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A raf-gén expresszidjanak modulaléasara alkalmas

antiszensz oligonukleotidok és eljarasok

Kivonat

A talalmany targyat a természetesen eléfordulod, és
az abnormalis sejtproliferacidban és tumorkialakuléasban
szerepet jatsz6 celluléaris gén, a raf-gén expresszidjanak
modulalaséara alkalmas antiszensz oligonukleotidok és elja-
rasok képezik.

A taladlmany szerinti eljarésok alkalmasak sejtek
hiperproliferaciéjanak gatlasara, és alkalmazhatdék mind a
diagnosztikaban, mind pedig a terapidban. Ezenkivil a ta-
l4lmany szerinti megoldas alkalmas minden olyan &llapot ke-
zelésére, amely 6sszefliggésben all a raf-gén

expresszidjaval.
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DANUBIA SZABADALMI ES VEDJEGY IRODA Kft.

A raf-gén expresszidéjanak moduldlasara alkalmas

antiszensz oligonukleotidok és eljarasok

A taladlmény targyat a természetesen eld8forduld, és
az abnormadlis sejtproliferacidban és tumorkialakulésban
szerepet Jatszdé celluléaris gén, a raf-gén expresszidjanak
modulélésara alkalmas antiszensz oligonukleotidok és elja-
rasok képezik.

A talalmény szerinti eljarasok alkalmasak sejtek
hiperproliferaciéjanak gatlasara, és alkalmazhatdék mind a
diagnosztikaban, mind pedig a terédpidban. Ezenkivil a ta-
ldlmany szerinti megoldis alkalmas minden olyan Allapot ke-
zelésére, amely Osszefiggésben all a raf-gén
expresszidjaval.

A rdk 8 okozdéjanak a sejt azon génjeinek megvalto-
zasat tekintjik, amelyek kdzvetlenil vagy kdzvetve kontrol-
laljédk a sejt novekedését és differencidldédasat. A raf-
géncsaladd héarom konzervalt gént tartalmaz, amelyet A-, B-
és C-raf-nak (vagy raf-l-nek) hivunk. A raf-gének protein
kindzokat koédolnak, amelyek fontos szabalyzd szerepet tol-
tenek be a szignadltranszdukcié folyamatéaban, amely szaba-
lyozza a sejtproliferédciét. Amidta ismertté valt, hogy a

tiddé karcindéma sejtvonalak 60%-a rendszerint magas szinten
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fejezi ki a c-raf-mRNS-t és proteint, gy vélik, hogy a c-
raf-protein expresszidja szerepet Jatszik az abnorméalis
sejtproliferéacidban. Rapp és mtsai: “The Oncogene
Handboock”, szerk.: E. P. Reddy, A. M. Skalka és T. Curran,
Elsevier Science Publishers, New York, 213-253 (1988).

Az oligonukleotidokat rendellenes A&allapotok kezelé-
sének terdpiéds részeként alkalmaztédk allatokban és emberek-
ben. Példaul ezen a terileten dolgozdé kutatdk azonositottak
antiszensz, triplex és mas oligonukleotidokat, amelyek ké-
pesek voltak modulalni az olyan gének expresszidéjat, ame-
lyek a virusos, gombéds és metabolikus betegségekkel 4alltak
0sszefliggésben.

Példaul az 1992. augusztus 4-én megadott 5135917
sz. amerikai egyesult &llamokbeli szabadalom leirasa olyan
antiszensz oligonukleotidokat koz61l, amelyek gdtoljak a hu-
méan interleukin-l-receptor expreséziéjét. Az 5098890 sz.
amerikai egyesilt &llamokbeli szabadalom, melyet 1992. mér-
cius 24-én adtak meg Gewirtz és mtsai. neve alatt, az
antiszensz oligonukleotidok c-myb-onkogénhez vald
komplementeritéaséara vonatkozik és az antiszensz
oligonukleotid teréapidkkal bizonyos rékos &llapotok esetén.
Az 5087617 sz. amerikai egyesltlt &llamokbeli szabadalom,
melyet 1992. februar 1l1-én adtak meg, olyan eljarasokra vo-
natkozik, amelyekben antiszensz oligonukleotidokkal kezel-
nek rakos betegeket. Az 5166195 sz. amerikai egyesilt
dllamokbeli szabadalom - melyet 1992. november 24-én adtak
meg - oligonukleotid HIV-inhibitorokra vonatkozik. Az

