-
NHC{=NH)NH: arasindan segilir.

Yukaridaki yapimin daha da bir bagka spesifik uygulamasinda, R® C(O)-L-
NHC{NH)INH2'dir ve L, -(CHz)n- yapisina sahip olan bir hidrokarbondur, burada n, 1 ila
12 araligindadir.

Yukandaki yapinin bir bagka spesifik uygulamasinda, en az bir baglanti, (b1) tipindedir,

burada her bir R, H'dir ve R*{in ve R*{in her biri bagimsiz bir sekilde Hdir veya CHs'tir.

Bulusun dider uygulamalarinda, antisens oligonikleotid bir hicreye-niifuz etme
peptidine, drnegin, bir arjinin acisindan zengin peptide, kovalent olarak tutturulur. Daha
spesifik bir uygulamada, arjinin agisindan zengin peptit, bunun C-ucundan bir- veya iki-

amino asitli baglayicl vasitasiyla oligonlkleotidin 5' ucuna tutturulur. Alternatif olarak,
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bir bagka uygulamada, peptit, bunun C-ucundan bir- veya iki-amino asitli baglayici
vasitasiyla oligonukleotidin 3' ucuna tutturulur. Tercih edilen bir uygulamada, hicreye-

nufuz etme peptidi, bir glisin amino asidi vasitasiyla oligoniikleotide baglanir.

Bulusun bir ilave uygulamasinda, bir omurga i¢ceren bir oligontkleotid saglanir, omurga,
alt-birim-arasi baglantilar ile birlestirilmis bir morfolino halka yapisinin bir dizisini igerir,
alt-birim-arasi baglantilar, bir morfolino halka yapisinin 3'-ucunu bir bitisik morfolino
halka yapisinin bir 5'-ucuna birlestirir, burada her bir morfolino halka yapisi bir baz-
eslesme kismina baglanir, bdylece oligonukleotid bir hedef nikleik asidi bir dizi-spesifik
sekilde baglayabilir;, SEQ ID NO.'lar: 1-34'un herhangi birinde izah edilen bir dizinin en
az 12 bazina komplementer olan veya SEQ ID NO.'lan: 3-34'Un herhangi birini veya
birden fazlasini iceren bir hedefleme dizisi i¢eren bir oligoniikleotid saglanir, burada alt-
birim-arasi baglantilar asadidaki genel yapiya (l) veya bunun bir tuzuna veya izomerine

sahiptir;

I

P
X Yf:;i 5

ve burada alt-birim-arasi baglantilarin (1) her biri bagimsiz bir sekilde (A) baglantisidir

veya (B) baglantisidir:

burada {A) baglantisi igin:
W, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde S'dir veya O'dur;
X, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde -N{CHs).'dir, -NR'R?dir, -OR>tlr

veya;
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Y, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde O'dur veya -NR*dir,

R?, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya metildir;

R?, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya -LNR*R’R™'dir;

R3, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya C1-Cs alkildir;

R“, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, C1-Cs alkildir, -
C(=NH)NH., -Z-L-NHC(=NH)NH: veya -[C(O)CHR'NH]wH'dir, burada £,
karbonildir (C{O)) veya bir dogrudan bagdir, R', bir dogal olusumlu amino asidin
bir yan zinciridir veya bunun bir- veya iki-karbonlu homologudur ve m, 1 ila 6
araliindadir;

R® her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, metildir veya bir
elektron ciftidir;

RE, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya metildir;

R’, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir C1-Cs alkildir veya Cs-
Cs alkoksialkildir;

L, alkil, alkoksi veya alkilamino gruplarini veya bunlarin kombinasyonlarini
iceren en fazla 18 atom uzunludundaki bir opsiyonel baglayicidir; ve

burada (B) badlantisi icin:

W, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde S'dir veya O'dur;

X, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde -NR®R*dur veya -OR¥t(ir; ve

Y, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde O'dur veya -NR'dur,

R®, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya C»-C12 alkildir;

R®, her bir bulunugunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, C1-C+2 alkildir, C1-Ci12
aralkildir veya arildir;

R'°, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, C4-C1 alkildir veya -
LNR*R°R"'dir;

burada R® ve R? bir 5-18 liyeli mono veya bisiklik heterosiklik olusturmak igin
birlesebilir veya R®, R® veya R®, bir 5-7 Uyeli heterosiklik olusturmak igin R ile
birlesebilir ve burada X, 4-piparazino oldugunda, X, asagidaki yapiya (Il
sahiptir:
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R12

RNV
N N—5—

R N/ °
R12

qin

burada:

RY  her bir bulunusunda, badimsiz bir sekilde C:-C.; alkildir, C4-Cy2
aminoalkildir, C4-C1» alkilkarbonildir, arildir, heteroarildir veya heterosiklildir; ve
R, her bir bulunugunda, bagimsiz bir gekilde bir elektron ¢iftidir, hidrojendir veya
C,-Cy2 alkildir; ve

R2, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, C+-C12 alkildir, C+-C12
aminoalkildir, -NHz, -NRR™, -NR"*R"™R®, C1-C12 alkilkarbonildir, oksodur, -CN,
triflorometildir, amidildir, amidinildir, amidinilalkildir, amidinilalkilkarbonil
guanidinildir, guanidinilalkildir, guanidinilalkilkarbonildir, kolattir, deoksikolattr,
arildir, heteroarildir, heterosikliktir, -SR'® veya C4-C12 alkoksidir, burada R'3, R
ve R™, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde C4-C1» alkildir; ve burada alt-

birim-arasi baglantilann en az biri (B) baglantisidir.

Yukandaki yapinin bazi uygulamalarinda, alt-birim-arasi baglantilarin en az %5'i (B)
baglantisidir. ilgili bir uygulamada, alt-birim-arasi baglantilarin %10 ila %50'si (B)
badlantisidir. Bir bagka ilgili uygulamada, her bir (B) baglantisi, her bir bulunusunda
ayni yapiya sahiptir. Yukaridaki yapinin daha bir baska spesifik uygulamasinda, her bir
Y ve her bir W, O'dur.

insan LMNA genindeki ekzon 10'un veya ekzon 11'in bir veya birden fazla bazina
komplementer olan ve SEQ ID NO.'lari: 3-34'(n herhangi birinde izah edilen bir diziye
komplementer bitisik en az 12 baz iceren bir hedefleme dizisi igeren bir antisens

oligonikleotid burada agiklanir.

Bulusun ilave uygulamalar, bir omurga i¢eren bir antisens oligonikleotid sadlar,
omurga, {A), (B) tipi alt-birim-arasi baglantilar veya bunlarin kombinasyonlar ile
birlestiriimis morfoling halka yapilarinin bir dizisini i¢erir, burada her bir morfolino halka

yapisl bir baz-eslesme kismini destekler, boylece oligonikleotid bilesidi, bir hedef
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nikleik asidi bir dizi-spesifik sekilde badlayabilir; SEQ ID NO.lari: 1-34'Un en az 12

bazina komplementer olan veya SEQ ID NO.'lari: 3-34'4n herhangi birini veya birden

fazlasini igceren bir hedefleme dizisi iceren bir oligoniikleotid saglar ve burada

oligonlkleotid bir 3' ucu, bir 5" ucu igerir ve asadidaki yapiya (XVII) veya bunun bir
5  tuzuna veya izomerine sahiptir ve:

15
R 5' ucu
L
O _-B
\N/
W=—pP —X
Y
Oj/B
l :'r
W ?—x X
Y
toj/p
N
/N
RY R'® 3 ucu
{XVIDH
burada {A) baglantisi igin:

10 W, her bir bulunugunda, bagimsiz bir sekilde S'dir veya O'dur;
X, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde -N{CHs).'dir, -NR'R?dir, -OR*'tir
veya;

RS RS
>
R :
N N—3—
% 5
RA
R R?

15
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Y, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde O'dur veya -NR?dir,

R", her bir bulunusunda, badimsiz bir sekilde hidrojendir veya metildir;

R?, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya -LNR*R°R”'dir;

R?, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya C4-Cs alkildir;

R*, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, metildir, -C(=NH)NH-,
-Z-L-NHC(=NH)NH, veya JC{O)CHR'NH],H'dir, burada Z, karbonildir {C(Q))
veya bir dogrudan bagddir, R', bir dodal olugsumlu amino asidin bir yan zinciridir
veya bunun bir- veya iki-karbonlu homologudur ve m, 1 ila 6 araligindadir;

R5, her bir bulunugunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, metildir veya bir
elektron ciftidir;

R®, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya metildir;

R’, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir C-Cs alkildir veya Cs-
Cs alkoksialkildir;

L, alkil, alkoksi veya alkilamino gruplarini veya bunlarn kombinasyonlarini

iceren en fazla 18 atom uzunlugundaki bir opsiyonel badlayicidir; ve

burada (B) baglantisi igin:

W, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde S'dir veya O'dur;

X, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde -NR®R®dur veya -OR¥tlr; ve

Y, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde Q'dur veya -NR'dur,

R, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya C»-C12 alkildir;

R®, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, C4-C1; alkildir, C1-C12
aralkildir veya arildir;

R, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, C4+-C+. alkildir veya -
LNR*R°R”'dir;

burada R® ve R bir 5-18 tyeli mono veya bisiklik heterosiklik olusturmak igin
birlesebilir veya R®, R? veya R? bir 5-7 Uyeli heterosiklik olusturmak igin R ile
birlesebilir ve hurada X, 4-piparazino oldugunda, X, asagidaki vapiya (lll)
sahiptir:

R12
R“\Nf'\_g_
R"C/ \_|_/

R12

(1)
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burada:

R, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde C.-Ci; alkildir, C-Cy2
aminoalkildir, C4-C1z alKilkarbonildir, arildir, heteroarildir veya heterosiklildir; ve
R, her bir bulunusunda, badimsiz bir sekilde bir elektron giftidir, hidrojendir
veya C4-Cqz alkildir;

R'2, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, C+-C12 alkildir, C1-C12
aminoalkildir, -NH2, -NR"™R™ -NR"™R™R'", C;-Cs> alkilkarbonildir, -CN,
triflorometildir, amidildir, amidinildir, amidinilalkildir, amidinilalkilkarbonildir,
guanidinildir, guanidinilalkildir, guanidinilalkilkarbonildir, kolattir, deoksikolattir,
arildir, heteroarildir, heterosikliktir, -SR™ veya C4-C1; alkoksidir, burada R", R™
ve R, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde C+-Cy alkildir; ve

RY, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde yoktur, hidrojendir veya C1-Cs
alkildir;

R ve R'®, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde yoktur, hidrojendir, bir
hicreye-nifuz etme peptididir, bir dogal veya dogal-olmayan amino asittir, Co-
Cso alkilkarbonildir, -C(=0)OR?""dir veya R¥'dir;

R?° is, her bir bulunusunda, badimsiz bir sekilde guanidinildir, heterosiklildir, C1-
Cso alkildir, C3-Cg¢ sikloalkildir, Cg-Czo arildir, C;-Csp aralkildir, Cs-Cao
alkilkarbonildir, Cs-Cg sikloalkilkarbonildir, C3-Cs sikloalkilalkilkarbonildir, C7-Csg
arilkarbonildir, C7-Cso aralkilkarbonildir, C2-Cao alkiloksikarbonildir, C3-Cs
sikloalkiloksikarbonildir, C7-Csq ariloksikarbonildir, Cs-Cac aralkiloksikarbonildir
veya -P{=0)(R%3),'dir;

R?1, bir veya birden fazla oksijen veya hidroksil kismi veya bunlarin
kombinasyonlarini iceren C1-Csy; alkildir;

her bir R??, bagimsiz bir sekilde C8-C'? ariloksidir;

B, bir baz-eslesme kismidir;

L', alkil, hidroksil, alkoksi, alkilamino, amid, ester, karbonil, karbamat,
fosforodiamidat, fosforoamidat, fosforotiyoat, piperazin ve fosfodiester
arasindan segilen baglar iceren en fazla 18 atom uzunlugundaki bir opsiyonel
baglayicidir;

X, 0 veya daha buyilk olan bir tam sayidir; ve

burada R''nin ve R™in her ikisinin de bulunmamasi kaydiyla ve R™'in veya

R"™un en az biri, R2"dir.
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Bulusun bu ve diger yonleri asagidaki detayli aciklamaya basvurma Uzerine anlasilir
olacaktir. Bu amagla, belirli alt-yap bilgisini, prosedurleri, bilesikleri ve/veya bilesimleri

daha detayli bir sekilde tarif eden ¢egsitli referanslar burada izah edilir.

SEKILLERIN KISA AGIKLAMASI

Sekil 1A, bir fosforodiamidat baglantisi ile hir emsal morfolino oligomer yapisini

gosterir;

Sekil 1B, Sekil 1A'da oldugu sekilde bir morfolino oligomerini gésterir, ancak
burada omurga baglantilan bir (piperazino) fosforodiamidat baglantisi formunda

bir pozitif yakll grup igerir;

Sekil 1C, bulusun bir uygulamasina uygun sekilde, bir arjinin agisindan zengin

peptidin ve bir antisens oligomerin bir konjugatini gosterir;

Sekiller 1D-G, D ila G arasindaki harfler ile gdsterilen, emsal morfolino

oligonikleotidlerinin tekrar eden alt-birim segmentini gdsterir.

Sekil 2, progerinin ve lamin A/C'nin immiinoflioresans taramasi igin sonuglari

gosterir.

Sekil 3, lamin A'nin ve progerinin Western analizi igin sonuglar gosterir.

Sekil 4, lamin A'nin ve progerinin RT-gPCR analizi i¢in sonuclan gosterir.

Sekil 5, lamin A'nin, lamin C'nin ve progerinin Western analizi igin sonuglar

gosterir.

DETAYLI ACIKLAMA

Mevcut bulusg, burada tarif edildigi sekilde oligonikleotidler ve bunu igeren bilesim ile
ilgilidir. Meveut bulusun baglaminda ayrica, in vitro yontemler de aciklanir, burada
oligonukleotidler, dregdin, LMNA pre-mRNA'sinin ug-birlestirmesini module etme ile,

mutant LMNA proteini mRNA'sinin ekspresyonunu inhibe eder.
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Tanimlar

Aksi tanimlanmadikca, burada kullanilan tim teknik ve bilimsel terimler, bulusun ait
oldudu teknikte normal uzmanhg olan kigiler tarafindan yaygin bir sekilde anlasilan ile
ayni anlama sahiptir. Burada tarif edilenlere benzer veya es-deder olan herhangi bir
ybntemin ve materyalin mevcut bulusun pratiginde veya testlerinde kullanilabilmesine
ragmen, tercih edilen yontemler ve materyaller tarif edilir. Mevcut bulusun amaglari igin,

asagidaki terimler asagida tanimlanir.

"Bir" ve "biri" tanmimliklar burada, tanmhgin gramatiksel objesinin birini veya birden
fazlasini (yani, en az birini) ifade etmek igin kullaniir. Ormek olarak, "bir eleman", bir

eleman veya birden fazla eleman anlamina gelir.

"Yaklasik" ile, bir referans nicelije, dlizeye, dedere, sayiya, sikhga, ylzdeye, boyuta,
boya, miktara, agirhiga veya uzunluga %30, 25, 20, 15, 10, 9,8, 7,6, 5,4, 3, 2 veya 1
kadar gesitlilik gosteren bir nicelik, dizey, deger, sayi, siklik, yizde, boyut, boy, miktar,

agirhk veya uzunluk kastedilir.

"Kodlama dizisi" ile, hir genin polipeptit (riini icin koda katki saglayan herhangi bir
nikleik asit dizisi kastedilir. Aksine, "kodlamayan dizi" terimi, bir genin polipeptit GriinG

igin koda katki saglamayan herhangi bir nilkleik asit dizisini ifade eder.

Bu spesifikasyon boyunca, badlam aksini gerektirmedikce, "icermek", "icerir" ve
"iceren” sdzclklerinin, bir ifade edilen adimin veya elemanin veya adimlar veya
elemanlar grubunun dahil edildigini, ancak herhangi bir bagka adimin veya elemanin

veya adimlar veya elemanlar grubunun dislanmadigini gosterdigi anlasilacaktir.

"Olusan” ile, "olusan" ifadesini takip edenleri igerdigi ve bunlarla sinirh oldugu,
kastedilir. Boylelikle, "olusan” ifadesi, listelenen elemanlarin gerektigini veya mecburi
oldugunu ve baska elemanlarin bulunamayacagini gdsterir. "Esas olarak olugan” ile,
ifadeden sonra listelenen herhangi bir eleman icerdifi ve listelenen elemanlar icin
aciklamada belirtilen aktiviteye veya etkiye miudahale etmeyen veya katki saglamayan
diger elemanlar ile sinirh oldugu kastedilir. Boylelikle, "esas olarak olugan” ifadesi,

listelenen elemanlarin gerektigini veya mecburi oldugunu, ancak diger elemanlarin



10

15

20

25

30

35

18

opsiyonel oldugunu ve bunlarin listelenen elemanlann aktivitesini veya etkisini
maddesel olarak etkileyip etkilememesine bagh olarak bulunabilecegini veya

bulunamayacagini gosterir.

"Komplementer" ve " tamamlayicilik" terimleri, baz-eslesme kurallan ile ilgili olan
poliniikleotidi (yani, nikleotidlerin bir dizisini) ifade eder. Ornegin, "A-G-T" dizisi, "T-C-
A" dizisine komplementerdir. Tamamlayicilik, "parsiyel" olabilir, burada nikleik asitlerin’
bazlarinin yalnizca bazilan baz eslesme kuralarina gére eslesir. Veya burada "niikleik
asitler arasinda "tam" veya "toplam" tamamlayicilik olabilir. NUkleik asit sarmallar
arasindaki tamamlayiciliin derecesi, nUkleik asit sarmallari arasindaki hibridizasyonun
etkinligi ve glicu Uzerinde anlamh etkilere sahiptir. Mikemmel tamamlayicilik sikhkla
arzu edilirken, bazi uygulamalar hedef RNA ac¢isindan bir veya birden fazla, ancak
tercihen 6, 5, 4, 3, 2 veya 1 yanlis-eslesme icerebilir. Oligomer igindeki herhangi bir
lokasyondaki varyasyonlar dahil edilir. Belirli uygulamalarda, bir oligomerin uglarina
vakin dizi igindeki varyasyonlar genel olarak, icteki varyasyonlara Kkiyasla tercih
edilebilir ve mevcut oldugunda tipik olarak 5' ve/veya 3’ ucunun tipik olarak yaklasik 6,
5, 4, 3, 2 veya 1 nikleotidi icindedir.

"Hlcreye nufuz etme peptidi* veya "CPP" terimleri birbiri ile degistirilebilir bir sekilde
kullantir ve katyonik hiicreye niifuz etme peptitlerini ifade eder, ayni zamanda tasima
peptitleri, tasiyici peptitler veya peptit iletim alanlan olarak da adlandirnhr. Burada
gosterildigi {zere, peptitler verilen bir hlicre kiltdrll popllasyonunun hiicrelerinin,
aralardaki tiim tam sayillar dahil olmak (zere, %30'unda, %40'inda, %50'sinde,
%60'Inda, %70'inde, %80'inde, %90'Inda veya %100'Unde hiicre nifuzunu indikleme
kapasitesine sahiptir ve sistemik uygulama lzerine ¢ok sayida dokuda in vivo makro-

molekuler translokasyona izin verir.

"Antisens oligomer" veya "antisens bilesik” wveya “antisens oligonikleotid” veya
"oligonukleotid” terimleri burada birbiri ile dedistirilebilir bir sekilde kullanilir ve her biri,
hedef dizi iginde bir nikleik asit:oligomer heterodubleksi olusturmak igin, baz-eslesme
kisimlarinin bir nikleik asit (tipik olarak bir RNA) igindeki bir hedef diziye Watson-Crick
baz eslesmesi ile hibridize olmasina izin veren alt-birim-arasi badlantilar ile baglanmis,
bir baz-eslesme kismi tagsiyan siklik alt-birimlerin bir dizisini ifade eder. Siklik alt-
birimler, riboz veya bir bagka pentoz sekerine veya belirli uygulamalarda, bir morfalino

grubuna dayanabilir {(asagidaki morfolino oligomerlerinin agiklamasina bakiniz). Peptit
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nukleik asitleri (PNA'lar), kilitli nikleik asitler (LNA'lar) ve 2'-O-Metil oligontkleotidler ve

teknikte bilinen diger antisens ajanlar da tasarlanir.

Bu tarz bir antisens oligomer, mRNA’hin translasyonunu bloke etmek veya inhibe
etmek icin veya dodal pre-mRNA ug-birlestirme islemesini inhibe etmek icin veya
hedeflenmis mRNA'lann parcalanmasini indiiklemek igin tasarlanabilir ve bunun
bununla hibridize oldugu bir hedef diziye "yonlendirildigi" veya "karsi hedeflendigi”
sOylenebilir. Belirli uygulamalarda, hedef dizi, bir mRNA'nin bir AUG baslangig
kodonunu, bir on-iglenmis mRNA'nin bir 3' veya 5' ug-birlestirme yerini veya bir
dallanma noktasini gevreleyen veya igeren bir bdlgedir. Hedef dizi, bir ekzon iginde
veya bir intron iginde veya bir kombinasyonu iginde olabilir. Bir u¢-birlestirme yeri icin
hedef dizi, bir dn-islenmis mRNA'nin bir normal ug-birlestirme akseptdr baglanti yerinin
asagl akig bunun 5 ucu 1 ila yaklasik 25 baz giftine sahip olan bir mRNA dizisi
icerebilir. Bir ug-birlestirme icin bir tercih edilen hedef dizi, bir pre-islenmis mRNA'nin,
bir ug-birlestirme yeri iceren veya biitiiniyle bir ekzon kodlama dizisi igine dahil edilen
veya bir ug-birlestirme akseptdr veya dondr yerine uzanan, herhangi bir bélgedir. Bir
oligomerin daha genel olarak, bu yukarida tarif edildigi sekilde hedefin nikleik asidine
karsi hedeflendidinde, bir biyolojik olarak ilgili hedefe, drnegin, mevcut bulusta, lamin A
proteinini kodlayan bir insan LMNA geni pre-mRNA'sina, "karsi hedeflendidi" soylenir.
Emsal hedefleme dizileri, SEQ ID NO.'lari; 3-34'l igerir.

SEQ ID NO.'lar; 3-34'Un birini veya birden fazlasini igceren, esas olarak bundan olusan
veya olusan antisens oligonikleotidler dahil edilir. Ayrica, bu antisens oligomerlerin,
SEQ ID NO.lari: 3-34'Un herhangi birine (aralardaki tim tam sayilar dahil olmak Gzere)
%80, %85, %90, %95, %97, %98 veya %99 dizi 6zdesligine veya dizi homolojisine
sahip olan varyant cligomerleri ve/veya bu dizilerden yaklagik 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9
veya 10 nulkleotid farklilk godsteren varyantlari, tercihen bir hlicre iginde progerin
ekspresyonunu modile eden varyantlar iceren, varyantlar da dahil edilir. Ayrica, SEQ
ID NQ.lari: 3-34'Un herhangi birinin veya birden fazlasinin, burada tarif edildigi (izere,
uygun bir sayida, dérnegin, her bir 2-5 ylksuz baglanti icin en fazla yaklasik 1, ornegin,
her bir 10 ylksiz baglanti igin yaklasik 4-5, katyonik veya bagka modifiye edilmis
badlanti iceren velveya ayrica burada da tarif edildi§i Uzere, buna tutturulmus bir Arg
acisindan zengin hicreye-nufuz etme tasima peptidi iceren oligonukleotidler de dabhil

edilir.
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"Morfolino oligomeri" veya "PMO" (fosforamidat- veya fosforodiamidat marfalino
oligomeri) terimler, morfolino alt-birimi  yapilanndan olugan bir oligonikleotid
analogunu ifade eder, burada (i) yapilar, bir alt-birimin morfolino nitrojenini bir bitisik alt-
birimin bir 5' ekzosiklik karbonuna birlestiren, bir ila (¢ atom uzunlugunda, tercihen iki
atom uzunlugunda ve tercihen ylkslz veya katyonik olan, fosfor-iceren baglantilar ile
birbirine baglanir ve (ii) her bir morfolino halkasi bir plrin veya pirimidin veya baz
spesifik hidrojen baglama ile bir polinikleotid igindeki bir bazi baglamak icin etkili olan
bir es-deder baz-eslesme kismi tasir. Bunlar baglamaya veya aktiviteye miidahale
etmedigi slirece, bu baglantiya varyasyonlar yapilabilir. Ornegin, fosfora tutturulmug
oksijen, sulfur ile stbstite edilebilir (tiyofosforodiamidat). 5' oksijen, amino veya disik
alkil substite edilmis amino ile substlite edilebilir. Fosfora tutturulmug asili nitrojen
substite edilmeyebilir, (opsiyonel olarak sbstite edilmis) dilgtk alkil ile mono-siibstiite
edilebilir veya di-slbstlte edilebilir. Ayrica, asadidaki katyonik baglantilann
tartismasina bakiniz. Pirin veya pirimidin baz eslesme kismi tipik olarak, adenindir,
sitozindir, guanindir, urasildir, timindir veya inosindir. Morfolino oligomerlerinin sentezi,
yapilan ve badlama karakteristikleri U.S. Patent No. 5,698,685, 5,217,866, 5,142,047,
5,034,506, 5,166,315, 5,521,063 ve 5,506,337 ve PCT/US07/11435 (katyonik
baglantilar) ve US08/012804 (iyilestirilmis sentez) Numarali PCT Basvurular’nda

detaylandirilir,

"PMO+", onceden tarif edilmis olan {bakiniz, dérnegin, WO/2008/036127 PCT Yayini),
herhangi bir sayida (1-piperazino)fosfinilidenoksi, (1-(4-(w-guanidino-alkanoil))-
piperazino)fosfinilidenoksi baglantisi (A2 ve A3) igeren fosforodiamidat maorfolino

oligomerlerini ifade eder.

"PMO-X", burada aciklanan, en az bir {B) baglantisi veya aciklanan ug
modifikasyonlarin en az birini igeren ve W02011/150408'de ve US2012/0065169'da
aciklandigi Gzere fosforodiamidat morfolino oligomerlerini ifade eder. Burada kullanigh
olan ilave PMOQO-X fosforodiamidat morfolino oligomerleri US2014/0330006'da

bulunabilir.

Bir "fosforamidat” grubu, tutturulmus G¢ oksijen atomu ve tutturulmus bir nitrojen atomu
icerirken, bir " fosfordiamidat " grubu, tutturulmus iki oksijen atomuna ve tutturulmus iki
nitrojen atomuna sahip olan fosfor icerir. Burada ve WO02011/150408'de ve

US7,943,762'de tarif edilen cligomerlerin ylksliz veya modifive edilmis alt-birim-arasi
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badlantilarinda, bir nitrojen daima omurga zincirine asiidir. Bir fosforodiamidat
baglantisindaki, ikinci nitrojen tipik olarak, bir morfolino halka yapisi icindeki halka

nitrojenidir.

"Tiyofosforamidat" veya "tiyofosforodiamidat” baglantilar sirasiyla fosforamidat veya
fosforodiamidat baglantilandir, burada bir oksijen atomu, tipik olarak, omurgaya asili

oksijen, sulfur ile degistirilir.

