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Oligonukleotidok human eg5 expresszidjanak

gatlasara

KIVONAT

A talalmany targyat képezi egy oligonukleotid vagy
szarmazéka, amely eg5-6t kdédold szekvencia egy részének fe-
lel meg. A taldlmény szerinti oligonukleotid a természetes
DNS-b&l felépiilé oligonukleotidhoz képest kiilénbdzd mddosi-
tasokat tartalmazhat.

A talalmany targyat képezi tovabbad a taladlmany sze-
rinti oligonukleotidok el&&llitasadra szolgadld eljards és a
talalmany szerinti oligonukleotidok alkalmazasa eg5
expresszidjanak gatlasara. A taldlmany targyat képezi to-
vabba az oligonukleotidokat tartalmazé gydgyaszati készit-
mény.

A talalmany szerinti oligonukleotidok eg5 expresszié-
janak gatléaséara és eg5 expresszidéjaval kapcsolatos betegsé-

gek kezelésére alkalmazhatodk.
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Oligonukleotidok humidn eg5 expresszidjanak

gatlasara

A talalmany targyat képezi oligonukleotid vagy szar-
mazéka, amelynek szekvencidja human eg5-6t vagy ennek egy
mutans formajat kédold nukleinsavszekvencia egy meghataro-
zott részének felel meg, az oligonukleotidokat tartalmazd
gydégyaszati készitmény, valamint az oligonukleotid eld-
adllitasara szolgald eljaréas és az oligonukleotid alkalmaza-
sai.

A talalmany szerinti oligonukleotidok eldénydsen al-
kalmazhatdék eg5 expresszidéjanak gatlasara és egd ex-
pressziéjaval kapcsolatos betegségek kezelésére.

A mitdzis sordn egy mikrotubulusokbél &llé6 orsdszerd
képlet segiti a megkettézédott kromoszdémakat a leany-
sejtekbe egyforman szétosztani. A kinezinnel rokon motoros
fehérjék képezik az orsd kialakitasdhoz és a kromoszdémak
szétosztasdhoz szikséges erd egyik részét. A bipolaris,
mitotikus orsdé kialakitasa sok, kiilonboz&, motoros fehérje

aktivitasat igényli. Egy human eredetl, kinezinnel rokon,
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motoros fehérje a huméan eg5, amely a mitotikus
centroszémaval lép kdlcsdnhatésba, és amelyr&dl kimutatték,
hogy a bipolaris orsé kialakitasdhoz alapvetden fontos
[Blangy és mtsai., Cell 83, 1159 (1995)]. Specifikus, human
eg5-ellenanyagok mikroinjekciéja meggatolja a centroszoma-
vandorlast, és a sejteket a mitdzisban megallitja.

A bipolaris orsdé kialakulasanak meggatlasara egy ma-
sik lehet86ség az egd expresszidjanak gatlasa. Az egS-
expresszid specifikus gatléasara egy lehetéség olyan
antiszensz oligonukleotidok alkalmazasa, amelyek adott
esetben a tulajdonsagaik Javitasa érdekében moédosithatdk
(Uhlmann, E. és Peyman, A., Chemical Reviews 90, 543
(1990); Agrawal, S., TIBTECH 376 (1996)]. Az éntiszensz
oligonukleotidok feltehetdleg az mRNS specifikus szekvenci-
adihoz kotdédnek, amely az mRNS lebomlasahoz és/vagy a fehér-
jeszintézis g&tlasdhoz vezet.

A talalmany targyat képezi egy oligonukleotid vagy
szarmazéka, amely eg5-ot, elénybsen humédn egb-0t vagy egy
kérokozd, pl. Plasmodium falciparum (malaria) eg5-jét kodo-
16 szekvencia egy részének felel meg. Elé6nybsen az
oligonukleotid az egb-szekvencia 8-100 nukleotidjénak, elé-
nydsebben 8-20 nukleotidjanak felel meg. Az oligonukleotid
vagy a szarmazék az el&zSekben ismertetett szekvenciahoz
kotsdik, és megakadalyozza az eg5-fehérje kialakulasat. A
human eg5-szekvenciat nyilvanossagra hoztak [Blangy és
mtsai., Cell 83, 1159 (1995)]. A 20. azonositdészami szek-

vencia a human eg5-6t kodold szekvencia egy példéja. A 21.



azonositdészama szekvencia Plasmodium falciparum eg5-
szekvenciajara egy példa.

Az oligonukleotid eldnydsen tartalmaz olyan szekven-
ciat, amely human eg5-6t vagy Plasmodium falciparum eg5-jét
kédold nukleinsav egy részének felel meg. A "megfelel” ki-
fejezésen azt értjuk, hogy az oligonukleotid bazisszekven-
cidja komplementer egy olyan nukleinsav egy részével, amely
eg5-6t kbédol (pl. gén, cDNS, mRNS), amely lehetdvé teszi,
hogy az oligonukleotid az eg5-6t kédold nukleinsav "szensz
részével” hibridizaljon (ahhoz k6tédjon) . Ezen az alapon
"antiszensz oligonukleotidnak" nevezziik. A taldlmadny egy
elényods megvalésitasi médja szerint az oligonukleotid tehat
antiszensz oligonukleotid. A taladlmany egy tovabbi eldnyOs
megvalésitasi moédja szerint az oligonukleotid ribozim. A
ribozim olyan katalitikus nukleinsav, amely mRNS-t hasit. A
ribozim eldénydsen a kalapacsfej-ribozimok (,,hammerhead-
rybozyme”) csoportjabdl valaszthaté [Vaish és mtsai.,
Nucleic Acids Res. 26, 5237 (1998)].

A talalmany szerinti oligonukleotid az eg5-mRNS hib-
ridizaciéra alkalmas részéhez kotédik és gatolja az egS-—
fehérje képzddését. Az eg5 mRNS-éhez torténd kotbdésre és
az expresszi6 gatlasara alkalmas oligonukleotidok példaul
az eg5 transzlacids startszakaszara alakithatdk Kki.

Az eg5-o6t kbé6dold nukleinsavszekvencia oligo-
nukleotidnak megfeleld részének hosszusaga 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 vagy tébb nukleotid, és
az oligonukleotid elénydsen az eg5-6t kbédold szekvencianak

12 vagy 19 nukleotid hosszusagban felel meg. A talalmany



szerinti oligonukleotid 10 (10-mer), 11 (ll-mer), 12 (12-
mer), 13 (13-mer), 14 (l4-mer), 15 (15-mer), 16 (l1l6-mer),
17 (17-mer), 18 (18-mer) vagy 19 (19-mer) nukleotid hosszu-
sagu is lehet.

A taldlmany egy elényds megvaldsitasi mdédja szerint
az oligonukleotid 12 wvagy 19 nukleotid hosszq, ilyen
oligonukleotidok példéul az 1., 2., 3., 4., 5., 6., 7., 8.,
9. azonositdészamu szekvencidk szerinti egyik szekvenciat
vagy egy résziket tartalmazhatjik, ahol

az 1. azonositdészadmi szekvencia: 3'-CTTAAGGCAGTA
CCGCAGC-5"'; 5'-CGACGCCATGACGGAATTC-3'

a 2. azonositészami szekvencia: 3'-ACCACTC
TACGTCTGGTAA-5'; 5'-AATGGTCTGCATCTCACCA-3'

a 3. azonositdészamui szekvencia: 3'-GGCAGTACCG
CAGCGTCGG -5'; 5'-GGCTGCGACGCCATGACGG-3"’

a 4. azonositdészami szekvencia: 3'-CTTAAGGCAGTA-5';

5'-ATGACGGAATTC-3'

az 5. azonositdszamu szekvencia: 3'-TAAGGCAGTACC-5';

5'-CCATGACGGAAT-3"'

a 6. azonositdészadmi szekvencia: 3'-GGCAGTACCGCA-5';

5'-ACGCCATGACGG-3"

a 7. azonositdészami szekvencia: 3'-AGTACCGCAGCG-5';

5'-GCGACGCCATGA-3"'

a 8. azonositdszadmu szekvencia: 3'-CCGCAGCGTCGG-5';

5'-GGCTGCGACGCC-3"'

a 9. azonositdészami szekvencia: 3'-GCAGCGTCGGTT-5';

5'-TTGGCTGCGACG-3'
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Kildndsen eldnyds, ha az oligonukleotidot a tulaj-
donséagainak javitasa érdekében moédositjuk, példaul
nukleazokkal szembeni ellenalld képességének javitasa érde-
kében, illetdleg hogy nukleazokkal szemben rezisztenssé te-
gyik, vagy eqgy komplementer, eg5-6t ké6dold nukleinsavhoz,
pl. mRNS-hez torténd kotédési affinitéaséanak novelése érde-
kében, vagy a sejtbe torténd felvételének javitasa érdeké-
ben.

A talalmany targyat képezi tehat egy oligonukleotid,
amelynek szekvenciaja egyike az el&z8ekben ismertetett,

jellemzé szekvenciaknak, és amely ezenkivil egy "természe-

tes" DNS-sel Osszehasonlitva - amely a nukleozidok k&zdtt
foszfodiészterhidakkal &sszekotott, "természetes" nuk-
leozid-dezoxiadenozinbdol (adenin + P-D-2'-dezoxiribdz),
dezoxiguanozinbél (guanin + B-D-2'-dezoxiribdz) dezoxi-

citidinbél (citozin + B-D-2'-dezoxiribdz) és timidinbdl
(timin + P-D-2'-dezoxiribbz) 4ll - egy vagy tobb kémiai mo-
dositast tartalmaz. Az oligonukleotidok egy vagy tobb,
ugyanolyan tipusu és/vagy kiildénbsz8 tipusu mdédositast tar-
talmazhatnak, minden egyes médositasi tipus a masiktdl fig-
getleniil valaszthatd az oligonukleotidok médositasara is-
mert tipusok kozil.

A talalmany targyat képezik az oligonukleotidok szar-
mazékai is, példaul soéik, elsdsorban fiziolbébgiailag elfo-
gadhaté sdéik. A sék és a fizioldégiailag elfogadhatd sbék is-—
mertetése a kovetkezd miben taldalhaté: Remingtons Pharma-
ceuticals Science, 1418. oldal, Mack Publishing Company,

Easton, PA (1985). A szarmazékok kifejezést a mébdositott
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oligonukleotidokra is alkalmazzuk, amelyek egy vagy tobb
moédositast tartalmaznak (példaul meghatarozott nukleotid-
helyzetekben és/vagy meghatarozott nukleozidok k&zétti hi-
dakban, azaz internukleozid—hidakban), az oligonukleotid-
analbdgokra (példaul poliamid—nukleinsavakra, PNS), a
foszfomonoészter—nukleinsavakra (PHONS=PMENS), az oligo-
nukleotid-kimérakra (p€lddul egy DNS- és egy PNS-részbdl
allé, vagy egy DNS- és e€gy PHONS-részb3l 4llé oligo-
nukleotidra). A szarmazékok kifejezést az olyan
oligonukleotidokra is értjiik, amelyek normal vagy természe-
tes eg5 alléljeinek és/vagy mutéans formainak (muténsainak)
felelnek meg, példaul human eg5 alléljei és/vagy mutansai
(pl. 20. azonositdszamu szekvencia) és Plasmodium
falciparum eg5-jének alléljei és/vagy mutansai (pl. 21.
azonositdszamu szekvencia).

Kémiai médositasok példadi a szakember Szamara jél is-
mertek, és példaul Uhlmann, E. és Peyman, A., Chemical
Reviews 90, 543 (1990) és "Synthesis and Properties &
Synthesis and Analytical Techniques"”, Protocols for
Oligonucleotides and Analogs, szerk.: Agrawal, s., Hrsg.,
kiad.: Humana Press, Totowa, USA (1993) és Crooke, s.T.,
Bennet, F., Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 36., 107-129
(1996) ; Hunziker, J. és Leuman, C., Mod. Synt. Methods 7,
331-417 (1995) munkaiban talalhaté ismertetés.

A természetes DNS-sel Osszehasonlitva példaul a
nukleozidok k&zotti egyik foszfodiészterhid, egy pB-D-2'-
dezoxiribéz—egység és/vagy egy természetes nukleozidbizis

(adenin, guanin, citozin, timin) mbédosithatd, illetve cse-
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rélhetd ki. A taldlmany szerinti oligonukleotid egy vagy
tobb ilyen médositast tartalmazhat, ahol minden egyes mddo-
sitds egy azonos szekvenciaju, természetes DNS-b6l alld
oligonukleotiddal &6sszehasonlitva egy meghatarozott foszfo-
diészter-internukleozidhidban és/vagy egy meghatarozott D-
2'-dezoxiribbéz-egységben és/vagy egy meghatarozott termé-
szetes nukleozidbazis-helyzetben taldlhaté.

A talalmany targyat képezi egy olyan oligonukleotid,
amely egy vagy tobb médositést tartalmaz, ahol minden egyes
moédositas egymastdl fiiggetlenill az alabbiak barmelyike:

a) nukleozidok 3'-vége és/vagy 5'-vége kozotti
foszfodiészterhid kicserélése mbédositott internukleozid-
hidra,

b) nukleozidok 3'-vége és/vagy b5'-vége kozotti
foszfodiészterhid kicserélése defoszfohidra,

c) a cukor-foszfat-vazbdl egy cukor-foszfat-egység
kicserélése egy masik egységre,

d) egy PB-D-2'-dezoxiribdz-egység kicserélése egy mo-
dositott cukoregységre,

e) egy természetes nukleozidbazis kicserélése egy
moédositott nukleozidbazisra,

f) egy olyan molekuladhoz valdé kotés, amely az
oligonukleotid tulajdonséagait befolyasolja,

g) 2'5'-kdtést tartalmazd oligoadenilathoz vagy egy
szarmazékdhoz torténd koétés, adott esetben alkalmas kapcso-
lémolekulan (linkeren) keresztil, és

h) egy 3'-3'- és/vagy 5'-5'-inverzid kiépitése az

oligonukleotid 3'-végén és/vagy 5'-végeéen.



