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KIVONAT

A talalmany targya eljaras anti-szensz anti-mRNS alfa-
TNF (I) altalanos képletli oligonukleotid-szekvencidk
eléallitasira

5 3 3 ?
(d) TCATGG TGT CCT TTG CAG-X
1 18

ahol
X jelentése hidrogénatom vagy egy 1-17-tagu
oligonukleotid, szabad formaban, alkilezett forma-

A leiras terjedelme 12 oldal (ezen beliil 4 lap dbra)

ban, kénezett formaban vagy poli-L-lizin-szdrmazé-

ka forméjaban.

A taldlmany kiterjed az (I) dltalanos képletd
oligonukleotidokat tartalmazd gyobgyszerkészitmények
elballitasara is, amelyek fert6zéses endotoxinos sokk,
illetve a TNF tiltermelésébdl eredd patologias allapo-
tok kezelésére alkalmazhatok.
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A talalmany targya eljards anti-szensz, anti-mRNS alfa-

TNF oligonukleotid-szekvenciak el8éllitasara.
Ismeretes, hogy a makrofagok altal kivalasztott

TNF (tumor nekrozis faktor) felel§s az abszolut meta-

Az (I) altalanos képletben és a leirds tovabbi részé-
ben az,,1-17-tagu oligonukleotid-szekvencia” kifejezé-
sen barmely olyan szekvenciat értiink, amely adenint és
guanint (purin bazisok), citozint és timint (pirimidin

bolikus katasztrofakért, amelyek fertézéses endotoxin 5 bazisok) tartalmaz. Az ,alkilezett forma” kifejezésen
sokkot okoznak. A TNF-termelést lellité anyagok ku- olyan alkilezett szarmazékokat értiink, amelyek a
tatadsa soran jutottunk az anti-szensz, anti-mRNS foszfatcsoporton egy alkilcsoportot, kézelebbrdl metil-,
oligonukleotid-szekvencidkhoz, amelyek leallithatjék a etil- vagy propilcsoportot tartalmaznak. Ezek a csopor-
TNF termelését. tok jelen lehetnek minden foszfatcsoporton vagy azok
A kiilénboz6 szekvencidk tanulminyozisa sordn 10 egy részén. A ,kénezett forma” kifejezésen a foszfonat
ugy talaltuk, hogy ezt a tulajdonsagot az oligonukleo- kénezett szarmazékat értjiik, és pedig tioatokat és
tidnak bizonyos szekvencidja jelenti. ditioatokat. Ezek a csoportok jelen lehetnek minden
Oligonukleotidok foszfit-triészter-modszerrel torté- foszfatcsoporton vagy azok egy részén.
nd eléallitasat az EP—090789 szam( dokumentum, mig A talalméany szerinti eljarassal elGallitott termékek
foszforamidit-médszerrel torténé elallitasat M. H. 15 kozill kiemelheték azok az (I) altalanos képletd
Caruters ef al., Gene Amplif. Anal., 1983(3), 1-26 he- oligonukleotid-szekvenciak, amelyekben X jelentése
lyen ismertetik. hidrogénatom vagy az (I,) képletnek megfeleld szek-
A fentiek alapjan a taldlmany tirgya eljaras anti- vencia egésze vagy egy része:
szensz irdanyd, anti-mRNS alfa-TNF oligonukleotid- 5 3
jainak 0j szekvenciai el6allitasara, amelyek a kovetkezé 20 — CCTCATGCTITCAGTAG (1)
(D) altalanos képlettel szemléltethetSk: 19 35
5’ 3 szabad formaban, alkilezett forméban, kénezett forma-
(d) TCATGGTGT CCT TTGCAG-X (I) ban vagy poli-L-lizin-szarmazéka formajiban.