"Alt-birim-arasi baglant”, iki morfolino alt-birimini baglayan baglantiyi, érnegin, yapi (1),
ifade eder.

Burada kullanildig1 sekliyle, "yUkIi", "ylksiz", "katyonik” ve "anyonik", nétrala yakin,
ornegin, yaklagik 6 ila 8 arahgindaki, pH'ta bir kimyasal kismin hakim olan halini ifade
eder. Omegin, terim fizyolojik, yani, yaklasik 7,4, pH'ta kimyasal kismin hakim olan

halini ifade edebilir.

"Oligoniikleotid analogu" terimi, (i) bir modifiye edilmis omurga yapisina, érnedin, dogal
oligo- ve polinikleotidlerde bulunan standart fosfodiester baglanti disindaki bir
omurgaya ve (ii} opsiyonel olarak, modifiye edilmis seker kisimlarina, érnegin, riboz
veya deoksiriboz kismlarindan ziyade morfolino kisimlarnina, sahip olan  bir
oligonukleotidi ifade eder. Oligonikleotid analoglari, standart poliniikleotid bazlarina
Watson-Crick baz eslesmesi ile hidrojen baglama yapabilen bazlan destekler, burada
analog omurgasi oligoniikleotid analog molek(li ve bir standart polinlkleotid (6regin,
tek-sarmalll RNA veya tek-sarmalli DNA) icindeki bazlar arasinda bir dizi-spesifik
sekilde bu tarz hidrojen baglamaya izin veren bir sekilde bazlan sunar. Tercih edilen

analoglar, bir buyik dlgtde yuksuz, fosfor iceren omurgaya sahip olanlardir.

Bir oligonikleotid analogu icindeki bir biyluk Olglide ylksliz, fosfor iceren omurga,
burada alt-birim baglantilannin gogunlugunun, drnegin, bu badlantilanin %50-100'(nun,
tipik olarak en az %60 ila %100'Unin veya %75'inin veya %80'inin, ylksliz oldugu ve
bir tek fosfor atomu igerdigi bir omurgadir. Antisens oligonikleotidler ve oligonlkleotid
analoglari, (aralardaki tim tam sayilar ve araliklar dahil olmak Uzere) yaklasik 8 ile 40
alt-birim, tipik olarak yaklasik 8-25 alt-birim ve tercihen vaklagik 12 ila 25 alt-birim,
icerebilir. Belirli uygulamalarda, oligoniukleotidler, agsagida tanimlandigi Gzere, hedef

diziye tam dizi tamamlayiciligina veya yakin tamamlayiciliga sahip olabilir.
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Bir oligondkleotidin bir "alt-birimi®, bir ndkleotid (veya nukleotid analogu) birimi ifade
eder. Terim, bir "yukli alt-birimi" ifade ettiginde, ylikin tipik olarak alt-birim-arasi
badlanti (6rnedin, bir fosfat veya fosforotiyoat baglantisi veya bir katyonik baglanti)
icinde yer almasina ragmen, tutturulmus alt-birim-arasi baglanti iceren veya tutturuimus

alt-birim-arasi bagdlant igermeyen niikleotidi ifade edehilir.

Plrin veya pirimidin bazi eslesme kismi tipik olarak, adenindir, sitozindir, guanindir,
urasildir, timindir veya inosindir. Bazlar, drnedin, piridin-4-on, piridin-2-on, fenil,
pstdourasil, 2.4,6-trimetoksi benzen, 3-metil urasil, dihidrodridin, naftil, aminofenil, 5-
alkilsitidinler (drnegin, 5-metilsitidin), 5-alkiliridinler {érnegin, ribotimidin), 5-haloUridin
(6rnegin, 5-bromolridin) veya 6-azapirimidinler veya 6-alkilpirimidinler (6rnegin, 6-
metillridin), propin, kuesosin, 2-tiyouridin, 4-tiyolridin, vibitosin, vibitoksosin, 4-
asetiltidin, 5-(karboksihidroksimetil)iridin, 5'-karboksimetilaminometil-2-tiyolridin, 5-
karboksimetilaminometilliridin, B-D-galaktosilkueosin, 1-metiladenosin, 1-metilinosin,
2,2-dimetilguanasin, 3-metilsitidin, 2-metiladenosin, 2-metilguanosin, N6-metiladenasin,
7-metilguanosin,  5-metoksiaminometil-2-tiyolridin, ~ 5-metilaminometilUridin,  5-
metilkarbonilmetillridin, 5-metiloksiUridin, 5-metil-2-tiyouridin, 2-metiltiyo-N6-
izopenteniladenosin, B-D-mannosilkueosin, dridin-5-oksiasetik asit, 2-tiyositidin, treonin
tarevleri ve digerleri (Burgin et al., 1996, Biochemistry, 35, 14090; Uhiman & Peyman,
yukarida) de dahil edilir. Bu yoninde "modifive edilmis bazlar" ile, yukanda gosterildigi
uzere, adenin {A), guanin (&), sitozin (C), timin (T) ve urasil {U) disindaki nlkleotid
bazlar kastedilir; bu tarz bazlar antisens molekil icindeki herhangi bir pozisyonda
kullanilabilir. Teknikte uzmanhdi olan kigiler, oligomerlerin kullanimlarina badh olarak,
T'lerin ve U'larin birbiri ile degistirilebilir oldugunu anlayacaktir. Mesela, diger antisens
kimyalar, dmegin, daha ¢ok RNA-benzeri olan 2'-O-metil antisens oligonikleoctidler ile,

T bazlar U olarak gosterilebilir (bakiniz, 6rnegin, Dizi Listesi).

Bir "amino asit alt-birimi" veya "amino asit rezid(isl", bir a-aming asit rezidis{inii (-CO-
CHR-NH-) veya bir B- veya baska amino asit rezidlsinl (6rnegin, -CO-{CH»)»CHR-
NH-) ifade edebilir, burada R, bir yan zincirdir (hidrojen igerebilir) ve n, 1 ila 7

araliindadir, tercihen 1 ila 4 arahgindadir.

"Dogal olugumlu amino asit" terimi, dogada bulunan proteinlerde bulunan bir amino

asidi, drnegdin, protein biyosentezi sirasinda yararlanilan 20 (L)-amino asitlerini ayni
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zamanda digerlerini, érnegdin, 4-hidroksiprolini, hidroksilizini, desmosini, izodesmosini,
homosisteini, sitrallini ve ornitini, ifade eder. "Dogal-olmayan amino asitler" terimi,
dogada bulunan proteinlerde bulunmayan amino asitleri ifade eder, dmekler beta-
alanini {3-Ala), 6-aminohekzanoik asidi (Ahx) ve 6-aminopentancik asidi igerir. "Dogal-
olmayan amino asitler'in™ ilave dmekleri, sinirlandirma olmaksizin, teknikte uzmanhg
olan bir kisi tarafindan bilinen, (D)-aming asitleri, norldsini, norvalini, p-florofenilalanini,

etiyonini ve benzerlerini, igerir.

"izole edilmis" ile, normalde buna bunun natif halinde eslik eden bilesenlerden biiyik
dlclide veya esas olarak yoksun olan materyal kastedilir. Oredin, burada kullanildig
sekliyle, bir "izole edilmis polinukleotid" veya “izole edilmis oligonikleotid", bir dogal-
olusumlu halde bunun iki yaninda yer alan dizilerden saflastinlmis veya uzaklastinimig
bir polindkleotidi, érregin, fragmana normalde bitisik olan dizilerden uzaklastirilmig olan

bir DNA fragmanini, ifade edebilir.

Bir "etkili miktar", antisens oligomerinin progerinin ekspresyonunu in vitro modile

etmek igin etkili olan bir miktarini ifade eder.

"Guglendirmek" veya "guglendirme” veya “arttirmak” veya Marttirma" veya “stimdile
etmek" veya "stimile etme" ile genel olarak, antisens hilesik veya bir kontrol bilesidi
olmadan neden olunan yanit ile karsilastirnldiginda, birinin veya antisens bilesiklerin
veya bilesimlerin bir hiicre iginde daha buyuk bir fizyolojik yanit {yani, asad) akis etkiler)
uretme veya bunlara neden olma vyetisini ifade eder. Bir "arttinlmig" veya
"gl¢lendirilmig" miktar tipik olarak, bir "istatistiksel olarak anlamli" miktardir ve antisens
bilesik {bir ajanin clmamasi) veya bir kontrol bilesigi olmadan dretilen miktarin 1,1, 1,2,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 30, 40, 50 veya daha fazla kati (6rnegin, 500, 1000
kat) (aralardaki ve 1'in Ustundeki tim tam sayilar ve ondalik sayilar dahil clmak Gzere),
ornegin, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, vb.) kati olan bir artigi icerebilir.

"Azaltmak" veya "inhibe etmek” terimi genel olarak, bulusun bir veya birden fazla
antisens bilesiginin, tanisal teknikteki rutin tekniklere gore olguldigi Gzere, bir ilgili
fizyolojik veya hiicresel yaniti,, "disirme" yetisi ile ilgili olabilir. ilgili fizyolojik veya
hiicresel yanitlar (in vivo veya in vitro) teknikte uzmanhgi olan kisiler igin anlasilr
olacaktir ve drnegin, mRNA ve/veya protein duzeyleri ile Slcildugu lzere progerinin

ekspresyonundaki dislsleri, icerebilir. Bir yanittaki bir "dlisls", antisens bilesik veya bir



10

15

20

25

30

35

24

kontrol bilesimi olmamasi ile Uretilen yanit ile karsilastinldiginda "istatistiksel olarak
anlamh™ olabilir ve aralardaki tum tam sayilar dahil olmak Gzere, bir %1'lik, %2'lik,
%3'l0k, %4'l0k, %5'lik, %6'Ik, %7'lik, %8'lik, %9'luk, %10'uk, %11'lik, %12'lik, %13'lik,
%14'l0k, %15'lik, %16k, %171k, %18'lk, %19'Muk, %20k, %251k, %30'luk, %35'lk,
%40k, %45'lik, %50'lik, %55'lik, %60'k, %65'lik, %70k, %75k, %80k, %85k,
%90'hk, %95'lik veya %100'lik dusiisi icerebilir.

"Hedef dizi" terimi, hedef RNA'nin, oligonikleotidin veya antisens ajanin buna karsi
yonlendirildigi bir kismini, yani, oligoniikleotidin bir komplementer dizinin Watson-Crick
baz eslesmesi ile buna hibridize olacagi diziyi ifade eder. Belirli uygulamalarda, hedef
dizi, hem intron hem de ekzon hedef diziyi iceren, bir pre-mRNA'nin bir kesintisiz
bdlgesi olabilir. Belirli diger uygulamalarda, hedef dizi ézel olarak, intron veya ekzon

dizilerinden clusacaktir.

"Hedefleme dizisi" veya "antisens hedefleme dizisi" terimi, bir oligoniikleotid veya
baska antisens iginde, RNA genomu igindeki hedef diziye komplementer (yani, buna ek
olarak, buyuk dlgiide komplementer) olan diziyi ifade eder. Antisens bilesigin tim dizisi
veya yalnizca bir kismi, hedef diziye komplementer olabilir. Ornegin, 20-30 baza sahip
olan bir oligontkleotid icinde, yaklasik 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 veya 29 haz, hedef bélgeye komplementer olan
hedefleme dizileri olabhilir. Tipik olarak, hedefleme dizisi, bitisik bazlardan olusturulur,
ancak alternatif olarak, J&medin, oligonukleotidin karsi uglarindan, birlikte
konumlandinldiginda, hedef diziyi kapsayan diziyi olusturan bitisik-olmayan dizilerden

olusturulabilir.

Hedef diziler ve hedefleme dizileri, bir anti-paralel konfiglirasyonda hibridizasyon
gerceklestiginde, bir digerine "komplementer” olarak tarif edilir. Bir hedefleme dizisi,
hedef diziye "yakin" veya "bUylk dSlglide" tamamlayiciliga sahip olabilir ve hala mevcut
bulusun amaci i¢in islev gdsterebilir, yani, bu hala fonksiyonel olarak "komplementer”
olabilir. Belirli uygulamalarda, bir oligonikleotid hedef dizi ile 10 nikleotidden en fazla
bir yanlis-eslesmeye ve tercihen 20 nikleotidden en fazla bir yanls-eslesmeye sahip
olabilir. Alternatif olarak, bir oligonikleotid, burada tarif edilen emsal antisens
hedefleme dizileri ile, en az %90 dizi homolgjisine ve tercihen en az %95 dizi

homolojisine sahip olabilir.
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Bir oligonikleotid, oligomer fizyolojik kosullar altinda 45°C'den blylk délclide daha
yuksek olan, tercihen en az 50°C ve tipik olarak 60°C-80°C veya daha yuksek, olan bir
Tm ile hedefe hibridize oldugunda, bir hedef polintkleotide" spesifik olarak hibridize
olur. Bu tarz hibridizasyon tercihen, sert hibridizasyon kogullarina karsilik gelir. Verilen
bir iyonik gugte ve pH'ta, Tm, bir hedef dizisinin %50'sinin bir komplementer
polinikleotide hibridize oldugu sicakliktir. Yine, bu tarz hibridizasyon, antisens
oligomerin hedef diziye "yakin" veya "blylk Ol¢ide"” tamamlayicilidi ile ayni zamanda

tam tamamlayicihdi ile gergeklesebilir.

"Homoloji", amino asitlerin, 6zdes olan veya konservatif sbstitisyonlar olusturan sayi
yuzdesini ifade eder. Homoloji, dizi kargilagtirma programlar, érnegin, GAP (Deveraux
et al., 1984, Nucleic Acids Research 12, 387-395), kullanilarak belirlenebilir. Bu
sekilde, burada alinti yapilanlara bir benzer veya bunlardan buyik dlglde farkl
uzunluktaki dizi hizalama igine bosluklarin yerlestiriimesi ile karsilastirlabilir, bu tarz
bosluklar, 6rnedin, GAP ile kullanilan karsilastirma algoritmasi ile, belirlenir.

Burada kullanildigi sekliyle, "dizi dzdeglidi

veya drnedin, "...'ve %50 b6zdes bir dizi"
iceren, terimler, dizinin bir kargilastirma penceresi boyunca bir nikleotid-nikleotid
temelinde veya bir amino asit-amino asit temelinde ne derece 6zdes oldugunu ifade
eder, Boylelikle, bir "dizi 6zdesligi yizdesi", karsilastirma penceresi hoyunca optimal
olarak hizalanmig iki diziyi karsilastirma, burada eslesmis pozisyonlarin sayisini
uretmek icin her iki dizide 6zdes nukleik asit bazinin (rnegin, A, T, C, G, |) veya 6zdes
amino asit rezidisiinin (érnedgin, Ala, Pro, Ser, Thr, Gly, Val, Leu, lle, Phe, Tyr, Trp,
Lys, Arg, His, Asp, Glu, Asn, GIn, Cys ve Met) bulundudu pozisyonlarin sayisini
belirleme, eslesmis pozisyonlarin  sayisina  kargilagtirma  penceresi  icindeki
pozisyonlarin toplam sayisina (yani, pencere boyutuna) bbdlme ve dizi &zdeslidi

yuzdesini Uretmek igin sonucu 100 ile garpma ile hesaplanabilir.

Iki veya daha fazla poliniikleotid veya polipeptit arasindaki dizi iligkilerini tarif etmek igin
kullanilan terimler, "referans dizi'yi", "karsilastirma penceresi'ni”, "dizi 6zdesligi'ni", "dizi

YT

Ozdesligi yuzdesi'ni" ve "bliylk olglide 6zdesligi” igerir. Bir "referans dizi", nikleotidler
ve amino asit rezidileri dahil olmak Gzere, en az 8 veya 10 ancak siklikla 15 ila 18 ve
siklikla en az 25 monomer birimi uzunlugundadir. ki polinikleotidin her biri {1) iki
poliniikleotid arasinda benzer olan bir diziyi (yani, tam poliniikleotid dizisinin yalnizca

bir kismini) ve (2) iki polinidkleotid arasinda farkli olan bir diziyi icerebildidinden, iki
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(veya daha fazla) polinikleotid arasindaki dizi kargilastirmalari tipik olarak, dizi
ozdesliginin lokal bolgelerini tamimlamak ve karsilastirmak icin bir "karsilastirma
penceresi" boyunca iki polinikleotidin dizilerini karsilastirma ile gerceklestirilir. Bir
"karsilastirma penceresi”, burada, iki dizi optimal olarak hizalandiktan sonra, bir dizinin
ayni sayidaki bitisik pozisyonlarin bir referans dizisi ile karsilastinldiginda bitisik en az
6, genel olarak yaklagik 50 ila yaklasik 100, daha genel olarak yaklagik 100 ila yaklagik
150, pozisyonluk bir kavramsal segmenti ifade eder. Karsilastirma penceresi, iki dizinin
optimal hizalamasi igin (eklenmeler veya silinmeler icermeyen) referans dizi ile
karsilastiriidiginda yaklasik %20 veya daha az olan eklenmeler veya silinmeler (yani,

bosluklar) icerebilir.

Bir karsilastirma penceresini hizalamak igin dizilerin optimal hizalamasi, algoritmalarin
bilgisayarli uygulamalan (Wisconsin Genetics Software Package Release 7.0, Genetics
Computer Group, 575 Science Drive Madison, WI, ABD igindeki GAP, BESTFIT,
FASTA ve TFASTA) ile veya inceleme ve gesitli yontemlerin segilen herhangi biri ile
uretilen en iyi (vani, karsilastirma penceresi boyunca en yiiksek homoloji yiizdesi ile
sonug¢lanan) hizalama ile yir(tilebilir. Referans ayrica, drnegin, Altschul ef al., 1997,
Nucl. Acids Res. 25:3389, tarafindan agiklandidi Gzere BLAST programlar familyasina
da yapilabilir. Dizi analizinin detayl bir tartismasi, Ausubel et al., "Current Protocols in
Molecular Biology," John Wiley & Sons Inc, 1994-1998, Chapter 15, kaynaginin Unite
19.3'Gnde bulunabilir.

Bir "nikleaz-direngli* oligomerik molekil (oligomer), omurgasi, hibridize edilmemis
veya hibridize edilmis formda; vicut igindeki yaygin ekstraseliler ve intraselller
nukleazlar ile, nikleaz klevajina blylk Jlgide direngli olanlan ifade eder; vyani,
oligomer, oligomerin bunlara maruz birakildigr vicut igindeki normal nakleaz kosullar

altinda gok klglk nlkleaz klevaji gosterir veya hig nikleaz klevaji gdstermez.

Bir ajan, pasif diflizyon disindaki bir mekanizma ile hlicre membranini gegerek hiicreye
girebildiginde, "memeli hicreleri tarafindan aktif bir sekilde alimir". Ajan, omegin,
ajanin, d&rnegin, bir ATP-bagimh tasima mekanizmasi, ile bir memeli hiicresi
membranini gecerek tagsinmasini ifade eden "aktif tagima” ile veya antisens ajanlarin,
ajanin bir tasima proteini baglamasini gerektiren, akabinde bagdlh ajanin membrani
gecerek gegisini kolaylagtiran, bir tagima mekanizmasi ile hicre membranini gegerek

tasinmasini ifade eden "kolaylastiriimis tasima" ile, taginabilir. Hem aktif hem de
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kolaylastiriimig tasima igin, oligonikleotid analoglar tercihen, asagida tanimlandigi

Uzere, bir buyuk él¢ude yikstz omurgaya sahiptir.

Bir "heterodubleks”, bir antisens oligonlkleotid ve bir hedef RNA'nin komplementer
kismi arasindaki bir dubleksi ifade eder. Bir "nikleaz-direncli heterodubleks”, bir
antisens oligomerin bunun komplementer hedefini baglamasi ile olusturulan, bdylece
heterodubleksin intraselller ve ekstraseluler niUkleazlar, o©rnedin, ift-sarmalli
RNA/RNA veya RNA/DNA komplekslerini kesebilen, RNaz H, ile in vivo pargalanmaya
biylk dlgude direngli oldugu, bir heterodubleksi ifade eder.

Burada kullanildigi sekliyle, "vicut sivisi" terimi, bir sijeden elde edilen, idrar,
tukurigd, plazmay, kani, spinal siviyl veya biyolojik arijinli baska érnegi, drnegin, cilt
hicrelerini veya dermal debrisi, iceren ¢esitli drnek tiplerini kapsar ve bunun icinde
sUspanse edilen hlicreleri veya hiicre fragmanlarini veya sivi vasati ve hunun ¢dziinen

maddelerini ifade edebilir.

"Bagil miktar" terimi, burada bir test 6lcim0 ve bir kontrol &lgiimi arasinda bir
karsilastirma yapildidinda kullanilir. Bir reaksiyon icinde bir kompleks olusturan bir
reaktifin ba@il miktari, bir kontrol numunesi ile reaksiyona giren miktar ile
karsilastinldiginda, bir test numunesi ile reaksiyona giren miktardir, Kontrol numunesi,
ayni analiz iginde ayn bir sekilde yurGtllebilir veya bu ayni dmegdin pargasi olabilir

(6rnegin, bir doku kesiti iginde bir malign alani gevreleyen normal doku).

Bir dodal-sus gen veya gen urlnd, bir populasyon icinde en sik gézlenendir ve

boylelikle keyfi olarak genin "normal” veya "dogal-sus” formu olarak gdsterilir.

Asadidaki kimyasal terimler, aksi gdsterilmedikce, asadidaki anlamlara sahiptir:
"Amino", -NH- radikalini ifade eder.
"Siyano" veya "nitril", -CN radikalini ifade eder.
"Hidroksi" veya "hidroksil", -OH radikalini ifade eder.
"Imino", =NH stibstitiientini ifade eder.
"Guanidinil", -NHC(=NH)NH: siibstitiientini ifade eder.
"Amidinil", -C(=NH)NH: substitlientini ifade eder.
"Nitro", -NO- radikalini ifade eder.

"Okso", =0 slbstitlentini ifade eder.
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"Tiyokso", =S substitlentini ifade eder.

"Kolat", asagidaki yapiy ifade eder:

Ho™

"Alkil", doymus veya doymamis (yani, bir veya birden fazla ikili ve/veya Uc¢li bagd
igeren), bir ila otuz karbon atomuna sahip olan ve molekulin geri kalanina bir tekli bag
ile tutturulan bir diiz veya dallanmig hidrokarbon zinciri radikalini ifade eder. 1 ila 30
aralidinda herhangi bir sayida karbon atomu igeren alkiller dahil edilir. En fazla 30
karbon atomu iceren bir alkil, bir C1-Csp alkil olarak ifade edilir, benzer sekilde, dmedin,
en fazla 12 karbon atomu iceren bir alkil, bir C4-C42 alkildir. Diger sayilarda karbon
atomlari i¢ceren alkiller (ve burada tanimlanan dider kisimlar) benzer gekilde temsil
edilir. Alkil gruplan, bunlarla sinirh kalmamak kaydiyla, C1-Csg alkili, C1-Cap alkili, C1-Cis
alkili, C4-C1g alkili, C+-Cg alkili, C1-Cs alkili, C4-C4 alkili, C4-C5 alkili, C+-C; alkili, C,-Cg
alkili, C3-Cs alkili ve Cs-Cg alkili, icerir. Temsili alkil gruplari, bunlarla sinirli kalmamak
kaydiyla, metil, etil, n-propil, 1-metiletil (izo-propil), n-bitil, ~bitil, s-bitil, n-pentil, 1,1-
dimetiletil (f-bdtil), 3-metilhekzil, 2-metilhekzil, etenil, prop-1-enil, blt-1-enil, pent-1-enil,

penta-1,4-dienil, etinil, propinil, blt-2-inil, bit-3-inil, pentinil, hekzinil ve benzerlerini,
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icerir. Spesifikasyonda spesifik olarak aksi ifade edilmedikce, bir alkil grubu asagida

tarif edildigi Uzere opsiyonel olarak substute edilebilir.

"Alkilen" veya "alkilen zinciri", molekiiltin geri kalanini bir radikal gruba bagdlayan bir diz
veya dallanmis iki-degerlikli hidrokarbon zincirini ifade eder. Alkilenler, doymus veya
doymamig olabilir {yani, bir veya birden fazla ikili ve/veya ¢l bag icerir). Temsili
alkilenler, bunlara sinirh kalmamak kaydiyla, C4+-C+2 alkileni, C+-Cg alkileni, C4-Cs
alkileni, C1+-C4 alkileni, C-Cs alkileni, C4-C: alkileni, C4 alkileni, icerir. Temsili alkilen
gruplar, bunlarla sinirh kalmamak kaydiyla, metileni, etileni, propileni, n-butileni,
etenileni, propenileni, n-bltenileni, propinileni, n-bitinileni ve benzerlerini, igerir. Alkilen
zinciri, molekdlin geri kalanina bir tekli veya ikili bag vasitasiyla ve radikal gruba bir
tekli veya ikili bag vasitasiyla tutturulur. Alkilen zincirinin molekilin geri kalanina ve
radikal gruba tutturulma noktas) zincir igindeki bir karbon veya herhangi iki karbon
vasitasiyla clabilir. Spesifikasyonda spesifik olarak aksi ifade edilmedikge, bir alkilen

zinciri, asagida tarif edildigi zere, opsiyonel olarak slibstiite edilebilir.

"Alkoksi", -OR, formillindn bir radikalini ifade eder, burada Ra, tanimlandidi sekilde bir
alkil radikalidir. Spesifikasyonda spesifik olarak aksi ifade edilmedik¢e, bir alkoksi

grubu, asagdida tarif edildidi Gzere, opsiyonel olarak sibstite edilebilir.

"Alkoksialkil", -R¢ORa formilinin bir radikalini ifade eder, burada Ra, tanimlandigi
sekilde bir alkil radikalidir ve burada R, tanimlandidi sekilde bir alkilen radikalidir.
Spesifikasyonda spesifik olarak aksi ifade edilmedikge, bir alkoksialkil grubu, agagdida

tarif edildigi lizere, opsiyonel olarak sibstiite edilebilir.

"Alkilkarbonil", -C{=0)R; formulunin bir radikalini ifade eder, burada R, yukarida
tanimlandigi sekilde bir alkil radikalidir. Spesifikasyonda spesifik olarak aksi ifade
edilmedikge, bir alkilkarbonil grubu, asagida tarif edildigi Uzere, opsiyonel olarak

slUbstlte edilebilir.

"Alkiloksikarbonil", -C(=0)OR. formilinun bir radikalini ifade eder, burada R,
tanimlandi§i sekilde bir alkil radikalidir. Spesifikasyonda spesifik olarak aksi ifade
edilmedikce, bir alkiloksikarbonil grubu, asagida tarif edildigi Gzere, opsiyonel olarak

substite edilebilir.
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"Alkilamino", -NHR. veya -NRaR, formilinin bir radikalini ifade eder, burada her bir R,
bagimsiz bir sekilde, yukanda tanimlandigi sekilde bir alkil radikalidir. Spesifikasyonda
spesifik olarak aksi ifade edilmedikge, bir alkilamino grubu, asagida tarif edildigi zere,

opsiyonel olarak sibstiite edilebilir.

"Amidil", -N(H)C(=0) Ras formiiliinin bir radikalini ifade eder, burada R, burada
tanimlandi§i sekilde bir alkil veya aril radikalidir. Spesifikasyonda spesifik olarak aksi
ifade edilmedikge, bir amidil grubu, asadida tarif edildiji (zere, opsiyonel olarak

substite edilebilir.