5004810 sz. amerikai egyesilt &llamokbeli szabadalom, me-
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lyet 1991. 4&prilis 2-an adtak meg, olyan oligomerekre vo-
natkozik, amelyek képesek hibridizaldédni a herpes simplex
virus Vmw65 mRNS-éhez és gatoljadk a replikécidt. Az 5194428
sz. amerikail egyesult &llamokbeli szabadalom, melyet 1993.
marcius 16-an adtak megq, olyan antiszensz
oligonukleotidokra vonatkozik, amelyeknek virusellenes ak-
tivitdsa van influenzavirus ellen. A 4806463 sz. amerikai
egyesiilt &llamokbeli szabadalom, melyet 1989. februar 21-én
adtak meg, antiszensz oligonukleotidoktra és olyan eljaréa-
sokra vonatkozik, amelyekben azokat HTLV-III-replikécid
gatlasdra hasznaltadk. Az 5286717 sz. amerikai egyesilt
4dllamokbelil szabadalom (Cohen és mtsai), melyet 1994. feb-
ruar 15-én adtak meg, kevert kapcsolddasu oligonuklectid-
foszforotiodt egy onkogénhez valdé komplementeritasara vo-
natkozik; az 5276019 sz. amerikail egyestlt &llamokbeli sza-
badalom és az 5264423 sz. amerikal egyesilt &allamokbeli
szabadalom (Cohen és mtsai) szerint foszforotiodt
oligonukleotid analdégokat hasznédlnak azért, hogy megakada-
lyozzak idegen nukleinsavak replikacidéjat a sejtben. Az
antiszensz oligonukleotidok biztonsdgosan beadhatdék embe-
reknek és jelenleg szamos antiszensz oligonukleotid gydgy-
szer klinikal kisérletei folynak, amelyek mind virusos mind
cellularis géntermékeket céloznak meg. A foszforotioat
oligonukleotidokrdl (ISIS-2922) kimutattak, hogy hatékonyak
cytomegalovirus retinitis ellen AIDS-betegekben (“"Bioworld
Today”, 1994. 4prilis 29, 3. old.). Tehéat az elmondottak
alapjan jél lathatd, hogy az oligonukleotidok hasznos tera-

pias eszkozok lehetnek és hasznos részei lehetnek a kezelé-



si eldiratoknak, amelyeket sejtek, allatok, kildéndsen embe-
rek kezelésére alkalmaznak.

Az antiszensz oligonukleotidok gének expresszidjara
kifejtett gé&tlé hatésa hatédsos eszkdznek bizonyult a raf-
gének szerepének megértésében. Egy antiszensz
oligonukleotid komplementaritdsa a human c-raf-gén elsd hat
kédonjahoz hasznos volt arra a célra, hogy demonstraljak a
T-sejtek mitogén-valaszat az interleukin-2-re (IL-2),
amelyhez c-raf is szlkséges. Olyan sejteket kezeltek az
oligonukleotiddal, amelyek majdnem teljes c-raf-protein hi-
anyt mutattak és az IL-2-re adott proliferativ védlasz alap-
vetd hidnyat. Riedel és mtsai: Eur. J. Immunol. 23, 3146-
3150 (1993). Rapp és mtsai. expresszids vektorokat koézol-
tek, amelyek egy raf-gént tartalmaztak egy antiszensz ori-
entécidban a prométertdl 3-iranyban, és egy eljarast a raf-
expresszidjanak gatléséara agy, hogy kifejeztek egy
antiszensz Raf-gént vagy egy mutans Raf-gént a sejtben
(WO93/04170 sz. kozzétételi irat) . Egy antiszensz
oligodezoxiribonukleotidot, amely komplementer volt az egér
c-raf 1-6 kédonjédhoz, hasznadltak ahhoz, hogy megsziintessék
az 1inzulin stimuldcidéjat a DNS szintézisre a H4IIE-jeld
patkényvhepatéma-sejtvonalban [ Tornkvist és mtsai: J. Biol.
Chem., 269, 13919-13921 (1994)] . A WO093/06248 sz. szabadal-
mi kozzétételli irat eljarasokat ismertet egy egyén azonosi-
tadsara, akiben megndvekedett a rak kifejldédésének kockaza-
ta, valamint eljaréasokat olyan r&kban szenvedé betegek

progndézisdra és megfeleld kezelésére, akikben a rak kiala-
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kulasanak oka a c-raf-gén egy szakaszénak amplifikaciéija,
és analizaltdk a gént, hogy van-e mutéacidb.