1 18 Ez utdbbiak koziil elénydsek azok az (I) altalinos
ahol 25 képletnek megfelels oligonukleotid-szekvencidk, ame-
X jelentése hidrogénatom vagy egy 1-17 tagi oligo- lyekben X jelentése hidrogénatom, CC szekvencia vagy

nukleotid-szekvencia szabad formaban, alkilezett az (I,) képletnek megfelelé szekvencia szabad forma-
formaban, kénezett formaban vagy poli-L-lizin szar- ban, alkilezett formaban, kénezett forméaban vagy poli-
mazéka formdjaban. L-lizin-szarmazéka formdjéban, kiilonésen a kévetkezd
30 szekvenciak:
5 3’
(d) TCA TGG TGT CCT TTG CAG CC
1 20
5 3’
(d) TCA TGG TGT CCT TTG CAG
1 18
5 3
(d) TCA TGG TGT CCT TTG CAG CC TCA TGC TTT CAG TAG

1

Az (I) altalanos képlet(i termékeket a talalmany értel-
mében gy allitjuk el6, hogy a szintetizdlandé lanc 3’-
helyzetének elsé, (II) altaldnos képletl nukleotidjat egy
hordozon régzitjlik — a képletben Z jelentése 2-20 szén-
atomos szénhidrogéncsoport, B; az elsd nukleotidnak
megfeleld purin- vagy pirimidin-bazis, amelynek amino-
csoportja védett és R jelentése védScsoport — az 5°-hely-
zetli hidroxilcsoport védScsoportjat egy savas reagenssel
eltavolitjuk, a kapott (III) altalanos képleti vegyiiletet,
ahol Z és B, jelentése a fenti, a masodik nukleotid (IV)
altalanos képletli monomerjével reagaltatjuk, ahol R je-
lentése a fenti, B, jelentése a masodik nukleotidnak
megfeleld purin- vagy pirimidin-bazis, amelynek amin-
csoportja védett, R; egy alkilcsoport vagy egy —~OR’,
vagy —SR’;-csoport, ahol R’; jelentése védSesoport, R,
jelentése védbesoport, a kapott (V) altalanos képleti ve-
gytiletet, ahol R, Ry, B, és B, jelentése a fenti, oxidaljuk,
igy egy (VI) altalanos képletdi terméket kapunk, ahol R,
R,, By, B, és Z jelentése a fenti, X, jelentése oxigén-
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vagy kénatom. Ezutdn a fenti médon a (II) altalanos
képletii termékbd! ezzel a (VI) altalanos képleti termék-
kel és egy 0j nukleotid monomerjéb6l 0j gytir(it kép-
ziink, a kivant lanc kialakitisahoz a (VII) altalanos kép-
letli végso termék eldallitasa érdekében. A (VII) 4ltala-
nos képletben R, Ry, By, B,, X és Z jelentése a fenti, B,
jelentése a szekvencia utolsé nukleotidja. Végiil az
oligonukleotidrél a védGesoportot eltavolitjuk, és a ter-
méket a hordozdrél lehasitjuk, igy az (I) altalanos képle-
td terméket kapjuk, amelyet tisztitunk.

A taladlmany szerinti eljarast elénydsen a kovetkezd
koriilmények kozott végezziik:

—a (IT) altalanos képletii termék 5°-helyzetében levs
hidroxilcsoportrél a védGcsoportot savas reagenssel,
példaul ecetsavval, di- vagy triklor-ecetsavval tavolit-
jukel;

—a (I1I) altalanos képletii termék és a (IV) altalanos
képletii termék kapcsoldsat tetrazol segitségével akti-
vélva, acetonitrilben végezzik;
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—az (V) altalanos képletl foszfit (VI) altaldnos kép-
letit foszfatta torténé oxidalasat jod segitségével oldo-
szerben, elénydsen viz, lutidin és tetrahidrofuran ele-
gyében, vagy viz, piridin és tetrahidrofuran elegyében
végezzik,

—az (V) altalanos képletd foszfit (VI) altalanos
képletii kénezett formaba térténd oxidalasat kén segit-
ségével oldoszerben elénydsen szén-dioszulfid, viz-
mentes piridin és vizmentes trietil-amin elegyében vé-
gezzik;

— a szintézis végén az 5’-helyzetben levd terminalis
hidroxilcsoportrdl a véddcsoportot savas reagens, pél-
daul ecetsav, di- vagy triklor-ecetsav segitségével tavo-
litjuk el;

—a (VII) éltalanos képletd oligonukleotidrél a
véddcsoportokat koncentralt ammonium-hidroxid se-
gitségével a reakcidelegy enyhe melegitése kozben ta-
volitjuk el.

Az eljaras fenti miiveleteinek elvégzésére elénydsen
az Applied Biosystems Model 381 A automatikus szin-
tetizalot alkalmazzuk.