"Amidinilalkil", -Rg- C{=NH)NH. formulinin bir radikalini ifade eder, burada R,
yukarida tanimlandidi sekilde bir alkilen radikalidir. Spesifikasyonda spesifik olarak aksi
ifade edilmedikce, bir amidinilalkil grubu, asadida tarif edildigi Uzere, opsiyonel olarak

sUbstite edilebilir,

"Amidinilalkilkarbonil®, -C(=0)Rs-C(=NH)NH2 formiliinin bir radikalidir, burada R,
yukarida tanimlandigi gsekilde bir alkilen radikalidir. Spesifikasyonda spesifik olarak aksi
ifade edilmedikce, bir amidinilalkilkarbonil grubu, asagdida tarif edildigi Gzere, opsiyonel

olarak substute edilebilir.

"Aminoalkil’, -Rs-NRaRa formilindn bir radikalidir, burada R, yukarnida tanimlandidi
sekilde bir alkilen radikalidir ve her bir Ra, bagimsiz bir sekilde bir hidrojendir veya bir
alkil radikalidir.

"Tiyoalkil", -SR, formulanan bir radikalini ifade eder, burada R,, yukarida tanimlandigi
sekilde bir alkil radikalidir. Spesifikasyonda spesifik olarak aksi ifade edilmedik¢e, bir

tivoalkil grubu opsiyonel olarak stbstlite edilehilir.

"Aril", hidrojen, 6 ila 30 karbon atomu ve en az bir aromatik halka igeren bir hidrokarbon
halka sisteminden tlretilen bir radikali ifade eder. Aril radikali, kaynastirnimis veya
kopruli halka sistemlerini igerebilen, bir monosiklik, bisiklik, trisiklik veya tetrasiklik
halka sistemi olabilir. Aril radikalleri, bunlarla sinirll kalmamak kaydiyla, aseantrilen,
asenaftilen, asefenantrilen, antrasen, azulen, benzen, krisen, floranten, floren, as-
indasen, s-indasen, indan, inden, naftalen, fenalen, fenantren, pleiaden, piren ve

trifenilen  hidrokarbon halka sistemlerinden taretilen aril radikallerini, icerir.
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Spesifikasyonda spesifik olarak aksi ifade edilmedikce, "aril" veya "ar-" én-eki (drnegin,
"aralkil") ile, opsiyonel olarak substute edilen aril radikallerini icerdigi kastedilir.

"Aralkil", -Ru-Re formalinun bir radikalini ifade eder, burada Ry, yukarida tanimlandig
sekilde bir alkilen zinciridir ve R., yukarida tanimlandigi sekilde bir veya birden fazla aril
radikalidir, érmegdin, benzildir, difenilmetildir, tritildir ve benzerleridir. Spesifikasyonda
spesifik olarak aksi ifade edilmedikge, bir aralkil grubu opsiyonel olarak siibstiite

edilebilir.

"Arilkarbonil”, -C(=0)R. formUlindn bir radikalini ifade eder, burada R., yukarida
tanimlandidi sekilde bir veya birden fazla aril radikalidir, 6rmedin, fenildir.
Spesifikasyonda spesifik olarak aksi ifade edilmedikge, bir arilkarbonil grubu opsiyonel

olarak sibstute edilebilir.

"Ariloksikarbonil", -C(=0}OR, formdliniin bir radikalini ifade eder, burada R., yukarida
tanimlandi§i  sekilde bir veya birden fazla aril radikalidir, ©rnedin, fenildir.
Spesifikasyonda spesifik olarak aksi ifade edilmedikge, bir ariloksikarbonil grubu

opsiyonel olarak stibstiite edilebilir.

"Aralkilkarbonil”, -C(=0)Ryw-R. formilinun bir radikalini ifade eder, burada Ry, yukarida
tanimlandi§i sekilde bir alkilen zinciridir ve R, yukanda tanimlandi§i sekilde hir veya
birden fazla aril radikalidir, drnedin, fenildir. Spesifikasyonda spesifik olarak aksi ifade

edilmedikge, bir aralkilkarbonil grubu opsiyonel olarak substiite edilebilir.

"Aralkiloksikarbonil", -C(=0)OR,-R. formulinin bir radikalini ifade eder, burada R,
yukanda tanimlandidi sekilde bir alkilen zinciridir ve Rc, yukanda tanimlandigi sekilde
bir veya birden fazla aril radikalidir, dmegin, fenildir. Spesifikasyonda spesifik olarak

aksi ifade edilmedikge, bir aralkiloksikarbonil grubu opsiyonel olarak substite edilebilir.

"Ariloksi", -OR, formilliinin bir radikalini ifade eder, burada R., yukarida tanimlandigi
sekilde bir veya birden fazla aril radikalidir, érnegin, fenildir. Spesifikasyonda spesifik

olarak aksi ifade edilmedikge, bir arilkarbonil grubu opsiyonel olarak substite edilebilir.

"Sikloalkil", kaynastirlmis veya kdprulu halka sistemlerini icerebilen, doymus veya
doymamig olan ve molekilin kalanina bir tekli bag ile tutturulan bir kararl, aromatik-

olmayan, monosiklik veya polisiklik karbosiklik halkay ifade eder. Temsili sikloalkiller,
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bunlarla sinirll kalmamak kaydiyla, (¢ ila on bes karbon atomuna ve g ila sekiz karbon
atomuna sahip olan sikloalkilleri, icerir. Monosiklik sikloalkil radikalleri, &regin,
siklopropili, siklobutili, siklopentili, siklohekzili, sikloheptili ve siklooktili, icerir. Polisiklik
radikaller, émedin, adamantili, norbormnili, dekalinili ve 7,7-dimetil-bisiklo[2.2.1]heptanili,
igerir. Spesifikasyonda spesifik olarak aksi ifade edilmedikge, bir sikloalkil grubu

opsiyonel olarak stibst(ite edilebilir.

"Sikloalkilalkil", -R,Rg formiliinin bir radikalini ifade eder, burada R, yukarida
tanimlandi§i sekilde bir alkilen zinciridir ve Ry, yukanda tanimlandidi sekilde bir
sikloalkil radikalidir. Spesifikasyonda spesifik olarak aksi ifade edilmedikce, bir

sikloalkilalkil grubu opsiyonel olarak sibstute edilebilir.

Sikloalkilkarbonil", -C(=0)Rq4 formulindn bir radikalini ifade eder, burada Rq, yukanda
tanimlandi§i sekilde bir sikloalkil radikalidir. Spesifikasyonda spesifik olarak aksi ifade

edilmedikge, bir sikloalkilkarbonil grubu opsiyonel olarak sibstiite edilebilir.

"Sikloalkiloksikarbonil", -C(=O)OR4 formiliniin bir radikalini ifade eder, burada Rg,
yukarida tanimlandidi sekilde bir sikloalkil radikalidir. Spesifikasyonda spesifik olarak
aksi ifade edilmedikge, bir sikloalkiloksikarbonil grubu opsiyonel olarak stbstlte

edilebilir.

"Kaynastinimis”®, bir var olan halka yapisina kaynastiriimis burada tarif edilen herhangi
bir halka yapisini ifade eder. Kaynagtinimisg halka, bir heterosiklil halkasidir veya bir
heteroaril halkasidir, kaynastiriimis heterosiklil halkasinin veya kaynastirilmig heteroaril
halkasinin pargasi haline gelen var olan halka yapisi Uzerindeki herhangi bir karbon

atomu bir nitrojen atomu ile degistirilebilir.

"Guanidinilalkil", -Ry,-NHC{(=NH)NH- formuliintin bir radikalini ifade eder, burada R,
yukanda tammlandidi sekilde hir alkilen radikalidir. Spesifikasyonda spesifik olarak aksi
ifade edilmedikge, bir guanidinilalkil grubu, asadida tarif edildidi (izere, opsiyonel olarak

slUbstlite edilebilir.

"Guanidinilalkilkarbonil*, -C(=0)Rp-NHC(=NH)NH: formulunun bir radikalini ifade eder,

burada R, yukarda tanimlandigr sekilde bir alkilen radikalidir. Spesifikasyonda spesifik
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olarak aksi ifade edilmedik¢e, bir guanidinilalkilkarbonil grubu, asagida tarif edildigi

Uzere, opsiyonel olarak sibstute edilebilir.

"Halo" veya "halojen, bromoyu, kloroyu, floroyu veya iyodoyu ifade eder.

"Haloalkil", yukarida tamimlandigi sekilde, yukarida tanimlandigi Gzere, bir veya birden
fazla balo radikali ile slObstite edilen bir alkil radikalini, &rnegin, triflorometili,
diflorometili, florometili, triklorometili, 2,2 2-trifloroetili, 1,2-difloroetili, 3-bromo-2-
florapropili, 1,2-dibromoetili ve benzerlerini, ifade eder. Spesifikasyonda spesifik olarak

aksi ifade edilmedikce, bir haloalkil grubu opsiyonel olarak stbstiite edilebilir.

"Perhalo" veya "perfloro”, burada her bir hidrojen atomunun sirasiyla bir halo atomu

veya flor atomu ile degistirilmis oldugu bir kism) ifade eder.

"Heterosiklil" veya "heterosiklik halka", 2 ila 23 karbon atomu ve nitrojenden,
oksijenden, fosfordan ve sllfiirden olusan gruptan secilen bir ila 8 heteroatom igeren
bir kararli 3- ila 24-Gyeli aromatik-olmayan halka radikalini ifade eder. Spesifikasyonda
spesifik olarak aksi ifade edilmedik¢e, heterosiklil radikali, kaynastinimis veya képrili
halka sistemleri icerebilen bir monosiklik, bisiklik, trisiklik veya tetrasiklik halka sistemi
olabilir; ve heterosiklil radikali igindeki nitrojen, karbon veya sulfiir atomlar opsiyonel
olarak oksitlenebilir; nitrojen atomu opsiyonel olarak kuaternize edilebilir; ve heterosiklil
radikali parsiyel olarak veya tamamen doymus olabilir. Bu tarz heterosiklil radikallerinin
ornekleri, bunlarla sinirh kalmamak kaydiyla, dioksolanil, tiyenil[1,3]ditiyanil,
dekahidroizokuinolil, imidazolinil, imidazolidinil, izotiyazolidinil, izoksazolidinil, morfolinil,
oktahidroindolil, oktahidroizoindolil, 2-oksopiperazinil, 2-oksopiperidinil, 2-
oksopirrolidinil, oksazolidinil, piperidinil, piperazinil, 4-piperidonil, pirrolidinil,
pirazolidinil,  kuinGklidinil, tiyazolidinil, tetrahidrofuril, tritivanil, tetrahidropiranil,
tiyomorfolinil, tiyamorfolinil, 1-okso-tivomorfolinil, 1,1-diokso-tiyvomorfolinil, 12-tag-4, 15-
tag-5, 18-tag-6, 21-tag-7, aza-18-tag-6, diaza-18-tag-6, aza-21-tag-7 ve diaza-21-tag-7,
igerir. Spesifikasyonda spesifik olarak aksi ifade edilmedikge, bir heterosiklil grubu

opsiyonel olarak stbstlte edilebilir.

"Heteroaril", hidrojen atomlan, bir ila on G¢ karbon atomu, nitrojenden, oksijenden,
fosfordan ve sulfirden olugan gruptan secilen bir ila alti hetercatom ve en az bir

aromatik halka i¢ceren bir 5- ila 14-0yeli halka sistemi radikalini ifade eder. Bu bulusun



10

15

20

25

30

35

34

amaclarn icin, heteroaril radikali, kaynastinimis veya kdprild halka sistemleri icerebilen
bir monaosiklik, bisiklik, trisiklik veya tetrasiklik halka sistemi olabilir;s ve heteroaril
radikali icindeki nitrojen, karbon veya silfur atomlar opsiyonel oclarak oksitlenebilir;
nitrojen atomu opsiyonel olarak kuaternize edilebilir. Ornekler, bunlarla sinirl

kalmamak kaydiyla, azepinil, akridinil, benzimidazolil, benzotiyazolil, benzindolil,

benzodioksolil, benzofiiranil, benzookdazolil, benzotiyazolil, benzotiyadiazolil,
benzo[b][1,4]dioksepinil, 1.4-benzodioksanil,  benzonaftofuranil,  benzoksazolil,
benzodioksolil, benzodioksinil, henzopiranil, benzopiranonil, benzofiiranil,

benzofuranonil, benzotiyenil (benzotiyofenil), benzotriazolil, benzo[4,6]imidazo[1,2-
a]piridinil, karbazolil, sinnolinil, dibenzofiranil, dibenzotiyofenil, furanil, furanonil,
izotivazolil, imidazolil, indazolil, indolil, indazolil, izoindolil, indolinil, izoindolinil,
izokuinolil, indolizinil, izoksazolil, naftiridinil, oksadiazolil, 2-oksoazepinil, oksazolil,
oksiranil, 1-oksidopiridinil, 1-oksidopirimidinil, 1-oksidopirazinil, 1-cksidopiridazinil, 1-
fenil-1H-pirrolil, fenazinil, fenctiyazinil, fenokdazinil, ftalazinil, pteridinil, purinil, pirrolil,
pirazolil, piridinil, pirazinil, pirimidinil, piridazinil, kuinazolinil, kuinoksalinil, kuinolinil,
kuindklidinil, izokuinolinil, tetrahidrokuinolinil, tiyazolil, tiyadiazolil, triazolil, tetrazolil,
triazinil ve tiyofenil (yani, tiyenil), igerir. Spesifikasyonda spesifik olarak aksi ifade

edilmedikce, bir heteroaril grubu opsiyonel olarak sibstute edilebilir.

Yukarndaki tim gruplar siUbstite edilebilir veya sibstite edilmeyebilir, Burada
kullanildigi sekliyle, "slbstite edilmis" terimi, yukandaki gruplarin herhangi birinin
(vani, alkil, alkilen, alkoksi, alkoksialkil, alkilkarbonil, alkiloksikarbonil, alkilamino, amidil,
amidinilalkil, amidinilalkilkarbonil, aminoalkil, aril, aralkil, arilkarbonil, ariloksikarbonil,
aralkilkarbonil, aralkiloksikarbonil, ariloksi, sikloalkil, sikloalkilalkil, sikloalkilkarbonil,
sikloalkilalkilkarbonil, sikloalkiloksikarbonil,  guanidinilalkil,  guanidinilalkilkarbonil,
haloalkil, heterosklil ve/veya hetercaril) ilaveten islevsellestirilebildigi anlamina gelir,
burada en az bir hidrojen atomu bir bag tarafindan bir hidrojen-clmayan atom
substitlentine dedistirilir. Spesifikasyonda spesifik olarak ifade edilmedikce, bir
sUbstite edilmis grup, asagidakilerden segilen bir veya birden fazla sibstitienti
icerebilir: okso, -COzH, nitril, nitro, hidroksil, tivooksi, alkil, alkilen, alkoksi, alkoksialkil,
alkilkarbonil, alkiloksikarbonil, aril, aralkil, arilkarbonil, ariloksikarbonil, aralkilkarbonil,
aralkiloksikarbonil, ariloksi, sikloalkil, sikloalkilalkil, sikloalkilkarbonil,
sikloalkilalkilkarbonil, sikloalkiloksikarbonil, heterosiklil, heteroaril, dialkilaminler,
arilaminler, alkilarilaminler, diarilaminler, N-oksitler, imidler ve enaminler; gruplarda,

ormegdin, trialkilsilil gruplarinda, dialkilarilsilii gruplannda, alkildiarilsilil gruplarinda,
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veya ftriflorometokside, bir silikon atomu. "Substite edilmis” ayrica, burada bir veya
birden fazla hidrojen atomunun bir daha yuksek-mertebedeki bad (6megin, bir ikili-
veya (¢li-bag) vasitasiyla bir heteroatoma, érnedin, okso, karbonil, karboksil ve ester
gruplarinda oksijene ve gruplarda, érnegdin, iminlerde, oksimlerde, hidrazonlarda ve
nitrillerde, nitrojene, degistirildigi, yukandaki gruplarin herhangi biri anlamina da gelir.
Ornegin, "slbstite edilmis”, burada bir veya birden fazla hidrojen atomunun -
NR,C(=O)NRgR:, -NRC(=0O)ORy, -NR;SO2R;, -OC(=0O)NRyRy, -ORg, -SRy, -SORg, -
SO:R,;, -OS0O:Ry, -SO:0R,, =NSO:R; ve -SO:NRgRn ile degistirildigi, yukarndaki
gruplarin herhangi birini icerir. "Sibstlte edilmis" ayrica, burada bir veya birden fazla
hidrojen atomunun -C(=0)Rg, -C(=0)OR, -CH2S0:R,, -CH2-SO:NRyR, -SH, -SR, veya
-SSRy ile dedistirildigi yukaridaki gruplarin herhangi biri anlamina da gelir. Yukanda, R,
ve Rn aynidir veya farklidir ve badimsiz bir sekilde, hidrojendir, alkildir, alkoksidir,
alkilaminodir, tiyoalkildir, arildir, aralkildir, sikloalkildir, sikloalkilalkildir, halcalkildir,
heterosiklildir, N-heterosiklildir, heterosiklilalkildir, heteroarildir, N-heteroarildir ve/veya
heteroarilalkildir. Buna ek olarak, yukarndaki sibstitlientlerin her biri ayrica opsiyonel
olarak yukaridaki sibstitientlerin biri veya birden fazlasi ile opsiyonel olarak da
siibstiite edilebilir. ilaveten, yukaridaki gruplarin herhangi biri, bir veya birden fazla i¢
oksijen veya sulfir atomu igermesi igin sUbstite edilebilir. Ornegin, bir alkil grubu, bir
eter veya polieter grubu clusturmak igin bir veya birden fazla i¢ oksijen atomu ile
substite edilebilir. Benzer sekilde, bir alkil grubu, bir tiyoeter, disilfit, vb. olusturmak
igin bir veya birden fazla i¢ silfir atomu ile stbstute edilebilir. Amidil kisimlari, en fazla
2 halo atomu ile sibstite edilebilirken, yukandaki diger gruplar bir veya birden fazla
halo atomu ile sibstiite edilebilir. Alkil gruplan istisnasi ile, tim diger gruplar ayrica
amino veya monoalkilamino ile de substite edilebilir. Alkil ve alkilkarbonil gruplar
istisnasi ile, tim diger gruplar ayrica guanidinil veya amidinil ile de substite edilebilir.
Yukaridaki gruplarin herhangi biri igin opsiyonel slbstitientler ayrica, arilfosforili,
ornegin, -RaP(Ar)s'U, de igerir, burada Ra, bir alkilendir ve Ar, aril kismidir, érnegin,

fenildir.

"Dastk alkil", metil, etil, n-batil, i-bltil, t-batil, izoamil, n-pentil ve izopentil ile
emsallendirildidi Uzere, bir ila alti karbon atomunun bir alkil radikalini ifade eder. Belirli
uygulamalarda, bir "disuk alkil" grubu, bir ila dért karbon atomuna sahiptir. Diger

uygulamalarda, bir "disik alkil" grubu, bir ila iki karbon atomuna sahiptir; yani, metil
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alti, tercihen G¢ veya dort, karbon atomunun bir alkenil radikalini ifade eder.

Bir "araya-girmeyen" slbstitient, burada tarif edildigi (zere bir antisens oligomerin
bunun amaglanan hedefini baglama vyetisini advers bir sekilde etkilemeyen
silbstitiienttir. Bu tarz sibstitlentler, kiigiik ve/veya gérece polar-olmayan gruplar,

omegdin, metili, etili, metoksiyi, etoksiyi veya floroyu, icerir.

LMNA Hedefleme

Ornekler, asagida tartisilan, SEQ ID NO.larn 1'i velveya 2'yi hedef alan antisens

oligonUkleotidleri icerir.

Belirli antisens oligonlkleotidler, dodal-sus diziyi (SEQ ID NO: 1) ve/veya SEQ ID NO:
2'de gosterildigi Uzere, HGPS hastalarinda bulunan diziyi igeren insan LMNA genindeki
ekzon 11'in bir veya birden fazla bazina komplementer olan bir hedefleme dizisini

icerebilir. Bu hedef diziler, asagida Tablo 1'de gosterilir:

Tablo 1. Emsal LMNA Hedef Dizileri
ADI Dizisi SEQ ID NO:

LMNA ekzon 11 1

CTACAACITCEIGCTCGTGCR

COTGOGGOCRICCTGUCOATR
CHCTTAGLACTCCAGGTIGE:
TLoCTCTCT 2CUTCUAUGT CTCACCUTCATI0CA
CCTAZCGOACTICTGUGGOETAGTOGLOGIOGTAGT
TTCGEGGACEATCTGGTCAZCCECTICTACCTCCT

GGGCAACTCCAGCCCCCGAACCCAG

HGPS ekzon 11 2
C3CTTCCAECT 3CAGCAGCT SOGRGEGLATCT
S S S U L T St O B S Y R B AN P
AAGGOETCT!
LU CAGFACCCCAGGTGEETGEGACT CAT S TCTI L
ToOC T e ToTICC o0 T OTCACGLTOR D TCNCT
GOTECCGIACTGTEGGEGEAGTGGEEGT3GCAGE
TTOGHERACEETOCTGTCACCGCTIUTACTCT
(GGCEACTCCAGCCCCIGRECCTAG
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Ornekler, Tablo 1'de SEQ ID NO: 1'de ve 2'de alti gizili LMNA ekzon 11'inin kriptik ug-
birlestirme yerine (6rnedin, CAGGTGGGCI/T) de komplementer olanlar igeren LMNA

ekzon 11'ine (SEQ ID NO: 1'e veya 2'ye) tam olarak komplementer olan antisens
oligonukleotidleri icerir. Belirli antisens oligontkleotidler, bir hedefleme dizisi igerebilir,
burada en 3'-baz, LMNA ekzon 11'i iginde, SEQ ID NO: 1'de veya 2'de alti gizili kriptik
ug-birlestirme verinin asagi akis 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 veya 30 bazi olan bir baza
komplementerdir (bakiniz, Tablo 1) veya LMNA ekzon 11'i iginde, kriptik ug-birlestirme
yerinin yukari akis 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 veya 40 bazi olan bir baza
komplementerdir. Bu tipin emsal oligonukleotidleri asagida SEQ ID NO.'lan: 3-16'da
listelenenler arasindadir. Belirli antisens oligonutkleotidler, bir hedefleme dizisi icerebilir,
burada en 3'-baz, LMNA intron 10'u iginde, LMNA ekzon 11'i SEQ ID NO: 1'in veya
2'nin yukan akis 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14,15, 16, 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, 49,50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59 veya 60 baz olan bir baza
komplementerdir (bakiniz, Tablo 1). Belirli antisens oligoniikleotidler, bir hedefleme
dizisi igerebilir, burada en 3'-baz, LMNA ekzon 10'u iginde, LMNA intron 10'unun yukar
akis1,2,3,4,5,6,7,8, 9,10, 11,12, 13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29 veya 30 bazi olan bir baza komplementerdir. Belirli uygulamalar bu
antisens ajanlann bir kombinasyonunun kullanimi ile ilgilidir. Spesifik uygulamalar,
SEQ ID NQ: 1'in ve/veya 2'nin timinil veya bir kismini (Grnegin, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,

39 veya 40 bazini) i¢eren antisens oligonukleotidleri igerir.

Antisens cligonlklectidler ayrica, bir én-islenmis LMNA mRNA'sI, érnegdin, bir ekzon,
bir intron, bir ekzon-intron baglanti-yeri veya bir ug-birlestirme baglanti-yeri, icinde
cesitli bolgelere karsi ydnlendirilebilir veya komplementer de olabilir. Ornegin, belirli
antisens oligonikleotidler, LMNA pre-MRNA'nin ekzonlari 10'un ve 11'in bir ug-
birlestirme donérinin (SD) veya ug-birlestirme akseptorinin (SA) ug-birlestirme
badlanti-yeri ile kesisen bir bdlgeye (hedef diziye) komplementer olan ve én-islenmis
mRNA'nin bir ekzonik bolgenin hir kismina {(6rnegin, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 veya 25 nukleotide) ve bir intronik
bdlgenin bir kismina (érnegin, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
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23, 24 veya 25 nikleotide) komplementer olan bir hedefleme dizisi icerebilir. Yukaridaki

tiplerdeki emsal hedefleme dizileri asagida SEQ ID NO.'lar: 17-34 olarak listelenir.

Secilmis antisens hedefleme dizileri daha kisa, érnegin, yaklasik 12 bazlik veya daha
uzun, drnegin, yaklagik 40 hazlik, yapilabilir ve dizi u¢-birlegtirmeyi ve/veya hedef ile
hibridizasyon (zerine inhibisyonun bhagka formunu etkilemek igin vyeteri sekilde
komplementer oldugu ve hedef RNA ile 45°C veya daha yliksek olan bir Tm'ye sahip

olan bir heterodubleks olusturdudu slrece, az sayida yanlig-eslesme icerebilir.

Belirli uygulamalarda, hedef ve antisens hedefleme dizisi arasindaki tamamlayicihgin
derecesi, bir kararll dubleks olugsturmak i¢in yeterlidir. Antisens oligomerlerin hedef
RNA dizisi ile tamamlayicilik bdlgesi, 8-11 baz kadar kisa olabilir, ancak tercihen, bu
araliklar arasindaki tum tam sayilar ve araliklar dahil olmak Gzere, 12-15 bazdir veya
daha fazladir, érmegin, 12-20 bazdir, 12-25 bazdir veya 15-25 bazdir. Yaklagik 14-15
bazlik bir antisens oligomer genel olarak, hedef mRNA iginde bir essiz komplementer
diziye sahip olmak icin yeterli uzunluktadir. Belirli uygulamalarda, komplementer
bazlarin bir minimum uzunlugu, asagida tartisildigi Gzere, zorunlu baglama Tm'sini

basarmak i¢in gerekli olabilir.

Belirli uygulamalarda, 40 baz kadar uzun oligomerler uygun olabilir, burada en az bir
minimum baz sayisi, drnegin, 10-12 baz, hedef diziye komplementerdir. Bununla
birlikte, genel olarak, hicrelerdeki kolaylastinimis veya aktif alim, yaklasik 30'dan daha
az olan oligomer uzunluklarinda optimize edilir. Asagida ilaveten tarif edilen, PMO
oligomerleri i¢in, baglama kararliliginin ve alimin bir optimum dengesi genel olarak, 18-
30 bazlik uzunluklarda gerceklesir. Yaklasik 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 2C,
21,22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 veya 40 bazdan
olusan antisens oligomerler (6rmegin, PNA'lar, LNA'lar, 2'-OMe, MOE, PMO'lar) dabhil
edilir, burada en az yaklasik 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 veya 40 bitisik ve/veya
bitisik-olmayan baz, SEQ ID NO.lan 1'in ve/veya Z2'nin hedef dizilerini veya bunlarin

varyantlarini igeren, burada tarif edilen bir hedef diziye komplementerdir.