Az oligonukleotid kémiai médositdsaira konkrét példak
a kovetkezdk:

a) nukleozidok 3'-vége és/vagy 5'-vége kozotti
foszfodiészterhid kicserélése eqgy mbédositott inter-
nukleozid-hidra, ahol a mddositott internukleozid-hid pél-
daul foszforotioat-, foszforoditiodt-, NR!R!'-foszforo-
amidat, borofoszfat-, foszfat-(C;-C,;)-0O-alkilészter-, fosz-
fat-[(Cs-Cy2) —aril-(C;—Cz;) -O-alkil]észter-, (C1-Cg)—alkil-
foszfonat- és/vagy (Ce-Ci2)-arilfoszfonat-hid és (C;-Cp2)-0-
hidroxi-metil-aril (ismertetése példaul a WO 95/01363 szami
nemzetkozi kozzétételi iratban taldlhatd, ahol a (Ce-Ciz)-
aril, a (Cg—Cyo)—-aril és a (Cs—Ci4)—aril adott esetben halo-
gén-, alkil-, alkoxi-, nitro- vagy clano-csoporttal
szubsztitualt, és

ahol R' és R''" jelentése egymastol fiiggetleniil hidro-
génatom, (C;-Cig)-alkil-, (Ce—Czo)—-aril-, (C¢—Ci4)-aril- (C;-
Cg) —alkil-, eldénydsen hidrogén, (C;-Cg)-alkil-, eldénydsen
(C1—C4) —alkil- és/vagy metoxietil-csoport, vagy

R' és R! jelentése a hozzakapcsolédd nitrogénatommal
egylitt egy 5-6-tagu heterociklusos gylrilit képez, amely egy
tovabbi heteroatomot is tartalmazhat, amely O, S vagy N,

b) nukleozid 3'-vége és/vagy 5'-vége kdzdétt taldlhatd
foszfodiészterhid kicserélése eqgy defoszfohidra
[defoszfohidak ismertetése példaul Uhlmann, E. és Peyman,
A., "Protocols for Oligonucleotides and Analogs”, Methods
in Molecular Biology, 20. kotet, 16. fejezet, 355ff szerk.:
Agrawal, S., Hrsg., kiad.: Humana Press, Totowa (1993) cimi

miiben taldlhatdé], ahol a defoszfohid példaul formacetal-,



3'—tioformacetél—, metil—hidroxil—amin—, OXim-, metilén-
dimetil-hidrazo-, dimetilén-szul fon- és/vagy szilil-
csoport,

c) egy cukor—foszfét—egység (a B-D-2'-dezoxiribéz és
a nukleozidok k&zotti foszfodiészterhid képez egyiitt egy
cukor—foszfét—egységet) kicserélése a cukor-foszfat-vazbsol
(a cukor-foszfat-vaz cukor—foszfét—egységekbél all) egy ma-
sik egységre, ahol a masik egység példaul

- morfolinoszérmazék—oligomer felépitésére alkalmas
[amelyet példaul Stirchak és mtsai., Nucleic Acids Res. 17,
6129 (1989) ismertetnek], azaz példaul egy morfolino-
szérmazék—egységre torténs kicseréles,

- poliamid-nukleinsav (PNS) felépitésére alkalmas
[amelynek ismertetése példaul Nielsen és mtsai., Bioconj.
Chem. S, 3 (1994) és az EP 0672677 A2 szamu eurdpai kdzzé-
tételi iratban talalhatés], azaz példaul egy  PNS-
vazegységre, példaul 2—aminoetil—glicinre térténd kicseré-
lés,

- foszfonsav—monoészter—nukleinsav (PHONS) felépite-
sére alkalmas [amelynek ismertetése példaul Peyman és
mtsai., Angew. Chenmn. Int. Ed. Engl. 35, 2632-2638 (1996) és
az EP 0739898 A2 szamu eurdpai kézzétételi iratban talalha-
td], azaz egy PHONS-egységre térténd kicseréleés,

d) egy B—D—2'—dezoxiribéz—egység kicserélése egy moé-
dositott cukoregységre, ahol a médositott Cukoregység pél-
daul B-D-ribéz, 0-D-2'~-dezoxiriboz, L-2'-dezoxiribéz, 2'-p-
2'-dezoxiribéz, 2’—0—(Cl—Ca)—alkil—ribéz, ahol az elényss

2'-0-(C1-C¢) —alkil-ribédz 2'—O—metil—ribéz, 2'-0-(Cy-Cq) -
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alkenil-ribdz, 2'-[0-(C1-Ce)—alkil-0-(Ci1-Cg¢)-alkil]lriboz,
2'-NH,-2'-dezoxiribéz, PB-D-xilofuranéz, a-arabinofurandz,
2,4-didezoxi-pB-D-eritro-hexopirandz és karbociklusos [pl.
Froehler, J. Am. Chem. Soc. 114, 8320 (1992)] és/vagy nyilt
lancua cukoranaldg [pl. Vandendriessche és mtsai.,
Tetrahedron 49, 7223 (1993)] és/vagy biciklusos cukoranaldg
[pl. Tarkov, M. és mtsai., Helv. Chim. Acta 76, 481 (1993)]
egyike.

e) egy természetes nukleozidbazis kicserélése egy
médositott nukleozidbazisra, ahol a médositott
nukleozidbazis példaul uracil, hipoxantin, 5-hidroxi-metil-
uracil, N?-dimetil-guanozin, pszeudouracil, 5-hidroxi-
metil-uracil, S5-amino-uracil, dihidro-uracil, 5-fluor-
uracil, 5-fluor-citozin, 5-klér-uracil, 5-klér-citozin, 5-
brém-uracil, 5-brém-citozin, 2,4-diaminopurin, 8-azapurin,
szubsztitualt 7-deazapurin, eldénydsen 7-deaza-7-
szubsztitualt és/vagy 7-deaza-8-szubsztitudlt purin vagy
természetes nukleozidbazisok mas mddositasainak egyiker
(modositott nukleozidbazisok ismertetése az EP 0710667 A2
és az EP 0680969 A2 eurdpai kozzétételi iratokban
talalhfité)egy olyan molekuldhoz vald kotddés, amely az
oligonukleotid tulajdonsagait befolyasolja azaltal, hogy az
oligonukleotid kot&édése egy vagy tobb molekulahoz az
oligonukleotid tulajdonsagait (kedvezden) befolyasolja
(példaul az oligonukleotidnak azt a képességét, hogy a
sejtmembranon keresztiilhatoljon, illetdleg egy sejtbe Dbe-
jusson, nukleédzokkal szembeni stabilitasat, eg5-6t kdbédold

célszekvencidhoz vald affinitasat, az oligonukleotid
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farmakokinetika&jat, eqgy antiszensz oligonukleotid/ribozim,
illet6leg az oligonukleotiddal konjugalt molekula azon ké-
pességét, hogy a konkrét eg5-6t koédold célszekvenciat meg-
fogja, példaul kotésre és/vagy keresztkétésre vald képessé-
gét, ha az oligonukleotid az eg5-6t kédold célszekvenciaval
hibridizal), ahol a molekula példaul az oligonukleotidhoz
ké6t8dni képes molekula, polilizin, interkalaléd anyag, pél-
daul pirén, akridin, fenazin vagy fenantridin, fluoreszkald
anyag példaul fluoreszcein, keresztkotésre alkalmas anyaqg,
példaul pszoralén vagy azidoproflavin, lipofil molekula,
példaul (C;,-Cy)-alkil, lipid, példaul 1,2-dihexadecil-rac-
glicerin, szteroid, példaul koleszterin vagy tesztoszteron,
vitamin, példaul E-vitamin, poli- vagy' oligoetilénglikol
elénybsen egy foszfatcsoporton keresztiil (Pl. trietilén-
glikol-foszfat, hexaetilén-glikol-foszfat) az oligonuk-
leotidhoz kotve, (Ci2-Cig)-alkilfoszfat-diészter és/vagy O-
CH2-CH (OH) -0- (C12-Cyg) —alkil joéhet szamitdsba, ezek a mole-
kulak a szekvencia 5'-végén és/vagy 3'-végén és/vagy a
szekvencian beldl épiilhetnek be, példaul oligonukleotid-
konjugatumok kiépitésére alkalmas nukleotidb&zisnal,
oligonukleotid-konjugatumok el8allitdsara szolgald eljara-
sok a szakember szamara j6l ismertek és ismertetés a kovet-
kez6 mlvekben talalhatéd: Uhlmann, E. és Peyman, A., Chem.
Rev. 30, 543 (1990); Manoharan, M., Antisense Research and
Applications, 17. fejezet, 303ff oldal, Crooke és Lebleu,

Hrsg., CRC Press, Boca Raton (1993) és EP-A 0552766 szAami

eurdpal kozzétételi irat.
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g) 2'5'-kotést tartalmazé oligoadenilathoz t&rténd
kotés, eldénydsen egy alkalmas kapcsoldédmolekulan (linkeren)
keresztiil, ahol a 2'-5'-k6tést tartalmazd oligoadeniléat
példaul 2'5'-kotést tartalmazd triadenilat, 2'5'-kdtést
tartalmazé tetraadenilat, 2'5'-kétést tartalmazd penta-
adenilat, 2'5'-kotést tartalmazé hexaadenilat vagy 2'5'-
kotést tartalmazé heptaadenilat-molekula és szarmazékaik
egyike, ahol a 2'5'-kotést tartalmazé oligoadenilat-
szarmazék példaul Cordycepin (2'5'-kdtést tartalmazd 3'-
dezoxi-adenilat, és ahol trietilén-glikol példaul egy al-
kalmas kapcsolbanyag, és ahol a 2'5'-kétést tartalmazd
oligoadenilat 5'-vége foszfat-, difoszfat- vagy trifoszfat-
csoportot kell hordozzon, amelyben egy vagy tdbb oxigénatom
példaul kénatommal helyettesithetd, ahol a foszfat- vagy
tiofoszfat-csoporton keresztiil tdrténé helyettesités els-
nyos.

h) 3'-3'- és/vaqgy 5'-5"-inverzié Dbevitele az
oligonukleotid 3'-végén és/vagy 5'-végén, ahol ezen fajta
kémiai médositasok a szakember szamidra j61 ismertek, és is-
mertetés példaul Koga, M. és mtsai., J. Org. Chem. 56, 3757
(1991) és EP 0464638 és EP 0593901 szama eurdpai kodzzététe-
li iratokban taléalhaté.

A cukor-foszfat-vazbdél eqgy cukor-foszfat-egység ki-
cserélése egy masik egységre, amely példaul PNS-vazegység
vagy PHONS-vazegység lehet, eldnydsen egy nukleotid kicse-
rélése peldadul egy PNS-egységre vagy egy PHONS-egységre,
amely mar természetes nukleozidbazisokat és/vagy médositott

nukleozidbazisokat tartalmaz, példaul eqgy médositott
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nukleozidbazist a kovetkezdk kozil: uracil, hipoxantin, -5-
(hidroxi-metil)-uracil, N?-dimetil-guanozin, pszeudouracil,
5- (hidroxi-metil)-uracil, 5-amino-uracil, pszeudouracil,
dihidro-uracil, 5-fluor-uracil, 5-fluor-citozin, 5-klér-
uracil, 5-klér-citozin, 5-brém-uracil, 5-brém-citozin, 2,4-
diamino-purin, 8-azapurin, szubsztitualt 7-deazapurin, elé-
nydsen 7-deaza-T7-szubsztituadlt és/vagy 7-deaza-8-szub-
sztitualt purin vagy természetes nukleozidbazis mas médosi-
tasai (mébdositott nukleotidbazisok ismertetése az EP
0710667 A2 és az EP 0680969 A2 szamu eurdpai kozzétételi
iratokban talalhatd).

Az EP 0710667 A2, az EP 0680969 A2, az EP 0464638, az
EP 0593901, az EP 0672677 A2, az EP 0739898 A2 és az EP
0552766 szamu eurdpai és a WO 95/01363 szamu nemzetkozi
kozzétételi iratokban ismertetett oligonukleotid-
médositasok a kitanitas részét képezik.

A taldlmany egy megvalésitasi moédja szerint az
oligonukleotid-szekvenciaban a nukleozidok kozotti egy vagy
tsbb foszfodiészterhidat médositjuk, eldnybsen nukleozidok
kézotti egy vagy tobb foszfodiészterhidat nukleozidok k&-
26tti foszforotioathiddal és/vagy nukleozidok kozotti (Ce-
C,,)-arilfoszfonat-hiddal, elénydsen o-hidroxibenzil-fosz-
fonat-hiddal helyettesitjik, amelyekben a benzil-csoportot
elénydsen szubsztitualjuk, példaul nitro-, metil-, halogén-
csoporttal helyettesitjik. Egy teljesen foszforotioat-
oligonukleotidban a nukleozidok kozotti valamennyi
foszfodiészterhidat foszforotioat-hidra moédositjuk. E1Snyd-

sen a talalmany targyat képezi egy olyan oligonukleotid,
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amelyben nem minden, nukleozidok kozotti foszfo-
diészterhidat médositunk egységesen foszforotioatra (a
nukleozidok kozott foszforotiodthidakra). Eldnybsen leg-
alabb egy internukleozid-hidon mésfajta médositast hajtunk
végre, vagy nem médositjuk. Eldnydsebben a talalmany tar-
gyat képezi egy olyan nukleotid, amely ezen kivil még leg-
alabb egy masfajta modositést tartalmaz. A talalmany egy
tovabbi eldnyds megvalbésitéasi moédja szerint az
oligonukleotid—szekvencién beliil egy vagy toébb nukleozidot
(B-D-2'-dezoxiribdz és/vagy nukleozidbazis) mbédositunk,
elénydsen a PB-D-2'-dezoxiribdzt 2'-0-(C1-Cq) —alkil-ribdzra,
eldnydsen 2'-O-metil-ribdzra cseréljik és/vagy a
nukleozidbazist 8-azapurinra, 7-deaza-7-szubsztitualt pu-
rinra és/vagy 7-deaza-8-szubsztitualt purinra cseréljik
(purin, adenin, guanin). ElSdnydsen a talalmany targyat ké-
pezi egy oOlyan oligonukleotid, amelyben nem minden
nukleozidot médositunk egységesen. Eldnybsen a taldlmany
targyat képezi egy olyan oligonukleotid, amely ezen kivil
legaldbb egy masfajta médositast is tartalmaz.

A talalmany egy tovabbi megvaldsitasi mdédja szerint a
cukor-foszfat-vazboél egy vagy tébb cukor-foszfat-egységet
PNS-vazegységre, eldnydsen 2-aminoetil-glicin-egységre cse-
réliink. Eldnydsen a kicserélt cukor-foszfat-egységek 1leg-
alabb egy bizonyos mértékig egymashoz kapcsoltak. ElényOsen
a talalmany targyat képezi egy olyan oligonukleotid, amely-
ben nem minden cukor-foszfat-egységet cseréltink ki egyse-
gesen. A talalmany targyat képezik eldénydsen a kiméra

oligonukleotidok, példaul az olyanok, amelyek egy vagy tobb
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PNS- és egy vagy tobb DNS-részbdél allnak. Az ilyen kiméra
oligonukleotidokra példaul szolgalnak a kovetkezd mbédosita-
si mintak, amelyek nem korlatozzak a talalmany targykorét:
DNS-PNS, PNS-DNS, DNS-PNS-DNS, PNS-DNS-PNS, DNS-PNS-DNS-
PNS, PNS-DNS-PNS-DNS. Hasonldé mintadk DNS-részekbdl és
PHONS-részekb&l &sszeallitott kiméra molekuldkra is lehet-
ségesek, példaul DNS-PHONS, PHONS-DNS, DNS-PHONS-DNS,
PHONS-DNS-PHONS, DNS-PHONS-DNS-PHONS, PHONS-DNS- PHONS-DNS.
Ezenkivil természetesen harom kiilonbozé részbdl, mint DNS-
rész (ek)bdl, PHONS-rész(ek)bSl vagy PNS-rész (ek)bsl 4&llédé
kiméra molekuladk is lehetségesek. Eldénydsen a talalmany
targyat képezi egy olyan oligonukleotid, amely ezenkivil
még legalabb egy, masfajta moédositast is tartalmaz.