A taldlmény szerinti eljarasban hordozdként szilard
hordozét alkalmazunk, amely lehet szilicium-dioxid
vagy porézus iiveg. A 208 599 szAmi eurdpai szaba-
dalmi leirdsban ismertetett hordozok szintén hasznal-
hatok.

Z jelentése egy —(CH,),— éltalanos képletii csoport,
ahol n értéke 2-20 egész szam. El6nydsek azok a ter-
mékek, amelyekben Z jelentése egy —(CH,),— képletii
csoport.

A (II)~«(VII) altalanos képletekben a B, B, ... B,
csoport purin- vagy pirimidin-bazis, amelyeknek az
amincsoportjai védettek. A védGcsoportok lehetnek pél-
daul benzoil- vagy izobutilcsoportok. Adenin és citozin
esetén elényds a benzoilcsoport. Guanin esetén elényds
az izobutiril-csoport.

Az 5’-helyzetben levé hidroxilcsoport R védeso-
portja lehet példaul tritil-, monometoxi-tritil-, dimetoxi-
tritil- vagy pixilcsoport.

A foszfatcsoportok hidroxilcsoportjanak R’; véds-
csoportja lehet példaul metil-, ciano-etil-, orto- vagy
para-klor-fenil-csoport. Elényés a ciano-etil-csoport al-
kalmazasa. Az R, védScsoport lehet alkilcsoport, példa-
ul metil-, etil-, izopropil- vagy morfolino- vagy piperi-
dinocsoport. Elényds az izopropilcsoport.

Az cljaras soran a (III) altalanos képletii termék
azon frakcidjat, amely nem reagalt el, azonnal észterré
alakitjuk azért, hogy a kovetkezd kapcsolas soran meg-
akadalyozzuk a szamunkra nem megfelel§ szekvencia
kialakuldsat. Ezt az Ggynevezett ,,sapkazasi” reakciot
elénydsen ecetsav-anhidrid segitségével lutidin és tetra-
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hidrofuran elegyében, katalizatorként dimetil-amino-pi-
ridin vagy metil-imidazol jelenlétében végezziik.

Az oligonukleotid-szekvencidk poli-L-lizin-szirma-
zékai ugy Allithatok el6, hogy egy (VIII) altaldnos képletii
terméket — ahol Z, R, By jelentése a fenti, egy (IV) altala-
nos képletd termékkel reagéltatunk, a kapott (IX) altala-
nos képletii terméket — ahol R, Z, R,, B, és B, jelentése a
fenti — oxidaljuk, és az aktivalocsoportot és a hordozot
lehasitjuk, a kapott (X) altalanos képletii termék termina-
lis ribéz részét — ahol R, R;, B, és B, jelentése a fenti, X,
jelentése oxigén- vagy kénatom — oxidaljuk, majd L-
lizinnel reagaltatjuk redukalokézegben, igy a (XI) altala-
nos képletii terméket kapjuk — ahol R, R}, B}, B, és X,
jelentése a fenti, majd a szintézist a (VI) 4ltalanos képleti
termék képzésénél leirt modon folytatjuk.

A poli-L-lizin-szarmazékok a J. P. Leonetti és mun-
katérsai Gene 72, (1988) 323-332. irodalmi helyen is-
mert eljarashoz hasonld eljarassal llithatdk eld.

A taldlmany szerinti eljarassal eldallitott 0j oligo-
nukleotid-szekvencidk nagyon hasznos farmakoldgiai
tulajdonsagokkal rendelkeznek, kiilondsen képesek
megallitani a sejtek alfa-TNF termelését gy, hogy spe-
cifikusan kapcsolodnak a 166-185 szekvencia cél
mRNS-hez, amely atfogja az AUD kodont.

Ezeket a tulajdonsdgokat a kisérleti részben mutat-
Juk be.

Ezek a tulajdonsagok alkalmassa teszik a talalmany
szerinti eljarassal eldallitott (I) 4ltalanos képletd wj
oligonukleotid-szekvencidkat, hogy gyogyszerhato-
anyagokként alkalmazzuk.