Belirli uygulamalarda, antisens oligomerler, LMNA pre-mRNA nuikleik asit hedef
dizisine %100 komplementer olabilir veya bunlar, oligomer ve hedef dizi arasinda

olusturulan bir heterodubleks hiicresel nikleazlann etkisine ve in vivo gerceklesebilen
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diger pargalanma veya yer-dedistirme modlarina karsi koymak icin yeterli bir sekilde
kararh oldudu slrece, drnedin varyantlara uyum sadlamak icin, yanlis-eslesmeler
icerebilir. Nukleazlar tarafindan klevaja daha az duyarll olan oligomer omurgalan
asadida tartisilir. Meveut oldugunda, yanhs-eslesmeler, orta bdlgelerine kiyasla hibrit
dubleksin ug boélgelerine dogru daha az destabilize olur. Yanlis-eslesmelerin izin verilen
sayisl, dubleks kararlih@inin iyi anlasilmis prensiplerine gdre, oligomerin uzunluguna,
dubleks igindeki G:C baz ciftlerinin yluzesine ve dubleks igindeki yanhg-eslesmelerin
pozisyonuna badgl olacaktir. Bu tarz bir antisens oligomerin hedef diziye zorunlu bir
sekilde %100 komplementer olmamasina ragmen, bu hedef diziyi kararh bir sekilde ve
spesifik olarak badlamak icin etkilidir, béylece nikleik asit hedefinin bir biyolojik

aktivitesi, drnegin, progerin proteininin ekspresyonu, module edilir.

Bir oligomer ve bir hedef dizi arasinda olusturulan dubleksin kararliigi, baglama
Tm'sinin ve dubleksin hiicresel enzimatik klevaja duyarlihdinin bir fonksiyonudur.
Komplementer-dizi RNA'sI agisindan bir antisens bilesigin Tm'si, geleneksel yontemler,
ornedin, Hames et al, Nucleic Acid Hybridization, IRL Press, 1985, pp.107-108,
tarafindan tarif edilenler ile veya Miyada C.G. ve Wallace R.B., 1987, Oligonucleotide
hybridization techniques, Methods Enzymol. Vol. 154 pp. 94-107, kaynaginda tarif
edildigi dzere dlgllebilir. Belirli uygulamalarda, antisens oligomer, bir komplementer-
dizi RNA'sI acisindan, vicut sicakli§gindan daha ylksek olan ve tercihen 50°C'den
daha ylksek olan, bir badlama Tm'sine sahip olahilir. 60-80°C araliinda veya daha
yilksek olan Tm'ler tercih edilir. lyi bilinen prensiplere gére, bir komplementer-bazli
RNA hibridi agisindan, bir oligomer bilesiginin Tm'si, dubleks igindeki C:G eslesmis
bazlarin oranini arttirma ile ve/veya heterodubleksin (baz ciftleri agisindan) uzunlugunu
artirma ile arttinlabilir. Ayni zamanda, hicresel alimi optimize etme amaclan igin,
oligomerin boyunu sinilandirmak avantajh olabilir. Bu amagla, yiksek Tm degerleri igin
25'ten daha fazla baz gerektirenlere kiyasla, 25 veya daha az bazlk bir uzunlukta

yuksek Tm (50°C veya yUksek) gdsteren hilesikler genel olarak tercih edilir.

Belirli uygulamalarda, bu tarz PMO oligomerlerinde, bir oligomerin antisens aktivitesi,
Sekil 1C'de emsallendirildidi (zere, yiksiz ve katyonik fosforodiamidat bagdlantilarinin
bir karisiminin kullanimi ile giglendirilebilir. Oligomer icindeki katyonik baglantilarin
toplam sayisi, {aralardaki tum tam saylar dahil olmak tzere) 1 ila 10 araliinda
cesitlilik gdsterebilir ve oligomer boyunca aralikh konumlandirilabilir. Tercihen, yukli

baglantilarin sayisi, en az 2'dir ve toplam omurga bagdlantilarinin en fazla yarisidir,
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drnegin, 2, 3, 4, 5, 6, 7 veya 8 pozitif yikli badlanti arasindadir ve tercihen her bir
yukld baglanti, omurga boyunca en az 1, 2, 3, 4 veya 5 yiksuz baglanti ile ayrlir.
Bulusun bir tercih edilen katyonik baglantisi, Tablo 3'te gosterildidi Uzere apn baglantisi

B1Q'u igerir.

Insan LMNA pre-mRNA'sini hedef almak icin emsal antisens diziler asagida Tablo 1'de

gosterilir. Antisens oligon(ikleotidler bu hedefleme dizilerinin timdnd veya bir kismini

igerebilir.

Tablo 2. Emsal HGPS Hedefleme Dizileri*
PMO adi Hedefleme Dizisi 5 - 3' SEQ

ID NO:

Ex011.25.133 CCGCTGGCAGATGCCTTGTCGGCAG 3
Ex011.25.138 CTGAGCCGCTGGCAGATGCCTTGTC 4*
Ex011.25.142 GCTCCTGAGCCGCTGGCAGATGCCT 5*
Ex011.25.145 TGGGCTCCTGAGCCGCTGGCAGATG 6
Ex011.25.149 CACCTGGGCTCCTGAGCCGCTGGCA 7
Exo011.25.154 CCACCCACCTGGGCTCCTGAGCCGC 8
Ex011.25.158 GGGTCCACCCACCTGGGCTCCTGAG 9
Ex011.25.162 AGATGGGTCCACCCACCTGGGCTCC 10*
Ex011.25.166 GAGGAGATGGGTCCACCCACCTGGG 11*
Ex011.25.170 GCCAGAGGAGATGGGTCCACCCACC 12
Ex011.25.174 AAGAGCCAGAGGAGATGGGTCCACC 13*
Ex011.25.177 CAGAAGAGCCAGAGGAGATGGGTCC 14*
Ex011.25.181 GAGGCAGAAGAGCCAGAGGAGATGG 15
Ex011.25.185 ACTGGAGGCAGAAGAGCCAGAGGAG 16*
Exo010SD.25.69 ACGTGGTGGTGATGGAGCAGGTCAT 17
Exo108D.25.73 ACTCACGTGGTGGTGATGGAGCAGG 18
Exo010SD.25.79 GCTACCACTCACGTGGTGGTGATGG 19
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PMO adi Hedefleme Dizisi 5' - 3' SEQ

ID NO:
Ex010S8D.25.84 CGGCGGCTACCACTCACGTGGTGGT 20
Ex010SD.25.87 CAGCGGCGGCTACCACTCACGTGGT 21
Ex010SD.25.90 CCTCAGCGGCGGCTACCACTCACGT 22
Ex0105D.25.92 GGCCTCAGCGGCGGCTACCACTCAC 23
Ex010SD.25.96 GCTCGGCCTCAGCGGCGGCTACCAC 24
Exo118A.25.779  CGAGTCTGGGACTGACCACTCAGGC 25
Ex0118A.25.796  AGGCTCAGGCGGGACGGCGAGTCTG 26
Ex011SA.25.801  AGACAAGGCTCAGGCGGGACGGCGA 27
Exo115A.25.805 AGGGAGACAAGGCTCAGGCGGGACG 28
Ex0115A.25.809 GGGAAGGGAGACAAGGCTCAGGCGG 29
Exo115A.25.814  GCCCTGGGAAGGGAGACAAGGCTCA 30
Exo11SA.25.820 GTGGGAGCCCTGGGAAGGGAGACAA 31
Exo11SA.25.828 CTGCTGCAGTGGGAGCCCTGGGAAG 32
Ex0o118A.25.830 AGCTGCTGCAGTGGGAGCCCTGGGA 33
Ex0118A.25.836 CCCCCGAGCTGCTGCAGTGGGAGCC 34
HSEx10 GCTACCACTCACGTGGTGGTGATGG-AcCRsG 35
HsEx11 GGGTCCACCCACCTGGGCTCCTGAG-ACR:G 36
HsEx10-apn GC*'TACCAC*"TCACG* ' TGGTGG* " TGATGG 37
HsEx11-apn GGG*"TCCACCCACC*'"TGGGC*"TCC*'TGAG 38

* istemler tarafindan kapsanir

** AcRsG, bir emsal hedefleme dizisinin 3' ucuna bir glisin baglayici ile konjuge edilmis
bir tercih edilen hicreye-nufuz etme peptidi tagiyicisini {agillenmis Rs; SEQ ID NO: 45)
gdsterir. SEQ ID NO.lan: 19 ve 20 igindeki *"T, asagida Tablo 3'te ilaveten tarif

edildigi Gzere, bir apn alt-birim-arasi baglantiyi, badlanti B10'u, ifade eder.

Antisens Oligoniikleotid Bilegikleri
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Mevcut bulusun antisens oligonlkleotidleri tipik olarak, {(a) memeli hlcreleri tarafindan
aktif bir sekilde alinma yetisine sahiptir ve (b) alindiginda, yaklasik 45°C'den daha
yuksek olan bir Tm ile hedef RNA ile bir dubleks olugturur. Belirli uygulamalarda,
oligomer omurgasi biyuk dl¢lide yiksiiz olabilir ve tercihen hiicre membranini gegerek
aktif veya kolaylastinlmis tasima icin bir substrat olarak taninabilir. Oligomerin hedef
RNA ile bir kararll dubleks olusturma yetisi ayrica, oligomer omurgasinin, hedef
acisindan antisens oligomerin uzunlugunu ve tamamlayicilik derecesini igeren diger
Ozellikleri, G:C ila A-T baz eslesmelerinin orani ve herhangi bir yanlig-eslesmis bazin
pozisyonlar ile de ilgili olabilir. antisens oligomerin hiicresel nikleazlara direnme yetisi,
ajanin sag kalimini ve hiicre sitoplazmasina nihai aktarimini destekleyebilir. Burada
tarif edilen PMO, PMO+ (PMOplus), PMO-X, LNA, PNA'lar velveya 2'0O-Me-bazli
kimyalardan olugsan antisens oligomerler dahil edilir. Genel olarak, PNA ve LNA
kimyalari, PMO ve 2'0O-Me oligomerleri ile karsilastirildiginda, bunlarin goérece yiksek

hedef badlama gliciinden dolay) daha kisa hedefleme oligomerlerinden yarardanir.

Peptit nikleik asitleri (PNA'lar), burada omurganin, buna pirimidin veya pUrin bazlarinin
tutturuldugu N-(2-aminoetil) glisin birimlerinden olugan, bir deoksiriboz omurgasi ile
vapisal olarak homomorf oldugu DNA analoglandir. Dogal pirimidin ve pirin bazlar
iceren PNA'lar, Watson-Crick baz-eslesme kurallarna uyarak komplementer
oligonikleotidlere hibridize olur ve bhaz ¢ifti tanima acisindan DNA'yi taklit eder
(Egholm, Buchardt et al., 1993). PNA'larin omurgasi, fosfodiester baglarindan ziyade
peptit baglari ile olusturulur, bu bunlar antisens uygulamalar icin gayet uygun hale
getirir {agagidaki yapiya bakiniz). Omurga yikslzdir, bu normale kiyasla daha bayik
termal kararlilik gésteren PNA/DNA veya PNA/RNA dubleksleri ile sonuclanir. PNA'lar

nukleazlar veya proteazlar tarafindan taninmaz.

PNA'lar, teknikte bilinen herhangi bir teknik kullanilarak sentetik olarak dretilir. PNA,
burada bir poliamid omurgasinin asagida gosterildigi Uzere DNA'nin geleneksel fosfat

riboz halkasinin yerini aldigi bir DNA analogudur.
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Dogal RNA veya DNA yapisina bir radikal yapisal degigsime ragmen, PNA bir heliks
form iginde DNA'yi veya RNA'yl dizi-spesifik baglayabilir. PNA'nin karakteristikleni,
komplementer DNA'ya veya RNA'ya bir yliksek baglama afinitesini, tek-baz yanls-
eslesmesinden kaynaklanan bir destabilize etme etkisini, niikleazlara ve proteazlara
direnci, tuz konsantrasyonundan bagimsiz clarak DNA veya RNA ile hibridizasyonu ve
homo-piirin DNA ile tripleks olusumunu igerir. Panagene™, bunun tescilli Bts PNA
monomerlerini (Bts; benzotiyazol-2-sulfonil grubu) ve tescilli oligomerizasyon prosesini
gelistirmigtir. Bts PNA monomerleri kullanilan PNA oligomerizasyonu, tekrarl koruyucu-
grubun uzaklastinimasi, kuplaj ve bagliklandirma sikluslarindan olusturulur. Bu
teknolojiye Panagenenin patentleri, US 6969766, US 7211668, US 7022851, US
7125994, US 7145006 ve US 7179896'y1 icerir. PNA bilesiklerinin preparasyonunu
Ogreten temsili Amerika Birlesik Devletleri patentleri, bunlarla sinir kalmamak
kaydiyla, U.S. Pat. No. 5,539,082; 5,714,331; ve 5,719,262yi igerir. PNA bilesiklerinin

ilave dgretisi, Nielsen et al., Science, 1991, 254, 1497, kaynaginda bulunabilir.

Oligoniikleotid bilesikleri aynica, "kilitli nikleik asi" alt-birimleri (LNA'lar) da icerebilir.
LNA'lann yapilan teknikte bilinir: 8rnegin, Wengel et al., Chemical Communications
(1998) 455; Tetrahedron (1998) 54, 3607 ve Accounts of Chem. Research (1999) 32,
301); Obika et al., Tetrahedron Letters {1997) 38, 8735; (1998) 39, 5401 ve Bioorganic
Medicinal Chemistry {2008)16, 9230. Emsal, sinirlayici-olmayan LNA yapilar asadida

gOosterilir:
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Bulusun bilesikleri, bir veya birden fazla LNA katabilir. Minferit LNA nikleosid alt-
birimlerinin sentezi ve bunlarin oligonikleotidlere katiimasi igin ydntemler teknikte
bilinir U.5. Patentleri 7,572,582; 7,569,575, 7,084,125; 7,060,809; 7,053,207;
7,034,133; 6,794,499; ve 6,670,461. Tipik alt-birim-arasi baglantilar, fosfodiester ve
fosforotivoat kisimlarini  icerir; alternatif olarak, fosfor-icermeyen baglantilar
kullanilabilir. Bir tercih edilen uygulama, bir LNA i¢eren bilesiktir, burada her bir LNA
alt-birimi bir DNA alt-birimi (yani, bir deoksiriboz niikleotidi) ile ayrilir. ilaveten tercih
edilen bilesikler, dedisen LNA ve DNA alt-birimlerinden olusturulur, burada alt-birim-

arasi baglanti fosforotiyoattir.

Bir tercih edilen oligomer yapisi, yukanda tarif edildigi (zere, yukslz baglantilar ile
birlestirilen, baz-eslesme kisimlari tasiyan morfolino-bazli alt-birimleri kullanir. Bir
biylk olgide yuksiz fosforodiamidat-bagh marfolino oligomeri (PMO) ozellikle tercih
edilir. Antisens oligomerleri iceren morfolino oligonikleotidleri, drnedin, misterek U.S.
Patent No. 5,698,685, 5,217,866, 5,142,047, 5,034,506, 5,166,315, 5,185, 444,
5,521,063 ve 5,506,337 ve PCT bagvuru No. US08/088339'da detaylandinlir.

Morfolino-bazli alt-birimlerin beliri d6zellikleri asagidakileri icerir: kararli, yliksiz omurga
baglantilan ile bir oligomerik formda baglanma vyetisi; bir nikleotid bazini (rnegdin,

adenini, sitozini, guanini veya urasili) destekleme vyetisi, bdylece olusturulan polimer
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hedef RNA'y1 iceren bir komplementer-bazll hedef nikleik asit ile, yiksek Tm ile, hatta
10-14 bazlik kadar kisa oligomerler ile, hibridize olabilir; oligomerin memeli hicrelerine
aktif bir sekilde taginma yetisi ve oligomer:RNA heterodubleksinin RNaz par¢calamasina

direnme yetisi.

Morfolino-bazli alt-birimlerin 6zellikleri asagidakileri igerir: 1) kararl, yiiksliz veya pozitif
yiklii omurga baglantilan ile bir oligomerik formda baglanma yetisi; 2) bir niikleotid
bazini (6redin, adenini, sitozini, guanini, timidini, urasili ve hipoksantini) destekleme
yetisi, boylece olusturulan polimer hedef RNA'y1 igeren, bir komplementer-bazli hedef
nikleik asit ile, gdrece kisa (6megin, 10-15 bazlik) oligonikleotidlerde yaklasik
45°C'nin ustinde T degerleri ile, hibridize olabilir;, 3) oligonukleotidin  memeli
hiicrelerine aktif veya pasif bir sekilde taginma yetisi; ve 4) antisens oligonikleotid:RNA

heterodubleksinin sirasiyla RNaz ve RNazH parcalamasina direnme yetisi.

Fosfor-igeren omurga badlantilarina sahip olan morfolino oligonikleotidlerinin drnekleri
Sekiller 1A-1C'de gosterilir. Mevcut bulusun bir yoniine uygun sekilde, bunun omurga
badlantilarinin tercihen %10-%50'sinde pozitif yikli gruplar icermesi icin modifiye
edilen bir tercih edilen fosforodiamidat-badh morfolino oligonikleotidi Sekil 1C'de
gOsterilir. Her biri bir yuksuz veya pozitif yukll, fosfor-igeren alt-birim baglantisi ile
badlanmis, talep edilen sz konusu antisens oligonlkleotidler icin emsal omurga
vapilan $ekiller 1A-1C'de gOsterilen morfolino alt-birim tiplerini igerir. $ekil 1D, bes
atomlu tekrarlama-birimi omurgasini olusturan bir fosfor-igeren baglantiyr gdsterir,
burada morfolino halkalar, bir 1-atomlu fosfoamid baglantisi ile badlanir. Sekil 1E, bir
6-atomlu tekrarlama-birimi omurgasini dreten bir baglantiyr gésterir. Bu yapida, 5'
morfolino karbonunu fosfor grubuna baglayan Y atomu, sulfdr, nitrojen, karbon veya
tercihen oksijen olabilir. Fosfordan asilan X kismi, flor, bir alkil veya sibstite edilmig
alkil, bir alkoksi veya slbstute edilmis alkoksi, bir tiyoalkoksi veya sibstlite edilmis
tiyoalkoksi veya siklik yapilar, dérnedin, morfolinleri veya piperidinleri, iceren, siibstiite
edilmemis, mono-substite edilmis veya di-slbstite edilmis nitrojen olabilir. Alkil,
alkoksi ve tiyoalkoksi tercihen, 1-6 karbon atomu igerir. Z kisimlari, silfirdir veya

oksijendir ve tercihen oksijendir.

Sekiller 1F'de ve 1G'de gdsterilen baglantilar, 7-atomlu birim-uzunluktaki omurgalar icin
gosterilir. Sekil 1F'de, X kismi, Sekil 1E'de oldudu sekildedir ve Y kismi, metilen, silfar
veya tercihen, oksijen olabilir. Sekil 1G'de, X ve Y kisimlari, Sekil 1E'de oldugu
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sekildedir. Ozel olarak tercih edilen morfolino oligontkleotidleri, Sekil 1E'de gdsterilen
formdaki morfolino alt-birim yapilarindan olugsanlar i¢erir, burada X=NH:'dir, N(CHaz).'dir

veya 1-piperazindir veya basgka yukli gruptur, Y=0'dur ve Z=0'dur.

Yukarida bildirildigi Uzere, blylk dlglide yikslz oligonUkleotid, yukli badlantilar,
6rnegdin, her bir 2-5 yliksiiz badlanti ig¢in en fazla yaklasik 1, érnedin, her bir 10 yikslz
baglanti igin yaklasik 4-5, icermesi icin bulusun bir yoniine uygun sekilde modifiye
edilebilir. Belirli uygulamalarda, antisens aktivitesindeki optimal iyilestirme, omurga
baglantilannin yaklasik %25'i katyonik olugunda gbrilebilir. Belirli uygulamalarda,
glglendirme, kiguk bir sayida, érnedin, %10-20, katyonik baglanti ile veya burada
katyonik baglantilarin sayisi %50-80 araliginda, émegin, yaklasik %60, oldugunda
gordlebilir. Eklenmis katyonik omurga yikleri ile gérilen glg¢lendirme, bazi durumlarda,
ornegin, bu yukli baglantilarin en az %70'inin en-merkezdeki 10 baglanti igcinde
lokalize oldugu, 8 katyonik omurga baglantisi iceren bir 20-mer oligoniikleotid iginde,
antisens oligonukleotidin "merkez-bdlgesi" omurga baglantilarinin yakinindaki ylklerin

yiginini dagitma ile ilaveten guglendirilebilir.

Bulugsun antisens bilesikleri, yukarida alinti yapilan referanslarda veya asadida yikstz
ve katyonik omurga baglantilarinin bir karisimina sahip olan cligondkleoctidlerin sentezi
agisindan detaylandinlan yontemler kullanlarak, adim-adim kati-faz sentezi ile
hazirlanabilir. Bazi durumlarda, érnegin, bilesigin farmakokinetiklerini glglendirmek igin
veya yakalanmasini veya saptanmasini kolaylastirmak igin, antisens bilesige ilave
kimyasal kisimlar eklemek arzu edilebilir. Bu tarz bir kisim, standart sentetik
ybntemlere gbére, tipik olarak oligomerin bir ucuna, kovalent olarak tutturulabilir.
Ornegin, bir polietilenglikol kisminin veya bagka hidrofilik polimerin, érmegin, 10-100
monomerik alt-birime sahip olan birinin, eklenmesi ¢dzinirligl arttirmada yararh
olabilir. Bir veya birden fazla yuklia grup, drnegin, anyonik yukli grup, dmegin, bir

organik asit, hticre alimini arttirabilir.

Bir raportér kisim, ornedin, floresein veya bir radyoaktif olarak etiketlenmis grup,
saptama amagclari igin tutturulabilir. Alternatif olarak, oligomere tutturulmus olan
raportor etiket, bir etiketlenmis antikoru veya streptavidini, baglayabilen bir ligand,
ormegin, bir antijen veya biyotin olabilir. Bir antisens bilesigin tutturulmasi veya

modifikasyonu i¢in bir kismi secmede, genel olarak elbette biyo-uyumlu olan ve blylk
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olasilikla, istenmeyen yan etkiler olmadan, bir sije tarafindan tolere edilecek olan

kimyasal bilesiklerin gruplarimi secmek arzu edilir.

Yukarida bildirildigi (zere, antisens bilesiklerin bazilar, aralarina yukarida tarif edilen
tipteki yuksiz badlantilar konumlandinimis secilmis bir sayida katyonik baglantilar
icermesi igin yapilabilir. Hem yliksiz hem de katyonik, alt-birim-arasi baglantilar

tercihen, asagdidaki yapiya sahip olan, fosfor-iceren baglantilardir:

burada:
W, S'dir veya O'dur ve tercihen O'dur,
X = NR'R?'dir veya OR®dr,
Y = O'dur veya NR"dir,
ve oligomer icindeki s6z konusu her bir badlanti asagidakilerden segilir:
(a) yliksiiz baglanti (a), burada R"in, R”nin, R®nin ve R™nin her biri ba§imsiz

bir sekilde hidrojen ve diisik alkil arasindan segilir;

(b1) katyonik baglanti (b1), burada X = NR'R?dir ve Y= O'dur ve NR'R?, hir
opsiyonel stbstite edilmis piperazino grubunu temsil eder, béylece R'R? = -
CHRCHRN(R?*)(R*YCHRCHR-'dir, burada

her bir R, badimsiz bir sekilde H'dir veya CHa'tlr,

R*, H'dir, CH3'tir veya bir elektron giftidir ve

R, H, dasik alkil, &megin, CHi, C(=NH)NHz, Z-L-NHC(=NH)NH. ve
[C(OYCHR'NH]wH arasindan segilir, burada: Z, C(O)dur veya hir dodrudan
bagdir, L, alkil, alkoksi ve alkilaming arasindan segilen badlara sahip olan en
fazla 18 atom, tercihen en fazla 12 atom ve daha tercihen en fazla 8 atom
uzunlugundaki bir opsiyonel badlayicidir, R', bir dodal olugumlu amina asidin bir
yan zinciridir veya bunun bir- veya iki-karbonlu homologudur ve m, 1 ila 6

arahgindadir, tercihen 1 ila 4 arahigindadir;
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(b2) katyonik baglanti (b2), burada X = NR'R?dir ve Y = O'dur, R" = H'dir veya
CHs'tir ve R? = LNR?R*R™tir, burada L, R*® ve R?, yukarnda oldugu sekilde

tamimlanir ve R®, H'dir, diisiik alkildir veya disik (alkoksialkildir; ve

(b3) katyonik baglanti (b3), burada Y = NR"dir ve X = ORYdir ve R7 =
LNR*R*R>tir, burada L, R3, R* ve R®, yukarida oldugu sekilde tanimlanir ve R®,
H'dir veya diistik alkildir;

ve en az bir séz konusu baglanti, katyonik baglantilar {b1), (b2) ve (b3) arasindan

secilir.

Belirli uygulamalarda, bir oligomer ardisik en az iki (a) tipi baglanti (yans, yikstz
baglant) igerebilir. lave uygulamalarda, oligomer igindeki baglantilarin en az %5,
katyonik baglantilardir (yani, tip (b1), {b2) veya (b3)); dmegdin, badlantilann %10 ila
%60" ve tercihen %Z20-50'si, katyonik baglantilar olabilir.

Bir uygulamada, en az bir baglanti, (b1) tipidir, burada, tercihen, her bir R, H'dir, R%,
H'dir, CHa'tlir veya bir elektron giftidir ve R®, H, dlisik alkil, drnegin, CHs, C(=NH)NH>
ve C(O)-L-NHC(=NH)NH; arasindan segilir. R*in son iki uygulamasi sirasiyla,
pepirazin halkasina dogrudan tutturulmus wveya bir badlayict grup L've asili bir
guanidino kismi saglar. Sentez kolayhd igin, gosterildigi (izere, R® igindeki Z degiskeni,
tercihen C(O)'dur (karbonil).

Yukarida bildirildigi Uzere, badlayici grup L, L igindeki ug atomlarin (6megin, karbonile
veya nitrojene bitisik olanlann) karbon atomlan olasi kaydiyla, bunun omurgasi icinde
alkil (6rnegin, -CH>-CHz-), alkoksi (-C-O-) ve alkilamino (érnegin, -CH»>-NH-) arasindan
secilen baglar icerir. Dallanmis baglantilanin  (6rnegin, -CH>-CHCHs-) mumkin
olmasina ragmen, badlayici tercihen dallanmamistir. Bir uygulamada, baglayici, bir
hidrokarbon baglayicidir. Bu tarz bir baglayici, -{CH:z).- yapisina sahip olabilir, burada

n, 1-12 araliindadir, tercihen 2-8 aralidindadir ve daha tercihen 2-6 arahgindadir.