Denner és mtsai. antiszensz oligonukleotidokat k&-
z6lnek, amelyek a raf-génhez hibridiz&lédnak, és eljaréso-
kat azok hasznadlatara (WO94/15645). Emberi és patkény raf-
szekvencidkhoz hibridiz4lédé oligonukleotidokat is kézol-
nek.

Iversen és mtsai. olyan heterotipusos antiszensz, a
raf-génnel komplementer oligonukleotidokat kézdlnek, ame-
lyek képesek megdlni a raf-aktivalt raksejteket. Széamos
oligonukleotid szekvenciat k&zolnek, amelyek egyike sem
antiszensz oligonukleotid szekvencia.

Még mindig megmaradt a régdéta érzett igény tokéle-
tesitett készitményekre és olyan eljérasokra, amelyek géa-
toljak a raf-gén expresszidjat.

A talalmény targyat olyan oligonukleotidok képezik,
amelyek a humén raf-gén nukleinsavaihoz képesek hibridiza-
16dni és képesek meggédtolni a raf-gén expressziéjat. A  ta-
lalméany targyat képezik tovabba olyan kiméra
oligonukleotidok, amelyek a human raf-ot kédold nukleinsa-
vakhoz képesek  hibridiz4aldédni. A taldlmany szerinti
oligonukleotidok meggyéz&désiink szerint hasznosak mind di-
agnosztikai mind terdpids célra, és kiilondsen hasznosak a
jelen taldlmany szerinti eljarasokban.

A taldlmény olyan eljaréasokat 1is feldlel, amelyek
meggatoljak a humén raf kifejezd8dését, kiildéndsen a raf ab-
normalis kifejezd&dését. Ezek az eljarasok meggyézddésiink

szerint hasznosak mind terdpiasan mind diagnosztikailag,



mint raf-expresszidé és a hiperproliferécidé osszefliiggésének
kovetkezménye. Ezek az eljardsok hasznosak mint eszkdzdok
is, példaul a raf-expresszid szerepének detektdlasara és
meghatarozasara kiulonbézd sejtfunkciodkban és fizioldgias
folyamatokban és a raf-expresszidval osszefliggd allapot di-
agnosztizalaséban.

A talalmany feldlel tovébba olyan eljarasokat, ame-
lyek gatoljak a sejt hiperproliferacidéjat a talédlmany sze-
rinti oligonukleotidok alkalmazaséaval. Ezek az eljarasok
meggybz&8désink szerint hasznosak példaul a raf-fal JSssze-
fliggé sejthiperproliferdcié diagnosztizalédsdban. A taldl-
many targyat képezik tovdbba olyan eljirasok is, amelyek az
abnormalisan proliferativ &allapotot kezelik. Ezek az elja-
rasok a taldlmény szerinti oligonukelotidokat alkalmazzak.
Ezek az eljarédsok meggydzddésiink szerint hasznosak mind te-
rapiasan mind a klinikai kutatéds sz&mdra mind diagnosztikai
eszkdzként.

Az 1. &bra gorbéje az ISIS-5132 hatéasat mutatja
(1.A &bra) és egy ISIS-10353 kevert (“scrambled”) kontroll
oligonukleotid hatasat (1.B &abra) az A549 tud&tumor-
xenograftok noévekedésére meztelen egerekben. Az ISIS-5132
csokkentette a tumor méretét minden dézisdban (0.006 mg/kg,
0.06 mg/kg, 0.6 mg/kg és 6.0 mg/kg), a doézis filiggvényében
mérve. A kevert raf-oligonukleotidnak, ISIS-10353, nem volt
hatédsa az egyik ddbézisban sem (1.B abra).