A taldlmany targya tehat tovabba eljaras gyogyszer-
készitmények elballitasira, amelyek hatdanyagként az
(I) altalanos képletii, alfa-TNF ellentétes iranyu, anti-
mRNS 1j oligonukleotid-szekvencidit tartalmazzik, a
képletben X jelentése hidrogénatom, egy 1-17-tagi
oligonukleotid-szekvencia szabad formaban, alkilezett
formaban, kénezett formaban vagy poli-L-lizin-szarma-
zéka formdjaban. Kiilondsen elénydsek azok az (I) alta-
lanos képletii vegyiiletek, ahol X jelentése hidrogén-
atom vagy az (I,) szekvencia egésze vagy annak egy
része, szabad formaban, alkilezett formaban, kénezett
formaban, vagy poli-L-lizin-szarmazéka formajaban.

A taldlmany szerinti eljarassal elGallitott gyogyszer-
készitmények koziil kiilonosen elényodsek azok, ame-
lyek olyan fenti oligonukleotid-szekvenciat tartalmaz-
nak, ahol X jelentése hidrogénatom, —CC szekvencia
vagy az (I,) szekvencia, szabad formaban, alkilezett
formaban, kénezett forméaban vagy poli-L-lizin-szarma-
zéka forméjaban. Kiilongsen elényosek azok a gyogy-
szerkészitmények, amelyek a kovetkezé oligonukleo-
tid-szekvenciakat tartalmazzak:

5 3
(d) TCA TGG TGT CCT TTG CAG CC

1 20

5 3’
(d) TCA TGG TGT CCT TTG CAG

1 18

5 3
(d) TCA TGG TGT CCT TTG CAG CC TCA TGC TTT CAG TAG

1

35
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szabad formaban, alkilezett formaban, kénezett forma-
ban vagy poli-L-lizin-szdrmazék forméjaban.

A taldlmany szerinti eljarassal el6allitott gyogyszer-
készitmények mindenfajta eredetii fert6zéses endotoxin
sokk, illetve az alfa-TNF hiperszekrécidjaval kapcsola-
tos patologias dllapot kezelésére alkalmazhatok.

Az alkalmazott dozis az alkalmazott terméktdl, a
kezelt személytdl és a kérdéses betegségtol fliggben
valtozik, példaul 1 pug és 30 mg kozott valtozhat napon-
ta intravéndas Gton adagolva embernek.

A taldlmany szerinti eljarassal elgallitott gyogyszer-
készitmények hatéanyagként legalabb egy (I) altalanos
képleti 0j oligonukleotid-szekvenciat tartalmaznak.
Ezek lehetnek szabad formaban, alkilezett formaban, ké-
nezett formdban vagy poli-L-lizin-szarmazékok forma-
jaban. A gyogyszerkészitmények elkészithet8k emészt-
hetd, parenteralis vagy helyi kezelésre szant formaban.

A gyogyszerkészitmények lehetnek példaul szilard
vagy folyékony formdjtak a humén gydgyéaszatban al-
kalmazott szokasos formaknak megfelelGen, igy példa-
ul sima vagy cukorral bevont tablettak, kapszulak, gra-
nulatumok, kipok vagy injektalhat készitmények vagy
aeroszolok forméajaban, amelyek szokasos modszerrel
allithatok eld. A készitmények a hatéanyag mellett az
ilyen gyogyszerkészitményekben szokasosan alkalma-
zott segédanyagokat és vivGanyagokat tartalmazhatjak,
igy példaul talkumot, gumiardbikumot, laktézt, kemé-
nyitdt, magnézium-sztearatot, kakadvajat, vizes vagy
nemvizes vivéanyagot, allati vagy novényi eredetl
zsiradékot, paraffinszarmazékokat, glikolokat, kiilon-
boz6 nedvesitd-, diszpergalo- vagy emulgealdszereket
¢s konzervaloszereket.

A talalmany szerinti eljarast a kovetkez6 példakkal
szemléltetjiik a korlatozas szandéka nélkiil.

1. példa
5 3

(d) TCA TGG TGT CCT TTG CAG szekvencia
(18 mer anti-alfa-TNF) szabad formaban

Berendezés:

,-Applied Biosystems Model 381 A” automata szin-
tetizalot alkalmazunk. A berendezést felt6ltjiik a sziik-
séges reagensekkel. A (IV) képletii terméket enyhe ar-
gon tilnyomds alatt oldjuk acetonitrilben, ami lehetévé
teszi az automatikus adagolast az elektromos szelepek
nyitasaval akkor és Ggy, ahogyan sziikséges.