Morfolino alt-birimleri agagidaki yapiya sahip olabilir:
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(1)

burada Pi, bir baz-eslesme kismidir ve yukarida gdsterilen badlantilar, (i)'nin nitrojen
atomunu bir bitisik alt-birimin 5' karbonuna baglar. Baz-eslesme kisimlari Pi, ayni veya
farkh olabilir ve genel olarak, bir hedef nikleik asidi badlayan bir dizi saglamak icin
tasarlanir. Morfolino alt-birimlerini baglamak icin yukandaki (b1), (b2) ve (b3) tipi
baglantilanin  uygulamalarimin  kullanimi  agsagida oldugu sekilde grafiksel olarak

gosterilebilir:

(b1} (b2) (h3)

Tercihen, oligomer igindeki tim katyonik baglantilar, ayni tiptedir; yani, timu (b1) tipidir,

tiimil (2) tipidir veya timu {b3) tipidir.

llave uygulamalarda, katyonik baglantilar, asagida gésterildigi uzere, (b1') ve (b1")
baglantilar arasindan segilir, burada (b1') burada, bir "Pip" badlantisini ifade eder ve

(b1™} burada, bir "GuX" baglantisini ifade eder:



10

15

20

25

50

/
|
w=P—N(R'R?) W:FL—NF \N Hy*

| N/
(a) (bl")
. A

VAR NH;
wW=P—N N

| \ /\H/\/\/\N NH,
s 5 Ho o+
(b17)

Yukaridaki yapilarda, W, S'dir veya O'dur ve tercinen O'dur, R"in ve R¥nin her biri
bagimsiz bir sekilde, hidrojen ve diisik alkil arasindan segilir ve tercihen metildir; ve A,
hidrojeni veya (b1’) ve (b1") icindeki bir veya birden fazla karbon atomu lzerinde bir
araya-girmeyen slbstitienti temsil eder. Tercihen, piperazin halkasi igindeki halka
karbonlan  siabstite  edilmemistir;  bhununla  birlikte, bunlar, araya-girmeyen
substitlentler, érnegdin, metil veya flor, igerebilir. Tercihen, en fazla bir veya iki karbon
atomu bu sekilde sibstite edilir. llave uygulamalarda, baglantilarin en az %10'u, (b1')
veya (b1") tipidir; 6rnegdin, baglantilann %10-%60"1 ve tercihen %20 ila %50'si, (b1")
veya (b1") tipi olabilir.

Belirli uygulamalarda, oligomer yukarndaki (b1") tipi baglantilarn icermez. Altematif
olarak, oligomer (b1) tipi baglantilar icermez, burada her bir R, H'dir, R®, H'dir veya
CH'tlr ve R*, H'dir, CH3'tiir veya bir elektron giftidir.

Morfolino alt-birimleri ayrica, asagida ilaveten tarif edildigi (zere, fosfor-olmayan-bazli
alt-birim-arasi baglantilar ile de baglanabilir, burada en az bir baglanti, yukanda tarif

edildidi Gzere, bir asili katyonik grup ile modifiye edilir.

Bunlarin modifiye edilmemis halinde yikslz olan, ancak ayrica bir asih amin
substitienti de tasiyabilen bagka oligonikleotid analogu baglantilar kullamilabilir.
Ornegin, bir morfolino halkasi Uizerinde bir 5' nitrojen atomu, bir sulfamid baglantisinda

veya bir Ure baglantisinda kullanilabilir (burada fosfor sirasiyla karbon veya sulfir ile
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degistiriliry ve yukandaki (b3) yapisindaki 5'-nitrojen atomuna benzer bir gekilde

modifiye edilebilir.

Tam olarak katyonik-baglanmigs oligomerleri igeren, herhangi bir sayida katyonik
badlantiya sahip olan coligomerler sadlanir. Bununla birlikte, tercihen, oligomerler,
ornegin, %10-%80'i, parsiyel olarak yliklenir. Tercih edilen uygulamalarda, baglantilarin
yaklasik %10 ila %80'l ve tercihen %20 ila %50'si katyoniktir.

Bir uygulamada, katyonik badlantilar omurga boyunca aralikli konumlandirilir. Parsiyel
olarak yikli oligomerler tercihen, ardisik en az iki yliks(iz baglanti igerir; yani, oligomer
tercihen, bunun tOm uzunlugu boyunca bir kati bir gekilde dénisumla (alternatif)

paterne sahip dedildir.

Katyonik badlantilarin bloklarina ve yukstz baglantlann bloklarina sahip olan
oligomerler de disinilir; Ornegdin, ylksiz baglantilarin bir merkezi blokunun iki
yaninda, katyonik baglantilann bloklan yer alabilir veya tam tersi. Bir uygulamada,
oligomer yaklasik olarak esit-uzunlukta 5', 3" ve merkez bdlgelerine sahiptir ve merkez
bélgesindeki katyonik baglantilarin ylzdesi, yaklagik %50'den buydktar, tercihen
yaklagik %70'ten blyuktur.

Antisens uygulamalarinda kullanim igin oligomerler genel olarak, yaklasik 10 ila
yaklasik 40 alt-birim, daha tercihen yaklasik 10 ila 30 alt-birim ve tipik olarak 15-25 baz,
uzunlugu araligindadir. Ornegin, bulugun 19-20 alt-birime, bir antisens bilesik igin
kullanigh bir uzunluk, sahip olan bir oligomeri ideal olarak iki ila on, drnedin, dort ila
sekiz, katyonik baglantiya sahip olabilir ve geri kalanlar yiksuz baglantilardir. 14-15 alt-
birime sahip olan bir oligomer ideal olarak, iki ila yedi, éredin, 3,4 veya 5, katyonik

baglantiya sahip olabilir ve geri kalanlar yliks(z baglantilardir.

Her bir morfolino halka yapisi, tedavi edilmekte olan bir hiicrede veya bir sUjede bir
secilmis antisens hedefe hibridize olmasi igin tipik olarak tasarlanan baz eslesme
kisimlarinin bir dizisini olusturmak igin, bir baz eslesme kismini destekler. Baz eglesme
kismi, natif DNA veya RNA icinde bulunan bir plrin veya pirimidin {(érnegin, A, G, C, T
veya U) veya bir analog, drnegin, hipoksantin {nukleosid inosinin baz bileseni) veya 5-

metil sitozin olabilir.
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Yukarida bildirildi§i Uzere, belirli uygulamalar, PMO-X oligomerlerini ve modifiye edilmig
u¢ gruplara sahip olanlan iceren, yeni alt-birim-arasi baglantilar i¢eren oligomerlere
yoneliktir. Bazi uygulamalarda, bu oligomerler, kargilik gelen modifiye edilmemis
oligomerlere olana kiyasla DNA ve RNA i¢in daha ylkse afiniteye sahiptir ve bagka alt-
birim-arasi badlantilara sahip olan oligomerler ile karsilagtinldi§inda iyilestirilmis hicre
aktarimi, potens ve/veya doku dadilimi 6zellikleri gésterir. Bir uygulamada, oligomerler,
burada tanimlandi§i sekilde en az bir (B) tipi alt-birim-arasi baglanti igerir. Oligomerler
ayrica, burada tanimlandigi Gizere bir veya birden fazla (A) tipi alt-birim-arasi baglanti
da icerebilir. Cesitli baglanti tiplerinin ve oligomerlerin yapisal nitelikleri ve 6zellikleri,
asadidaki tartismada daha detayli bir gekilde tarif edilir. Bu ve ilgili oligomerlerin
sentezi, bitinuyle referans olarak eklenmis olan, misgterek U.S. Bagvuru No.
13/118,298'de tarif edilir.

(A) Baglantisi

Basvuru sahipleri, antisens aktivitesinin, biyo-dagilmin ve/veya diger arzu edilebilir
dzelliklerin glgclendiriimesinin gesitli alt-birim-arasi baglantilara sahip olan oligomerler
hazirlama ile optimize edilebilecedini bulmustur. Ornegdin, oligomerler opsiyonel olarak
(A) tipi bir veya birden fazla alt-birim-arasi baglanti igerebilir ve belirli uygulamalarda,
oligomerler (A) tipi en az hir badlanti icerir. Baz diger uygulamalarda, {A) tipi her bir
baglanti ayni yapiya sahiptir. (A) tipi baglantilar, burada butinuyle referans olarak
eklenmis olan, misterek U.S. Patent No. 7,943,762'de agiklanan baglantilar igerebilir.
(A) baglantisi asagidaki yapiya (l) veya bunun bir tuzuna veya izomerine sahiptir,
burada 3' ve 5', morfolino halkasinin (yani, asadida tartisilan yapi (i)), sirasiyla, 3' ve &'

uclarina tutturulma noktasini gdsterir:

W

\
X

S 3

/
Y.
L

I
5|

burada:

W, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde S'dir veya C'dur;
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X, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde -N{CHs);'dir, -NR'R?dir, -OR™'tlir

veya;

R5><
><

RE

(1D

Y, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde O'dur veya -NR?dir,

R", her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya metildir;

R?, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya -LNR*R°R”'dir;
R®, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya C1-Cs alkildir;

R* her bir bulunusunda, badimsiz bir sekilde hidrojendir, C4-Cs alkildir, -
C(=NH)NH3, -Z-L-NHC(=NH)NH: veya -[C(O)CHR'NH]H'dir, burada Z, -C(=0)
veya bir dogrudan bagdir, R, bir dogal olusumlu amino asidin bir yan zinciridir
veya bunun bir- veya iki-karbonlu homolagudur ve m, 1 ila 6 arahgindadir;

R®, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, metildir veya bir
elektron ciftidir;

RE, her bir bulunugunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya metildir;

R’, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir C+-Cs alkildir veya C-
Cs alkoksialkildir; ve

L, alkil, alkoksi veya alkilamino gruplarini veya bunlarin kombinasyonlarini

iceren en fazla 18 atom uzunlugundaki bir opsiyonel baglayicidir.

Bazi érneklerde, oligomer, (A) tipi en az bir badlanti igerir. Bazi dider uygulamalarda,
oligomer (A) tipi en az iki ardisik baglant icerir. ilave uygulamalarda, oligomer icindeki
baglantilanin en az %5'i, (A) tipidir; 6érnedin, bazi uygulamalarda, baglantilarin %5-
%95'i, %10 ila %90'1, %10 ila %50'si veya %10 ila %35'i (A) tipi bagdlanti olabilir. Diger
spesifik uygulamalarda, en az bir (A) tipi baglanti, -N(CHz).'dir. Diger uygulamalarda,
(A) tipi her bir baglanti, -N(CHa).'dir. Diger uygulamalarda, en az bir (A) tipi baglant,
piperizin-1-ildir, érnedin, substite edilmemis piperazin-1-ildir (drnegdin, A2 veya A3).
Diger uygulamalarda, en az bir (A) tipi badlanti, piperizin-1-ildir, drnegin, substite

edilmemis piperazin-1-ildir.
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Bazi uygulamalarda, W, her bir bulunusunda, badimsiz bir sekilde S'dir veya O'dur ve

belirli uygulamalarda, W, O'dur.

Bazi uygulamalarda, X, her bir bulunusunda, badimsiz bir sekilde -N(CHs).'dir, -
NR'Rzdir, -OR™ur. Bazl uygulamalarda, X, -N(CHz)'dir. Diger yonlerinde, X, -
NR'R2dir ve diger drneklerde, X, -ORtlr.

Bazi uygulamalarda, R, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya

metildir. Bazi uygulamalarda, R', hidrojendir. Diger uygulamalarda, X, metildir.

Bazi uygulamalarda, R?, her bir bulunusunda, hidrojendir. Diger uygulamalarda, R?, her
bir bulunusunda, -LNR*R°R"dir. BazI uygulamalarda, R®* her bir bulunusunda,
bagdimsiz bir sekilde hidrojendir veya Ci-Cs alkildir. Diger uygulamalarda, R3, metildir.
Daha baska uygulamalarda, R®, etildir. Bazi diger uygulamalarda, R?® n-propildir veya
izopropildir. Bazi diger uygulamalarda, R® C. alkildir. Diger uygulamalarda, R3, Cs

alkildir. Bazi uygulamalarda, R®, Cs alkildir.

Belirli uygulamalarda, R*, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir. Diger
uygulamalarda, R* metildir veya etildir. Daha baska uygulamalarda, R* -
C(=NH)NHz2'dir ve dider uygulamalarda, R -Z-L-NHC(=NH)NH.'dir. Daha da baska
uygulamalarda, R*, -[C(=O)CHR'NH].H'dir. Bir uygulamada, Z, -C(=0O)-'dur ve bir
baska uygulamada, Z, bir dogrudan bagdir. R', bir dogal clusumlu amino asidin bir yan
zinciridir. Bazi uygulamalarda, R', bir dodal olusumlu amino asidin bir yan zincirinin bir-

veya iki-karbonlu homologudur.

m, 1 ila 6 arahgindaki bir tam sayidir. m, 1 olabilir. m, 2 olabilir, m, 3 oclabilir, m, 4

olabilir, m, 5 olabilir, m, 6 olabilir.

Bazi uygulamalarda, R®, her bir bulunugunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, metildir
veya bir elektron ciftidir. Bazi uygulamalarda, R®, hidrojendir. Diger uygulamalarda, R®,

metildir. Daha baska uygulamalarda, R®, bir elektron giftidir.

Bazi uygulamalarda, RS, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya

metildir. Bazi uygulamalarda, R®, hidrojendir. Diger uygulamalarda, R®, metildir.



10

15

20

25

30

55

Diger uygulamalarda, R’, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, C1-Cs
alkildir veya C.-Cs alkoksialkildir. Bazi uygulamalarda, R7, hidrojendir. Diger
uygulamalarda, R’, C4-Cs alkildir. Daha baska uygulamalarda, R?, C,-Cs alkoksialkildir.
Baz) uygulamalarda, R’, metildir. Diger uygulamalarda, R’, etildir. Daha baska
uygulamalarda, R’, n-propildir veya izopropildir. Bazi diger uygulamalarda, R’, C4
alkildir. Bazi uygulamalarda, R, Cs alkildir. Bazi uygulamalarda, R’, Cs alkildir. Daha
baska uygulamalarda, R’, C: alkoksialkildir. Bazi diger uygulamalarda, R’, Cs
alkoksialkildir. Daha bagka uygulamalarda, R’, C4 alkoksialkildir. Bazi uygulamalarda,
R’, Cs alkoksialkildir. Diger uygulamalarda, R, Cgs alkoksialkildir.

Yukarida bildirildidi Gzere, badlayici grup L bunun omurgasinda, L i¢indeki ug atomlarin
(6megdin, karbonile veya nitrojene bitisik olanlarin) karbon atomlarn olmasi kaydiyla,
alkil (drnegin, -CH2-CH2-), alkoksi (drnegdin, -C-0O-C-) ve alkilamino {6rnegin, -CH2-NH-
) arasindan segilen baglar icerir. Dallanmis baglantilarin (6rnegin, -CH2-CHCH3-)
mumkin olmasina ragmen, badlayici, genel olarak, dallanmamistir. Bir uygulamada,
baglayici, bir hidrokarbon baglayicidir. Bu tarz bir badlayici, (CH2).- yapisina sahip
olabilir, burada n, 1-12 araliindadir, tercihen 2-8 araliyindadir ve daha tercihen 2-6

araligindadir.

Herhangi bir sayida (A) tipi badlantiya sahip olan oligomerer sadlanir. Baz
uygulamalarda, oligomer, (A) tipi baglanti icermez. Belirli uygulamalarda, baglantilann
yizde 5', 10'u, 20'si, 30'u, 40", 50'si, 60", 70', 80" veya 90", (A) tipi baglantidir.
Segilmis uygulamalarda, badlantilarin yizde 10 ila 80'i, 20 ila 80'i, 20 ila 60", 20 ila
50'si, 20 ila 40" veya 20 ila 35'i, (A) tipi baglantidir.

(B) Baglantisi

Bazi uygulamalarda, oligomerler, (B) tipi en az bir baglant igerir. Ornegin, oligomerler,
1, 2, 3, 4, 5, 6 veya daha fazla (B) tipi baglanti igerebilir. {B) tipi baglantilar, bitisik
olabilir veya oligomer boyunca aralikh konumlandirilabilir. (B) tipi baglanti, asagidaki

vapiya () veya bunun bir tuzuna veya izomerine sahiptir:
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W

X/P\f

;\

3|

AnAAR

I

ey

burada:

W, her bir bulunugunda, bagimsiz bir sekilde S'dir veya O'dur;

X, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde -NR®*R®dur veya -OR¥tlr; ve

Y, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde O'dur veya -NR"”dur,

R?, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya C4-Cs alkildir;

R®, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya C»-C12 alkildir;

R®, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, C4-C12 alkildir, C1-C12
aralkildir veya arildir;

R, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, C4+-C+. alkildir veya -
LNR*R°R”'dir;

burada R® ve R? bir 5-18 liyeli mono veya bisiklik heterosiklik olusturmak igin
birlesebilir veya R®, RY veya R?, bir 5-7 Uyeli heterosiklik olusturmak igin R ile
birlesebilir ve burada X, 4-piparazino cldugunda, X, asagidaki yapiya (lIl)
sahiptir:

R12
VAR
N N—§-
R L‘J
R12

(111)

burada:

R, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde C,-Ci; alkildir, C-Cy2
aminoalkildir, C4-C1z alkilkarbonildir, arildir, heteroarildir veya heterosikliktir;

R, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde bir elektron c¢iftidir, hidrojendir veya
C1-Ca2 alkildir; ve

R'2, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde, hidrojendir, C+-C+2 alkildir, C1-C12
aminoalkildir, -NHz, -NR™R", -NR"*R™R'S, C4-C;; alkilkarbonildir, oksodur, -CN,
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triflorometildir, amidildir, amidinildir, amidinilalkildir, amidinilalkilkarbonil
guanidinildir, guanidinilalkildir, guanidinilalkilkarbonildir, kolattir, deoksikolattir,
arildir, heteroarildir, heterosikliktir, -SR™ veya C4-C1; alkoksidir, burada R"?, R™

ve R', her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde C+-C. alkildir.

Bazi orneklerde, oligomer, (B) tipi bir baglant icerir. Bazi diger uygulamalarda,
oligomer, (B) tipi iki baglanti igerir. Bazi diger uygulamalarda oligomer, (B) tipi (¢
baglanti igerir. Bazi diger uygulamalarda, oligomer, (B) tipi dort baglanti igerir. Daha da
baska uygulamalarda, (B) tipi baglantilar ardisiktir (yani, (B) tipi baglantilar, birbirine
bitisiktir). llave uygulamalarda, oligomer igindeki baglantilarin en az %5'i (B) tipidir;
ornegin, bazi uygulamalarda, baglantilarin %5-%95', %10 ila %90", %10 ila %50'si
veya %10 ila %35'i (B) tipi bagdlanti olabilir.

Diger uygulamalarda, R? her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya
C+-Cs alkildir. Daha baska uygulamalarda, R®, metil olabilir. Bazi uygulamalarda, R3,
etil olabilir. Bazi dijer uygulamalarda, R*, n-propil veya izopropil olabilir. Daha baska
uygulamalarda, R® C4 alkil olabilir. Bazi uygulamalarda, R*, Cs alkil olabilir. Bazi

uygulamalarda, R?, Cs alkil olabilir.

Baz) uygulamalarda, R®, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir veya C»-
C.2 alkildir. Bazi uygulamalarda, R, hidrojendir. Daha bagka uygulamalarda, R®, etildir.
Bazi diger uygulamalarda, R®, n-propildir veya izopropildir. Bazi uygulamalarda, R®, C,
alkildir. Daha bagka uygulamalarda, R®, Cs alkildir. Diger uygulamalarda, R®, Cs alkildir.
Bazl uygulamalarda, R®, C; alkildir. Daha baska uygulamalarda, R®, Cs alkildir. Diger
uygulamalarda, R®, Cg alkildir. Daha baska uygulamalarda, R8, Cio alkildir. Bazi diger
uygulamalarda, R®, Ciq alkildir. Daha bagka uygulamalarda, R®, Cq, alkildir. Bazi diger
uygulamalarda, R8, C,-C; alkildir ve Co-C12 alkil, bir veya birden fazla ikili bag (6rnegin,
alken), G¢li bag {6rmegin, alkin) veya her ikisini igerir. Bazi uygulamalarda, R®, stbstiite

edilmemis C2-C12 alkildir.

Bazi uygulamalarda, R®, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, C1-C12
alkildir, C+-C12 aralkildir veya arildir. Bazi uygulamalarda, R®, hidrojendir. Daha baska
uygulamalarda, R° Ci-Ci, alkildir. Diger uygulamalarda, R®, metildir. Daha baska
uygulamalarda, R®, etildir. Baz diger uygulamalarda, R®, n-propildir veya izopropildir.

Baz uygulamalarda, R% C, alkildir. Bazi uygulamalarda, R® Cs alkildir. Daha baska
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uygulamalarda, R% Ce alkildir. Bazi diger uygulamalarda, R® C; alkildir. Bazi
uygulamalarda, R® Cg alkildir. Bazi uygulamalarda, R° Co alkildir. Bazi diger
uygulamalarda, R® Cio alkildir. Bazi diger uygulamalarda, R®, Cq, alkildir. Daha baska

uygulamalarda, R, C., alkildir.

Bazi dijer uygulamalarda, R® Ci-Ciz aralkildir. Ornegin, bazi uygulamalarda n, R,
benzildir ve benzil opsiyonel olarak, fenil halkasi veya benzilik karbon Uzerinde
sibstiite edilebilir. Bu badlamlarda sibstitiientler, alkil ve alkoksi gruplarini, érnegin,
metili veya metoksiyi, icerir. Bazi uygulamalarda, benzil grubu benzilik karbonda metil

10 ile siibstite edilir. Ornegdin, bazi uygulamalarda, R®, asagidaki yapiya {XIV) sahiptir:

CHs
R16
2y _e‘f\
\/ =
RWS
(XTV)

Diger uygulamalarda, R®, arildir. Ornegin, bazi uygulamalarda, R®, fenildir ve fenil,
15  opsiyonel olarak sibstiite edilebilir. Bu baglamdaki siibstitlientler slbstitientler, alkil ve
alkoksi gruplarini, érnegin, metili veya metoksiyi, icerir. Diger uygulamalarda, R®,
fenildir ve fenil, bir ta¢c eter kismi, édmegin, bir 12-18 uyeli ta¢ eter, icerir. Bir
uygulamada, ta¢ eter, 18 Uyelidir ve ilaveten bir ilave fenil kismi icerir. Ornedin, bir
uygulamada, R®, asadidaki yapilarin (XV) veya (XVI) birine sahiptir:
20

e

16 °
R
PG o
. o
A K/-o h2Y
RS veya \J
(XV) (XVD)

Bazi uygulamalarda, R'®, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, C1-C12
alkildir veya -LNR*R®R™dir, burada R* R® ve R’, (A) baglantisi acisindan yukarida
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tamimlandidi sekildedir. Diger uygulamalarda, R, hidrojendir. Diger uygulamalarda,
R', C4-Ci2 alkildir ve dider uygulamalarda, R', -LNR*R°R"dir. Bazi uygulamalarda,
R, metildir. Daha baska uygulamalarda, R'®, etildir. Bazi uygulamalarda, R, Cs;
alkildir. Baz1 uygulamalarda, R, C, alkildir. Daha baska uygulamalarda, R'®, Cs
alkildir. Bazi diger uygulamalarda, R'®, C; alkildir. Diger uygulamalarda, R'®, C; alkildir.
Daha bagka uygulamalarda, R, Cs alkildir. Bazi uygulamalarda, R'®, Cg alkildir. Diger
uygulamalarda, R, G alkildir. Daha bagka uygulamalarda, R'?, Cy, alkildir. Bazi diger

uygulamalarda, R'°, Cs2 alkildir.

Bazi uygulamalarda, R® ve R® bir 5-18 (iyeli mono veya bisiklik heterosiklik olusturmak

icin birlegir. Baz1 uygulamalarda, heterosiklik, bir 5 wveya 6 uyeli monosiklik
heterosikliktir. Ornedin, bazi uygulamalarda, (B) baglantis), asadidaki yapiya {IV)

sahiptir:

{IV)

Diger uygulamalarda, heterosiklik, bisiklik, érnegin, bir 12-Gyeli bisiklik heterosikliktir.
Heterosiklik, piperizinil olabilir. Heterosiklik, morfolino olabilir. Heterosiklik, piperidinil
olabilir. Heterosiklik, dekahidroizokuinolin olabilir. Temsili heterosiklikler asagidakileri

igerir:

R12
AR
R &|J

RTE

(L

25

R12
12 _\N__
X0

V)

Q
\\J

R12

/_‘_\N_g_ RI{’\

R12 : R12

(V1) (VD)

[/ ‘/N_g_.

ve
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R12
(e
Rﬂz/ \N_E_
-
R
(VI

Bazi uygulamalarda, R" is, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde C2-Cq2 alkildir,

C1-C12 aminoalkildir, arildir, heteroarildir veya heterosiklildir.

Bazi uygulamalarda, R, C.-Cs; alkildir. Bazi uygulamalarda, R, etildir. Diger
uygulamalarda, R"", Cs alkildir. Daha baska uygulamalarda, R, izopropildir. Bazi diger
uygulamalarda, R'", Cs alkildir. Diger uygulamalarda, R'", Cs alkildir. Bazi
uygulamalarda, R", Cg alkildir. Diger uygulamalarda, R', C; alkildir. Bazi
uygulamalarda, R", Cs alkildir. Diger uygulamalarda, R, Cy alkildir. Daha baska
uygulamalarda, R, Cio alkildir. Bazi diger uygulamalarda, R', Ci alkildir. Bazi

uygulamalarda, R'", Cs2 alkildir.

Diger wuygulamalarda, R'", C-Ciz aminoalkildir. Baz uygulamalarda, R
metilaminodur. Bazi uygulamalarda, R, etilaminodur. Diger uygulamalarda, R", Cs
aminoalkildir. Daha baska uygulamalarda, R", C, aminoalkildir. Bazi diger
uygulamalarda, R"!, Cs aminoalkildir. Diger uygulamalarda, R"', Cs aminoalkildir. Daha
baska uygulamalarda, R, C; aminoalkildir. Bazi uygulamalarda, R'!, Cs aminoalkildir.
Diger uygulamalarda, R'", Cs aminoalkildir, Daha baska uygulamalarda, R'', Ciq
aminoalkildir. Bazi diger uygulamalarda, R', C41 aminoalkildir. Diger uygulamalarda,

R Ci, aminoalkildir.

Diger uygulamalarda, R, C4-Cy; alkilkarbonildir. Daha baska uygulamalarda, R'", C,
alkilkarbonildir. Diger uygulamalarda, R'!, C. alkilkarbonildir. Bazi uygulamalarda, R,
C; alkilkarbonildir. Daha baska uygulamalarda, R', Cs alkilkarbonildir, Bazi
uygulamalarda, R'', Cs alkilkarbonildir. Bazi diger uygulamalarda, R'", Cs
alkilkarbonildir. Diger uygulamalarda, R', C; alkilkarbonildir. Daha baska
uygulamalarda, R", Cs alkilkarbonildir. Bazi uygulamalarda, R", Cs alkilkarbonildir.

Daha basgka uygulamalarda, R, C+o alkilkarbonildir. Bazi diger uygulamalarda, R"", Ci1
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alkikkarbonildir. Bazi uygulamalarda, R'', Ci; alkilkarbonildir. Daha baska
uygulamalarda, R, -C(=0)(CH2),CO2H'dir, burada n, 1 ila 6 araligindadir. Ornegin,
bazi uygulamalarda, n, 1'dir. Diger uygulamalarda, n, 2'dir. Daha baska uygulamalarda,
n, 3'tdr. Baz difer uygulamalarda, n, 4'tir. Daha baska uygulamalarda, n, 5'ir. Diger

uygulamalarda, n, 6'dir.

Diger uygulamalarda, R, arildir. Ornegin, bazi uygulamalarda, R'", fenildir. Bazi

uygulamalarda, fenil, drnedin, bir nitro grubu ile, siibstiite edilir.

Diger uygulamalarda, R"', heteroarildir. Ornedin, bazi uygulamalarda, R, piridinildir.