A talalmany egy tovabbi elényds megvaldsitasi mbédja
szerint az oligonukleotid 3'-végéhez és/vagy 5'-végehez egy
(C,2-Cig) —alkil-csoportot, eldnydsen egy Cie—alkil-csoportot,
egy trietilén-glikol-csoportot vagy egy hexaetilén-glikol-
csoportot kotink - ezek a csoportok eldényésen foszfat-
csoporton keresztiil kotddnek az oligonukleotidhoz. Elényo6-
sen a taladlmany targyat képezi egy olyan oligonukleotid,
amely nincs mind a két végén (3'-végén és 5'-végén) (egy-
forman) médositva. Elénydsen a talalmany targyat képezi egy
olyan oligonukleotid, amely ezen kiviil még legalabb egy,
masfajta médositast is tartalmaz.

A talalmany egy elényds megvaldsitasi moddja szerint
az oligonukleotid-szekvencian belil csak meghatarozott
helyzetekben toértént moédositas (pl. részlegesen médositott

oligonukleotid). Részlegesen modositott oigonukleotidokat
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egyes leirasokban minimalisan médositott oligonukleotidok-
nak is nevezik. A szekvencian beliil egy médositas egy meg-
hatarozott helyre korlatozoédhat (meghatdrozott nukle-
otidokra, meghatarozott nukleozidokra, meghatarozott
nukleozidbazisokra, meghatarozott internukleozid—hidakra).

A talalmany egy eldnyds megvalésitasi médja szerint
olyan részlegesen médositott oligonukleotidot allitunk elg,
amelyben csak egyes foszfodiészterhidakat cseréliink ki mo-
dositott internukleozid-hidakra, példaul foszforotioat-
hidakra és/vagy a-hidroxibenzil-foszfonat-hidakra. Elényo-
sen a talalmany targyat képezik a csak bizonyos mértékben
moédositott oligonukleotidok.

A talalmany targyat képezi elénySsen egy olyan
oligonukleotid, amelynél az 5'-végen és/vagy a 3'-végen 1-5
terminalis nukleotidegység a megfeleld nukleozidok S5'-végén
és/vagy 3'-végén talalhatéd internukleozid-hidak médositasa-
val védve van, elénydsen a nukleozidok k&z6tti foszfo-
diészterhidak foszforotioathidakra és/vagy a-hidroxi-
benzil-foszfonat-hidakra térténd kicserélésével. ElSnydseb-
bek az oligonukleotid 3'-végén 1lévs, olyan 1-5 termindlis
nukleotidegységek, amelyek a megfeleld nukleozid 5'-végén
és/vagy 3'-végén talalhatd, médositott internukleozid-
hidakkal vannak védve. Adott esetben ezenkiviil az
oligonukleotid 5'-végén 1évé 1-5 terminalis nukleotidegység
is védve van a megfeleld nukleozidok S'-végén és/vagy 3'-
végén taléalhatéd, moédositott internukleozid-hidakkal. Adott

esetben az oligonukleotid mas helyzetekben tovabbi médosi-

tasokat is tartalmazhat.
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A taladlmany targyat képezi tovabba egy olyan
oligonukleotid, amelynél legalédbb egy, belsé pirimidin-
nukleozid és/vagy ennek a pirimidinnukleozidnak (nukleozid
egy pirimidinbéazissal, példaul citozinnal, uracillal,
timinnel) az 5'-végén és/vagy a 3'-végén talalhato
internukleozid-hid médositva van, eldénydsen nukleozidok k&-
z8tti foszfodiészterhid/hidak kicserélése egy vagy tobb
foszforotioathidra/hidakra és/vagy egy vagy tébb o-
hidroxi-benzil-foszfonathidra/hidakra.

A talalmany egy elényds megvaldsitadsi médja szerint
az oligonukleotid 5'-végén és/vagy 3'-végén lévd 1-5
terminalis nukleotidegységek a megfelelé nukleozidok 5'-
és/vagy 3'-végén taldlhaté, mddositott internukleozid-
hidakkal védve vannak, és ezenkivil legalabb egy belsd
pirimidinnukleozid és/vagy a pirimidinnukleozid 5'-végén
és/vagy 3'-végén talalhatd internukleozid-hid mbédositva
van.

A részlegesen moéodositott oligonukleotid elvét példaul
Peyman, A. és Uhlmann, E. ismertetik [(Peyman, A. és
Uhlmann, E., Biol. Chem. Hoppe-Seyler 377, 67-70 (1996) és
EP 0653439 szamu eurdpai kozzétételi irat, amelyek a kita-
nitas részét képezik]. Ebben az esetben az 5'-végen és/vagy
a 3'-végen lévé 1-5 terminalis nukleotidegység védve van,
példaul a megfeleld nukleozid 3'-végén és/vagy 5'-végén ta-
lalhato, nukleozidok kozstti foszfodiészterhidak példaul
nukleozidok k&zdtti foszforotiodthidakra cserélhetdk. Ezen-
kivil eldényésen legaladbb egy belsd pirimidin-nukleozid-

helyzet (illetdleg nukleotid-helyzet) mbédositva van, elé-
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nydsen pirimidin-nukleozid 3'- és/vagy S5'-inter-
nukleozidhid/hidak van(nak) médositva vagy kicserélve, pél-
daul nukleozidok k&z&tti €gqy vagy tobb foszforotioat-
hidra/hidakra. Részlegesen médositott oligonukleotidoknak
kiilénosen elényos tulajdonsagaik lehetnek, préldaul
nukleazokkal szemben igen nagy meértékben ellenallédk, és
mindemellett csak minimalisan vannak moédositva. Ezenkiviil
jelent8sen csdkkent mértékben mutatnak nem antiszensz hata-
sokat, amelyek a csak foszforotioatbdl allés oligo-
nukleotidok alkalmazdsaval gyakran kapcsolatosak [Stein és
Krieg, Antisense Res. Dev. 4, 67 (1994)]. Részlegesen médo-
sitott oligonukleotidok magasabb k&tési affinitadst is mu-
tatnak a csak foszforotiodtokbél &116é oligonukleotidoknal.

A talalmény targyat képezik elényssen a részlege-
sen/minimalisan médositott oligonukleotidok.

10. azonositdszamu szekvencia:

3'"-C*T*T*A A G G C*A G T*A C*C G*C A G*C-5'" (K3)

5'"-C G A C*G*C*C*A*T G A*C G G A A*T*T*C-3!

11. azonositdészamu szekvencia:

3'"-A*C*C*A C*T C*T A C*G T*C*T G G*T A*A-5' (K4)

S'-A*A T*G G T*C*T G*C A T*C T*C A*C*C*Ap-5"

12. azonositdészami szekvencia:

3"-G*G*C*A G*T A C*C G C*A G*C G T*C G*G-5' (K6)

5'"-G*G C*T G C*G A*C G C*C A T*G A*C*G*G-3!

13. azonositészami szekvencia:

3"-C*T*T*A A G G*C A G*T*A-5'

S'"-A*T*G A C*G G A A*T*T*C-3!'

14. azonositdészami szekvencia:

———— e e
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3'-T*A*A G G C*A G*T A*C*C-5'

5'-C*C*A T*G A*C G G A*A*T-3'

15. azonositdészami szekvencia:

3'-G*G*C A G*T A C*C*G C*A-5'

5'-A*C G*C*C A T*G A C*G*G-3'

16. azonositdészamu szekvencia:

3'-A*G*T A C*C G*C A G*C*G-5'

5'-G*C*G A C*G C*C A T*G*A-3'

17. azonositészadmi szekvencia:

3'-C*C*G*C A G*C G T*C G*G-5'

5'-G*G C*T G C*G A C*G*C*C-3'

18. azonositészami szekvencia:

3'-G*C*A G C*G T*C G G*T*T-5'

5'—T*T*G G C*T G C*G A*C*G-3'

ahol "*" az internukleozid-hid médositéasat jelenti,

"k elénydsen foszforotiodat-internukleozidhid

A taladlmany egy tovabbi eldényss megvaldsitési mddja
szerint a taladlmany targyat képezi egy részlegesen moédosi-
tott oligonukleotid, amelynél egy nukleozidot médositot-
tunk, példaul egy nukleozidbazist és/vagy egy B-D-2'-
dezoxiribdz-egységet médositottunk. Elénydsen egy P-D-

dezoxiribdz-egységet cseréltiink ki egy 2'-0-(C;-Cg) —alkil-

ribbdzra, elénydsebben 2'-O-metil-ribdzra (eqy PB-D-2'-
dezoxiribonukleozidot cseréliink ki 2'-0-metil-ribo-
nukleozidra) .

A talalmany szerinti oligonukleotid egy fajta mébdosi-
tasi tipuson kivil egy masik fajta médositasi tipust is

tartalmazhat.
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A talalmany egy tovabbi megvalésitasi médja szerint
az oligonukleotid meghatarozott helyzetekben mobédositott
internukleozid-hidakat és ezenkiviil meghatarozott helyze-
tekben nukleozid médositasait tartalmazza, eldnybsen egy B-
D-2'-dezoxiribézt cseréliink ki. A taldlmany egy eldnyds
megvaldésitdsi médja szerint az internukleozid-médositas egy
foszfodiészterhid kicserélése egy foszforotioathidra, és a
B-D-2'-dezoxiribéz médositasa 2'-O-metilribbézra torténd ki-
cserélés, ebben az esetben az oligonukleotid kiméra
oligonukleotid, amely médositott és nem moédositott DNS- és
RNS-részekbél 4&ll, amelyek 2'-O-metilribonukleozidokat és
B—D—Z'—dezoxiribonukleozidokat, valamint a nukleozidok ko&-
z5tt foszfodiészter- és foszforotiodthidakat tartalmaznak.

A talalmany egy tovabbi eldényos megvaldésitasi mdédja
szerint a talalmany téargyat képezi egy olyan oligo-
nukleotid, amely egy vagy tébb (C12-Ci1g) —alkil-csoportot
tartalmaz, elénydsen egy Cie—alkil-csoportot a 3'- és/vagy
5'-végén. A (C12-Ci1s) —alkil-csoport példaul foszfo-
diészterként k&tdédhet, mint ezt az EP 0552766 A2 szami eu-
répai kozzétételi iratban ismertetik (az EP 0552766 A2 sza-
ma eurdpai kozzétételi irat a kitanitas részét képezi),
vagy O-CH,—CH (OH)-0-(Ci12-Cig) —alkil 3'-foszfodiésztereként.
Elénybés az olyan oligonukleotid, amelynél egy Cie-alkil-
csoport kotédik a 3'- és/vagy az 5'-végen.

A talalmany targyat képezi az olyan oligonukleotid
is, amelyben a 3'- és/vagy az 5'-végen oligoetilén-glikol-
csoport kotdédik, elénydsen trietilén-glikol vagy

hexaetilénglikol, elénybsebben foszfodiészteren keresztil
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(tri- vagy hexaetilén-glikol-foszfatészter). Egy 1ilyen
oligonukleotid természetesen tovabbi moédositasokat is tar-
talmazhat.

A talalmany egy tovabbi eldényds megvaldésitasi médja
szerint az oligonukleotid egy kapcsolémolekulédn (linkeren)
keresztiil 2'5'-kotést tartalmazéd oligoadenilat-5"'-
(tio) foszfathoz k&tddik. Kapcsolémolekula lehet példaul egy
oligoetilénglikol-foszfat-csoport, elénydsen trietilén-
glikol-foszfat-, tetraetilén-glikol-foszfat- vagy hexa-
etilén-glikol-foszfat-csoport. A 2'5'-kdtést tartalmazd
oligoadenilat eldnytsen a 2'-végén keresztil tetra- vagy
pentaadenilatként kotddhet, amelynek 5'-hidroxi-csoportja
eqgy foszfat- vagy tiofoszfat-csoporttal van szubsztitualva.
Ismert, hogy 2'5'-kétést tartalmazd oligoadenilat RN-&z L-t
indukal a cél-mRNS hasitasdra [Torrence és mtsai., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90, 1300 (1993)]. A 2'5'-oligoadenilat
aktivalja a ribonukledz L-et (RN-az L), amely azutan az
eg5-mRNS-t lebontja. Egy 2'5'-kotést tartalmazd adenilat
helyett példaul egy, a Cordycepin nukleozidanalbégbdél leve-
setett 2'5'-kotést tartalmazé 3'-dezoxiadenilat is beépit-
hetd. Ebben az esetben az az oligonukleotid-rész, amely a
megcélzott nukleinsavval komplementer, elénydsen meghataro-
zott helyzetekben 2'-0-(C;-Cg) —alkil-ribonukleoziddal (eldé-
nyosen 2'_0-metil-ribonukleoziddal) vagy PNS-sel van médo-
sitva.

A talalmany egy tovabbi eldnyds megvaldsitasi mddja
szerint egy vagy tobb természetes nukleozidbdzist kicseré-

liink nem természetes, 1illetdéleg moédositott nukleozid-
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bazisokra, eldénydsen 8-azapurinra és/vagy 7-deaza-7-
szubsztitudlt purinra és/vagy 7-deaza-8-szubsztitualt pu-
rinra, amelyeket példaul az EP 0171066 és EP 0680969 szamu
eurdpai kozzétételi iratokban ismertetnek.

A taldlmany eqgy tovéﬁbi elényds megvaldsitasi modja
szerint a nukleozidban 3'3'- és/vagy 5'S'-inverzidk talal-
haték a 3'- és/vagy 5'-végen, amelyeket példaul az EP
0464638 és az EP 0593901 szami eurdpai kozzétételi iratok-
ban ismertetnek.

A talalmany egy tovabbi elényts megvaldsitasi médja
szerint egy vagy toébb foszfodiészterhidat kicserélink o-
hidroxibenzil-foszfonathidra, amelyet a WO 95/01363 szamu
nemzetksdzi kdzzétételi iratban ismertetnek.

A talalmany egy tovabbi elényés megvaldsitasi moédja
szerint az oligonukleotidban médositéas toértént a cukor-
foszfat-vazban, eldnydsen egy PNS-egységre toérténd moédosi-
tas.

Mas moédositasi mintak is lehetségesek, példaul DNS-
PNS-DNS, PNS-DNS. Hasonldé médositasi mintak lehetségesek
PHONS/DNS-kimérakra is. Ezek a médositasi mintak minden
egyes masfajta moédositasi fajtaval kombindlhatdk, és hason-
16 médositasi mintak természetesen mas, taldlmany szerinti
oligonukleotidokra is lehetségesek.

Az elBz8ekben ismertetett, bizonyos oligonukleotidok
- meghatarozott szekvenciaval, meghatdrozott helyzetekben
meghatarozott médositasi tipussal/tipusokkal (specialis mo-
dositasi minta) csak a taladlmény kiilénbdzd megvaldsitéasi

moédjainak példajaul szolgalnak. A talélmany targykdére nem
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korlatozédik ezekre a bizonyos oligonukleotidokra. Mas
szekvenciakombindcidok és médositasi mintdk ugyanugy lehet-
ségesek.