Rogzitjiik a szintetizdlandd nukleotid-szekvenciat,
¢s jelezziik az el6éllitand6 termék mennyiségét.

A végso detritilezést gy programozzuk, hogy az (1)
altalanos képletd terméket az 5°-helyzetben hidroxile-
zett forméban vagy tritilezett formaban kapjuk meg,

Egy kis, el6zbleg a (II) képletd funkcionalizalt hor-
doz6t tartalmazd oszlopot helyeziink a berendezésbe
(CPG porozus iiveg hordozd).

A szintézist ezutan végig lefolytatjuk kézi kdzbe-
avatkozas nélkiil.

A detritilez8 oldatokat automatikusan visszanyer-
juk minden lépésben egy, a berendezéshez kapcsolt
frakciogytjtében, igy minden 1épés kitermelése mérhe-
toveé valik.
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Reagensek:

Minden hasznalt reagensnek nagyon tisztanak kell
lennie.

A (IV) altalanos képletii 4-foszforamiditet (B, jelen-
tése adenin, citozin, guanin vagy timin) kis tivegekbe
helyezziik. A berendezésbe torténd helyezés el6tt a
sziikséges mennyiségii oldészert adagolni kell.

A berendezésbe a kovetkezd tovabbi oldatokat he-
lyezziik:

— 4% tetrazol acetonitrilben a kapcsolds aktivalasa-
hoz,

— ecetsav-anhidrid, lutidin és tetrahidrofuran
1:1:8 térfogataranyu elegye egyrészt, masrészt di-
metil-amino-piridin és tetrahidrofuran 7:93 térfogat-
aranyu elegye helyben 6sszekeverve a ,,sapkdzd” re-
akciohoz,

—j6d, viz, lutidin és tetrahidrofuran 3:2:2:93 tér-
fogatardnyu elegye az (V) 4ltalanos képletd fosz-
fit (VI) altaldnos képletl foszfatta torténd oxidacidja-
hoz,

— 2% triklor-ecetsav diklor-metanban a detritilezési
reakcidhoz,

— tiszta acetonitril a foszforamiditek oldasahoz.

Modszer:

A reakci6t 0,95 pmol mennyiségben hajtjuk végre.
A terméket a berendezésben detritilezziik a szintézis
végén.

A tiszta termék kitermelése a szintézisben 79%.

A (VII) éltalanos képletii termékr6l a védéesopor-
tokat a kovetkezéképpen tavolitjuk el:

1 — 28% ammoénium-hidroxid 1 éra hosszat szobahd-
mérsékleten,
2 — telitett ammonium-hidroxid (60 °C, 5 6ra).

Tisztitas:

1 — soétalanitdis NAP10 (Pharmacia) Sephadex G50R

oszlopon,

2 — HPLC Partisil 10 SAXR oszlopon.

A oldat 50-99%-ig valtoz6 gradiense A és B oldat ele-
gyében 20 percig

A: 0,3 mol/l-es foszfat-puffer és metil-cianid 7:3 ara-

nyu elegye, pH = 6,2.

B: 10-3 mol/l-es foszfat-puffer és metil-cianid 7:3 ara-

nyu elegye, pH = 6,2.
atfolyési arany 2 ml/perc.

3 — soétalanitds NAP 25 (Pharmacia) Sephadex G50R
oszlopon.

A tisztitott termék analizise:

— HPLC Partisil 10 SAXR oszlopon, ugyanolyan ko-
rilmények kozott, mint fent, R, = 13,92 perc.

—HPLC inverz fazisi microbondapack C18R oszlo-
pon, 8,4%-t8] 15%-ig valtozé metil-cianid gradiens
10-2 mol/l-es trietil-ammonium-acetatban, pH = 5,5,
20 percig, atfolyasi arany 2 ml/perc, R, = 12,12 perc.

Végiil 0,125 pumol tiszta terméket kapunk, kiterme-
1és 13%.

2. példa
5 3
(d) TCA TGG TGT CCT TTG CAG szekvencia
(18 mer,anti-alfa-TNF) tioat formaban
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Az 1. példa szerinti médon jarunk el, azonban a
Jjoéddal végzett oxidalasi 1épést kénnel 450 masodpercig
végzett oxidalassal helyettesitjiik, igy a cim szerinti ter-
méket kapjuk.