Diger uygulamalarda, R", pirimidinildir.

Diger uygulamalarda, R', heterosiklildir. Ornegin, bazi uygulamalarda, R,

piperidinildir, drnedin, piperidin-4-ildir.

Bazi uygulamalarda, R, etildir, izopropildir, piperidinildir, pirimidinildir, kolattir,
deoksikolattir veya -C(=0)(CH2),CO:H'dir, burada n, 1 ila 6 arahigindadir.

Baz) uygulamalarda, R, bir elektron ciftidir. Diger uygulamalarda, R, hidrojendir ve diger
uygulamalarda, R, C+-C12 alkildir. Bazi uygulamalarda, R, metildir. Bazi uygulamalarda,
R, etildir. Diger uygulamalarda, R, C; alkildir. Daha baska uygulamalarda, R,
izopropildir. Bazi diger uygulamalarda, R, C4 alkildir. Daha baska uygulamalarda, R, Cs
alkildir. Bazi uygulamalarda, R, Cs alkildir. Diger uygulamalarda, R, C; alkildir. Daha
baska uygulamalarda, R, Cg alkildir. Dider uygulamalarda, R, Co alkildir. Baz
uygulamalarda, R, Cio alkildir. Daha bagka uygulamalarda, R, Ci; alkildir. Bazi
uygulamalarda, R, C; alkildir.

Baz) uygulamalarda, R'?, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde, hidrojendir, C+-C1»
alkildir, C1+-C1z aminoalkildir, -NH,, -NR™¥R'" -NR"¥R"R'5, oksodur, -CN, triflorometildir,
amidildir, amidinildir, amidinilalkildir, amidinilalkilkarbonildir, guanidinildir,
guanidinilalkildir, guanidinilalkilkarbonildir, kolattir, deoksikolattir, arildir, heteroarildir,
heterosikliktir, -SR™ veya C4-Ci2 alkoksidir, burada R', R ve R, her bir
bulunusunda, bagimsiz bir sekilde C4-C+» alkildir.
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Bazi uygulamalarda, R', hidrojendir. Bazi uygulamalarda, R'?, C4-Ci2 alkildir. Bazi
uygulamalarda, R', C4-Ci; aminoalkildir. Bazi uygulamalarda, R', -NH;'dir. Bazi
uygulamalarda, R'¢, -NR™R™tir. Bazi uygulamalarda, R', -NR"R'R'>tir. Bazi
uygulamalarda, R'?, C4-Cq; alkikarbonildir. Bazi uygulamalarda, R'?, oksodur. Bazi
uygulamalarda, R', -CN'dir. Bazl uygulamalarda, R, triflorometildir. Bazi
uygulamalarda, R' amidildir. Bazi uygulamalarda, R, amidinildir. Baz
uygulamalarda, R'2, amidinilalkildir. Bazi uygulamalarda, R'2, amidinilalkilkarbonildir.
Bazi uygulamalarda, R, guanidinildir, 6rmedin, mono metilguanidinildir veya
dimetilguanidinildir. Bazi uygulamalarda, R', guanidinilalkildir. Bazi uygulamalarda,
R'2, amidinilalkilkarbonildir. Bazi uygulamalarda, R, kolattir. Bazi uygulamalarda, R'?,
deoksikolattir. Bazi uygulamalarda, R, arildir. Bazi uygulamalarda, R'?, heteroarildir.
Bazi uygulamalarda, R'?, heterosikliktir. Bazi uygulamalarda, R, -SR"™'tir. Bazi

uygulamalarda, R', C+-C+; alkoksidir. Bazi uygulamalarda, R'?, dimetil amindir.

Diger uygulamalarda, R'?, metildir. Daha baska uygulamalarda, R'?, etildir. Baz
uygulamalarda, R', C; alkildir. Bazi uygulamalarda, R' izopropildir. Bazi
uygulamalarda, R'2, C, alkildir. Diger uygulamalarda, R'2, Cs alkildir. Daha baska
uygulamalarda, R'?, Cs alkildir. Bazi diger uygulamalarda, R'2, C; alkildir. Bazi
uygulamalarda, R'?, Cs alkildir. Daha baska uygulamalarda, R', Cs alkildir. Bazi
uygulamalarda, R', Cio alkildir. Daha baska uygulamalarda, R', C alkildir. Diger
uygulamalarda, R', C.. alkildir. Daha baska uygulamalarda, alkil kismi, bir eter kismi,
ornegin, bir metoksimetil kismi, olusturmak igin bir veya birden fazla oksijen atomu ile

sUbstite edilir.

Bazi uygulamalarda, R'?, metilaminodur. Diger uygulamalarda, R'?, etilaminodur. Daha
baska uygulamalarda, R'?, C3 aminoalkildir. Bazi uygulamalarda, R'2, C4 aminoalkildir.
Daha bagka uygulamalarda, R'?, Cs aminoalkildir. Bazi diger uygulamalarda, R, Cs
aminoalkildir. Bazi uygulamalarda, R', C; aminoalkildir. Baz uygulamalarda, R'?, Cs
aminoalkildir. Daha baska uygulamalarda, R', Cg aminocalkildir. Bazi diger
uygulamalarda, R', Ci aminoalkidir. Daha baska uygulamalarda, R'?, Ci;
aminoalkildir. Diger uygulamalarda, R'?, Ci2 aminoalkildir. Bazi uygulamalarda, amino
alkil, bir dimetilamino alkildir.

Daha baska uygulamalarda, R'2, asetildir. Bazi diger uygulamalarda, R, C,

alkilkarbonildir. Bazi uygulamalarda, R', C; alkilkarbonildir. Daha baska



10

15

20

25

30

63

uygulamalarda, R'?, Cs alkilkarbonildir. Bazi uygulamalarda, R?, Cs alkilkarbonildir.
Daha baska uygulamalarda, R, Cs alkilkarbonildir. Bazi diger uygulamalarda, R?, C;
alkilkarbonildir. Bazi uygulamalarda, R, Cg alkilkarbonildir. Daha bagska
uygulamalarda, R', C, alkilkarbonildir. Bazi diger uygulamalarda, R', Ci
alkilkarbonildir. Bazi uygulamalarda, R'?, C+1 alkilkarbonildir. Diger uygulamalarda, R'?,
Cq2 alkilkarbonildir. Alkilkarbonil bir karboksi kismi ile sibstite edilir, &rnegin,
alkilkarbonil bir suksinik asit kismi (yani, bir 3-karboksialkilkarbonil) olusturmak igin

siibstiite edilir. Diger uygulamalarda, alkilkarbonil bir ug -SH grubu ile siibstiite edilir.

Bazi uygulamalarda, R'?, amidildir. Bazi uygulamalarda, amidil, 6rnegin, -SH, karbamat
veya bunlarin kembinasyonlari ile, ilaveten substite edilmis bir alkil kismi icerir. Diger
uygulamalarda, amidil, bir aril kismi, &rnegdin, fenil, ile slbstite edilir. Belirli

uygulamalarda, R', (IX) asagidaki yapiya sahip olabilir:

R16
R'\S // O
LA
R‘I‘S/\:_ HN—S—
R16 é
(1X)

burada R, her bir bulunusunda, badimsiz bir sekilde hidrojendir, C+-C12 alkildir, C1-C12

alkoksidir, -CN'dir, arildir veya heteroarildir.

Bazi uygulamalarda, R', metoksidir. Diger uygulamalarda, R', etoksidir. Daha baska
uygulamalarda, R'?, C; alkoksidir. Bazi uygulamalarda, R, C, alkoksidir. Bazi
uygulamalarda, R"?, Cs alkoksidir. Bazi diger uygulamalarda, R"?, Cs alkoksidir. Diger
uygulamalarda, R", C; alkoksidir. Bazi diger uygulamalarda, R', Cg alkoksidir. Bazi
uygulamalarda, R, C, alkoksidir. Diger uygulamalarda, R', Cio alkoksidir. Bazi

uygulamalarda, R'?, C1s alkoksidir. Daha bagka uygulamalarda, R'?, C, alkoksidir.

Belirli uygulamalarda, R, pirrolidinildir, érnegin, pirrolidin-1-ildir. Diger uygulamalarda,
R'2, piperidinildir, dmegin, piperidin-1-ildir veya piperidin-4-ildir. Bir bagka uygulamada,
R'2, morfolinodur, érnedin, marfolin-4-ildir. Diger uygulamalarda, R'2, fenildir ve hatta
ilave uygulamalarda, fenil, érnedin, bir nitro grubu ile, stbstilite edilir. Daha da bagka

uygulamalarda, R'?, pirimidinildir, érnegin, pirimidin-2-ildir.
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Diger uygulamalarda, R'3, R' ve R, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde C1-C12
alkildir. Bazi uygulamalarda, R, R™ veya R'", metildir. Daha baska uygulamalarda,
R’, R veya R, etildir. Diger uygulamalarda, R™, R veya R, C; alkildir. Daha
baska uygulamalarda, R"™, R veya R'®, izopropildir. Diger uygulamalarda, R'®, R™
veya R, Cs alkildir. Bazi uygulamalarda, RS, R veya R, Cs alkildir. Bazi diger
uygulamalarda, R", R™ veya R'®, C; alkildir. Diger uygulamalarda, R'3, R™ veya R'S,
C; alkildir. Daha baska uygulamalarda, R, R"™ veya R'", C; alkildir. Diger
uygulamalarda, R, R™ veya R", Cq alkildir. Baz1 uygulamalarda, R™, R™ veya R,
Ci alkildir. Bazi uygulamalarda, R'™, R'™ veya R'", Ci alkildir. Daha baska

uygulamalarda, R™, R veya R'®, Cy alkildir.

Yukarida bildirildigi (zere, bazi uygulamalarda, R'?, bir aril kismi ile siibstiite edilmig
amidildir. Bu baglamda, R'™®nin her bir bulunusunda, ayni veya farkli olabilir. Bu
uygulamalarin bazilarinda, R, hidrojendir. Diger uygulamalarda, R'®, -CN'dir. Diger
uygulamalarda, R'®, heteroarildir, Grnegin, tretrazolildir. Belirli diger uygulamalarda, R'S,
metoksidir. Diger uygulamalarda, R, arildir ve aril opsiyonel olarak siibstiite edilir. Bu
badlamda opsiyonel substitientler asadidakileri igerir: C4-Cq2 alkil, C4-Cy2 alkoksi,

ornedin, metoksi; trifloromeoksi; halo, érnedin, kloro; ve triflorometil.

Diger uygulamalarda, R'®, metildir. Daha baska uygulamalarda, R'®, etildir. Baz
uygulamalarda, R'®, C; alkildir. Bazi diger uygulamalarda, R'®, izopropildir. Daha baska
uygulamalarda, R, C, alkildir. Diger uygulamalarda, R'®, Cs alkildir. Daha baska
uygulamalarda, R'®, Cs alkildir. Bazi diger uygulamalarda, R'®, C; alkildir. Baz
uygulamalarda, R, Cg alkildir. Daha baska uygulamalarda, R'®, Cs alkildir. Bazi diger
uygulamalarda, R'®, Ci alkildir. Diger uygulamalarda, R'®, Ciy alkildir. Bazi diger

uygulamalarda, R'®, Cq, alkildir.

Baz) uygulamalarda, R, metoksidir. Baz uygulamalarda, R, etoksidir. Daha baska
uygulamalarda, R®, C; alkoksidir. Bazi diger uygulamalarda, R'®, C, alkoksidir. Diger
uygulamalarda, R'®, Cs alkoksidir. Bazi diger uygulamalarda, R'®, Cs alkoksidir. Daha
baska uygulamalarda, R'®, C; alkoksidir. Bazi dijer uygulamalarda, R'¢, Cs alkoksidir.
Daha basgka uygulamalarda, R'®, Cg alkoksidir. Bazi diger uygulamalarda, R'®, Cig
alkoksidir. Bazi uygulamalarda, R'®, Cqs alkoksidir. Bazi difer uygulamalarda, R, Ci.

alkoksidir.
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Bazi diger uygulamalarda, R® ve R®, bir 12-18 lyeli tac eter olusturmak icin birlesir.
Ornegin, bazi uygulamalarda, tac eter, 18 Uyelidir ve diger uygulamalarda, tag eter, 15
tyelidir. Belirli uygulamalarda, R® ve R®, asagidaki yapilarin (X) veya (XI) birine sahip

olan bir heterosiklik olusturmak igin birlesir:

Bazi uygulamalarda, R® R® veya R® bir 5-7 Uyeli heterosiklik olusturmak igin R ile
birlesir. Ornegin, bazi uygulamalarda, R®, bir 5-7 Gyeli heterosiklik olugturmak igin R
ile birlesir. Bazl uygulamalarda, heterosiklik, 5-Oyelidir. Diger uygulamalarda,
heterosiklik, B6-Uyelidir. Diger uygulamalarda, heterosiklik, 7-uyelidir. Baz

uygulamalarda, heterosiklik, asagidaki yapi (X11) ile temsil edilir:

12
R W
o\
, ~
z S
NS P
R12 S

burada Z', bir 5-7 Uyeli heterosiklik'i temsil eder. Yapinin (XI) beliri uygulamalarinda,
R'2, her bir bulunusunda, hidrojendir. Ornegdin, (B) baglantisi, asadidaki yapilarin (B1),
(B2) veya (B3) birine sahip olabilir;
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Belirli diger uygulamalarda, R'?, bir arilfosforil kismi, Grnedin, bir trifenil fosforil kismi, ile
ilaveten substite edilmis C4-Cy2 alkilkarbonildir veya amidildir. Bu yapiya sahip olan
baglantilanin émekleri, B56'y1 ve B55'i icerir.

Belirli uygulamada, (B) baglantisi, A1-A5 arasindaki yapilarin herhangi birine sahip
degildir. Tablo 3, temsili (A) ve (B) tipi badlantilar gosterir.

Tablo 3. Temsili Alt-birim-aras| Baglantilar

No. Adi Yapisi
C
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Adi Yapisi
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Dizilerde ve asagidaki tartismada, badlantilar igin yukandaki adlar sikhkla kullanihr.
Ornegin, bir PMO®" baglantisi igeren bir baz, ®"B olarak gdsterilir, burada B, bir
bazdir. Diger baglantilar benzer sekilde gosterili. Buna ek olarak, kisaltimig

gbsterimler  kullanilabilir, &rnegin, parantezler igcindeki Kkisaltlmig gdsterimler
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kullanilabilir (6rnedin, B, ®"B'yi ifade eder). Diger kolaylikla tanimlanabilir kisaltmalar

da kullanilabilir.

Yukarnidaki bildirildigi zere, mevcut agiklama ayrica, modifiye edilmis ug gruplari iceren
bir oligomer de saglar. Basvuru sahipleri, oligomerin 3' ve/veya 5' ucunun cesitli
kimyasal kisimlar ile maodifikasyonunun, oligomerlere vyararh terapodtik 6zellikler
(6rnegin, arttinlmis hicresel alim, potens ve/veya doku dagilimi, vb.) sagladigini
bulmustur. Cesitli uygulamalarda, modifiye edilmis ug gruplan, bir hidrofobik kismi
icerirken, diger uygulamalarda, modifiye edilmis ug gruplan bir hidrofilik kismi icerir.
Modifiye edilmis u¢ gruplar, yukarida tarif edilen badlantilar ile veya bunlar olmadan
bulunabilir. Ornegin, bazi uygulamalarda, oligomerler bir veya birden fazla modifiye
edilmis ug grup ve (A) tipi badlantilar, drnedin, burada X'in, -N(CHs); oldugu hadlantilar,
igerir. Diger uygulamalarda, oligomerler bir veya birden fazla modifiye edilmis u¢ grup
ve (B) tipi baglantilar, érnegin, burada X'in, 4-aminopiperidin-1-il (yani, APN) oldugu
badlantilar, igerir. Daha baska uygulamalarda, oligomerler bir veya birden fazla
modifiye edilmis ug grup ve (A) ve (B) baglantilarinin bir kansimini igerir. Ornegin,
oligomerler, bir veya birden fazla modifiye edilmis u¢ grup (drmegin, tritil veya trifenil
asetil) ve burada X'in, -N(CHa)> oldudu badlantilar ve burada X'in, 4-aminopiperidin-1-il
oldugu baglantilar igerebilir. Modifiye edilmis u¢ gruplarin ve modifiye edilmis

baglantilarin dijer kombinasyonlarn da cligomerlere olumlu terapétik dzellikler sadlar.,

Bir uygulamada, u¢ modifikasyonlar igeren oligomerler asadidaki yapiya (XVIl) veya

bunlarin bir tuzuna veya izomerine sahiptir:
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| 5 ucu
L'I
toj/a
N
1
W—T—X
Y
o._8
'?‘/ |
| x
W—T—x
Y .
P
/O\/ !
\N/
I\ '
R'7T R'8 3" ucu
(XVIH

burada X, W ve Y, (A) ve (B) baglantilarinin herhangi biri icin yukarida
tanimlandidi sekildedir ve:

R", her bir bulunusunda, badimsiz bir sekilde yoktur, hidrojendir veya Cq-Cs
alkildir;

R ve R'®, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde yoktur, hidrojendir, bir
hicreye-nifuz etme peptididir, bir dogal veya dogal-olmayan amino asittir, Co-
Cso alkilkarbonildir, -C(=0)OR2"dir veya R2"'dir;

R is, her bir bulunugunda, bagimsiz bir sekilde guanidinildir, heterosiklildir, Cs-
Cso alkildir, C3-Cs sikloalkildir; Cg-Csp arildir, C7-Cso aralkildir, Cs-Cao
alkilkarbonildir, Cs-Cs sikloalkilkarbonildir, C3-Cs sikloalkilalkilkarbonildir, C7-Csg
arilkarbonildir, C:-Cso aralkilkarbonildir, C»-Csp alkiloksikarbonildir, C3-Cs
sikloalkiloksikarbonildir, C7-Csy ariloksikarbonildir, Cs-Cso aralkiloksikarbonildir
veya -P(=0)(R%?),'dir;

B, bir baz-eglesme kismidir;

L', alkil, hidroksil, alkoksi, alkilamino, amid, ester, karbonil, karbamat,

fosforodiamidat, fosforoamidat, fosforotiyoat, piperazin ve fosfodiester
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arasindan segilen baglar iceren en fazla 18 atom uzunlugundaki bir opsiyonel
baglayicidir ve
x, 0 veya daha bilyik olan bir tam sayidir; ve burada R"in veya R'™un en az
biri, R?*'dir: ve
burada R'nin ve R'™in her ikisinin de bulunmamasi kaydiyla ve R'®in veya

R™®'un en az biri, R*>'dir.

Modifiye edilmis uc¢ gruplan olan oligomerler, herhangi bir sayida (A) ve {B) tipi
baglantilar igerebilir. Ormegin, oligomerler yalnizca (A) tipi baglanti igerebilir. Ornegin,
her bir baglanti icinde X, -N(CHa): olabilir. Alternatif olarak, oligomerler yalnizca (B)
baglantisi i¢erebilir. Belirli uygulamalarda, oligomerler, (A} ve (B) baglantilaninin bir
karigimini, érnegdin, 1 ila 4 araliginda (B) tipi baglantinin ve bagdlantilarin kalaninin (A)
tipi oldugu bir karisimi, icerir. Bu baglamda badlantilar, bunlarla sinirlhi kalmamak
kaydiyla, burada X'in (B) tipi icin aminopiperidinil ve (A) tipi igin dimetil amino oldugu

baglantilan, igerir.

Bazi uygulamalarda, R, yoktur. Baz uygulamalarda, R', hidrojendir. Bazi
uygulamalarda, R', C4-Cs alkildir. Bazi uygulamalarda, R", metildir. Daha bagka
uygulamalarda, R", etildir. Bazi uygulamalarda, R", Cs alkildir. Bazi bagka
uygulamalarda, R", izopropildir. Diger uygulamalarda, R", C, alkildir. Daha baska

uygulamalarda, R, Cs alkildir. Bazi bagka uygulamalarda, R", Cs alkildir.

Diger uygulamalarda, R'™, vyoktur. Bazi uygulamalarda, R', hidrojendir. Bazi
uygulamalarda, R'®, asadida daha detayli bir sekilde tarif edildidi Gzere bir hicreye-
nifuz etme peptididir. Bazi uygulamalarda, R'®, bir dogal veya dogal-olmayan amino

asittir, 6rnedin, trimetilglisindir. Bazi uygulamalarda, R'2, R?%dir.

Diger uygulamalarda, R'™, yoktur. Bazl uygulamalarda, R', hidrojendir. Bazi
uygulamalarda, R'®, asadida daha detayli bir sekilde tarif edildigi (izere bir hiicreye-
niifuz etme peptididir. Bazi uygulamalarda, R, bir dogal veya dogal-olmayan amino
asittir, émegin, trimetilglisindir. Bazi uygulamalarda, R, -C(=0)OR'"'dir, érnegin, R,

asagidaki yapiya sahip olabilir:

0
HO\/\O/\/O\/\O)\A“F\.
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Diger uygulamalarda, R™ wveya R', CxCs alkilkarbonildir, 6rnedin, -
C(=0)(CH2),CC:H'dir, hurada n, 1 ila 6 arahigindadir, érnegin, 2'dir. Diger 6rneklerde,

R’ veya R'%, asetildir.

Baz) uygulamalarda, R, her bir bulunusunda, badimsiz bir sekilde guanidinildir,
heterosiklildir, C1-Caso alkildir, C3-Cs sikloalkildir; Cs-C3o arildir, C7-Cap aralkildir, C3-Cso
alkilkarbonildir, Cs-Cs sikloalkilkarbonildir, C3-Cs sikloalkilalkilkarbonildir, Cs-Cag
arilkarbonildir, C7-Csy  aralkilkarbonildir,  Cz-Czy  alkiloksikarbonildir,  Cs-Cs
sikloalkiloksikarbonildir, C7-Cso ariloksikarbonildir, Cs-Cse  aralkiloksikarbonildir, -
C(=0)OR?"dir veya -P(=0)(R*),'dir, burada R?', bir veya birden fazla aoksijen veya
hidroksil kismi veya bunlarin kombinasyonlarini iceren C4-Cso alkildir ve her bir R#, C°-

C ariloksidir.

Belirli diger uygulamalarda, R'", -C{=0)OR?"dir ve R, hidrojendir, guanidinildir,
heterosiklildir, C1-Cazo alkildir, C3-Cs sikloalkildir; Cs-Csg arildir, C3-Cag alkilkarbonildir, Cs-
Cs sikloalkilkarbonildir, C3-Cs sikloalkilalkilkarbonildir, C7-Cas arilkarbonildir, C7-Cao
aralkilkarbonildir, C:-Cs alkiloksikarbonildir, C3-Cs sikloalkiloksikarbonildir, C7-Cso
ariloksikarbonildir, Cs-Cao aralkiloksikarbonildir veya -P(=0)(R%).'dir, burada her bir R%,
C8-C? ariloksidir.

Diger uygulamalarda, R?®, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde guanidinildir,
heterosiklildir C1-Cso alkildir, Cs-Csg sikloalkildir, Cs-Cao arildir, Ca-Csp alkilkarbonildir, Ca-
Cs sikloalkilkarbonildir, C3-Cs sikloalkilalkilkarbonildir, C7-C3p arilkarbonildir, C7-Cao
aralkilkarbonildir, C:-Cso alkiloksikarbonildir, C3-Cs sikloalkiloksikarbonildir, C7-Cso
ariloksikarbonildir, Cg-Cao aralkiloksikarbonildir veya -P(=0){R%**),'dir. Béyleyken diger
érmeklerde, R, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde guanidinildir, heterosiklildir,
Ci-Cs  alkildir, Cs-Cs sikloalkildir, Cs-Cao arildir, C7-Csp aralkildir, Cs-Csg
sikloalkilkarbonildir, C3-Cs sikloalkilalkilkarbonildir, C7-Ca arilkarbonildir, C7-Csg
aralkilkarbonildir, C»-Csy alkiloksikarbonildir, C3-Cs sikloalkiloksikarbonildir, C7-Csa
ariloksikarbonildir, Cs-Cao aralkiloksikarbonildir veya -P(=0)(R?2),'dir.

Bazi uygulamalarda, R?®, guanidinildir, 6rnedin, mono metilguanidinildir veya
dimetilguanidinildir. Diger uygulamalarda, R, heterosikliidir. Ornegin, baz

uygulamalarda, R?°, piperidin-4-ildir. Bazi uygulamalarda, piperidin-4-il, tritil veya Boc
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gruplar ile sibstite edilir. Diger uygulamalarda, R?, Cs;-Cs sikloalkildir. Diger

uygulamalarda, R?, Cg-Csp arildir.

Baz uygulamalarda, R?, C;-Cs arilkarbonildir. C")rnegin, bazi uygulamalarda, R?,

S asagidaki yapiya (XVIII) sahiptir;

O

R23 P
\ = S
[ — R23

o+

{(XVIIDH

burada R%, her bir bulunusunda, badimsiz bir sekilde hidrojendir, halodur, Cq-Cg
10 alkildir, C4-Cso alkoksidir, C1-Cs alkiloksikarbonildir, C7z-Cze aralkildir, arildir,
heteroarildir, heterosiklildir veya heterosiklalkildir ve burada bir R?, bir heterosiklil
halkasi olusturmak igin bir bagka R% ile birlesebilir. Bazi uygulamalarda, en az bir R%,
hidrojendir, 8rnegin, bazi uygulamalarda, her bir R, hidrojendir. Diger uygulamalarda,
en az bir R%, Ci-Cy alkoksidir, 6megin, bazi uygulamalarda, her bir R%3, metoksidir.
15  Diger uygulamalarda, en az bir R*, heteroarildir, 6megin, bazi uygulamalarda, en az

bir R¥, asadidaki yapilanin (XVllla) veya {(XVIlIb) birine sahiptir:

O
29 9 R23 3
NN /Ji\ £

N\
= N
//\\¢;hm 4
o
L) °
veya
(XVIIa) (XVIIT)

20  Daha baska uygulamalarda, bir R%, bir heterosiklil halkasi olusturmak igin bir baska

R% ile birlesebilir. Ornedin, bir uygulamada, R?°, 5-karboksifloreseindir.
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Diger uygulamalarda, R?®, C7-Cyo aralkilkarbonildir. Ornegin, cesitli uygulamalarda, R,

asagidaki yapilann (XIX), {(XX) veya (XXI) birine sahiptir:

veya

burada R?, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, halodur, C4-Csp
alkildir, C4-Csp alkoksidir, C4-Csu alkiloksikarbonildir, C7-Cso aralkildir, arildir,
heteroarildir, heterosiklildir veya heterosiklalkildir, burada bir R%, bir heterosiklil halkasi
olusturmak icin bir baska R* ile birlesebilir, X, -OH'dir veya halodur ve m, 0 ila 6
araligindaki bir tam sayidir. Bazi spesifik uygulamalarda, m, O0'dir. Diger
uygulamalarda, m, 1 iken, dider uygulamalarda, m, 2'dir. Di§er uygulamalarda, en az
bir R?*, hidrojendir, 6rnegdin, bazi uygulamalarda, her bir R?, hidrojendir. Bazi
uygulamalarda, X, hidrojendir. Diger uygulamalarda, X, -OH'dir. Dider uygulamalarda,

X, Cl'dir. Diger uygulamalarda, en az bir R?®, C4-Csp alkoksidir, 6rnegdin, metoksidir.