A malignus tumor lépésrdl lépésre, progressziv val-
tozasok sorozataként fejlddik ki, amely a raksejtekre jel-

lemz& novekedési kontroll elvesztéséhez vezet, pl. folyama-



tos szabalyozatlan proliferacié, a kornyezd szdvetek megté-
madasanak képessége, és klUldnbézd szervek metasztlzisossa
alakitaséanak képessége. Alaposan kontrolladlt in vitro ta-
nulmanyok segitettek definidlni azokat a faktorokat, ame-
lyek jellemzik a normdl és a neopléazias sejteket, és elve-
zettek azoknak a specifikus fehérjéknek az azonositasdhoz,
amelyek kontrolladljadk a sejt ndvekedését és differencidléd-
dasat. A raf-gének annak a géncsaléddnak a tagjai, amelyek a
megfeleld fehérjéket kédoljék: A-, B- és C-raf. A raf-gének
nagymértékben konzervalt szerin-treonin-specifikus protein
kinadzokat kédolnak. Ezek az enzimek masféleképpen fejezdéd-
nek ki; a c-raf, a legalaposabban jellemzett fehérje, min-
den vizsgalt szervben és sejtvonalban kifejez&dik. Az A-raf
az urogenitalis, a B-raf az agyl szovetekben fejezédik ki.
A c-raf protein kindz aktivitdsat és a szubcellularis el-
oszlasét mitogének szabalyozzédk foszforiladcidéval. A kiildn-
b6z8 noévekedési faktorokrél, beleértve az epidermalis nove-
kedési faktort, inzulint, granulocita-makrofdg kolénia sti-
muldlé faktort, interleukin-2-t, interleukin-3-at és az
eritropoietint, kimutattak, hogy indukaljak a c-raf
foszforilacidjat. Tehdt a c-rafrdél azt gondoljak, hogy
alapvetd szerepet jatszik a normalis sejtek
szignaltranszdukcids folyamataiban, o&sszekapcsolva egy sza-
mos novekedési  faktort  hatasat, amely végeredményben
sejtproliferacidét eredményez.

Bizonyos abnormélis proliferativ &allapotokrél azt
gondoljék, hogy Osszefliggésben 4ll a raf-expresszioéval, és

igy fogékonyak a raf-expresszidé gatlasara. Az abnormdlisan
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magas raf-proteinkifejezddés szintén egyltt jar a transz-
formacidéval és az abnormdlis sejtproliferaciéval. Ezekrdl
az abnormalis proliferativ 4dllapotokrdél azt gondoljak, hogy
fogékonyak a raf-expresszidé gatlédsdra. Az abnormalis
proliferativ dllapotokra példaul szolgalnak a
hiperproliferativ rendellenességek, mint a radkos megbetege-
dések, tumorok, hiperplaziéak, pulmonéaris fibroézisok,
angiogenezisek, pszoridzisok, ateroszklerdzisok és a sima-
izom sejtproliferdcidék a véredényekben, Ugy mint az
angiopléziat kovetd sztendzis vagy resztendzis. A
cellularis jeltovébbitédsi folyamatok, amelynek a raf is ré-
sze, Osszefiggésben vannak azokkal a gyulladasos rendelle-
nességekkel, amelyeket a T-sejt proliferaciéja jellemez (T-
sejt aktivéacid és noévekedés), ugy mint példaul az Aatilte-
tett szdévet kivetése, endotoxin sokk és a glomeruléaris
nefritis.

Ugy talaltuk, hogy a raf-gén expressziéjanak elimi-
nalasa vagy csokkentése megéllithatja vagy visszafordithat-
ja az abnorméalis sejtproliferaciét. Ezt akkor is igy talal-
tuk, amikor a raf-expresszidé abnormalis magas volt. Ez egy
6riasi igény attél a szdban forgd készitménytdl, amelyik
képes modulalni a raf-gén expressziéjat. Nagy az igény
olyan eljarasokra, amelyek detektaljadk a raf-gént a sejtek-
ben, szodvetekben és allatokban. Szintén van igény olyan el-
jarasokra, amelyek diagnosztizaljak és kezelik az abnorma-
lis proliferativ &llapotokkal &sszefliiggé abnormalis raf-gén
expressziot. Ezenkivil kitek és reagensek sziikségesek a

raf-gén detektdlésara és tanulmanyozasara. “Abnormalis”



raf-gén expresszidén értjlik a tovébbiakban azt a jelenséget,
amikor a raf-proteinnek abnormadlisan magas az expresszids
szintje, vagy barmilyen szintl raf-expresszidét egy abnorméa-
lisan proliferativ &llapotban.