A joddal végzett oxidalas helyett, amelyben jod, viz,
lutidin és tetrahidrofuran elegyét alkalmazzuk, kénnel
végzett oxidaldst végziink, amelynek soran a kovetkezd
oldatot alkalmazzuk:

3 gkén

28,5 ml szén-diszulfid

28,5 ml vizmentes piridin

3 ml vizmentes trietil-amin.

Kénnel végzett oxidalas esetén elengedhetetleniil
fontos az oszlopot az oxidélds elGtt és utan ismételten
mosni szén-diszulfid és piridin 1:1 aranyu elegyével a
kénmaradék eltavolitasa céljabol.

Az eljaras tobbi része valtozatlan.

Szintézis kitermelése: 1,24 umol 56,5%.

Védéesoport-eltavolitas:

1 —28% ammonium-hidroxid, 1 6ra, szobahdmérséklet
2 — telitett ammoénium-hidroxid, egy éjszakan at,
50 °C-on.

Tisztitas:

1 — sotalanitds NAP 25 (Sephadex)R oszlopon,

elualdszer: viz.

2 — HPLC microbondapack C18R oszlopon, R, = 24,46,

A oldat 30%-t61 50%-ig valtoz6 gradiens 20 percen 4t,

atfolyasi arany 2 ml/perc

A: 102 mol/l trietil-amménium-acetat, pH = 5,5 és me-
til-cianid 7:3 arany1 elegye,

B: 10-2 mol/l trietil-amménium-acetat, pH = 5,5.

Tiszta termék kitermelése: 40,3%.

3. példa
5 3
(d) TCA TGG TGT CCT TTG CAG CC szekvencia
(20 mer anti-alfa-TNF) szabad formaban
Az eljarast az 1. példa szerinti médon végezziik.

4. példa
5
(d) TCA TGG TGT CCT TTG CAG CC TCA TGC
3

TTT CAG TAG szekvencia (35-mer anti-alfa-TNF)
szabad forméaban

A terméket az 1. példa szerinti modon allitjuk
eld.

5. példa
Injektalhaté oldatot készitiink a kovetkez6 Gsszeté-
tellel:
— 1. példa terméke
— steril injekcids viz

10 pg
2ml

6. példa

Tablettakat készitiink a kovetkez8 osszetétellel:
— 2. példa terméke 20 pg
— tablettadzasi segédanyagok 100 mg-ig
(Segédanyagok: laktéz, keményitd, talkum, magnézi-
um-sztearat).
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7. példa
Injektalhat6 oldatot készitiink a kovetkezd Gsszeté-
tellel:
— 3. példa terméke
— steril vizes vivGanyag

10 pg
2ml

A 3. példa szerint eléallitott
oligonukleotid-szekvencia vizsgdlata
1. Biologiai teszt

~ Humén monocitékat (4x106 sejt) inkubalunk 6 pmol
ellentétes iranyu oligonukleotiddal, 4 formaban 3 6ra
hosszat.

~ Hozzaadunk 10 pg/ml LPS-t és 5x103 egység/ml
INF-t.

— 18 6ra hosszat inkubalunk.

— A tenyészet feliiluszdjat elvéalasztjuk.

— A feltilaszot TNF (L 929) altal okozott lizisre
érzékeny sejtekhez adjuk, és 24 6ra hosszat reagaltat-
Juk.

— Mérjiik sejtek életképességét, kristalyibolya segitsé-
gével, kolorimetridsan.

2. Immunolégiai teszt

— Human monocitakat (4x106 sejt) 6 umol ellentétes
irdnyu oligonukleotiddal inkubalunk 4 forméban,
3 6ra hosszat.

— Hozzaadunk 10 pug/ml LPS-t és 5x103 egység/ml
INF-t a TNF termelésének stimulalaséra.

— 18 6ra hosszat inkubalunk.

— A tenyészet feliiliszdjat elvalasztjuk.

— Bevonatot készitiink ezzel a tenyészet felilliszojaval.

— Joddal jelzett (RIA-hoz), illetve enzimmel jelzett
(ELISA-hoz) anti-TNF antitestet adunk hozza.

— 3 6ra hosszat inkubalunk.