Daha baska wuygulamalarda, R?%, C;-Cs aralkildir, 6rnegin, tritildir. Diger
uygulamalarda, R%, metoksi tritildir. Bazi uygulamalarda, R?°, asagidaki yapiya (XXII)
sahiptir:
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R23R23/ \RZB

(XXI1)

burada R?, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, halodur, Cs-Csp
alkildir, C1-Czg alkoksidir, C4-Ca alkiloksikarbonildir, C+-Cso aralkildir, arildir,
heteroarildir, heterosiklildir veya heterosiklalkildir ve burada bir R%, bir heterosiklil
halkasi clusturmak igin bir baska R?® ile birlesebilir. Ornegin, bazi uygulamalarda, her
bir R*, hidrojendir. Diger uygulamalarda, en az bir R?®, C-Cy alkoksidir, émegin,

rmetoksidir.

Daha baska uygulamalarda, R%, C;-Cs aralkildir ve R, asagidaki yapiya (XXII)
sahiptir:

(XXII

Baz uygulamalarda, en az bir R#%, halodur, érnedin, klorodur. Bazi bagka

uygulamalarda, bir R?®, para pozisyonunda klorodur.

Diger uygulamalarda, R?, C+-Ca alkildir. Ornegin, bazi uygulamalarda, R?, bir C4-Czo
alkildir ve opsiyonel olarak bir veya birden fazla ikili bag igerir. Ornegin, baz
uygulamalarda, R%°, bir G¢l0 bag, érnegin, bir ug Ggla bagd, iceren bir Cso alkildir. Bazi
uygulamalarda, R?°, hekzin-6-ildir. Bazi uygulamalarda, R, asadidaki yapilarin {XXIV),
(XXV), (XXVI) veya {XXVII) birine sahiptir:
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CH,
% ,
S
CHs ' CHj })

. HiC veya 10

{(XXIV) (XXV) {(XXVDhH (XXVID)

Daha bagka uygulamalarda, R%, bir C3-Cs alkilkarbonildir, 6regin, bir Cz-Cio alkil
karbonildir. Bazi uygulamalarda, R?°, -C(=0)(CH.),SH'dir veya -C(=0)(CH2),SSHet'tir,
burada p, 1 ila 6 araliindaki bir tam sayidir ve Het, bir heteroarildir. Ornegin, p, 1
olabilir veya p, 2 olabilir. Bir baska ornekte, Het, piridinildir, drnegin, piridin-2-ildir. Diger
uygulamalarda, Cs-Csp alkilkarbonil bir ilave oligomer ile slbstiite edilir, érnedin, bazi
uygulamalarda, oligomer 3' pozisyonunda oligomeri bir bagka oligpmerin 3'
pozisyonuna baglayan bir C3-Cy alkil karbonil i¢erir. Bu tarz u¢ modifikasyonlan

mevcut aciklamanin kapsamina dahil edilir.

Diger uygulamalarda, R?, bir arilfosforil kismi, érnegin, trifenil fosforil, ile ilaveten
slibstite edilen bir Ca-Cap alkil karbonildir. Bu tarz R?® gruplannin 6mekleri Tablo 2'deki

yap1 33'U igerir.

Diger drneklerde, Rao, Ca-Cg sikloalkilkarbonildir, érnedin, Cs-C; alkil karbonildir. Bu

uygulamalarda, Rz, asagidaki yapiya (XXVIII) sahiptir:
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@]
RQ?: P
R23—/\/ o
\/\st
(XXVIII)

burada R%, her bir bulunusunda, bagimsiz bir sekilde hidrojendir, halodur, C4-Csg
alkildir, C4-Cs alkoksidir, Cq-Ca alkiloksikarbonildir, C+-Cso aralkildir, arildir,
heteroarildir, heterosiklildir veya heterosiklalkildir ve burada bir R, bir heterosiklil
halkasi olusturmak igin bir baska R* ile birlesebilir. Bazi uygulamalarda, R%,

heterosiklilalkildir, 6rnedin, bazi uygulamalarda, R%, asagidaki yapiya sahiptir:

!

/
N—-}qq'L

Bazi baska uygulamalarda, R?®, Cs-Cs sikloalkilalkilkarbonildir. Diger uygulamalarda,
R C2-Cag alkiloksikarbonildir. Diger uygulamalarda, R Cs-Cs
sikloalkiloksikarbonildir. Diger uygulamalarda, R, C;-Cs ariloksikarbonildir. Diger
uygulamalarda, R, Cs-Cs aralkiloksikarbonildir. Diger uygulamalarda, R?°, -
P{=0){R#*),'dir, burada her bir R??, C®-C'? ariloksidir, drnegin, bazi uygulamalarda R%,

asadidaki yapiya (C24) sahiptir:

(@]
oo
O

(C24)

Diger uygulamalarda, R%°, bir veya birden fazla halo atomu icerir. Ornegin, baz
uygulamalarda, R?°, yukaridaki R? kisimlarinin herhangi birinin bir perfloro analogunu
icerir. Diger uygulamalarda, R, p-trifluorometilfenildir, triflorometiltritildir,

perfloropentildir veya pentaflorofenildir.
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Bazi uygulamalarda, 3' ucu, bir modifikasyon icerir ve difer uygulamalarda, 5' ucu, bir
modifikasyon icerir. Diger uygulamalarda, hem 3' hem de 5" ug¢lan modifikasyonlar
icerir. Bu dogrultuda, bazi uygulamalarda, R'®, yoktur ve R', R#dir. Diger
uygulamalarda, R, yoktur ve R'®, R?*dir. Daha baska uygulamalarda, R'®in ve R™un
her biri R¥dir.

Bazi uygulamalarda, oligomer, bir 3' veya 5' modifikasyonuna ek olarak bir hiicreye-
niifuz etme peptidi igerir. Bu dogrultuda, bazi uygulamalarda, R, bir hiicreye-ntfuz
etme peptididir ve R'®, R?dir. Dider uygulamalarda, R, bir hiicreye-nifuz etme
peptididir ve R, R#dir. Yukaridakilerin ilave uygulamalarinda, hiicreye-niifuz etme

peptidi, bir arjinin a¢isindan zengin peptittir.

Bazi uygulamalarda, 5' ucu grubunu (yani, R') oligomere baglayan baglayici L',
mevcut olabilir veya clmayabilir. Baglayicinin bunun 5' ucu grubunu oligomere hadlama
yetisini muhafaza etmesi kaydiyla ve baglayicinin oligomerin bir dizi spesifik sekilde bir
hedef diziyi baglama yetisine midahale etmemesi kaydiyla, baglayici ¢ok sayida
fonksiyonel grup ve uzunluk icerir. Bir uygulamada, L, fosforodiamidat ve piperazin

baglar icerir. Ornegin, bazi uygulamalarda, L, asadidaki yapiya (XXIX) sahiptir:

r\r,Jf /R24
~

(N
v
N P—O
/S

\I

SV UL

|
(XXIX)

burada R#, yoktur, hidrojendir veya C4-Cs alkildir. Bazi uygulamalarda, R**, yoktur.
Bazi uygulamalarda, R?*, hidrojendir. Bazi uygulamalarda, R?*, C;-Cs alkildir. Bazi
uygulamalarda, R?, metildir. Dider uygulamalarda, R?*, etildir. Daha bagka
uygulamalarda, R*, C; alkildir. Bazi baska uygulamalarda, R?*, izopropildir. Daha
baska uygulamalarda, R?, C, alkildir. Bazi uygulamalarda, R?, Cs alkildir. Daha baska
uygulamalarda, R*, Cs alkildir.
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Daha bagka uygulamalarda, R%, Cs-Cso alkilkarbonildir ve R®, asagidaki yapiya (XXX)
sahiptir:

Q
S LY
Re” W‘S\

(XXX)

burada R?°, hidrojendir veya -SR¥*'dir, burada R, hidrojendir, C-Cs alkildir,

heterosiklildir, arildir veya heteroarildir ve g, 0 ila 6 aralidindaki bir tam sayidir.

Yukaridakilerin herhangi birinin ilave uygulamalarinda, R, her bir bulunusunda,
10 bagimsiz bir sekilde hidrojendir, halodur, C4-Cs alkildir, C4-Cso alkoksidir, arildir,

heteroarildir, heterosiklildir veya heterosiklalkildir.

Bazi baska uygulamalarda, oligomerin yalnizca 3' ucu, yukarida bildirilen gruplarin
birine konjuge edilir. Bazi baska uygulamalarda, oligomerin yalmzca 5' ucu, yukarida
15 bildirilen gruplarin birine konjuge edilir. Dider uygulamalarda, hem 3’ hem de 5' uglan
yukarnida bildirilen gruplarin birini igerir. Ug grup, yukarida bildirilen gruplarin herhangi

birinden veya Tablo 4'te gdsterilen spesifik gruplarn herhangi birinden secilehilir.

Table 4. Temsili Ug Gruplar

No. Adi Yapisi
O
H.CO
C1 Trimetoksibenzoil ’ | = ;\
H,CO A
OGH-,

C2 9-flaren-karboksil
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No. Adi
O
S ;;f‘\
C3 4-karbazolilbenzoil \
/N
0
;S;S\
y , , N
C4 4-indazolilonbenzoil / ~N
e CHa
CH-
) H-C
C5 Farnesil 7 y = =
CH» CHx CHj;
C6 Geranil HsC s =
CH, CH;
Cc7 Prenil HSC%
CHy |

C8 Difenilasetil



No.

C9

C10

C11

C12

91

Adi

Klorodifenilasetil

Hidroksidifenilasetil

Trifenilpropiyonil

Trifenilpropil

\

=™




No.

C13

C14

C15

C16

C17

c18

92

Adi

Trifenilasetil

Tritil (Tr)

Metoksitritil (MeOTr)

Metilstksinimidilsiklohekzoil

Tiyoasetil

COCH:CH:SSPy

Yapisi
\ / ¢
s
RN
S
=
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No. Adi Yapisi
o}
|/N\ S\S/\)L‘;’i
e
H
C19 Guanidinil HZNTN;;’\
NH
C20 Trimetilglisin P o
/N\)\f)\
C21 Lauroil 5
¥
W
C22  Trietilenglikoloil (EG3) /CL
HO\/\O/\/O\/\O Jf\
O
C23 Suksinikasetil HO s
o~

C24 Difenilfosforil \ / O /_\
2_| ;

W",w

c25 Piperidin-4-i .
HN

C26 Tritilpiperidin-4-il



No.

Cc27

C28

C29

C30

C31

Adi

Boc-Piperidin-4-il

Hekzin-6-il

5-karboksifloresein

Benzhidril

p-Klorobenzhidril
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Yapisi
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No. Ad

C32 Piperazinil (pip)

C33 Trifenilfos AH)@
R A

o} NH,
O o) o}
C34 Dimerize edilmig ).k/\ /J /\)L
N S o

oligo 3
g N :

Oligo = bir ilave oligomer

Peptit Tagiyicilar

Bulusa gore, sdz konusu oligomer, oligomerin hiicrelere tasinmasini arttirmak igin etkili
olan bir hiicreye-niifuz etme peptidi tasima kismina konjuge edilir. Ornegin, baz
uygulamalarda, pepfit tasiyici kisim, bir arjinin agisindan zengin peptittir. lave
uygulamalarda, tasima kismi, oligomerin 5' veya 3’ ucuna tutturulur. Bu tarz peptit
uclarin birine konjuge edildiginde, akabinde karsi ug burada tarif edildigi Gzere bir

modifive edilmis uc gruba ilave konjugasyon igin misaittir.
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Yukaridaki icin bazi uygulamalarda, peptit tasima kismi, X' alt-birimleri, Y* alt-birimleri
ve Z' alt-birimleri arasindan secilen 6 ila 16 alt-birim icerir,

burada

(@) her bir X' alt-birimi, bagimsiz bir sekilde lizini, arjinini veya bir arjinin analogunu
temsil eder, s6z konusu analog, R¥N=C(NH2)R* yapisinin bir yan zincirini igeren bir
katyonik a-amino asittir, burada R*, H'dir veya R'dir; R, R*'tir, NH2'dir, NHR'dir veya
NRsq'tlr, burada R, dlsitk alkildir veya disiik alkenildir ve ilaveten oksijen veya
nitrojen igerebilir; R* ve R* birlikte bir halka olugturabilir; ve yan zincir s6z konusu

amino aside R* veya R*! vasitasiyla baglanir;

(b) her bir Y' alt-birimi, bagimsiz hir gekilde bir ndétral amino asidi -C(O)-(CHR)-NH-
temsil eder, burada n, 2 ila 7 aralidindadir ve her bir R, bagdimsiz bir sekilde H'dir veya

metildir; ve

(c) her bir Z' alt-birimi, bagimsiz bir sekilde bir nétral aralkil yan zincirine sahip olan bir

a-amino asidi temsil eder;

burada peptit, (X'Y'X')y, (XY')m ve (X'ZZ')'nin biri ile temsil edilen bir diziyi icerir,

burada p, 2 ila 5 araliindadir ve m, 2 ila 8 araligindadir.

Secilmis uygulamalarda, her bir X' igin, yan zincir kismi, amino asit alt-birimi arjininde
(Arg) oldugu gibi, guanidildir. ilave uygulamalarda, her bir Y', -CO-(CHz),~-CHR-NH-'dir,
burada n, 2 ila 7 arah@indadir ve R, H'dir. Ornegin, n, 5 oldugunda ve R, H oldudunda,
Y', burada Ahx olarak kisaltilan, bir 6-aminohekzanoik asit alt-birimidir; n, 2 oldugunda

ve R, H oldudunda, Y', hir B-alanin alt-birimidir.

Belirli uygulamalarda, bu tipin peptitleri, tek Y" alt-birimleri ile dénisimld olarak bulunan
arjinin dimerleri igerenleri igerir, burada Y', Ahx'tir. Ornekler, (RY'R), formliline veya
(RRY"), formiliine sahip olan peptitleri igerir, burada Y', Ahxtir. Bir uygulamada, Y’, bir

6-aminohekzanoik asit alt-birimidir, R, arjinindir ve p, 4'tlr.

ilave bir uygulamada, her bir Z', fenilalanindir ve m, 3'tir veya 4'tar.
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Bazi uygulamalarda, konjuge edilmis peptit, oligomerin bir ucuna bir baglayici Ahx-B
vasitasiyla baglanir, burada Ahx, bir 6-aminohekzanoik asit alt-birimidir ve B, bir B-

alanin alt-birimidir.

Secilmis uygulamalarda, her bir X' icin, yan zincir kismi badimsiz bir sekilde,
guanidilden (HN=C{NHz)NH-), amidinilden (HN=C(NH»)C-), 2-aminodihidropirimidilden,
2-aminotetrahidropirimidilden, 2-aminopiridinilden ve 2-aminopirimidonilden olusan
gruptan segilir ve bu tercihen, guanidilden ve amidinilden segilir. Bir uygulamada, yan

zincir kismi, amino asit alt-birimi arjininde {Arg) oldugu gibi, guanidildir.

Bazi uygulamalarda, Y' alt-birimleri, sOreklidir, yani, Y' alt-birimleri arasina X' alt-
birimleri girmez veya X' alt-birimleri arasina tek bir sekilde aralikli konumlandiriimaz.
Bununla birlikte, bazi uygulamalarda, badlama alt-birimi, Y’ alt-birimleri arasinda
olabilir. Bir uygulamada, Y' alt-birimleri peptit tasiyicinin bir ucundadir; diger
uygulamalarda bunlarin iki yaninda X' alt-birimleri yer alir. llave uygulamalarda, her bir
Y', -CO-(CH2),-CHR-NH-'dir, burada n, 2 ila 7 arahgindadir ve R, H'dir. Ornegin, n, 5
oldugunda ve R, H oldugunda, Y', burada Ahx olarak kisaltilan bir 6-aminohekzanoik
asit alt-birimidir. Bu grubun segilmis uygulamalarnda, her bir X', bir arjinin alt-biriminde
oldugu gibi, bir guanidil yan zincir kism icerir. Bu tipin emsal peptitleri, tek Y' alt-
birimleri ile dénlsimlil olarak bulunan arjinin dimerleri icerenleri igerir, burada Y,
tercihen Ahxtir. Ornekler, (RY'R)s formiiline veya (RRY"); formiiliine sahip olan
peptitleri igerir, burada Y, tercihen Ahx'tir. Bazi uygulamalarda, niikleik asit analogu, bir
u¢ Y' alt-birimine, tercihen C-ucundan, baglanir. Diger uygulamalarda, baglayici, AhxB
yvapisidir, burada Ahx, bir 6-aminohekzanoik asit alt-birimidir ve B, bir B-alanin alt-

birimidir.

Yukarnda tarif edildigi Uzere peptit tasima kisimlarinin, tutturulmus tasima kismi
yoklugunda oligomerin alimina kiyasla ve Y' hidrofobik alt-birimlerinden yoksun olan bir
tutturulmus tasima kismi ile alima kiyasla tutturulmus oligemerin hicreye girigini biy(k
Olciide arttirdigini gdsterilmistir. Bu tarz arttindmis alim, Y' hidrofobik alt-birimlerinden
yoksun olan bir tutturulmus tasima kismi ile ajanin alimina kiyasla, bilesigin memeli
hicrelerine aliminda en az bir iki-kathk artis veya dider uygulamalarda, bir dért-kathk
artig ile kanitlanabilir. Bazi uygulamalarda, alim, konjuge edilmis bilesige kiyasla, en az

yirmi kat veya en az kirk kat arttinhr.
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Peptit tasima kisminin bir ilave yarari, bunun bir antisens oligomer ve bunun hedef
nukleik asit dizisi arasindaki bir dubleksi stabilize etmesine yonelik beklenen yetisidir.
Teoriye bagh kalmadan, bunun bir dubleksi stabilize etme yetisi, pozitif yukli tasima
kismi ve negatif ylkli ndkleik asit arasindaki elektrostatik etkilesimden kaynaklanabilir.
Bazi uygulamalarda, tasiyicl igindeki yuklu alt-birimlerin sayisi, yUkli alt-birimlerin gok
daha yiksek bir sayisi dizi ézdesliginde bir disiise yol agabileceginden, yukarida

bildirildigi Uzere, 14'ten daha azdir veya diger uygulamalarda, 8 ila 11 arahgindadr.

Mevcut acgiklama ayrica, peptit tasima kisimlarinin ve nikleik asit analoglarinin
konjugatlarini da katar. Yukarida bildirildidi Uzere, peptit tasima kisimlari genel olarak,
nukleik asit analoglarinin hicre nifuzunu arttirmak igin etkilidir. Bagvuru sahipleri
ayrica, nukleik asit analogu ve peptit tasima kisminin geri kalani arasinda (6rnedin,
tasiyici peptidin karboksi veya amino ucunda) bir glisin (G) veya prolin {P) amino asit
alt-birimi icermenin, etkinlik ayni kalirken veya peptit tasima kismi ve nlkleik asit
analogu arasinda farkli baglantilar olan konjugatlara kiyasla iyilestirilirken, konjugatin
toksisitesini azalttigini da kesfetmistir. Boylelikle, mevcut sekilde agiklanan konjugatlar
diger peptit-oligomer konjugatlarina kiyasla bir daha iyi terapétik pencereye sahiptir ve

daha ¢ok umut vadeden ila¢ adaylarndir.

Azaltimis toksisiteye ek olarak, nikleik asit analogu ve tasiyici peptit arasinda bir glisin
veya prolin amino asit alt-biriminin variginin ilave avantajlar sagladigina inanilr.
Ornegin, glisin ucuzdur ve herhangi bir rasemizasyon olasiligi olmadan niikleik asit
analoguna (veya opsiyonel baglayiciya) kolaylikla kuple edilir. Benzer sekilde, prolin
rasemizasyon olmadan kolaylkla kuple edilebilir ve ayrica heliks olusturuculan
olmayan tagiyici peptitler de saglar. Prolinin hidrofobisitesi ayrica, tasiyicin peptidin
hucrelerin lipit ikili-tabakas ile etkilesimi agisindan da belirli avantajlar saglanabilir ve
gok sayida prolin igeren tasiyici peptitler (6rnegin, bazi uygulamalarda) G-tetrapleks
olusuma direnebilir. Son olarak, belirli uygulamalarda, prolin kismi bir arjinin amino asit
alt-birimine  bitigsik oldugunda, arjinin-prolin  amid bad1 yaygin endopeptidaziar

tarafindan yarilamadigindan, prolin kismi konjugatlara metabolik kararlilik saglar.

Bazi uygulamalarda, peptitlerin  antisens oligonikleotidlere  konjugasyonu,
W02012/1150960 PCT Yayini'nda tarif edildigi sekildedir. Ozel bir uygulamada,
ormegin, bir peptit konjuge edilmis oligoniikleotid, CPP ve antisens oligonikleotid

arasinda badlayicr olarak glisinden vyararlanir. Ornegin, bulusun antisens



99

oligonUkleotidleri, bir arjinin acisindan zengin peptide, 6rnegdin, (Arg)6éGly've, kuple
edilebilir (bir oligonikleoctide baglanmig € arjinin ve 1 glisin).. Bir émek olarak, bu peptit
bir PMO'ya konjuge edilebilir ve "R6-G-PMQO" olarak bilinir.

Cesitli baglayicilar {(C, G, P, Ahx, B) iceren ilave emsal arjinin agisindan zengin
hiicreye-niifuz etme peptidi tasiyicilari asagida Tablo 5'te verilir. Yukanda Tablo 2'de
agiklandigi Gzere, bir tercih edilen hiicreye-nifuz etme peptidi tasiyicisi, bir glisin
baglayici {RsG) vasitasiyla 3' ucundan bir PMO'ya konjuge edilmis SEQ ID NO: 45'ir.

10

ReG'nin 5" ucuna baglantisi da tercih edilen bir uygulamadir.

Tablo 5. Arjinin Agisindan Zengin Hiicreye-Nufuz Etme Peptidi Tagiyicilar

ADI (GOSTERIMI) Dizisi SEQ ID
NO.A

rTAT RRRQRRKKR 39
Tat RKKRRQRRR 40
RoF2 RRRRRRRRRFF 41
RsF2R4 RRRRRFFRRRR 42
Ra RRRR 43
Rs RRRRR 44
Re RRRRRR 45
Rz RRRRRRR 46
Rs RRRRRRRR 47
Ro RRRRRRRRR 48
(RX)s RXRXRXRXRXRXRXRX 49
(RAhxR)4; (P007) RAhxRRAhxRRAhXxRRAhxR 50
(RAhxR)s; (CP04057) RAhxRRAhxRRAhxRRAhxRRAhxXR 51
(RAhXRRBR):; RAhxRRBRRAhxRRBR 52
(CP06062)

(RAR)sF> RARRARRARRARFFC 53
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ADI (GOSTERIMI) Dizisi SEQID
NO.A
(RGR)4F2 RGRRGRRGRRGRFFC 54

ASEQ ID NO.'larna tayin edilen diziler, baglanti kismi (6rnegin, C, G, P, Ahx, B, AhxB,

burada Ahx ve B sirasiyla, 6-aminohekzanoik asidi ve beta-alanini ifade eder) icermez.

in Vitro Kullanim Yéntemleri

Bir haska yon(inde, bir veya birden fazla mRNA izorformunun ve/veya mutant proteinin
ekspresyonunu yararli bir sekilde azaltmak igin bir hiicreyi veya dokuyu in vitro tedavi
etmek igin burada tarif edilen LMNA ve/veya HGPS-hedefli antisens oligonikleotidlerin
kullaniminin - yéntemleri mevcut bulusun badlaminda aciklanir. Mevcut bulusun
antisens oligonukleotidleri tarafindan module edilebilen hucreler veya doku tercihen
memeli hiicreleridir veya daha tercihen insan hicreleridir. Bu tarz hiicreler, drnegin,
progerin eksprese eden hiicreler, bir saglikh halde veya bir hastalikh halde olabilir.
Belirli yonlerinde, hiicre, bir progeroid laminopati ile sonuglanan, progerin eksprese

eden bir hlicredir.

Bundan dolay genel olarak, anormal bir sekilde uglar-birlestiriimis LMNA mRNA'sinin
in vitro ekspresyonunu azaltmak i¢in, bir hicreyi burada tarif edilen bir veya birden
fazla antisens oligontkleotidi veya bunlari iceren bir bilegim ile temas ettirmeyi, bdylece
progerinin ekspresyonunu azaltmay, igeren ydntemler mevcut bulusun baglaminda
agiklanir. Bu ve ilgili yontemler, burada tarif edilen ve teknikte bilinen mutant LMNA
mRNA's| izoformlarinin herhangi birinin veya birden fazlasinin ekspresyonunu

azaltmak igin kullanilabilir.

in vitro ydntemler, farmasétik olarak kabul edilebilir tasiyicilar ile kombinasyon halinde,
oligonukleotidleri igeren bilegsimleri kullanabilir. "Farmasoétik olarak kabul edilebilir"
ifadesi, saglam tibbi muhakeme kapsaminda, bir akla uygun yarar/risk orani ile orantil
olarak, asin toksisite, iritasyon, alerjik yanit veya baska problem veya komplikasyon
olmadan hiicreler ve/veya dokular ile temas halinde kullanim igin uygun olan bilesikler,

materyalleri, bilegimleri ve/veya dozaj formlarini ifade etmek igin burada kullanilir.
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Burada kullanildi§i sekliyle, "farmasétik olarak kabul edilebilir tasiyici” ifadesi, bir
farmasotik olarak-kabul edilebilir materyal, bilesim veya vehikll, érnegin, bir sivi veya
kati dolgu, diluent, eksipiyan, Uretim yardimcisi (6rnegin, yadlayici, talk magnezyum,
kalsiyum veya ¢inko stearat veya sterik asit) veya ¢6zlicll enkapslle etme materyali,
anlamina gelir. Her bir tasiyici, formilasyonun diger icerik maddeleri ile uyumlu olma
ve temas edilmekte olan hilicreye veya dokuya zararli olmama anlaminda "kabul

edilebilir* olmak zorundadir.

Farmasotik olarak kabul edilebilir tasiyicilar gorevi gdrebilen materyallerin  bazi
ornekleri, sinirlandirma olmaksizin, asagidakileri icerir: (1) seker, érnedin, laktoz, glikoz
ve sukroz; (2) nigastalar, oregin, misir nisastas| ve patates nigsastasi; {3) seltloz ve
bunun tirevleri, érnegdin, sodyum karboksimetil sellloz, etil seliiloz ve sellloz asetat;
(4) toz haline getirilmis kitre; {5) malt; {6) jelatin; (7) talk; (8) eksipiyanlar, ormedin,
kakao yad ve sipozituvar mumlar; (9) sivi yaglar, dregdin, yer fistii yadi, pamuk
tohumu yag, aspir yadi, susam yag, zeytinyadi, misir yagi ve soya fasulyesi yagi; (10)
glikoller, 6rnedin, propilen glikol; (11) polioller, érnedin, gliserin, sorbitol, mannitol ve
polietilen glikol; (12) esterler, 6rnegin, etil oleat ve etil laurat; (13) agar;, (14)
tamponlama ajanlari, érnegin, magnezyum hidroksit ve aliminyum hidroksit; (15) aljinik
asit; (16) pirojensiz su; (17) izotonik salin; (18) Ringer ¢ozeltisi; (19) etil alkol; (20) pH
tamponlu ¢ézeltiler; (21) poliesterler, polikarbonatlar ve/veya polianhidritler; ve (22)

farmasotik formillasyonlarda kullanilan diger toksik-olmayan uyumlu maddeler.