A talalmény olyan oligonukleotidokat alkalmaz, ame-
lyek a raf-gént kédold nukleinsavakhoz képesek hibridizéa-
lédni. Ezt a hasonldésagot az oligcnukleotid és a megcél-
zott komplementer nukleinsav kozott, amelyhez hibridizal,
dltalanosan agy hivjak, hogy “antiszensz” . Egy
oligonukleotid “hibridizalddd képessége” a kivalasztott
nukleinsav-célpont felé, a taldlmany szerinti szovegdssze-
figgésben egy tobblépéses folyamat. A folyamat rendszerint
annak a nukleinsavszekvencidnak az azonositasaval kezdd-
dik, amelynek a funkcidéja moduldlva lesz. Ez a nukleinsav
lehet példaul egy cellularis gén (vagy a génbdl készilt
mRNS), amelynek az expresszidja Osszefiiggésben van a kérdé-
ses beteg allapottal, vagy egy fertdzd Aagensbdél szarmazd
idegen nukleinsav. A taldlméanyban a megcélzott nukleinsav
a raf-ot kédold nukleinsav; mas szavakkal kifejezve a raf-
gén vagy a raf-génbdl kifejezett mRNS. A hibridizidldédési
folyamat magaban foglalja a nukleinsavszekvencia valamilyen
csoportjéanak vagy csoportjainak meghatirozasat az
oliogonukleotid-kdlcsdnhatas széméra, amelynek létrejdtte
eredményezi a kivant hatést, a génexpresszid moduldléasat.
Ha egyszer a célcsoportot vagy -csoportokat azonositottuk,
a kivalasztott oligonukleotidok, amelyek megfelelden komp-

lementerek a célnukleinsavval stb., megfeleldéen j61 hibri-



dizaldédnak, megfeleld specifitédssal, megadva a kivant modu-
laciét.

A talalmany szerinti szovegosszefliiggésben a
“modulécid” Jelenthet inhibicidt vagy stimulédcidt. Jelenleg
a modulédcidé eldnyds formadja a raf-gén expresszidjanak inhi-
bicidéja. Ez a moduldcid mérhetd a tudomanyban ismert rutin-
eljarasokkal, példéaul a mRNS expresszid Northern-
blotolasaval vagy a protein expresszid Western-
blotolaséaval, ahogyan a jelen bejelentés példai tanitjak. A
sejtproliferéacidra vagy a tumorndvekedésre kifejtett hatéa-
sok szintén mérhetdek, ahogyan a jelen bejelentés példai
tanitjédk. A “hibridizacidé” a jelen taldlmény szerinti szo-
vegdsszefiiggésben hidrogénhid kotések kialakuldsat jelenti,
amelyet Watson-Crick-féle bazisparoknak is ismerink, és
amelyek a komplementer bazisok kozott létesilnek, rendsze-
rint a szemben 1évé nukleinsav léancok koézott vagy egy nuk-
leinsav lanc két része kozdtt. A guanin és a citozin példa
a komplementer béazisokra, amelyekrél ismert, hogy harom
hidrogénhid kotést létesitenek egyméas koézdtt. Az adenin és
a timin is példa a komplementer bazisokra, amelyek két hid-
rogénhid kotést létesitenek egymas kozott. A “specifikusan
hibridizal6do” és a “komplementer” kifejezés a komplementa-
ritéasnak azt az elegendd szintjét jeleneti, amelyben a DNS
és a cél-RNS kozott stabil és specifikus kotés létesil.
Erthetd, hogy egy oligonukleotidnak nem kell 100%-ban komp-
lementernek lennie a célnukleinsav-szekvenciaval, amelyhez
specifikusan hibridizal. Egy oligonukleotid specifikus hib-

ridizaldédasra képes, ha az ocligonukleotid kétddése a célhoz



megzavarja a célmolekula normalis mikoédését ugy, hogy az a
hasznalhatésagat elveszti, és megvan a komplementaritéasnak
egy olyan elegendé foka, ami kizadrja az oligonukleotid
nem-specifikus kotddését a céltdl killonbézé szekvencidkhoz
olyan a kdrtlmények koézdtt, amelynél a specifikus kdtésnek
kell létrejonnie, pl. fizioldgias korulmények kozdtt az in
vivo vizsgdlati eljarasokban vagy a teréapias kezelésekben,
vagy az 1in vitro vizsgédlati eljarédsok esetében olyan kdriil-
mények, amelyek koézdott azt végezték.