Leolvasasok:

a) Hozziadjuk az enzim-szubsztratot (ELISA) és leol-

vassuk az optikai striiséget.

b) Mérjiik a radioaktivitast (RIA).

— Mérjiik a monocitdk altal termelt TNF mennyiségét.

— Szamoljuk a TNF-termelés gatlisanak értékét.

3 — Eredmények:
Anti-szensz oligonukleotidokkal kezelt monocitdk
altal termelt alfa-TNF gétlasi értéke.
Gatlasi érték:
V/ml oligonukleotid jelenlétében

1- — x 100 = 63,5£9.
V/ml oligonukleotid hidnyaban

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras anti-szensz, anti-mRNS alfa-TNF (1) alta-
lanos képletii oligonukleotid-szekvencidk el8allitdsara

5 3’
(d) TCA TGG TGT CCT TTG CAG-X (1)
1 18

ahol

X jelentése hidrogénatom, vagy egy 1-17-tagi oligo-
nukleotid, szabad forméaban, alkilezett formaban,
kénezett formaban vagy poli-L-lizin-szarmazéka
forméjaban,
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azzal jellemezve, hogy a szintetizdland6 lanc 3’-helyze-
tében levd elsd, (II) altalanos képletli nukleotidot egy
hordozén rogzitiink, ahol Z jelentése 2-20 szénatomos
szénhidrogéncsoport, B, jelentése az elsé nukleotidnak
megfeleld purin- vagy pirimidin-bazis, amelynek
aminocsoportja védett, R jelentése védSesoport, az 5°-
helyzetben levé hidroxilcsoportrol a védGcsoportot egy
savas reagenssel eltavolitjuk, igy egy (III) altalanos
képletil terméket kapunk, ahol Z és B jelentése a fenti,
amelyet a mésodik nukleotid (IV) altalanos képlet mo-
nomerjével reagaltatunk, ahol R jelentése a fenti, B,
jelentése a masodik nukleotidnak megfelel purin- vagy
pirimidinbdzis, amelynek amincsoportja védett, R; je-
lentése alkilcsoport vagy —OR’; vagy —SR’; altalanos
képletii csoport, ahol R’ jelentése véddesoport, R, je-
lentése véddesoport, a kapott (V) altalanos képleti ter-
méket, ahol R, R,, By és B, jelentése a fenti, oxidaljuk,
igy egy (VI) altalanos képlet terméket kapunk, ahol R,
R, By, B, és Z jelentése a fenti, X, jelentése oxigén-
vagy kénatom, majd a fenti médon a (II) altalanos kép-
letd termékbdl kiindulva a (VI) altalanos képletii ter-
mekkel és 1j nukleotid monomerrel az eljarast a végsé,
(VII) altalanos képletii lanc kialakitasaig folytatjuk,
ahol R, Ry, B}, B,, X és Z jelentése a fenti, B, jelentése
a szekvencia utolsé nukleotidja, majd az oligonukleo-
tidrol a védGesoportokat eltavolitjuk, és a hordozot le-
hasitjuk, és a kapott (I) altalanos képletii terméket tisz-
titjuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy

— a (IT) altalanos képletd termék 5°-helyzetében levé
hidroxilcsoportrol a védGcsoportot egy savas reagens-
sel, elényosen ecetsavval, di- vagy triklér-ecetsavval
hasitjuk le,

— a (IIT) altalanos képletii termék és a (IV) altalanos
képletii termék kapcsolasi reakcidjat tetrazollal aktival-
juk, és acetonitrilben hajtjuk végre,

— az (V) éltalanos képletii foszfit (VI) altalanos kép-
leti foszfatta torténd oxidalasat jod segitségével oldo-
szerben, elényosen viz, lutidin és tetrahidrofuran ele-
gyében vagy viz, piridin és tetrahidrofuran elegyében
hajtjuk végre,

—az (V) altalanos képletii foszfit (VI) altalanos kép-
leti kénezett formava torténd oxidalasat kén segitségé-
vel, oldatban, elénydsen szén-diszulfid, vizmentes piri-
din és vizmentes trietil-amin elegyében hajtjuk végre,

- a szintézis végén az 5’-helyzetben levd terminalis
hidroxilcsoportrdl a véddcsoportot savas reagens, el6-
nyosen ecetsav, di- vagy triklor-ecetsav segitségével ta-
volitjuk el,

—a (VII) altalanos képleti oligonukleotidrdl a védd-
csoportokat koncentralt ammonium-hidroxid segitsé-
gével, a reakcidkozeg enyhe melegitésével tavolitjuk el.