A talalmany szerinti oligonukleotid specifikusan
gatolja a célfehérje (azaz az egh), illetSleg a
célszekvencia (egy eg5-8t kédold nukleinsav, eldnydsen egb-
MRNS) expressziéjat. A taldlmadny szerinti oligonukleotid
elényosen specifikusan gatolja az eg5 expresszidjat. Ennek
hatasara az eg5-fehérje koncentracidéja csokken a nem kezelt
egyedek expresszidéjaval oOsszehasonlitva. A specifitas pél-
daul a talalmany szerinti oligonukleotid eg5-expresszidjara
valéd hataséanak ugyanezen oligonukleotid béta-aktin-
expresszi6jara vald hatédsanak 6sszehasonlitasaval mutathaté
ki az mRNS és/vagy a fehérje szintjén. A talalmany szerinti
oligonukleotiddal torténdé kezelés csak az egS5-mRNS és/vagy
az eg5-fehérje koncentraciéjat csokkenti, mig példéaul a bé-
ta-aktin (egy létfontossagu fehérje) mRNS-ének és/vagy fe-
hérjéjének koncentracidéja valtozatlan marad.

A talalmany szerinti oligonukleotid humén eredetd
sejtekben eldnydsen az egd expresszi6éjat hatékonyan géatolja
és/vagy gerinces &llatokban a tumorndvekedést képes gatol-
ni. A taladlmany szerinti oligonukleotid eldényOsen csokkenti
az eg5 mMRNS-ének és/vagy fehérjéjének koncentracidjat a ke-
zelt egyedek tumoraban a kezeletlenekhez képest. A talal-
many szerinti oligonukleotid el&ny&sen csOkkenti a tumor
nagysagat gerinces &allatokban, példaul egerekben, a keze-

letlen egerekkel &sszehasonlitva, illetéleg ugyanebben az
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allatban a tumor kezelés elétti nagysagaval Osszehasonlit-
va.

A talalmany targyat képezi eljaras a taldlmany sze-
rinti nukleotid eldallitasara. Az elBallitasi eljaras az
oligonukleotid kémiai szintézisét jelenti. A kémiai szinté-
zis elénydsen oligonukleotidok szintézisére alkalmazott,
hagyomanyos eljarasok egyikével torténik, példaul
foszforamidit-eljaréassal Caruthers szerint [Caruthers,
Tetrahedron Letters 24, 245 (1983)], H-foszfonat-eljarassal
[Todd és mtsai., Jd. Chem. Soc. 3291 (1957) 1] vagy
foszfotriészter—-eljarassal [Sonveaux, Bioorg. Chem. 14, 274
(1986); Gait, M. J., Oligonukleotide Synthesis, A practical
Approach, IRL Press, Oxford (1984)] vagy javitott vagy meg-
valtoztatott eljarasokkal, amelyek ezekb&l a hagyomanyos
eljarasokbol szarmaznak. A taldlmany szerinti oligo-
nukleotid példaul az 1. példdban ismertetettek szerint al-
lithaté eld. A taldlmany szerinti oligonukleotid elénydsen
szilard fazison szintetizalhatdé, amelyre megfeleld mdbdon
védett monomereket (pl. nukleozidok) kondenzalunk, hogy a
monomerek kozdtt internukleozid-hidakat épitsilink ki. A ta-
lalmany targyat képezi példaul eljaras oligonukleotid vagy
szarmazékanak eldallitasara, amely eljaras soran 3'- vagy
2'-terminalis foszfor (V)-csoporttal és szabad 5'-hidroxil-
vagy merkapto-csoporttal biré nukleotidegységet egy masik,
a 3'-helyzetben foszfor(III)- vagy foszfor(V)-csoporttal
biré nukleotidegységre vagy aktivalt szarmazékara cserél-
jik, és ahol adott esetben védScsoportokat alkalmazunk,

amelyeket Aatmenetileg beviszink az oligonukleotidba, hogy
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mas funkcids csoportokat védjiunk, és amelyeket a szintézis
utan eltavolitunk, és a szilard fazisrdl 1lehasitott
oligonukleotid adott esetben fiziolégiailag elfogadhaté so
formajaba alakithaté. Médositott oligonukleotid szintézisé-
hez a hagyomanyos eljarasok bizonyos mértékben valtoztatha-
ték. Ezek a valtoztatasok a Szakember szaméara ismertek, és
példaul Agrawal, S. ismerteti (Agrawal, S., Protocols for
oligonucleotides and analogs, Human Press Inc., Totowa, New
Jersey (1993)]. Médositott oligonukleotidok el&allitasat az
EP 0710667, az EP 0680969, az EP 0464638, az EP 0593901, az
EP 0672677, az EP 0739898 és az EP 0552766 szami eurdpai
kézzétételi iratokban és a WO 95/01363 Szamu nemzetkézi
kb6zzétételi iratban is leirjak. Az elézéekben ismertetett
hivatkozasokban kozolt eljarasok médositott oligo-
nukleotidok elSallitadsdra a kitanitas részét képezik.

A talalmany targyat képezi tovabba eljaras eg5
expresszidéjanak gatlasara és/vagy egy eg5-6t koédold nukle-
insav expressziéjanak megvaltoztatésara, amely soradn a ta-
lalmany szerinti oligonukleotid egy egb5-6t kdédold nuklein-
savval (pl. mRNS, CcDNS) kapcsolatba keril, és az
oligonukleotid az eg5-6t kédold nukleinsavval hibridizal.

A talalmany targyat képezi tovabba egy eljaras, amely
soran az oligonukleotid egy eg5-6t kdédoldé nukleinsavval
(pl. mRNS, cDNS) kapcsolatba keril, példaul oly médon, hogy
az oligonukleotidot ismert eljarasok segitségével bevissziik
egy sejtbe, példaul sejteknek az eléz8ekben ismertetett
oligonukleotiddal vagy kiszerelésével térténdé inkubalasaval

- ilyen kiszerelés a felvételt elésegit8 anyagokat tartal-
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mazhat, példaul lipofectint, Lipofectamint, Cellfectint
vagy polikationokat (pl. polilizin).

Az  oligonukleotidot példaul elébb Cellfectinnel
inkubaljuk pl. 30 percen keresztiil szobahémérsékleten, majd
koérilbeliil maximum 5 Oran keresztiil sejttel inkubaljuk, és
ilyen médon az oligonukleotid bekeriil a sejtbe.

A talalmany targyat képezi tovabba az oligonukleotid
alkalmazasa, elénybésen antiszensz oligonukleotidként (az
oligonukleotid k&tddik egy eg5-6t kédold mMRNS-hez) vagy
ribozimként (egy eg5-6t kédold MRNS-hez kotédik, eés hasitja
az mRNS-t). A talalmany egy eldnyés megvalésitasi médja
Szerint az oligonukleotid eg5-0t kbédold mRNS RN-4z H 4ltal
torténdé hasitasanak indukalasara alkalmazhato, amely cs&k-
kent egb5-expressziot eredményez.

A talalmany targyat képezi az oligonukleotid
alkalmazasa bipoléaris mitotikus orséd kialakulasanak
gatléasara, és ezaltal a sejtproliferécié, elsdsorban
tumornévekedés gatléasara.

A taldlmany targyat képezi tovabba az oligonukleotid |
gybdgyszerként térténd alkalmazasa, és az oligonukleotid al-
kalmazasa gyoégyaszati készitmény el6allitasara. Az
oligonukleotid eldénybsen eg5 expresszidjaval kapcsolatos
vagy egS5 expressziéjanak gatléasaval gyégyithatéo betegséqg
megeldzésére és/vagy kezelésére S$zolgald gyégyaszati ké-

szitményekben alkalmazhaté.
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A talalmany targyat képezi tovabba egy gyodgyaszati
készitmény, amely egy oligonukleotidot és/vagy fizioléd-
giailag elfogadhaté séjat tartalmazza gybgyaszatilag elfo-
gadhaté hordozdanyagokkal és segédanyagokkal egyilitt.

A talalmany targyat képezi tovabba egy gydgyaszati
készitmény, amely legalabb eqgy, taldlmany szerinti
nukleotidot tartalmaz, amely eg5 expresszidéjanak gatlasaval
gybgyithatd betegség, példaul restenosis és rak, kezelésére
alkalmazhaté.

A talalmany targyat képezi tovabba egy gydgyaszati
készitmény elSallitasara szolgald eljaras, amely soran egy
vagy tébb, talalmany szerinti oligonukleotidot fiziold-
giailag elfogadhato hordozbanyagokkal és adott esetben to-
vabbi anyagokkal, példaul adott esetben alkalmas adalék-
anyagokkal és/vagy segédanyagokkal keverink.

A talalmany targyat képezi elénydsen az oligo-
nukleotid vagy az oligonukleotidbél eléallitott gydgyaszati
készitmény alkalmazasa rak kezelésére, példaul tumor-
névekedés és tumormetasztazis gatlasadra. Az oligonukleotid
vagy az oligonukleotidbdl elB8allitott gydbgyadszati készit-
mény példaul szilard tumorok, mint mellrak, tiidérak, fej-
vagy nyakrak, agydaganat, has-, vastagbélrak, colorectalis
carcinoma, nyel&csérak, gyomor-bél-rak, gliatumor, majrak,
nyelvrak, neuroblastoma, osteosarcoma, petefészekrak, has-
nyalmirigyrak, prosztataradk, retinoblastoma, Wilms-tumor,
multiplex myeloma kezelésére alkalmazhatd, és bdérrak, pél-
daul melandéma kezelésére, nyirokcsométumorok és vérrak ke-

zelésére alkalmazhaté. A taldlmany targyat képezi eldnydsen
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a talalmadny szerinti oligonukleotid vagy az oligo-
nukleotidbdl elBallitott gydgyaszati készitmény alkalmazasa
eg5 expresszidéjanak gatlasara és/vagy kiilonbozé rakoknal,
példaul vérrakok, tiudérak, fejrak nyakrak, agydaganat,
has-, vastagbélrak, colorectalis carcinoma, nyeldcsérak,
gyomor-bél-rak, gliatumor, majrak, nyelvrak, neuroblastoma,
osteosarcoma, petefészekrdk, hasnyalmirigyrak, prosztata-
rak, retinoblastoma, Wilms-tumor, multiplex myeloma, bér-
rak, melandbma, nyirokcsométumorok, vérrak, ascites és
pleurasmleny felhalmozdédasanak gatlésara. Az eg5 ex-
presszibéjara gyakorolt gatld hatdsa miatt a taldlmany sze-
rinti oligonukleotid, illet&leg az abbdl eldallitott gydégy-
aszati készitmény javitja az életmindséget.

A talalmany targyat képezi tovabbad az oligonukleotid
vagy az oligonukleotidbdél eldallitott gybgyaszati készit-
mény alkalmazdsa példaul rak kezelésére vagy tumor-
metasztdzis gatladsara mas gydgyszerekkel és/vagy mas tera-
pias gyégymddokkal egylitt, példaul ismert gydgyszerekkel
és/vagy ismert terapids médszerekkel egyltt, mint példaul
amelyeket jelenleg rak kezelésére és/vagy tumormetasztazis
megakadalyozasara alkalmaznak. Eldnyds a sugarkezeléssel és
kemoterapias szerekkel, példaul cisplatinnal, ciklo-
foszfamiddal, 5-fluoruracillal, adriamycinnel,
daunorubicinnel vagy damoxifennel alkotott konstrukcid.

Az oligonukleotid és/vagy fizioldgiailag elfogadhatd
s6ja egy allatnak, eldnybsen egy eml&snek és eldnydsebben
embernek egymagaban, mas oligonukleotiddal (vagy fiziolb-

giailag elfogadhaté soéjaval) keverékben vagy egy gydgyasza-
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ti készitmény formajaban adagolhatdé, amely topikalisan,
perkutdn, parenterédlisan vagy enteralisan alkalmazhato, és
amely aktiv alkotérészként legalabb egy oligonukleotid ha-
tdsos doézisat tartalmazza a szokéasos, gyégyaszatilag elfo-
gadhatdé hordozbanyagokon és segédanyagokon kiviil. Ilyen
gyégyaszati készitmény normal esetben kérilbelil 0,1-90
sily%-ban tartalmazza a terdpiadsan aktiv oligo-
nukleotidot/oligonukleotidokat. Az adag széles savban val-
tozhat, és minden esetben az egyedi koriilményekhez kell
igazitani. Pikkelysémdr kezelésére topikalis alkalmazas
eldnySs. Rak esetében infuzid, oralis vagy rectalis adago-
las elényés, vagy aeroszol formédjaban térténd nazalis ada-
goléas, eldénybsen tidérak esetében, mig diabetikus
retinopathia esetében topikalis, intravitrealis és oralis
adagolas eldnyds.

A gydgyaszati készitmény az ismert mdédokon &llithaté
eld [pl. Remingtons Pharmaceutical Sciences, Mack Publ.
Co., Easton, PA (1985))] gybgyaszatilag inert, szervetlen
és/vagy szerves hordozdanyagok alkalmazasaval. Laktéz, ku-
koricakeményité és/vagy szarmazékaik, talkum, sztearinsav
és/vagy sb6ik, stb. alkalmazhaték példaul piruldk, tablet-
tak, filmtablettak és kemény zselatinkapszulak eldallitasa-
ra. Lagy zselatinkapszulak és/vagy végbélkupok hordozéanya-
gai példaul zsirok, viaszok, félkemény és folyékony
poliolok, természetes és/vagy keményitett olajok, stb. le-
hetnek, oldatok és/vagy szirupok el&4llitasanal alkalmas
hordozdanyagok példaul a viz, a szacharéz, az invertcukor,

a glikdz, a poliol stb. Injekcids oldatok eldallitasahoz
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alkalmas hordozdbanyagok a viz, az alkohol, a glicerin, a
poliolok, a novényi olajok, stb. Mikrokapszulaknéal,
implantatumoknal és/vagy palcikdknal alkalmas hordozdanya-
gok a glikolsav és a tejsav kevert polimerei. Ezenkiviil is-
mertek a liposzdmakiszerelések, amelyekrdl a kovetkez&8kben
taldlhatdé leiréas: Weiner, N., Drug Develop Ind. Pharm. 15,
1523 (1989); Liposome Dermatics, Springer Verlag (1992) és
Hayashi, Gene Therapy 3, 878 (1996). A gydgyadszati Osszedl-
litas olyan kiszerelést 1is magaban foglalhat, amely az
oligonukleotid oralis felhaszndlhatdésagat noveli, mint ame-
lyek példaul a bélben torténd felvétel javitasadra szolgald
anyagok, példadul mannit, urea, epesavak sé6i, mint CDCA
("chenodesoxycholate”) (2%).

B&ron torténd kezelésnél lehetséges példaul
iontoforetikus eljarasok és/vagy elektroporacié alkalma-
zdsa. Ezen kivil lipofektin és mé&s hordozérendszerek is al-
kalmazhatdék, példaul amelyeket a génterdpidban hasznalnak.
Elényések azok a rendszerek, amelyek nagy hatékonysaggal
alkalmazhatok oligonukleotidoknak eukaridéta sejtekbe vagy
eukaridta sejtek magjaba torténd bevitelére. A gydgyaszati
készitmény tartalmazhat két vagy tobb kiloénbozé oligo-
nukleotidot és/vagy azok fizioldégiailag elfogadhatd séit,
és a legalabb egy oligonukleotidon kiviil, egy vagy tébb kii-
1onb6z8 terdpias hatdanyagot is.