A talalmény elényds megvaldsitési médjaiban olyan
oligonukleotidokat hasznalunk, amelyek c-raf-ot és A-raf-ot
k6doldé mRNS-hez képesek hibridizdlédni. A talédlmanynak meg-
felelbéen a tudomanyban atlagosan jartas személyek meg ért-
hetik, hogy a mRNS nemcsak azt a kédold szakaszt tartalmaz-
za, amely egy fehérje kédolasidhoz szikséges informacidt
hordozza a h&rombetlis genetikai kéd segitségével, hanem az
5 -végi nem-transzl416dé szakaszt, a 3 -végi nem-
transz1416d6 szakaszt, az 5 -végi “cap” -szakaszt,
intronszakaszokat, és intron/exon vagy “splicing” kapcsolé-
dassal keletkezett ribonukleotidokat. Tehéat az
oligonukleotidokat a taldlmanynak megfelelden Ugy lehet le-
irni, hogy egészen vagy részben ezekhez a nem-kédold
ribonukleotid-szakaszokhoz képesek hibridizalédni, valamint
a kédold nukleotidokhoz szakaszhoz képesek hibridizalédni.
Az eldnyds megvaldsitidsi moédokban az oligonukleotid a
transzlacidés inicidcidés helyhez (AUG-kéd) vagy a humdn c-
raf-mRNS 5 - vagy 3’ -végi nem-transzlalddd szakasziahoz hib-

ridizalédik. A messenger RNS funkcidéi kapcsolatban allnak



.

minden alapvetd életfolyamattal, Ugymint az RNS transzloka-
cidéja a fehérjetranszlacid helyéhez, aktudlisan a
fehérjetranszlacié az RNS-b&l, az RNS splicing folyamata és
érése, sb6t flggetlen katalitikus aktivitdsa 1is lehet. Az
ilyen beavatkozasok egylittes hatdsa az RNS funkciéjéaba
eredményezi a raf-protein expresszidjanak médositasat.

A talalmany szerinti oligonukleotidok modulaljak a
raf-gén expresszidjat. Ezek az oligonukleotidok a raf-ot
kédold nukleinsavakhoz képesek hibridizaldédni. A c-raf és
az A-raf modulaciéjara alkalmas oligonukleotidok és eljaréa-
sok a talalmany eldényds megvaldsitdsi mddjai; mégis a raf-
expresszidjinak mas mdéddokon vald moduldlésédra alkalmas ké-
szitményeket és eljéarasokat szintén hasznosnak talaljuk és
ezek 1s targyali a jelen taldlménynak. Ahogyan mar korédbban
definialtuk, a “modulédcid” vagy inhibicidét vagy stimuléciédt
jelent. Az raf-gén expresszidjanak inhibicidja a talalmany
szerinti eldnyds megvaldsitasi mdédja a modulacidnak.

A taldlmany szovegosszeflggésében az
“oligonukleotid” kifejezés nukleotidok vagy nukleozidok
oligomerjeit vagy polimerjeit jelenti, amelyek természete-
sen eldéforduld bazisokat, cukrokat és cukrok kdzotti koté-
seket (véaz) tartalmaz. Az “oligonukleotid” kifejezésen ért-
hetiink olyan oligomereket 1s, amelyek természetesen nem
eléforduld monomereket tartalmaznak, vagy ilyen részei van-
nak, és a funkcidéjuk hasonlé. Ilyen médositott vagy
szubsztitualt oligonukleotidok gyakran kedvezdbbek a nativ

formdkndl az olyan tulajdonsagaik miatt, mint példaul a



sejtbe vald fokozottabb bejutéasuk vagy nukledzokkal szembe-
ni megnovekedett stabilitésuk.