Yukaridaki bulusun, anlasiimanin berrakhgi amagclan igin aciklama ve &rnek yoluyla
bazi detaylar ile tarif edilmis olmasina ragmen, bu bulugun &gretileri 151§inda, ekl
istemlerin kapsami icinde buna belirli degisimlerin ve modifikasyonlarnn yapilabilecegi
teknikte normal uzmanhg: olan bir kisi tarafindan kolaylikla goérulecektir. Asagidaki
ornekler yalnizca 6rnek olarak gosterilir ve sinilandirma olarak gosteriimez. Teknikte
uzmanhg) olan kisiler, esas olarak benzer sonuglan Uretmek icin degistirilebilen veya

modifiye edilebilen gesitli kritik-olmayan parametreleri kolaylikla fark edecektir.

Dizi LISTESI TABLOSU

ADI Dizi SEQ ID
NO:

LMNA ekzon 11 1



ADI

HGPS ekzon 11

Ex011.25.133
Ex011.25.138
Ex011.25.142
Ex011.25.145
Ex011.25.149
Ex011.25.154
Ex011.25.158
Ex011.25.162
Ex011.25.166
Ex011.25.170
Ex011.25.174
Ex011.25.177
Ex011.25.181
Ex011.25.185

Exo105D.25.69
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Dizi SEQ ID
NO:
LT OO AT SO U A LU T DG EGEARCCTOR DT A GT A
CAAC“TC G:jCCuGcﬁchTGuTCTGCJJC r“C_GCU
oAU GG UNAA SN TG A TG0 NEIEED

OCLAGETIGGHCGHACCCATCT OCTITESCTE T'I LT
lLClb \l(—;u_Jl -lL,, bl (_aL l'—aL HE -bl lL\

2
COCTOCCAC RCAGOAGOT CGEHGHACCTOGITCAGT A
CAACDIGL uCApuubpﬁh S1GET LLluLJUL LCCIGU=
COCANCOTOC IO TGO ATCTOC ORGSO TG0
L“C G{TGbJTGJALﬁCFﬂCTCCH TCJCT TT TL\

VGO CACC T AL T DO ACT T AC DGU AT S

ﬁ"C AFTGC“GCﬂGC ACTT””GCJGP AP“PTrPT”
ACCCGUT CCTACCTCCTGEGUAACT JCESCU CCUEART
cran
CCGCTGGCAGATGCCTTGTCGGCAG 3
CTGAGCCGCTGGCAGATGCCTTGTC 4%
GCTCCTGAGCCGCTGGCAGATGCCT 5
TGGGCTCCTGAGCCGCTGGCAGATG 6
CACCTGGGCTCCTGAGCCGCTGGCA 7
CCACCCACCTGGGCTCCTGAGCCGC 8
GGGTCCACCCACCTGGGCTCCTGAG 9
AGATGGGTCCACCCACCTGGGCTCC 10*
GAGGAGATGGGTCCACCCACCTGGG 11*
GCCAGAGGAGATGGGTCCACCCACC 12
AAGAGCCAGAGGAGATGGGTCCACC 13*
CAGAAGAGCCAGAGGAGATGGGTCC 14*
GAGGCAGAAGAGCCAGAGGAGATGG 15
ACTGGAGGCAGAAGAGCCAGAGGAG 16*

ACGTGGTGGTGATGGAGCAGGTCAT 17
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ADI DizZi SEQID

NO:

Ex0108D.25.73 ACTCACGTGGTGGTGATGGAGCAGG 18
Ex0108D.25.79 GCTACCACTCACGTGGTGGTGATGG 19
Ex0108D.25.84 CGGCGGCTACCACTCACGTGGTGGT 20
Ex010SD.25.87 CAGCGGCGGCTACCACTCACGTGGT 21

Exo108D.25.90 CCTCAGCGGCGGCTACCACTCACGT 22
Exo108D.25.92 GGCCTCAGCGGCGGCTACCACTCAC 23
Ex0108D.25.96 GCTCGGCCTCAGCGGCGGCTACCAC 24
Exo118A.25.779 CGAGTCTGGGACTGACCACTCAGGC 25
Ex0118A.25.796 AGGCTCAGGCGGGACGGCGAGTCTG 26
Exo115A.25.801 AGACAAGGCTCAGGCGGGACGGCGA 27
Exo118A.25.805 AGGGAGACAAGGCTCAGGCGGGACG 28
Exo115A.25.809 GGGAAGGGAGACAAGGCTCAGGCGG 29
Exo115A.25.814 GCCCTGGGAAGGGAGACAAGGCTCA 30
Exo118A.25.820 GTGGGAGCCCTGGGAAGGGAGACAA 31

Exo118A.25.828 CTGCTGCAGTGGGAGCCCTGGGAAG 32
Exo118A.25.830 AGCTGCTGCAGTGGGAGCCCTGGGA 33
Ex0118A.25.836 CCCCCGAGCTGCTGCAGTGGGAGCC 34
HsEx10 GCTACCACTCACGTGGTGGTGATGG-ACR:G 35
HsEx11 GGGTCCACCCACCTGGGCTCCTGAG-ACRG 36
HsEx10-apn GC*P" TACCAC™TCACG*'TGGTGG* " TGATGG 37
HsEx11-apn GGG*"TCCACCCACC*™'TGGGC* TCC*'TGAG 38
rTAT RRRQRRKKR 39*

Tat RKKRRQRRR 40"
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ADI Dizi SEQID
NO:

RoF> RRRRRRRRRFF 41*
RsF2R4 RRRRRFFRRRR 42*
R4 RRRR 43*
Rs RRRRR 44*
Rs RRRRRR 45*
Rz RRRRRRR 46>
Rs RRRRRRRR 47*
Re RRRRRRRRR 48*
(RX)s RXRXRXRXRXRXRXRX 49*
(RAhxR)4; (P0O7) RAhxRRAhxRRAhxRRAhxR 50*
(RAhxR)s; (CP04057) RAhxRRAhxRRAhxRRAhxRRAhxR 51*
(RAhXxRRBR)z; RAhxRRBRRAhxRRBR 52*
(CP06062)

(RAR)4F RARRARRARRARFFC 53"
(RGR)F> RGRRGRRGRRGRFFC 54*

* istemler tarafindan kapsanir

ORNEKLER

ORNEK 1

HGPS HUCRELERININ LMNA'Y! HEDEF ALAN ANTISENS OLIGONUKLEOTIDLER
KULLANILAN MUAMELESI

iki primer fibroblast, HGPS fibroblastlarnr (HGADFN167) ve kontrol fibroblastlari
(HGFDFN168), kullanilmigtir. HGPS ve kontrol hucrelen, yaklasik 10.000 hicre/géz
olan yodunlukta bir 24-g6zIU tabaga ekilmistir. Lamin-A pre-mRNA'sinin ekzonlan 11'e

ve/veya 10'a hedeflenmis morfolino oligonUkleotidleri, kiltirlenmis HGPS hucrelerine
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serbest alm ile veya nilkleofeksiyon (Amaxa, ©ornedin) ile mdnferit olarak
uygulanmigtir. Serbest alim icin, hacreler 25 yM veya 50 yM veya 80 uM PMO
oligonikleotid iceren bir vasat icinde 1-2 hafta boyunca kiltGrlenmigtir. Bu hucreler
akabinde anti-progerin veya anti-lamin A/C antikorlari ile imminoflioresans ile
taranmisgtir. Progerin boyamanin flioresans yogdunluklari, Zeiss flioresans mikroskobu
ve bir SPOT programi kullanilarak kantifiye edilmigtir. Deneyler, i¢ kopya halinde
gerceklestiriimistir ve progerini asagi yonde regiile etmede etkiler gdsteren PMO'lar
ilave analiz igin segilmistir. Analiz progerin-spesifik primer ile kantitatif RT-PCR'yi ve

anti-progerin antikorlar ile Western blotlama analizini icermigtir.

ORNEK 2

LMNA'Yl HEDEF ALAN ANTISENS OLIGONUKLEOTIDLER ILE MUAMELEYi
TAKIBEN HGPS HUCRELERININ IMMUNOFLUORESANS BOYAMASI!

Immiinofiiioresans Boyama: immuinofliioresans icin, hiicreler 4-géz bdlmeli lamlara
tohumlanmistir. %4 paraformaldehit/PBS iginde oda sicakhginda 15 dakika boyunca
fiksasyondan sonra, hilcreler oda sicakliginda 5 dakika boyunca %0,5 Triton X-
100/PBS ile gecirgen hale getirilmigtir, bunu bloke etme ¢ozeltisi iginde 4°C'de gece
boyu inkilbasyon izlemistir (Bloke etme ¢ozeltisi: %4 BSA/TBS). Hicreler, sonraki glin
oda sicakhginda 3 saat boyunca fare monoklonal anti-lamin A/C (MAB3211,
Chemicon) ve tavsan poliklonal anti-progerin (alisilagelmis peptit antikoru, Yenzm) ile
boyanmistir. Primer antikorlar, Alexa Fluor-etiketli sekonder antikorlar {Invitrogen) ile
saptanmistir. DAPI iceren Vectashield gdbmme vasati ile gémilmdas lamlar, bir Zeiss
flioresans mikroskobu ile gozlenmistir. Maruziyet streleri ve edinim ayarlan deneylerin
her bir setinin baglangicinda belifrenmistir ve tim muameleler igin sabit tutulmustur.
Deneylerin sonuclan Jekil 2'de izah edilir. Oligontikleotidlerin bir kagi progerini anlaml

bir sekilde asadi-ydnde reglle etmistir.

ORNEK 3

LMNA'Y] HEDEF ALAN ANTISENS OLIGONUKLEOTIDLER ILE MUAMELEYI
TAKIBEN HGPS HUCRELERININ SDS-PAGE VE WESTERN BLOTLAMA ANALIZI
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SDS-PAGE ve Western Blotlama analizi: Muamele edilmis hlcreler toplanmistir, PBS
ile iki kere durulanmistir ve akabinde Laemmli SDS-PAGE ytikleme tamponu icinde lize
edilmigtir. Numuneler, 95°C'de 15 dakika boyunca 1sitilmistir ve akabinde %10'luk
SDS-PAGE jellerine ylklenmistir. Western blot analizi igin oldudu gibi, proteinler
nitroseliloz membranlara transfer edilmisti. Membranlar, 4°C'de gece boyu %5
sUt/TBST ile bloke edilmigtir ve %4 BSA/TBST iginde seyreltiimis primer antikorlar ile
oda sicakliinda 1-3 saat boyunca inkilbe edilmistir. TBST ile yikamalardan sonra,
membranlar %1 sGt/TBST icinde 1:5000 seyreltiimis sekonder antikorlar icinde oda
sicaklidinda 1 saat boyunca inkube edilmistir. Kemiliminesans bir ECL western
blotlama saptama kiti (Pierce) ile saptanmistir. Kullanilan primer antikorlar, fare
monoklonal anti-lamin A/C'yi (MAB3211, Chemicon), tavsan poliklonal anti-progerini
(ahsilagelmis peptit antikoru, Yenzm) ve tavsan poliklonal anti-aktini (Pan-aktin, Cell
Signaling) igerir. Deneylerin sonuglan $ekil 3'te izah edilir. 699'a (SEQ ID NO: 4)
karsilik gelen oligonikleotid, bunun LMNA'nin ekzon 11 kriptik ug-birlestirme yerinden
uzaklastinimis olmasina veya bununla kesismemesine ragmen, deneyde progerinin

anlamh asagi-yonde regllasyonunu gostermistir.

ORNEK 4

LMNA'YI HEDEF ALAN ANTISENS OLIGONUKLEOTIDLER ILE MUAMELEYI
TAKIBEN HGPS HUCRELERININ KANTITATIF RT-PCR ANALIZi

Kantitatif RT-PCR: Kantitatif RT-PCR (qRT-PCR) deneyleri, oligonikleotid 699 (SEQ
ID NO: 4) ve 706 (SEQ ID NO: 11) ile muameleyi takiben 164 fibroblastta (p13, klasik
HGPS) progerinin, lamin A'min ve [(-aktinin ekspresyon duzeylerini olgmek igin
gerceklestiriimigtir. TUm reaksiyonlar Ureticinin talimatlarina goére SYBR Green mix
(Qiagen) kullanilarak bir Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR System
Uzerinde Ug¢ kopya halinde ylritiimOstlr. Reaksiyon kosullar asagidaki sekildedir:
50°C'de 2 dakikalk 1 siklus; 95°C'de 15 dakikalik 1 siklus; ve 95°C'de 15 saniyelik,
57°C'de 1 dakikalk; ve 72°C'de 45 saniyelik 40 siklus. B-aktin ileri primeri igin dizi,
TCTTTGCAGCCACATTCCCG'dir ve geri primer, GGCTTGCGGGTGTTAAAAGC dir.
Progerin/lamin Ayl cofaltmak icin ileri primerin dizisi,
GCAACAAGTCCAATGAGGACCA'dir. Progerin- ve lamin A-spesifik geri primerler,
amplifikasyon-refrakter mutasyon sistemi stratejine goére, dzgullugu arttirmak igin

sondaki bir dnceki baza bir mutasyon uygulama ile, tasarlanmistir. Progerin-spesifik
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primer dizisi, CATGATGCTGCAGTTCTGGGGGCTCTGGAC'dir ve lamin A igin bu,
CATGATGCTGCAGTTCTGGGGGCTCTGGAT'dir. Deneylerin sonuglan $Sekil 4'te izah

edilir.

ORNEK 5

LMNA'YI HEDEF ALAN ANTISENS OLIGONUKLEOTIDLER iLE MUAMELEYi
TAKIBEN HGPS HUCRELERININ SDS-PAGE VE WESTERN BLOTLAMA ANALIZI

SDS-PAGE ve Western Blotlama analizi: Muamele edilmis hicreler toplanmistir, PBS
ile iki kere durulanmigtir ve akabinde Laemmli SDS-PAGE ytikleme tamponu icinde lize
edilmistir. Ornekler, 95°C'de 15 dakika boyunca isitilmistir ve akabinde %10'luk SDS-
PAGE jellerine yuklenmistir. Western blot analizi i¢in oldugu gibi, proteinler nitrosellloz
membranlara transfer edilmistir. Membranlar, 4°C'de gece boyu %5 sut/TBST ile bloke
edilmigtir ve %4 BSA/TBST iginde seyreltiimis primer antikorlar ile oda sicakliginda 1-3
saat boyunca inkiibe edilmistir. TBST ile ylkamalardan sonra, membranlar %1
sut/TBST iginde 1:5000 seyreltilmis sekonder antikorlar iginde oda sicakliginda 1 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Kemiliminesans bir ECL western blotlama saptama Kkiti
(Pierce) ile saptanmistir. Kullanilan primer antikorlar, fare monoklonal anti-lamin A/C'yi
(MAB3211, Chemicon), tavsan poliklonal anti-progerini (alisilagelmis peptit antikoru,
Yenzm) ve yaban turpu peroksidazi {HRP)-konjuge edilmis anti-aktini (Sigma) igerir.
Deneylerin sonuglar Sekil 5'te izah edilir. Oligontkleotid 699 (SEQ ID NO: 4), bunun
LMNA'nin ekzon 11 kriptik ug-birlestirme yerinden uzaklastinlmis olmasina ve bununla
kesismemesine ragmen, progerinin bir asadi-yénde reglilasyonuna ve lamin A'nin bir

yukari-yénde regulasyonuna sebebiyet vermigtir.
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<220>

< 223> Ornek LMNA Hedef Dizisi

<400> 1

ggctcccact
ctgtgcggga
gtgggcggac
cgcagtgtgg

ctcctgggea

<210> 2
< 211> 270

gcagcagctc
cctgegggcoa
ccatctcete

9g9g9gcagtgg

actccagccce

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>

gggggacccce
goctgogcgac
tggetcttot
gggtggcage

cocgaacccag

< 223> Ornek LMNA Hedef Dizisi

<400> 2

ggctcccact
ctgtgcggga
gtggogtgogac
cgcagtgtgg

ctcctgggea

<210> 3
<211>25

gcagcageto
ccrgegggra
ccatctecte

ggggcagtgg

actecgagecc

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>

g99gggacocc
goctgeoegac
tggetcttct
gggtggcage

ccgaacccag

< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 3

ccgctggeag atgectigte ggcag

109

gctgagtaca
aaggcatctg

gcetecagtg

ttcggggaca

gctgagtaca
aaggcatctg
gectecagtq

tteggggaca

25

acctgcogectco
ccageggetc
tcacggtcac

atctggtcac

acctgcgete
ccageggete
tcacggtcac

atctggtcac

gcgcaccegtg
aggagcccag
tcgecagetac

ccgetoctac

gcgcacegtg
aggagoocag
tcgcagetac

¢ccgcetcectac

60

120

180

240

270

60

120

180

240

270
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<210= 4
<211=25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 4
ctgagcegcet ggcagatgcec ttgte

<210>5
<211>25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 5
gctcctgagce cgcetggcaga tgect

<210>6
<211=25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 6
tgggctectg ageegetgge agatg

<210>7
<211>25

110
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< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 7
cacctgggct cctgagceege tggea

<210=8
<211>25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 8

gcacccacct gggctectga geege

<210> 9
<211>25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 9
gggtccaccc acctgggcte ctgag

<210> 10
<211=25

< 212> DNA
< 213> Yapay

25

25

25
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<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 10
agatgggtcc acccacctgg getee 25

<210> 11

< 211> 25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 11
gaggagatgg gtccacccac ctggg 25

<210> 12
<211>25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 12

gccagaggag atgggtecac ccacce 25

<210>13
<211>25

< 212> DNA
< 213> Yapay
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<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 13

aagagccaga ggagatgggt ccacc

<210> 14
<211>25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 14
cagaagagcc agaggagatg ggtcc

<210> 15
<211>25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 15
gaggcagaag agccagagga gatgg

<210> 16
<211>25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

25

25

25
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<400> 16
actggaggca gaagagccag aggag

<210> 17
<211>25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 17
acgtggtggt gatggagcag gtcat 25

<210> 18
<211>25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 18
actcacgtgg tggtgatgga gecagg 25

<210> 19
<211>25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

25
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<400> 19
gctaccactc acgtggtggt gatgg 25

<210> 20
<211>25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 20
cggcggctac cactcacgtg gtgat 25

<210> 21
<211>25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 21
cageggeggc taccactcac gtggt 25

<210> 22
<211>25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 22

cctcagegace ggctaccact cacgt 25

115
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<210> 23
<211>25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 23

ggcctcageg geggcetacea ctecac

<210> 24
<211>25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 24

gctcggectc ageggeggct accac

<210=> 25
<211>25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 25
cgagtctggg actgaccact caggce

25

25

25
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<210> 26
<211=25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 26
aggctcaggc gggacggega gtetg

<210> 27
<211>25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 27
agacaaggct caggcgggac ggcga

<210> 28
<211=25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 28
agggagacaa ggctcaggeg ggacg

<210> 29
<211>25

25

25

25
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< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 29
gggaagggag acaaggctca ggcgg

<210=> 30
<211>25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 30
gccctgggaa gggagacaag geteca

<210> 31
<211>25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 31
gtgggagccc tgggaaggga gacaa

<210> 32
<211=25

< 212> DNA
< 213> Yapay

25

25

25
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<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 32
ctgctgcagt gggagcecctg ggaag 25

<210> 33
<211>25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 33
agctgctgca gtgggagcecc tggga 25

<210> 34
<211>25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<400> 34
cceecgagct getgeagtgg gagec 25

<210> 35

< 211> 26

< 212> DNA
< 213> Yapay
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<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<220>
< 221> cesitli_dzellik
< 222> (26)..(26)

< 223> n = tercih edilen bir hiicreye niifuz eden peptit transportor(l

<400> 35
gctaccactc acgtggtggt gatggn 26

<210> 36
<211>26

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<220>
< 221> gesitli_o0zellik
< 222> {26)..{26)

< 223> n = tercih edilen bir hiicreye nifuz eden peptit transportdri

<400> 36
gggtccacece acctgggcete ctgagn 26

<210> 37
<211>25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi
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<220>
< 221> cesitli_ozellik
< 222> (3).43)

< 223> n = bir apn alt birimler arasi bagi

<220>

< 221> gesitli_ozellik

< 222> (9).{9)

< 223> n = bir apn alt birimler arasi bagi

<220>
< 221> cesitli_dzellik
< 222> (14)..(14)

< 223> n = bir apn alt birimler arasi badi

<220>
< 221> gesitli_dzellik
< 222> (20)..(20)

< 223> n = bir apn alt birimler aras| bagi

<400> 37
gcnaccacnc acgnggtggn gatgg 25

«<210> 38
<211>25

< 212> DNA
< 213> Yapay

<220>
< 223> Ornek HPGS Hedef Dizisi

<220>
< 221> cesitli_ozellik
< 222> {4)..44)

< 223> n = bir apn alt birimler arasi bagi
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<220>
< 221> cesitli_ozellik
< 222> (14).{14)

< 223> n = bir apn alt birimler aras| bagi

<220>
< 221> gesitli_dzellik
< 222> {19)..{19)

< 223> n = bir apn alt birimler arasi bagi

<220>
< 221> cgesitli_dzellik
< 222> {22).{22)

< 223> n = bir apn alt birimler arasi badi

<400> 38

gggnccacce acengggenc cngag 25

<210> 39
<211>9

< 212> PRT
< 213> Yapay

<220>

122

< 223> Arjininden Zengin Hucreye Nufuz Eden Peptit Transportoru

<400> 39

Arg Arg Arg Gln Arg Arg Lys Lys Arg
1 3

<210> 40
<211>9
<212>PRT
< 213> Yapay
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<220>
< 223> Arjininden Zengin Hicreye Nufuz Eden Peptit Transportoru

<400> 40

Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg
1 5

<210> 41
<211=11

< 212> PRT
< 213> Yapay

<220>
< 223> Arjininden Zengin Hiicreye Nifuz Eden Peptit Transporttri

<400> 41

Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Phe Phe
1 5 10

<210> 42

< 211> 11

< 212> PRT
< 213> Yapay

<220>
< 223> Arjininden Zengin Hucreye Nufuz Eden Peptit Transportoru

<400> 42

Arg Arg Arg Arg Arg Phe Phe Arg Arg Arg Arg
1 5 10

<210> 43
<211>4
<212>PRT
< 213> Yapay
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<220>
< 223> Arjininden Zengin Hicreye Nufuz Eden Peptit Transportoru

<400> 43

Arg Arg Arg Arg
1

<210> 44
<211>5

< 212> PRT
< 213> Yapay

<220>
< 223> Arjininden Zengin Hlcreye NGfuz Eden Peptit Transportori

<400> 44

Arg Arg Arg Arg Arg
1 5

<210> 45
<211>6

< 212> PRT
< 213> Yapay

<220>
< 223> Arjininden Zengin Hicreye Nufuz Eden Peptit Transportori

<400> 45

Arg Arg Arg Arg Arg Arg
1 5

<210> 46
<211=7

< 212> PRT
< 213> Yapay
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<220>
< 223> Arjininden Zengin Hicreye Nufuz Eden Peptit Transportoru

<400> 46

Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg
1 5

<210> 47
<211>8

< 212> PRT
< 213> Yapay

<220>
< 223> Arjininden Zengin Hiicreye Nifuz Eden Peptit Transporttri

<400> 47

Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg
1 5

<210> 48
<211>9

< 212> PRT
< 213> Yapay

<220>
< 223> Arjininden Zengin Hucreye Nufuz Eden Peptit Transportoru

<400> 48

Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg
1 5

<210> 49
<211=>16

< 212> PRT
< 213> Yapay
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<220>

< 223> Arjininden Zengin Hicreye Nufuz Eden Peptit Transportoru

<220>

< 221> MOD_RES
< 222>{2)..{2)

< 223> Xaa = Acp

<220>

< 221> MOD_RES
< 222> (4).{4)

< 223> Xaa = Acp

<220>

< 221> MOD_RES
< 222> {6)..{6)

< 223> Xaa = Acp

<220>

< 221> MOD_RES
< 222> (8)..{8)

< 223> Xaa = Acp

<220>

< 221> MOD_RES
< 222> (10)..{10)
< 223> Xaa = Acp

<220>

< 221> MOD_RES
< 222>{12)..(12)
< 223> Xaa - Acp

<220>
< 221> MOD_RES
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< 222> {14).{14)
< 223> Xaa = Acp

<220>

< 221> MOD_RES
< 222> {16)..{16)
< 223> Xaa = Acp

<400> 49

Arg Xaa Arqg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa

1 5

<210> 50
<211>12

< 212> PRT
< 213> Yapay

<220>

< 223> Arjininden Zengin Hlcreye NGfuz Eden Peptit Transportori

<220>
< 221>MOD_RES
< 222> (2).(2)

< 223> Xaa - 6-aminohekzanoik asit

<220>

< 221> MOD_RES

< 222> (5)..{5)

< 223> Xaa = 6-aminohekzanoik asit

<220>
< 221> MOD_RES
< 222> (8)..{8)

< 223> Xaa = 6-aminohekzanoik asit
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<220>
< 221> MOD_RES
< 222> {11)..{11)

< 223> Xaa = 6-aminohekzanoik asit

<400> 50

Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg

1 5

<210> 51
<211=15

< 212> PRT
< 213> Yapay

<220>

< 223> Arjininden Zengin Hiicreye Nufuz Eden Peptit Transportori

<220>
< 221> MOD_RES
< 222> (2)..{2)

< 223> Xaa = 6-aminohekzanoik asit

<220>
< 221> MOD_RES
< 222> {5).45)

< 223> Xaa = 6-aminohekzanoik asit

<220>
< 221> MOD_RES
< 222> (8)..{8)

< 223> Xaa = 6-aminohekzanoik asit

<220>
< 221> MOD_RES
< 222> {11)..{11)

< 223> Xaa = 6-aminohekzanoik asit
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<220>
< 221> MOD_RES
< 222> (14).{14)

< 223> Xaa = 6-aminohekzanoik asit

<400> 51

Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg

1 3

<210> 52
<211>12

< 212> PRT
< 213> Yapay

<220>

< 223> Arjininden Zengin Hicreye Nufuz Eden Peptit Transportori

<220>
< 221> MOD_RES
< 222> {2)..{2)

< 223> Xaa = 6-aminohekzanoik asit

<220>
< 221> MOD_RES
< 222> {5).45)

< 223> Xaa = beta-alanin

<220>
< 221> MOD_RES
< 222> (8)..{8)

< 223> Xaa = 6-aminohekzanoik asit

<220>
< 221> MOD_RES

129
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130

< 222> (11)..(11)

< 223> Xaa = beta-alanin

<400> 52

Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg
1 5 10

<210> 53
<211>15

< 212> PRT
< 213> Yapay

<220>

< 223> Arjininden Zengin Hicreye Nifuz Eden Transportdr

<400> 53

Arg Ala Arg Arg Ala Arg Arg Ala Arg Arg Ala Arg Phe Phe Cys
1 5 10 15

<210> 54
<211>15

< 212> PRT
< 213> Yapay

<220>
< 223> Arjininden Zengin Hicreye Nufuz Eden Peptit Transportori

<400> 54
Arg Gly Arg Arqg Gly Arg Arg Gly Arg Arg Gly Arg Phe Phe Cys
1 5 10 13
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