A hatbanyagokon és hordozbanyagokon kivil a gyégy-
aszati készitmény adalékanyagokat is tartalmazhat, példaul
toltéanyagokat, robbandéanyagot, kétbanyagot, sikositdo-

anyagot, haldésitdanyagot, stabilizatorokat, emulgedld anya-
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gokat, konzervaldé anyagokat, édesitd anyagokat, szin-
anyagokat, 1izanyagokat vagy aromdkat, strisité anyagokat,
higitdé anyagokat vagy pufferanyagokat tartalmazhat, wvala-
mint oldbészereket és/vagy oldédast eldsegitéd anyagokat
és/vagy késleltetett hatast eldsegitd anyagokat és sdékat az
ozmbzisnyomas megvaltoztatdsara, rétegezd anyagokat és/vagy
antioxidansokat.
1. példa

Oligonukleotid-szintézis

Az oligonukleotidokat (ON) Applied Biosystems 394
DNS-szintetizatorral (Perkin Elmer Applied Biosystems,
Inc., Foster City, USA) és hagyomadnyos foszforamidit-
kémiaval szintetizdltuk. Az &sszekapcsolas utan Beaucage-
reagens alkalmazasaval torténd kénezéssel, majd azt kovetd-—
en ecetsavanhidriddel és N-metil-imidazol t&rténd lefedés-
sel foszforotioat-kotéseket vittiink be. A szilard fazisrol
torténd lehasitéas, majd a védScsoportok koncentralt ammédni-
as kezeléssel  torténd eltdvolitasa wutdn az oligo-
nukleotidokat poliakrilamid-gélelektroforézissel tisztitot-
tuk. A médositott 2'-O-metil-oligonukleotidokat oly médon
allitottuk eld6, hogy a hagyomdnyos foszforamiditet a megfe-
leld ciklusban 2'-O-metil-ribonukleozid-foszforamiditre
cseréltik. Minden oligonukleotidot elektropermet-tomeg-
spektrografiaval negativ ionokkal vizsgaltunk (Fisons Bio-
Q), amelyek minden esetben igazoltak a szamitott tomeget. A
Cl6-moédositott oligonukleotidokat a hagyomdnyos amiditek
helyett foszfitilald reagensként hexadeciloxi- (cianoetoxi)-

N,N-diizopropil-aminofoszfan alkalmazdsaval szintetizaltuk
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az oligonukleotid-szintézis utolséd lépésében, vagy egy meg-
feleld szarmazékot képezett szilard fazisrdl levalasztva
szintetizaltuk. A trietilén-glikol-kapcsold Glen Research
Corporation forgalmazasdban kaphaté. Az adenozin és
Cordycepin 2'-foszforamiditjét Chem. Genes Corporation-tél,
illet8leg Chemogen Corporation-tél szereztiik be. Az 5'-
foszfat vagy tiofoszfat-csoportokat az el&z&ekben ismerte-
tettek szerint Allitottuk el§ (Uhlmann és Engels,
Tetrahedron Lett. 27, 1023 (1986)]. A PNS-DNS-kimérakat az
EP 0672677 szamu eurdpai kodzzétételi iratban leirtak sze-

rint allitottuk elé.

Az oligonukleotidokat a kdévetkezdk segitségével vizs-
galtuk:

a) analitikai gélelektroforézis 20%-os akrilamidban,
8 M karbamidban, 45 uM Tris-borat-pufferben, pH 7,0 és/vagy

b) HPLC-vizsgélat: Waters GenPak Fax oszlop, Gradiens
CH;CN (400 ml), viz (1,6 1), NaH,PO, (3,1 g), NaCl (11,7 qg),
pH 6,8 (0,1 M NaCl-nal) a kdvetkezd utan: CH3sCN (400 ml),
viz (1,6 1), NaH,PO; (3,1 g), NaCl (17,53 g), pH 6,8 (1,5 M
NaCl-nal) és/vagy

Cc) Kkapillaris elektroforézis Beckmann eCAP™, yiloo0p
gélkapillaris—-oszloppal, 65 cm hosszi, 100 mm belsd atmérs-
ji, ahol az ablak az egyik végétdl 15 cm-re talalhaté, puf-
fer 140 uM Tris, 360 mM borat, 7 M karbamid és/vagy

d) elektropermet-témegspektrografia negativ ionokkal,

amelyek minden esetben igazoltak a vart tdémeget.
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Az oligonukleotidok vizsgélatara szolgald, a), b), c)
és d) pontok szerinti eljarasok szakember szamara ismertek.
Ezek az eljarasokat példaul Schweitzer és Engels ismertetik
[Schweitzer és Engels, "Analysis of oligonucleotides",
Antisense - from technology to therapy, laboratériumi kézi-
kényv és tankonyv, szerk.: Schlingensiepen és mtsai.,
Hrsg., Biol. Science, 6. kotet, 78-103 (1997)].

A kovetkez8 oligonukleotidokat 4&llitottuk eld (lasd
leiras) és vizsgaltuk:

ONl: 3'-C*T*T*A A G G C*A G T*A C*C G*C A G*C (K3)
10. azonositészamu szekvencia

ON2: 3'-A*C*C*A C*T C*T A C*G T*C*T G G*T A*A (K4)
11. azonositészamu szekvencia

ON3: 3'-A*A*G*A G*T C*A C*T C*T C*C*T A G G*C (K5)
12. azonositbészami szekvencia

ON4: 3'-C*T*T*A A G G C*A G T*A C*C G*C A G*C-FITC-5"
(K6) 10. azonositdszamu szekvencia

ON5: 3'-G*G*C A G*T A C*C G*C A G C*G 22. azonosité-
szdmi szekvencia

ON6: 3'-C*T*T*A A G G*C A G*T*A 13. azonositdszamu
szekvencia

ON7: 3'-T*A*A G G C*A G*T A*C*C 14. azonositédszami
szekvencia

ON8: 3'-G*G*C A G*T A C*C*G C*A 15. azonositdszamu
szekvencia

ON9: 3'-C*A*G*T A C*C G*C A G*C 23. azonositdszama

szekvencia
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ON10: 3'-A*G*T A C*C G*C A G*C*G 16. azonositdszami
szekvencia

ON11l: 3'-C*C*G*C A G*C G T*C G*G 17. azonositdszami
szekvencia

ON12: 3'-G*C*A G C*G T* C G G*T*T 18. azonositdszamu
szekvencia

ON13: 3'-A*A*G*A G*T C*A C*T C*T C*C*T A G G*C-Flu-5"
(v.6.: 1) —> 19. azonositdészamu szekvencia

ON14: 3'-G*G*C*A G*T A C*C G C*A G*C G T*C G*G 12.
azonositbészamu szekvencia

ON15: 3'-C*T*T*A A G G*C A G*T*A-FITC 13. azonosité-
szamiu szekvencia

ahol

"x" foszforotiodt-internukleozid-hidat

és FITC fluoreszcens markert jelent.

Az ON1-ON12 oligonukleotidok REH-leukémiasejtek sza-
poroddsat gatld hatésat egy sejtes vizsgdlati eljarassal
teszteltiik. Az ON1-, ON2-, ON64-ON71-oligonukleotidok
antiszensz-oligonukleotidok, amelyek az eg5-mRNS transz-
lacidés startszakaszaval ellentétes iranyuak. Az ON4 az ON1
5'-fluoreszcens markerrel jeldlt analdgja. Az ON3 egy refe-
rencia oligonukleotid.

A szaporodasi gatlas vizsgadlatédnak eredményét az 1.

dbran mutatijuk be.
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2. példa

Az antiszensz eg5-oligonukleotidok szaporodast gatld

hatadsanak meghatarozasa

REH-sejteket (hum&n pre-B-leukémiasejtek, DSM ACC

22), 1illet8leg A549-tumorsejteket tenyésztettiink OptiMEM-

ben (Gibco BRL) 10% magzati borjuiszérummal (FCS, GIBCO-BRL)

37°C-on, 5% CO,-légkdrben. A vizsgdlatnadl a sejtsliriség ko-

riilbeliil 1 x 10%ml. Az oligonukleotidokat (0,17 mM) a

komplexképzéshez Cellfectinnel kevertik (0,83 mg/ml, Gibco-
BRL), hogy a sejtekbe torténs felvételt elbsegitsiik. A sej-
teket és az oligonukleotid/Cellfectin-komplexet szérum nél-

kiil inkubdltuk 4 o6ran keresztil, 24-lyukas lemezeken. Az

oligonukleotid/Cellfectin-komplexet azutan eltavolitottuk,
és szérumot adtunk hozza 10% végkoncentracidéban. A 96 Oras,

37°C-on, 5% CO,-légkdorben torténé inkubacidt kovetden a

sejtsliriséget Casy l-gyel mértik (,Fa.Scharfe”). A sejteket

elétte minden egyes lyukban alaposan Osszekevertiik, és

azonnal 1:100 aranyban Casitonnal higitottuk. A sejtsiirliség

kbzépértékét egyazon oligonukleotid-koncentraciéjui, harom
egyedi 1lyukbél hataroztuk meg. A szaporodasgatld hatas
eredményét az 1. &bran mutatjuk be.

1. tablazat: Humdn eg5 nukleotidszekvencidja (20.

azonositészami szekvencia
1 GAATTCCGTC ATGGCGTCGC AGCCAAATTC

GTCTGCGAAG AAGAAAGAGG

51 AGAAGGGGAA GAACATCCAG GTGGTGGTGA GATGCAGACC ATTTAATTTG
J01 GCAGAGCGGA AAGCTAGCGC CCATTCAATA GTAGAATGTG ATCCTGTACG
151 AAAAGAAGTT AGTGTACGAA CTGGAGGATT GGCTGACAAG AGCTCAAGGA
201 AAACATACAC TTTTGATATG GTGTTTGGAG CATCTACTAA ACAGATTGAT
251 GTTTACCGAA GTGTTGTTTIG TCCAATTCTG GATGAAGTTA TTATGGGCTA
301 TAATTGCACT ATCTTTGCGT ATGGCCAAAC TGGCACTGGA AAAACTTTTA
351 CAATGGAAGG TGAAAGGTCA CCTAATGAAG AGTATACCTG GGAAGAGGAT



401
‘ 451
5391
551

601
651

701
751
801
851
501
551
1001
1051
1101

1151

1351
1401
1451
1501
1551
; 1601
1651
1701
11751
1801
1851
1901
1951
2001

2051

CCCTTGGCTG
TACTGATAAT
ATAATGAAGA
AGACTACAGA

AGGTTTAGAA
TAGAAAAGGG

TACTCTAGTC
AACTACGATT
TTGATCTTGC
AGAGCTCGGG
GGTCATTACT
CTAAACTAAC
TCTATAATTG
GAGTACATIG
AAGTGAATCA
GAGATAGAAC
AGTGTATATT
TTCAAGAAGA

GAGGAGCTGA

GTATAATTCC

GGTACTGAAT

GCTTTTTGAT

TGTTTGATGA

GAAATTACAG
GGCAGCAAAA

GTTCCCACTC

GATGGAGAAG

AGGAAGTGAA

AAGCTGGAAA

GCCCTTGTAG

TAGAATCCTC

CAACAATTTC

GAATATGCTC

GAAACTCACC

GTTTAAAACG

TCTGAAGAAA

GCAGATTGTA

ATAGGGTTAC

TGACCAGTGT
CTCAAAAACA
ATCACATCAG
CAAGCTGCTT
ATTCCAAACT
CAGGATATTT
ATTAATTAAG
AGACCTTATT
ATTACTACAG
TACTCATGTT
CAGCAGAAAG

GATCTTCTAA

ACTGAAAATC
TGGCCGATAA

AGTATACTGT

AAATCTGACC
TTTGCAAGAA
CTTTGGAAAG
AACACAGTTG
GGATCGTAAG
TTGGCAAAAA
GATGGCAGCT
TGGTAATCTG
TAGCACTTGG
TCTCAGATTT
TAAAACTGTA

GTTCACTGGA

AATAGTCAAC
GATAGAAGAT

GTAACAATCT

36
ACGTACCCTT
TTTCAGTCAA
CTTCTTAATC
TCCCCGTAAC

TACACAACAA
AGGACAACTG

AGTTTTCTICT
AGCTTGTTAA
AACATTGGCC
TATAAATCAA
AAAGAACACC
CAGGATTCTC
TCCTGCATCT
ATAGAGCAAA
AAAAAAGCTC
AGATCTTGCT
ATTTTAGAGT
GAATTGATTG
AGAGTTGTTT
TGCAAAATAA
ACTAAATTAC
TACTGAGGAG
AAGAAACTAC
AAGGCAGTTG
CCTGAATAGT
CAAAGCAAAA
CTGTCTTCCA
ATCTCTCACA
TTAATATGAT
CTACAGGAAT

AATGATTTTA
TAAAGCATAT

CAAAAAAAAA

ACATGAACTA

TCAAATTT

AGTGTCTCTG

CATCATCTGA

AAGAGAGGAG

GGATGAAGTC
CAGCTACTCT

GTTACAATAC
AATCGGAAAG
GTTCTGGAGC
TCCCTGTTGA
TCATGTTCCT
TTGGAGGGCG
CTCAATCTTG
GAACATATTG
TTATTAAGGA
GCAGCCCGTG
CATGAGTGGA
AAAAAATTGG
ATGGATAATA
AACACAAGAA
AACTTGTTAA
AAACTTCATG
AAAAGATGTA
ACCAACACAA
CTGTTTAATA
GGCCATGCTA
GTGTCTCTGC
TCTATTCCAG
ACTAARAAGAA
TGATTAATGT

TCCCCAACTG

TTTCAAGACT

GGAACTCAGA

CAAGAAAATA

TTGAGAAACT
TTGGAGATCT
TGTTTCTGAG
TGATAATTAA

TATCAAATTT
GATGAATGCA

ATATGAAAGA
TTGAACTTGG
TGTTGATAAG
CTT':GGGAAG
TATCGAGAAT
TACAAGAACA
AGGAAACTCT
AATAAGCCTG
GTATACGGAG
AGAAAAATGG
AAATTAACTG
TGCTGTTGAG
AAAATGAACT
CTTGAAACCA
AGAAGAATAT
ATGCTGCCAG
TCTGGTCTCC
TGCAGAAGCT
ATATGGAAGA
GAAGTACATA
ATTAGATACC
AAAATGTGTC
CAATCATTAG
ACTCAAGACT

TGGTGTCTAT

TCATTGACAG
TGGCTTTCTC

CCATTTGTTC



2101

2151
2201

2251

2301

2351

2401

2451

2501

2551

2601

2651

2701

2751

2801

2851

2901

2951

3001

3051

3101

3151

3201

i 3251
93301
3351
13101

3451

3501

CTTGGTTGAG

CAATAAAGCA
ACAGAGAGAT

ACTTAGTAGT
ACAAAATGAC
TCACAGGAAC
ATCTGTGAAA
AAGAGACTGA
TCTGAACAGT
CTTATTGGAG
CTGAGAAATC
TTTCTTGATC
AGAACTTAAT
TGGAACAGGA
AAAAGTTATT
TCTCCTTGAT
ACTGTTCAGA
GAGGCAGTTC
TGTAGATGCT
AGCATAAAAA
CTGGAGAGGT
CAGATTACCT
CAATTTTATT
CTTGAGCCTT
GTGGCTCTAG
TGCTTGAGCC
TTCGTCTCTG