A taldlmény bizonyos oligonukleotidokat preferdal, a
kiméra oligonukleotidokat. A “kiméra oligonukleotidok” vagy
“kimérék” a taldlmédny szerinti szovegdsszefiiggésben olyan
oligonukleotidok, amelyek két vagy tébb kémiailag jél elkii-
lénithetd szakaszt tartalmaznak, és mindegyik szakasz leg-
aléabb egy nukleotidbél épll fel. Ezekre az
oligonukleotidokra jellemzd, hogy legaldbb egy szakasz mé-
dositott nukleotidot tartalmaznak, amely egy vagy tobb
hasznos tulajdonsadggal ruhazza fel (mint példdul megnéveke-
dett nukleazrezisztencia, a sejtbe vald fokozottabb beju-
tds, megnovekedett kotési affinitéds az RNS célhoz) és tar-
talmaznak egy masik szakaszt, amely szubsztratja az RNaz-H
hasitasnak. Az egyik eldényds megvaldsitasi méddon egy kiméra
oligonukleotid tartalmaz legaladbb egy médositott részt,
amelynek megnovekedett célpontkotd affinitasa van, és rend-
szerint egy méasik részt, amelyik az RNAz-H szubsztratjaként
viselkedik. Egy oligonukleotid affinitasat a célja felé
(ebben az esetben a raf-ot kdédold nukleinsav felé) rutin-
szerlen agy hatéarozzuk meqg, megmérjuk eqgy
oligonukleotid/célpont par Tm-jét, amely az a hémérséklet,
amelynél az oligonukleotid és a célpont disszocidl; a disz-
szoclaciot spektrofotometridsan detektaltuk. Minél magasabb
a Tm, anndl nagyobb az oligonukleotid affinitdsa a célhoz.
Egy még eldénydsebb megvaldsitési modon, az
oligonukleotidnak az a szakasza, amelyik Ugy van médositva,

hogy a raf-mRNS kotési affinitdsa megndvekedjen, legalabb
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egy médositott nukleotidot tartalmaz a cukor 2" -
pozicidjéaban, leginkéabb 2" -0-alkil vagy 2" —fluoro-
médositott nukleotidot. Ezt a médositast rutinszerten épi-
tettik be az oligonukleotidba és ezek az oligonukleotidok
magasabb Tm-et mutattak (azaz nagyobb célkotési affini-
tast), mint a 2’ -dezoxioligonukletidok az adott célponthoz.
Ezen megnovekedett affinitéas hatédsa jelentdsen megnoveli az
antiszensz oligonukleotid gatlod hatéasat a raf-gén
expresszidjara. Az RNaz-H egy cellulédris endonukleaz, amely
az RNS:DNS duplex RNS léancét hasitja; ennek az enzimnek az
aktivalasa tehat az RNS célpont lehasadéasét eredményezi, és
igy képes Jjelentdsen megnévelni az antiszensz inhibicid
hatasossagat. Az RNS célpont lehasadasa rutinszerlien de-
monstralhatd gélelektroforézissel. Egy masik eldényds megva-
lésitasi moédon, a kiméra oligonukleotid a megnovekedett
nukledz resziztencia irédnydban volt médositva. A sejt ki-
16nb6z8 exo- és endonukleadzokat tartalmaz, amelyek képesek
degradalni a nukleinsavakat. Sz&mos nukleotid és nukleoczid
médositadsrdl mutattédk be, hogy az oligonukleotidokat re-
zisztensebbeké teszi a nukledz emésztéssel szemben, mint a
nativ oligonukleotidok. A nukledz rezisztencia rutinszer(en
mérhetd ugy, hogy az oligonukleotidot inkubaljuk
sejtextraktummal vagy izol&lt nukledz oldattal és megmériiik
a megmaradt intakt oligonukleotid mennyiségét, rendszerint
gélelektroforézissel. Azok az oligonukleotidok, amelyeket
médositottak a megnovelt nukledz rezisztencia érdekében,
hosszabb ideig képesek intaktak maradni, mint a médositat-

lan oligonukleotidok. Sokféle oligonukleotid médositas 1lé-

.
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tezik, amely megndveli vagy létrehozza a nukledz reziszten-
ciadt. A taldlméany szerint jelenleg a legkedvezdbbek azok az
oligonukleotidok, amelyek legaldbb egy foszforotioat cso-
portot tartalmaznak. Néh&ny esetben az az oligonukleotid
moédositas, amelyik megnéveli a célpontkstd affinitast, fiug-
getlenil képes megndvelni a nukledz rezisztenciat is.