5’
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3. Az 1. igénypont szerinti eljaras az (I) altalanos
képletii oligonukleotid-szekvencidk poli-L-lizin-szar-
mazékainak eldallitdsara, azzal jellemezve, hogy egy
(VIII) altalanos képletd vegyiiletet, ahol Z, R, B,
jelentése a fenti, egy (IV) altalanos képletl vegyiilet-
tel reagaltatunk, a kapott (IX) altalanos képletii ter-
méket, ahol R, Z, R,, B; és B, jelentése a fenti, oxi-
daljuk, és az aktivalocsoportot és a hordozot lehasit-
juk, a kapott (X) altalanos képletl termék terminalis
riboz-részét oxidaljuk, ahol R, Ry, B és B, jelentése a
fenti, majd redukalokézegben L-lizinnel reagaltatjuk,
a kapott (XI) altalanos képletd termékkel, ahol R, R,
B, B, és X, jelentése a fenti, a szintézist a (VI) al-
talanos képletli vegyiilettél kezd6dé modon foly-
tatjuk.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljaras
olyan (I) altalanos képletii oligonukleotid-szekvencia
eldallitasara, ahol a szintetizalandé elsGé nukleotid X
jelentése hidrogénatom esetén a végsé szekvencia els6
nukleotidja vagy az (I,) képletli szekvencia egy
nukleotidja:

— CCTCATGC TTT CAG TAG (Ip)

19 35
szabad formaban, alkilezett formaban, kénezett forma-
ban vagy poli-L-lizin-szarmazéka formajaban, azzal jel-
lemezve, hogy a megfelelS kiinduldsi anyagokat alkal-
mazzuk.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti eljaras
olyan (I) altalanos képletd oligonukleotid-szekvenci-
ak elGallitasara, ahol a szintetizalando lanc 3’-helyze-
tében levd els6é nukleotid a —CC szekvencia vagy az
(I,) képletd szekvencia elsé nukleotidja, azzal jelle-
mezve, hogy a megfelel§ kiinduldsi anyagokat alkal-
mazzuk.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eljaras

5 3
(d) TCA TGG TGT CCT TTG CAG CC
1 20

szekvencidval rendelkezd oligonukleotid eldallitisara
szabad formaban, alkilezett formaban, kénezett forma-
ban vagy poli-L-lizin-szarmazéka forméjaban, azzal jel-
lemezve, hogy a megfeleld kiindulasi anyagokat alkal-
mazzuk.

7. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eljaras

5 3
(d) TCA TGG TGT CCT TTG CAG
1 18

szekvenciaval rendelkezd oligonukleotid eldallitasara
szabad formaban, alkilezett formaban, kénezett forma-
ban vagy poli-L-lizin-szarmazéka forméjaban, azzal jel-
lemezve, hogy a megfeleld kiindulasi anyagokat alkal-
mazzuk.

8. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eljaras

3,

(d) TCA TGG TGT CCT TTG CAG CC TCA TGC TTT CAG TAG

1

szekvenciaval rendelkez6 oligonukleotid elBallitdsara

35

vagy poli-L-lizin-szarmazéka formdajaban, azzal jellemez-

szabad formaban, alkilezett formaban, kénezett formdban 60 ve, hogy a megfeleld kiindulasi anyagokat alkalmazzuk.
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9. Eljaras gyogyszerkészitmények elballitisara, az-
zal jellemezve, hogy valamely, az 1. igénypont szerinti
eljarassal el6allitott (I) altalanos képletd oligonukleo-
tid-szekvenciat, ahol X jelentése az 1. igénypont szerin-
ti, a gyogyszerkészitésben szokdsos vivé- és/vagy
egyéb segédanyagokkal dsszekeverve gydgyszerkészit-
ménnyé alakitunk.

5

10. A 9. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy hatéanyagként valamely, a 2-8. igénypontok bar-
melyike szerinti eljarassal eldallitott oligonukleotid-
szekvenciat alkalmazunk.
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