CCAGCTACTG

TCACAAAAGC

GACCCATTCC
TCTGTGCTTT

GTCCAGGAAA
TTTTCACAGT
TCAGAAATTT
CACTCTGATA
ACAGAGATGT
GGGTATCTTC
GTTGTAAGCC
AGATGGACGT
AGATGACTAT
GAAACCATAA
TCTGAAACTG
TATACCCATC
CAGCTGAAAA
AAACAACAAA
TGGGGCAGTA
GGTGTGGATT
ATCACATGGA
CTAAAGTGGA
CTGCGAGCCC
TTTAAAGAAA
GTGTATAGAT
CTGTAATCCC
CAGGAGTTTG
TTAAAAATTA

GGGAGGTTGA

37

AATGTGGAAA

CAGGAACTTT
GGAGGAAAAG

ATATACAGCA
CAAAAATTTT
TAACCAAGAA

AACTCAATGG

GAATCTCTGA’

CTTAAATGAA
AATGTTGTGA
AAGGCAGCTC
TGATGAAGAT
AAATTGGTTT
GATATCCCAA
AACACTGGTA
GGAAACAGCC
GAAGAGACAA
TACTGAAGAA
GTTCATCAAT
AAAGACAAAG
AGAAACTACA
AGATCAACCT
AACTTAAAAA
TTTAAAAGAA
AGCTAACTTT
AGACCAGCCT
GCCGGGCGTG

GGCACGAGAA

CCTAACTGAA

GCAAGTTAAT
TGTGAAAATA

GAAATCTAAG
GTGCTGATTC
GGTACAAAAT
CAACCTGGAA
ACACAAGAAC
AGGGAACAGG
GGCTTCAAGT
ATGAGAAACA
AAATTGATAG
GACTAAGCTT
CAGGTACGAC
AGAACTGAAC
TGAGCTGTTA
TTCCGGATGT
CCTCTAAGTC
TGGCGGGGTT
AAAACAGAGG
GAGCACTTGG
TTAATTCACT
TAAAACCTGA
TATATATATC
GGAGGCTGAG
GGCCAACGTG
GTGGGCACAC

TCACTTGAAC

GACCTGAAGA

GAATCTTTGG
TACAGAAACC

GATATAGTCA
TGATGGCTTC
TGGTTGAAGA
AAAATATCTC
AGTTTATTTT
AACTTCACAA
TCAGACATCA
GCATAACATT
CACAAAATCT
AATTGCTTTC
ACCACAGAGG
CACGTGAACA
ATGATGCTAA
GGATGTAGAA
AAGAGCCATC
CCATTTTTCC
CATTAACACA
TTACAAAGAG
TGGGGGTTGG
AACCCCAGAA
AGCCGGGCGC
GCGGGTGGAT
CGCTAAAACC
TCCTGTAATC

CCAGAAGCGG

GGTTGCAGTG AGCCAAAGGT ACACCACTAC ACTCCAGCCT GGGCAACAGA

GCAAGACTCG GTCTCAAAAA ‘CAAAATTTAA AAAAGATATA AGGCAGTACT

GTAAATTCAG TTGAATTTTG ATATCTACCC ATTTTTCTGT CATCCCTATA

GTTCACTTTG TATTAAATTG GGTTTCATTT GGGATTTGCA ATGTAAATAC

3701 GTATTTCTAG TTTTCATATA AAGTAGTTCT TTTAGGAATT C



- 38 -

2. tablazat: 21. azonositdszamu szekvencia, P.

falciparum szekvencidja (részszekvencia, Genbank 298551

nyilvantartédsi szam)

15

1TTTLfllllllrlATTCCTTGGATGTTCTTGGTAGTTTAAATTTTTTATTTTTGTAGTTTTC
iTTCTTTTATACGTTTTAAAGCAGGGGATGCCTTTTTAGGAAATGCCCTATTTTCAATAGCTT
TAATTTTTGTAGATTGAAATTTATTATTATTATTATTATTATTGTTGTTGTTGTTGTTGTTG
; TGTTGTTGTTATTATTTGAATAATTATTTGTTATATGAACATTTTGAACATTTATATTTCT
CTTTCTTTCATATTCTTTTAAACTTGTTACACTCATATTTTCT GTATTTACATCAAATCTTT
jTATTATGTTGATTGTTATTTAAATAATTTAATTCTTGATATGTTTCATCTATTGGTTGTATA
éGGATTATCCGTTGTATTCTTATTATATAGCATATATTCATTTAAGGGTAGATTATTGTGATT
fAGTTTTTACATTTAATTTATTTTTATCACCTTTATTATTTATATTATGAGGTATACTACTAT
;TCGTTGTATGATCATTTAAACTATTGTAACGAGAGTAATTATTTTCATGCGCTACAATTTTA
5TCATCTTGAATAAGAAATTGGAAGTTTTCATCGATTTGTTCAAATACTTTACTTAAATCTAT
'ATCATGTGTTGTTGTAATTTGTTCTATCTCTTTCATCAAGGTATTTTTAACTTCCAAGTATA
AATTTTGTCTTATGATATCATCATTATAAAGATAATAATTATGATGATCACCTTGATCTATT
TTATTATCATCATTATAAAGATAATAATTATGATGATCACCTTGATCCATTTTATTATCATC
ATTATAAAGATAATTATTATGATCATGACCTTGATCCATTTTATTATCATCATTATAAAGAT
AATTATTATGATCATGACCTTGATCCATTTTATTATCATCATTATAAAGATAATTATTATGA
TCATGACCTTGATCCATTTTATTATCATCATAATTATTATTGTCACCATTTTTATTATTGTC
ATGATCATTTTTATTATTGTCACCATTTTTATTATTATCATGATTATTTTTATTATTATCAT
GATTATTTTTATTATTATCATGATTATTTTTATTATTATCATCATTTTTATTATTATCATAA
TTCGTGTCGTAAGTCGAATCCCTATTTAGTGATGTGATTTTCATCGGAGTAAACATATCTAT
GACATTCACAAACGTTTCCCTTATCCTTTGTACATCATCCTTTATATTTAGATAAAATTCAT
CATCCATATTTTCCATGAGATCATAACTTGATGTACTTGGAATGTCTTGTAAGTAATCTTTT
TTTTTTAATATATCTATTAATTCTGCTATATACATATTACATTTGTTTAAATTTTGTTCAAA
TATATTATTAAAAAGTTTTATATTTTCATTAGACTTTAACATATGTATACGACGTCCCCCTT
TTTGTTCTTIGTGATTCTTTATTTTTATTTTGTAARATCTTTTCAGATATAACGTTATATAAC
TTTCGTTTCTCTATTTTGTTTATATTAGTTTGACTTGTAAAGTTATTTATGATTTTATCAAT
ATTTAGATTATTTGTATATAATAAATTATTATAAATATTTAAAGTATCATTTAAACATTTGC
TGTGTTCCTTTTCTTCAATATAACTTTTTCTTTTTAAATAAGATAATATGTTATATAAAACA
GTATGATAATTTGTTATCTTCCTTTTAATATCATTATTAATATTATTATATTCCTTTTCATC
ATTAATATTGCAITCAGAAAAATGTTGTATAGTATCATCTATCTTTTTTACAGAATTCATAA
AAACAGATTTATAATTTTTTTTTGACTTATCATATAATTCTTTATTTAATAAATCGAACTTG
TTATTCATTTTTTCATAAATATCTTCCACATTTTTATTTATAAGTAATTCAATATCTTTCAA
AATATTTTCTTTAAATTCTTGTATATCTTCATTTATCATTTTTTTATAATTATTAATTATAA
TATTATCCTCCTTTTCAAAAACATCATATTTTTTATAAATATATTCAATGTTGTCATTCATA
ATCTTCTTGTCCTTATCCCAATGTATATATTTTTCATGACATTTTTTTTCTAGTAACATAAA




TGATTCGTTTAAAAAAATATGAAATATATTACATATACTTTTAATATATTGTATTAATGATT
TTGCATTATATAACTTTTTTTCAGATTCGTGATTATCTAAA " TTTGTATAATATCTTCACCT
TGTCTATTTAATAATAAATCTTTTATAAATTCTTTATTCTCAGGATAATTAAATGATTCCTC
TATATGGTCAAATGGCATCTCATTATTTTCTTCTTTACCATATTGTTTTTGACATGTTTTTC
CTTCACCATTTTGTTTTTCACATATTATTCCTTCACCGTTTTGTTTTTCACATATTATCTCG
TCACCGTTTTGTTTTTCACATATTATCTTTTCACCACTTTGTTTTTCACATATTAT “TCTTC
ACCGTTTTGTTTTTCACATATTATCTTTTCACCACTTTGTTTTTCACATATTATCTTTTCAC
CACTTTGTTTTTCACATATTATCTTTTCACCACTTTGTTTTTCTTTTTTTAATCCGTTTGTA
'TTATATACACCAATAATTGCTGGCATTTTCTGCTTGGCTTCATCACTTATATGTGGTATGTT
TATTTTACATTGTGATATTTCCTTTTTAATATTTTCGGAGAGAGAAAAGTAATCATGATCAT
ATTTTTGTAAAATATCCATATGGTCCAGTATAAAATTCAGAGTATCATTATATTTAAAATTA
ATGTTACTATTGAGTTCTTCAAAATGGTTAATATAATCATTGTATGATTTTTTATTTTGTAC
TAGATAATTTTTGGTATCATCTAAAATGAATAAGATGGTTTTACATATATCGTTTAAAAGAT
GATTTTCTTGATGAATATTTTTTTTTATATTTAATAGATTATCATGCATTATATTAGACATA
TTTGTTTTAATTTGTTGAAAAGATTTTTTTTGATTTATAAAATTTTCTTCTAAAGAATGATA
TTTATTTAATAAGAATTGTGTAATATATTTTTCTTCTATTATTTTTTTAATTAATATTTGAT
'GAAATGCTTGTATATTTTTATATTTTTGAATAGTATCTTTTAAAAAGAAAAATATTTTATTT
' TGTAGATCATCTGTATTATCCATTTTATTTAATAAATTTTTTATTTTTTTACTTTTTTCAAA
TAAAATTTTTTCTTTTTCTAATAATATTTCTTTATTTTTCTTTAGACTATTTTGTATATTAT
TATATTCTTCTGTATCAAGATAAACACCTCTCTTTTCTCTGCTTAAATTCAGTGCATTTCTT
AACTTTTCGATTTCATTATTTAAATCCTTTATTTTTAATTGTTTCGTTGTTTTTATATTTAT
| CTCGGGTCTATTCTTAATATTCTTAGCTCGAAAGACATAATCTAAAGTGCTTAAAGTCTCAT
 CAATACATAAAGAGGAGGGTGATATAGTGGCGACAATAAAAGTCTTCGTTTTCCCACCTAAC
| GAATCTTGTAATAATCTGGTTAATTTAGAATCTCTGTAAGGAATATAAGATGAATTCTCAAT
 CAACGAATTAATAACTCTACCTAAGGTTAATARAGATTGATTTATATTACAACTTTCTTGTT
GTCTAATTTTTAAAGAACCATAAGAGCTTTTCAAAGCATTTTCACTACCCGCTAAATCAACT
AAATTTAATTTTCCTATTTTTGTTATACTTTCTCCTACATTATTTATATCTTTTATAATTAA
 TGTTATAGTAAAAATCGAATGACTTCTACTCGATTTTTTATTATAAGCCGTTTCAGCTGTCC
 TTCTTTTTTTAATAGCTGAACATATAATATAATATATTTCTTCAAAAGAATTAATACTTTTT
 TCTTCTAACTTATCAACATTTAATCCTTTACTTTTATTATTACTATCTTCATATATTCGAAG
TTTCATATTTTCATTTGTTGAACTTAATAAATCACATAATTCTTCATTATATATTTCTAGAT
- AGCTAATTTTTATATTAAAATCGTACATATTCTTATCATCAAATGTTTGATACATATCATTA
TTCCTATTTTTATCTACACTACATTTTTGTACAACATCACAAGTAATATCTCTACTCTTTTC
GTTAACTAACAAATTGTTAGGTTCTTTATTAATTTTTAAATTATTATAAATATCATTTTTAT
CAATATTTATTTTGTTACATAATAAATTATTATAATTATTATTAATAATATTATTATTGTTA
CCATTAGTTTCCTTATTTATTACATTTATATGTTCGTTATCCTTTTCATCAAATATATTCTT
TTTTCCTTTAAAATGTCGAATCTTTTCTTCTTTCCTTTTATTTAATATATCGAATATTCTTT
TCGTAACTCGAAATATAAGTCCAGTATCCTCATTCTCACAAAGTTCATAGCAATAGCTGATG
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TCGCTATTAATACTTTCATTCAAATCCACCTTTTTATTATTATCATATTGTTTCAGGTGTTC
TAGTATTTTCCCTTCCATAGTATAGGTCTTACCCGTCCCGGTCTGTCCATAGCAGAACAGCS
TACAATTGAATCCTTGCAAAACCTGAAGCGGCGAACAAAAMAAAAAAAAAAAAAAALTATAT
ATATATATGTACATGTATAT T TATATGTATATGTATATATATATGTATAGTTATATGTATTT
CTTATTTTTAT T T TTATTTTTATAT T TATTTTTATTTTTATATTTAT T TTTATTTTTATATTT
; ATTTTTATTTTTATATTTATATTTATATATGTGTAAAATTAACATGGGGAGCAAAGAATTTC
; CCATATATTTTTTTTTTTTAATCTAT T TAATAAAACATTATTATGATATACGCAGAGGTGAT
i ATATACATGGTATTTATTTATTTTTTTITTATATATTTTTCAT
iTTGTTTCGTAGGAATATTCTTTTTTTTTCTGCACATATATTTCACTATCCATATAATATCAT
%AATACATCATGGAATAATTTATATATATATATATATATATGTAIATTTTATTTTTACCTCAT
- CTACTATTTGGTAAATATAATTATTGAACAAAGTTTTCTGATCCACATCTTTATCACATGCA
TAATCAARACTATATTTTTTTTCGTATATTTCATTGT TTCTATTAATTGTTAATATAACCTC
ATTATTATTAATTCGAACTACCTCTTCATTATTTATATCGTTTTTTTCTTTTTCATTTAATG
GTCTACACCTTACGATAACTTTTATATTTACGCAACTTGATTTATCATTATTATAAGAATTT
CTGAGCATTTTACTTTTATTCAAATAAT

3. téablazat: Szekvenciahomoldgia: Human eg5-szekven-

cia Osszehasonlitadsa Plasmodium falciparum eg5-szekven-
cidjéaval
1 60
human.SEQ GAATTCCGTCAT......... GGCGTC. . . .GCAGCC . AAATTC. . . GTCIGCGAAGAAG
PLASMO.SEQ TTTTTTTTTTTTTATTCCTTIGGATGTTCTTIGGTAGTTTAAATTTTTTATTTITTGTAGTTT
61 120
human.SEQ  ......... gAAGA....GG&GAAGGGGAAGAACA;CCAGGTGngGTGAGAgGCAG&CC
PLASMO.SEQ TCTTCTTTTATACGTTTTAAAGCAGGGGATGCCTTTTTAGGAAATGCCCTATTTTCAATA
121 180
human.SEQ A.TTTAATTTGGCAGAGCGGAAAGCTAGCGCCCAT. ZC&AEGEGAAIGT_QAICCTGTA
PLASMO.SEQ GCTTTAATTITIG TAGATTGAAATTTATTATTATTATTATTATTATTGT . TGTTGTTGTT
181 240
human.SEQ  CGAAAAGAAGTTAGTGT . ACGAACTGGAGGATTGGCTG . . ACAAGAGCTCAAGGAAAACA
PLASMO.SEC bllblLblrlebllb;lATTALLLbAATAATTATTTGTTATATGAACAITTTGAACATT
241 300
human.SEQ  TACACTTTTGAT... ... ATGGTGTTTGGAGC . -+« v e e v s ATCTACTAAAC. . AG
PLASMO. SEQ TATAT1LLLLLLLLLLLCATALLLLLLLAAACTTGTTACACTCATATTTTCTGTATTTAC
301 360
ATTGA. . TGTTTACCG. . ..AAGTGTTGTTTG. . . .. ’ECCAATTCTGGATGAAGQ .AT.

human.S=Q
PLASMO . SEQ

ATCAAATCTTTTATTATGTIGATIGT TAT TTAAATAATTTAATTCTTGATATGTTTCATT



361 420
human.SEQ TATGGGCTATA. -ATTGCAC. -TATCTTTGC. GTATGGC. CAAACT........ GG
PLASMO.SZQ AT"‘GGTTG”‘ATAGGATTATC CG'I'I‘GTATTC'I'I‘ATTATATAGCATATA’"I‘CA’I‘ TTAAGGG

421 4 80
human.S=zQ Ca..... CTG. GAAAAACI'T’I’TACAATGGA -AGGTGAAAGGTC. .. ... ACCTA.
PLASMO.SEQ TnGATTAT'I'GTGATTAGTTTTTA&TFTAATTTATTT’ITATCACCT’I’TATTATTTATAT’

1. &bra: Az 1. és 2. példak eredményeit foglaljuk
Ossze. Az ON1-ONl12-oligonukleotidok (antiszensz eg5-
oligonukleotidok) REH-sejtek Szaporodasara gyakorolt gatléd
hatasat mutatja be (szdzalékban)

1. kisérlet

2. kisérlet

CF: Cellfectin-ésszehasonlitas
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(211)
(212)

(213)

(220)
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(220)

(221)

(222)

(400)
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SZEKVENCIALISTA

1
19
DNS

mesterséges szekvencia

A mesterséges szekvencia

oligonukleotid

kevert sajatséag

(1)...(19)

1

cgacgccatg acggaattc

(210)
(211)
(212)

(213)

(220)

(223)

(220)
(221)

(222)

2
19
DNS

mesterséges szekvencia

A mesterséges szekvencia

oligonukleotid

kevert sajatsag

(1) ...(19)

leiréasa:

leirasa:

antiszensz

19

antiszensz



(400)
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2

aatggtctgc atctcacca

(210)
(211)
(212)

(213)

(220)

(223)

(220)

(221)

(222)

(400)

3
19
DNS

mesterséges szekvencia

A mesterséges szekvencia

oligonukleotid

kevert sajatsag

(1)...(19)

3

ggctgcgacg ccatgacgg

(210)
(211)
(212)

(213)

(220)

(223)

(220)

(221)

4
12

DNS

mesterséges szekvencia

A mesterséges szekvencia

oligonukleotid

kevert sajatsag

leiréasa:

leiréasa:

19

antiszensz

19

antiszensz
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(222) (1) ...(12)

(400) 4

atgacggaat tc 12

(210) 5

(211) 12

(212) DNS

(213) mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirdsa: antiszensz
oligonukleotid

(220)

(221) kevert sajatsag

(222) (1) ...(12)

(400) 5

ccatgacgga at 12

(210) )

(211) 12

(212) DNS

(213) mesterséges szekvencila

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirasa: antiszensz

oligonukleotid



(220)
(221)

(222)

(400)
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kevert sajatséag

(1)...(12)

6

acgccatgac gg

(210)
(211)
(212)

(213)

(220)

(223)

(220)

(221)

(222)

(400)

7
12
DNS

mesterséges szekvencia

A mesterséges szekvencia

oligonukleotid

kevert sajatsag

(1) ...(12)

7

gcgacgccat ga

(210)
(211)
(212)

(213)

8
12
DNS

mesterséges szekvencia

leiréasa:

12

antiszensz

12



(220)

(223)

(220)

(221)

(222)

(400)
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A  mesterséges Szekvencia

oligonukleotid

kevert sajéatsag

(1)...(12)

8

ggctgcgacqg cc

(210)
(211)
(212)

(213)

(220)

(223)

(220)

(221)

(222)

(400)

9

DNS

mesterséges szekvencia

A mesterséges szekvencia

oligonukleotid

kevert sajatsag

(1)...(12)

9

ttggctgcga cg

leirasa:

leirasa:

antiszensz

12

antiszensz

12



(210)
(211)
(212)

(213)

(220)

(223)

(220)

(221)

(222)

(400)

10

19

DNS

mesterséges szekvencia

A mesterséges

oligonukleotid

kevert sajatsag

(1)...(19)

10

cgacgccatg acggaattc

(210)
(211)
(212)

(213)

(220)

(223)

(220)
(221)

(222)

11

19

DNS

mesterséges szekvencia

A mesterséges

oligonukleotid

kevert sajatsag

(1) ...(19)

szekvencia

szekvencia

leirasa: antiszensz
19
leirasa: antiszensz



(400)

- 48 -

11

aatggtctgc atctcacca

(210)
(211)
(212)

(213)

(220)

(223)

(220)

(221)

(222)

(400)

12
19
DNS

mesterséges szekvencia

A mesterséges szekvencia

oligonukleotid

kevert sajatsag

(1) ...(19)

12

ggctgcgacg ccatgacgg

(210)
(211)
(212)

(213)

(220)

(223)

13
12
DNS

mesterséges szekvencila

A mesterséges szekvencia

oligonukleotid

19

leiréasa: antiszensz

19

leiréasa: antiszensz



(220)
(221)

(222)

(400)

_49._

kevert sajatséag

(1) ...(12)

13

atgacggaat tc

(210)
(211)
(212)

(213)

(220)

(223)

(220)

(221)

(222)

(400)

14
12
DNS

mesterséges szekvencia

A mesterséges szekvencia

oligonukleotid

kevert sajatséag

(1)...(12)

14

ccatgacgga at

(210)
(211)
(212)

(213)

(220)

15
12
DNS

mesterséges szekvencia

12

leiréasa: antiszensz

12



(223)

(220)

(221)

(222)

(400)

_50_

A mesterséges szekvencia

oligonukleotid

kevert sajitség

(1) ...(12

15

acgccatgac gg

(210)
(211)
(212)

(213)

(220)

(223)

(220)

(221)

(222)

(400)

16
12
DNS

mesterséges szekvencia

A mesterséges szekvencia

oligonukleotid

kevert sajatsag

(1) ...(12)

16

gcgacgccat ga

(210)
(211)
(212)

(213)

17
12
DNS

mesterséges szekvencia

leiréasa:

leirasa:

antiszensz

12

antiszensz

12
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(220)

(223) A mesterséges szekvencia
oligonukleotid

(220)

(221) kevert sajatsag

(222) (1) ...(12)

(400) 17

ggctgcgacg cc

(210) 18

(211) 12

(212) DNS

(213) mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia
oligonukleotid

(220)

(221) kevert sajatsag

(222) (1) ...(12)

(400) 18

ttggctgcga cg

(210) 19
(211) 3784

(212) DNS

(XXX [
e oo
04 .
.

leiréasa:

leirasa:

e eeee
ee o
¢ eee

. . 3 .
.o LX) XX ] e®e oo

antiszensz

12

antiszensz

12



(213)

(400)
gaattccgtc
'gaacatccag
cccattcaat
‘tggctgacaa
‘aaacagattg

taltaattgc
aggtgaaagg
ttccacgtac
tcaaagtgtc
tctgatgttt
attaalaggt
aaagggggca
cccactcagt
ttgttaaaat
tctggagctg
ttgggaagOg
taaactaact
gcaacaattt
tcatagagca
ctcttattaa
gtgagaaaaa
actgttcaag
gctgaatagg
tgacctgcaa
aattacaact
ttcatgatgc
ggtctccatt
ggatattttt
tggcagctca
tgtcttccag
ctattccaga
caatcattag
Ogatcttcta
caatagtcaa
. gatcaaaaaa
actacaagaa
ctgaagacct
tttgglacag
agtagtgtcc
tcacagtcaa
ccaagaaggt
acctggaaaa
tttattttOt
ttattggagg
agatggacgt
tgatgaagat
tgactaagct

homo saplens

19
atggcgtcgce
gtggtggtga
agtagaatgt
gagctcaagg
atgtttaccg

actatctttg
tcacctaatg
ccttcatcaa
tctgttggag
ctgagagact
ttagaagaaa
gcaaaaagga
tttctctgtt
cggaaagttg
ttgataagag
gtcattactg
agaatcctcc
ctcctgcatc
aagaacatat
ggagtatacg
tgglagtgta
aagagcagat
gttacagagt
aataaaacac
tgttaaagaa
tgccagOcaa
ccaaactgga
ggcaaaaacc
aagcaaaagg
tgtctctgca
aaatgtgtcO
cagcagaaag
agttcactgg
ctaaagcata
aaaggaactc
aataccattt
gaagacaata
agagattctg
aggaaaatat
aaattttgtg
acaaaattgg
aatatctcaa
ctgaacagtg
ttgtaagcca
aaggcagctc
aaattgatag
taattgcttt

52

agccaaattc gtctgcgaag

gatgcagacc
gatcctgtac
alaaacatac
aagtgttgtt

cgtatggcca
aagagtatac
atttttgaga
atctOataat
acagatgttt
ttacagtaca
caactgcagc
acaatacata
aacttggltt
agctcgggaa
cccttgtaga
aggattctct
tctcaatctt
tgaataagcc
gaggagatag
tatttctgaa
tgtagaattg
tgtttatgga
aagaacttga
gaatatatca
gctgcttaac
tcgtaagaag
tgaatagtct
ccatgctaga
ttagatacca
tactcatgtt
taaaactgta
aaatgatttt
ttttcaagac
agatggcttt
gttcOcttgg
aagcagaccc
tgctttggag

acagcagaaa

ctgattctga
ttgaagalat
gagactgaac
ggfatcttcc
atgttgtgag
atgacaaaca
cacaaaatct
ctggaacagg

atttaatttg
gaaaagaagt
acttttgata
tgtccaattc

aactggcact
ctgggaagag
aacttactga
gaagagcttt
gatgatcccc
caacaaggat
tactctgatg
tgaaagaaac
gatcttgcag
gctggaaata
aagaacacct
tggagggcgt
gaggaaactc
tglaagtgaa
aacgtttaaa
gaaaatttta
attgaaaaaa
taataaaaat
aaccalctca
catcagcttt
acagttgaag
gcagttgacc
gtttaataat
agtacatala
ttactacagt
tctcagattt
ctacaggaat
atccccaact
ttcattgaca

ctclOagtata

ttgagtcaca
attcccagga
gaaaagtgtg
tctaaggata
tggcttctca
ctgtgaaaca
agagatgtga
ttaaatgaaa
gcttcaagtt
gcataacatt
Oagaacttaa
atctgaaact

ggaaaaactt
gatOcccttg
taatggtact

tgatcttct
gtaacaagag
gaagtctatc
aatgcaltac
tacgattgat
gaagtgaaaa
taaatcaatc
catgttcctt
acaagaaca0
tOgagtacat
tcagaaactc
acgagatctt
gagtcatgag
ttggtgctgt
gaacttgacc
aaaacatttg
ggaaagtact
aaactacaaa
aacacaatgc
atggaagaat
gaccttattt
agcacttgga
ttaatatgat
tgattaatgt
gtggtgtcta
g00tggccga
ctgtgtaaca
aaagcaatgt
actttgcaag
aaaatataca
tagtcalaca
caggaactca
ctctgataaa
atctctgaac
gggaacagga
cagacatcal
tttcttgatc
tgaaaccata
ggatatccca

aaagctagcg
actggaggat
agcatctact
tattatgggc

ttacaatgga
gctggtataa
gaattttcag
taatccatca
aggagtgata
aaattttaga
tctagtcgtt
ggagaagagc
cattggccgt
cctgttgact
atcgagaatc
Otctataatt
tggaatatgc
accaaaaaag
gctgcagccc
tggaaaatta
tgagOgagga
agtgtaaatc
caagaaacta
gaggagaaac
agatgtatct
agaagctOca
taattaagga
ggtaacctgc
tctctcacat
actaaaagaa
actcaagact
tactgaaaat
taagatagaa
atctacatga
ggaaacctaa

ttaatgaatc-

gaaaccactt
aaatgacttt
gaaattttaa
ctcaatggca
acaagaacag
acttcacaac
ctgagaaatc
agatgactat
aaaattggtt
acaggtacga

aagaaagagg agaaggggaa 60
Ogcagagcgg
tagtgtacga
tggtgtttgg
tggatgaagt

120
180

240
300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820



. caccacagag

‘catctccttg
agaaaacaac
gtatactgaa

tcaattggceg

~cagaggcatt
caaagagcag
?attttatttt
gtatagattt
gctaactttg
gccaacgtgc
tcctgtaatc
Oggttgcagt
ggtctcaaaa
tgatatctac
ttgggatttg
attc

(210)
(211)
(212)

(213)

(400)

‘ttttettett
'tcttctttta
_gctttaattt
‘ttgttgttgt
;atatttctct
' tcaaatcttt
rattggttgta
agattattgt
| tgaggtatac
' tcatgcgcta
aatactttac
gtatttttaa

ttatgatgat:

tcaccttgat
tccattttat
ttatcatcat
taattattat
ttattattat
tttttattat
tttagtgatg
atcctttgta

gOaaaagtta
atcagctgaa
aaagaagaga
gaacctctaa
gggttccatt
aacacalctg
attacctctg
taaagaaaaa
taaaagaata
gaggctgagg
gctaaaaccO
ccagctactg
gagccaaagg
ataaaattta
ccatttttct
caatgtaaat

20
5340

DNS

tttataccca
aaggaaacag
caattccgga
gtcaagagcc
tttcclagca
gagaggtcta
cgagcccaga
cttaaaaata
tatatatcag
cgggtggatt
ttcgtctctg
gggaggctga
tacaccacta
aaaaagatat
gtcatcccta
acOgtatttc

53

tcaacactgg
cctgagctgt
tgtggatgta
atc0Otgtag
taaaaaatca
aagtggaaga
tcaaccttta
aaacctgaaa
ccgggcgclg
gcttgagccc
ttaaaaatta
ggcacgagaa
cactccagcc
aaggcagtac
tagttcactt
tagttttcat

Plasmodium falciparum

20
tttattcctt

tacgttttaa

ttgtagattg
tgttgttatt
ttctttcata
tattatgttg
taggattatc
gattagtttt
tactattcgt
caattttatc
ttaaatctat
cttccaagta
caccttgatc
ccattttatt
tatcatcatt
tataaagata
tgtcaccatt
catgattatt
tatcatcatt
tgattttcat
catcatcctt

ggatgttctt
agcaggggat
aaatttatta
atttgaataa
ttcttttaaa
attgttattt
cgttgtattc
tacatttaat
tgtatgatca
atcttgaata
atcatgtgtt
taaattttgt
tattttatta
atcatcatta
ataaagataa
attattatga
tttattattg
tttattatta
tttattatta
cggagtaaac
tatatttaga

ggtagtttaa
gcctttttag
ttattattat
ttatttgtta
cttgttacac
aaataattta
ttattatata
ttatttttat
tttaaactat
agaaattgga
gttgtaattt
cttatgatat
tcatcattat
taaagataat
ttattatgat
tcatgacctt
tcatgatcat
tcatgattat
tcataattcg
atatctatga
taaaattcat

taagaactga
taatgatgct
gaagaggcag
atgctggtgt
catggaaaag
aactacagag
attcacttgg
ccccagaact
tggctctagc
aggagtttga
gccgggcegtg
tcacttgaac
tgggcaacag
tOgtaaattc
tgtattaaat
ataaagtagt

attttttatt
gaaatgccct
tattattgtt
tatgaacatt
tcatattttc
attcttgata
gcatatattc
cacctttatt
tgtaacgaga
agttttcatc
gttctatctc
catcattata
aaagataata
tattatgatc
catgaccttg
gatccatttt
ttttattatt
ttttattatt
tgtcgtaagt
cattcacaaa
catccatatt

accacgtgaa
aalactgttc
ttctggggca
ggattgttca
acaaagaaaa
cacttggtta
gggttgglca
tgagccttgt
tgtaatccca
gaccagcctg
gtgggcacac
ccagaagcgg
agcaagactc
agttgaattt
tgggtttcat
tcttttagga

tttgtagttt
attttcaata
gttgttgttg
ttgaacattt
tgtatttaca
tgtttcatct
arttaagggt
atttatatta
gtaattattt
gatttgttca
tttcatcaag
aagataataa
attatgatga
atgaccttga
atccatttta
attatcatca
gtcaccattt
atcatgatta
cgaatcccta
cgtttcectt
ttccatgaga

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3784

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
31260



tcataacttg
aattctgcta
tttatatttt
tctttatttt
attttgttta
tttgtatata
ttttcttcaa
taatttgtta

atattgcatt
'acagatttat
ttattcattt
aaaatatttt
ataatattat
ttcataatct
aacataaatg
attaatgatt
atatcttcac
‘ttaaatgatt
fttttqacatg
i ttttcacata
ttttcacata
. ttttcacata
ttttcttttt
gcttcatcac
tcggagagag
aaattcagag
atataatcat
| aataagatgg
~atatttaata
ftttttttqat
latatattttt
;tatttttgaa
‘tccattttat
tctaataata
tcaagataaa
tcattattta
ttcttaatat
aaagaggagg

~tgtaataatc:

gaattaataa
ctaattttta
'aaatttaatt
aatgttatag
, gtccttcttt
cttttttctt
‘attcgaagtt
'atttctagat
tacatatcat
tctctactct

atgtacttgg
tatacatatt
cattagactt
tattttgtaa
tattagtttg
ataaattatt
tataactttt
tcttcectttt

cagaaaaatg
aatttttttt
tttcataaat
ctttaaattc
cctccttttc
tcttgtcctt
attcgtttaa
ttgcattata
cttgtctatt
cctctatatg
tttttcctte
ttatctcgtc
ttatctcttc
ttatcttttc
ttaatccgtt

ttatatgtgg
aaaagtaatc
tatcattata
tgtatgattt
ttttacatat

gattatcatg
ttataaaatt

cttctattat

tagtatcttt

ttaataaatt

tttctttatt

cacctctctt

aatcctttat

tcttagctcg

gtgatatagt

tggttaattt

ctctacctaa

aagaaccata

ttcctatttt

taaaaatcga

ttttaatagc

ctaacttatc

tcatattttc

agctaatttt
tattcctatt
tttcgttaac

aatgtcttgt
acatttgttt
taacatatgt
aatcttttca
acttgtaaag
ataaatattt
tctttttaaa
aatatcatta

ttgtatagta
tgacttatca
atcttccaca
ttgtatatct

aaaaacatca.

atcccaatgt
aaaaatatga
taactttttt
taataataaa
gtcaaatggc
accattttgt
accgttttgt

‘accgttttgt

accactttgt
tgtattatat
tatgtttatt
atgatcatat
tttaaaatta
tttattttgt
atcgtttaaa
cattatatta
ttcttctaaa
ttttttaatt
taaaaagaaa
ttttattttte
tttctttaga
ttctctgett
ttttaattgt
aaagacataa
ggcgacaata
agaatctctg
ggttaataaa
agagcttttc
tgttatactt
atgacttcta
tgaacatata
aacatttaat
atttgttgaa
tatattaaaa
tttatctaca
taacaaattg

54

aagtaatctt
aaattctgtt
atacgacgtc
gatataacgt
ttatttatga
aaagtatcat
taagataata
ttaatattat

tcatctatct
tataattctt
tttttattta
tcatttatca
tattttttat
atatattttt
aatatattac
tcagattcgt
tcttttataa
atctcattat
ttttcacata
ttttcacata
ttttcacata
ttttcacata
acaccaataa
ttacattgtg
ttttgtaaaa
atgttactat
actagataat
agatgatttt
gacatatttg
gaatgatatt
aatatttgat
aatattttat
ttactttttt

.ctattttgta

aaattcagtg
ttcgttgtet
tctaaagtgc
aaagtcttcg
taaggaatat
gattgattta
aaagcatttt
tctcctacat
ctcgattttt
atataatata
cctttacttt
cttaataaat
tcgtacatat
ctacattttt
ttaggttctt

ttttttttaa

Caaatatatt
ccectttttg

tatataactt
ttttatcaat
ttaaacattt
tgttatataa
tatattcctt

tttttacaga
tatttaataa
taagtaattc
tttttttata
aaatatattc
catgacattt
atatactttt
gattatctaa
attctttatt
tttcttcttt
ttattccttc
ttatcttttc
ttatcttttc
ttatcttttc
ttgctggcat
atatttcctt
tatccatatg
tgagttcttc
ttttggtatc
cttgatgaat
ttttaatttg
tatttaataa
gaaatgcttg
tttgtagatc
caaataaaat
tattattata
catttcttaa
ttatatttat
ttaaagtctc
ttttcccacc
aagatgaatt
tattacaact
cactacccgce
tatttatatc
tattataagc
tttcttcaaa
tattattact
cacataattc
tcttatcatc
gtacaacatc
tattaatttt

tatatctatt
attaaaaagt
ttcttgtgat
tcgtttctcet
atttagatta
gctgtgttcc
aacagtatga
ttcatcatta
attcataaaa
atcgaacttg
aatatctttc
attattaatt
aatgttgtca
tttttctagt
aatatattgt
attttgtata
ctcaggataa
accatattgt
accgttttgt
accactttgt
accactttgt
accactttgt
tttctgcttg
tttaatattt
gtccagtata
aaaatggtta
atctaaaatg
attttteett
ttgaaaagat
gaattgtgta
tatattttta
atctgtatta
tttttctett
ttcttectgta
cttttcgatt
ctcgggtcta
atcaatacat
taacgaatct
ctcaatcaac
ttcttgttgt
taaatcaact
ttttataatt
cgtttcagct
agaattaata
atcttcatat
ttcattatat
aaatgtttga
acaagtaata
taaattatta

1320

1380
1440

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200



taaatatcat
ataatattat
ttttcatcaa
tttaatatat
caaagttcat
ttattatcat
gtcccggtct:
gaacaaaaaa
atgtatatat
ttttattttt
3tatgtgtaa
atttaataaa
tttttttata
ttcactatcc
atgtatattt
tctgatccac
tgtttctatt
ttatatcgtt
cgcaacttga

ttttatcaat
tattgttacc
atatattctt
cgaatattct
agcaatagct
attgtttcag
gtccatagca
aaaaaaaaaa
atatgtatag
atatttattt

aattaacatg-
-acattattat:

tatttttcat
atataatatc
tatttttacc
atctttatca
aattgttaat
tttttctttt
tttatcatta

atttattttg
attagtttcc
ttttccttta
tttcgtaact
gatgtcgcta
gtgttctagt
gaacagcgta
aaaaatatat
ttatatgtat
ttatttttat
gggagcaaag
gatatacgca
ttgtttcgta
ataatacatc
tcatctacta
catgcataat
ataacctcat
tcatttaatg
ttataagaat

55

ttacataata
ttatttatta
aaatgtcgaa
Ccgaaatataa
ttaatacttt
attttccctt
caattgaatc
atatatatgt
ttttatttet
atttattttt
aatttcccat
g&égtgatat
ggaatattct
atggaataat
tttggtaaat
caaaactata
tattattaat
gtctacacct
ttctgagcat

aattattata
catttatatg
tcttttcttce
gtccagtatc
cattcaaatc
ccatagtata
cttgcaaaac
acatgtatat
atttttatctt
atttttatat
atatcteeet
atacatggta
ttettettct
ttatatatat
ataattattg
ttttttttcg
tcgaactacc
tacgataact
tttactttta

attattatta
ttcgttatcc
tttcctttta
ctcattctca
caccttttta
ggtcttaccc
ctgaagcggc
ttatatgtat
ttatatttat
ttatatttat
tttttaatct
tttatttatt
gcacatatat
atatatatat

‘aacaaagttt

tatatttcat
tcttcattat
tttatattta
ttcaaataat

4260
4320
4380

4440

4500

4560

4620

4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Antiszensz oligonukleotid vagy szarmazéka, amely
egy eg5-6t kédold szekvencia egy részének felel meq.

2. Az 1. igénypont szerinti antiszensz oligonukleotid
vagy szarmazéka, amely eg5-0ot kbédold szekvencia 8-100
nukleotidjanak felel meg.

3. Az 1. vagy 2. igénypontok szerinti antiszensz
oligonukleotid vagy szarmazéka, amely 8-20 nukleotid hosz-
szusagu. |

4, Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti antiszensz
oligonukleotid vagy szarmazéka, amely human eg5-6t és/vagy
Plasmodium falciparum eg5-6t kdédold szekvencia egy részének
felel meqg.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti antiszensz
oligonukleotid vagy szarmazéka, amelynek szekvenciédja az
1., 2., 3., 4., 5., 6., 7., 8. vagy 9. azonositészami szek-
venciak szerinti szekvencia,

ahol

1. azonositdészami szekvencia: 5'-CGACGCCATGACGGAATTC-3'
2. azonosit6szamu szekvencia: 5'-AATGGTCTGCATCTCACCA-3'
3. azonositdészamu szekvencia: 5'-GGCTGCGACGCCATGACGG-3'
4. azonositdészami szekvencia: 5'-ATGACGGAATTC-3'
5. azonositdészamu szekvencia: 5'-CCATGACGGAAT-3'
6. azonositdészamu szekvencia: 5'-ACGCCATGACGG-3'
7. azonositdszami szekvencia: 5'-GCGACGCCATGA-3'
8. azonositdészamu szekvencia: 5'-GGCTGCGACGCC-3'

9, azonositészadmiu szekvencia: 5'-TTGGCTGCGACG-3'
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6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti antiszensz
oligonukleotid vagy szarmazéka, amelyben egy vagy tdébb mé-
dositas van, ahol minden médositds egy ugyanolyan szekven-
ciadju, természetes DNS-b&l felépiildé oligonukleotiddal 0&sz-
szehasonlitva eqy meghatarozott foszfodiészter—-inter-
nukleozid-hidban és/vagy eqgy meghatarozott, Bp-D-2"'-
dezoxiribdéz-egységben és/vagy egy meghatdrozott természetes
nukleozidbazis-pozicidéban talalhaté.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti antiszensz
oligonukleotid vagy szarmazéka, amelyben az oligonukleotid
5'-végén és/vagy 3'-végén talalhatd 1-5 terminalis
nukleotidegység a megfeleld nukleozid(ok) 5'-végén és/vagy
3'-végén 1évs, mbédositott internukleozid-hidakkal van véd-
ve.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti antiszensz
oligonukleotid vagy szarmazéka, amelyben legalabb egy, bel-
sé pirimidinnukleozid és/vagy a pirimidinnukleozid 5'-végén
és/vagy 3'-végén 1évé internukleozid-hid médositva van.

9. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti antiszensz
oligonukleotid vagy szarmazéka, amelyben minden egyes mddo-
sitas a tobbitd&l filiggetlenil az aldbbiak barmelyike:

a) egy nukleozid 3'- és/vagy 5'-végén 1évd
foszfodiészterhid kicserélése eqgy moédositott inter-
nukleozid-hidra,

b) egy nukleozid 3'- és/vagy 5'-végén 1évs
foszfodiészterhid kicserélése egy defoszfohidra,

c) a cukor-foszfat-vazbdl egy cukor-foszfat-csoport

kicserélése egy masik csoportra,
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d) egy B-D-2'-dezoxiribbéz-egység kicserélése egy mob-
dositott cukoregységre,

e) egy természetes nukleozidbazis kicserélése eqgy
médositott nukleozidbéazisra,

f) egy olyan molekuldhoz térténé koétés, amely befo-
lyasolja az oligonukleotid tulajdonsagait,

g) egy 2'5'-kotést tartalmazéd oligoadeniléat-
molekuladhoz vagy szarmazékdhoz térténd kotés, adott esetben
egy alkalmas kapcsoldémolekuldn keresztiil, és

h) egy 3'-3'- és/vagy 5'5'-inverzid® bevitele az
oligonukleotid 3'- és/vagy 5'-végébe.

10. Eljaras az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti
antiszensz oligonukleotid vagy szarmazéka el&dallitasara,
azzal jellemezve, hogy az alkalmas médon védett monomereket
sziladrd fazisra kondenzaljuk.

11. Az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti
antiszensz oligonukleotid vagy szarmazékanak alkalmazasa
eg5 expresszidjanak gatlaséara.

12. Eljaras eg5 expresszidjanak gatlasara, azzal
jellemezve, hogy az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti
antiszensz oligonukleotidot vagy szarmazékat egy eg5-6t kb6-
dolé nukleinsavval kapcsolatba hozunk, és ahhoz kotjik.

13. Eljaras gydégyaszati készitmény eldallitasara, az-
zal jellemezve, hogy az 1-9. igénypontok barmelyike szerin-
ti antiszensz oligonukleotidot vagy szarmazékat fiziolodégia-
ilag elfogadhaté hordozbanyaggal és adott esetben kiegészi-

té anyagokkal keverijik.
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14. Gybégyaszati készitmény, amely legaldbb eqy, az 1-
9. igénypontok barmelyike szerinti antiszensz oligo-

nukleotidot tartalmaz vagy azok barmelyikének szarmazékat

tartalmazza.

A meghatalmazott:
DANUBIA
Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.
Dr. Svingor Adam

szabadalmi ligyvivé
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