A talalmany szerinti eldnyds oligonukleotidok tar-
talmazhatnak foszforotiodtokat, foszfotriésztereket, metil-
foszfonatokat, révid  lénca alkil- vagy ciklo-alkil-
kotéseket a cukrok kozétt, vagy révid lanci heteroatomos
vagy heterociklusos koétéseket (“vaz”) a cukrok kdzdtt. A
legpreferaltabbak a foszforotiocdtok, és azok is CH,-NH-O-
CH,, CH,-N(CH;)-0O-CH, [metilén(metilimino)- vagy MMI-vazként
ismert] , CH,-O-N(CH,;)-CH,-, CH,-N(CH,)-N(CH,)-CH,- és O-
N (CH;) -CH,~-CH,-vazak (ahol a foszfodiészter 0-P-0-CH,).
Szintén elénydsek a morfolino-vazat tartalmazé
oligonukleotidok (Summerton, J.E. és Weller, D.D., amerikai
egyesult allamokbeli szabadalom szama: 5034506). Mas eld-
nyds megvaldsitasi méd esetén, mint a protein-nukleinsav
vagy a peptid-nukleinsav (PNA) vaz, ahol az oligonukleotid
foszfodiészter-vaza helyettesitve lehet poliamid vazzal, a
bazisok kozvetlenil vagy kdézvetve a poliamid vaz aza-
nitrogénatomjaihoz kapcsoldédnak [ P.E. Nielsen, M. Egholm,
R.H. Berg, 0. Buchardt, Science 254, 1497 (1991)]) . Mas elds-
nyds oligonukleotidok tartalmazhatnak alkil- és halogén-
szubsztitualt cukorcsoportokat, melyek a 2’ -pozicidéban az
alabbi szubsztituensek valamelyikét tartalmazzak : OH-, SH-

, SCH,-, F-, OCN-, OCH,OCH,-, OCH,(CH,),CH;-, O (CH,).NH,—~ vagy



O (CH,) ,CH3-csoport, ahol az n 1-t&d1 10-ig terjedd szam le-
het; kis szénatomszamit (C,-C,,) alkil-, szubsztitualt kis
szénatomszami alkil-, alkil-aril- vagy aril-alkil-csoport;
Cl-atom; Br-atom; CN-csoport; CFy-csoport; OCF;-csoport; O-
; S- vagy N-alkil-csoport; O-, S- wvagy N-alkenil-csoport;
SCCH;-csoport; SO,CHs;-csoport; ONO,-csoport; NO,-csoport; Nj-
csoport; NH,-csoport, heterociklo-alkil-csoport;
heterociklo-alkaril-csoport; amino-alkil-amino-csoport;
polialkil-amino-csoport; szubsztitudlt szilil-csoport; RNS-
t hasitdé csoport; koleszteril-csoport; konjugadtum; riporter
molekula; interkalédtor; olyan csoport, amely javitja az
oligonukleotid farmakokinetikai tulajdonsagait; wvagy olyan
csoport, amely Jjavitja az oligonukleotid farmakodinamikai
tulajdonsagait és méas hasonldé tulajdonsadggal rendelkezd
szubsztituensek. Az oligonukleotidoknak lehet cukor-
mimetikum csoportja, mint példadul ciklo-butil-csoport a
pento-furanozil-csoport helyett. Mas eldénydés megvaldsitési
moédok tartalmazhatnak legaldbb egy médositott bézist wvagy
“univerzalis bazist”, Ggy mint az inozin.

A taldlmany szerint eldnyds oligonukleotidok koriul-
beltil 8-t61l 50 nukleotid hosszlséaguak. A talalmany szerinti
szovegbsszefliggésben ez feldleli azokat az eldbbiekben is-
mertetett természetesen nem eldforduld oligonukleotidokat,
amelyek 8 - 50 monomert tartalmaznak.

A taldlmany szerint hasznédlatos oligonukleotidokat
kényelmesen és rutinszerlden a szilard fazisu szintézis J61
ismert technik&javal allitottuk eld. Az ilyen szintézishez

szikséges berendezéseket szamos cég arul, tobbek kodzdtt az



Applied Biosystems. Barmilyen méas eszkdz is igénybe vehetd
ezekhez a szintézisekhez; az oligonukleotidok tényleges
szintézisét jol ismerik a ezen a teriileten rutinszerien
dolgozé szakemberek. J61 ismertek hasonlé technikdk més
oligonukleotidok eld&&llitasdra is, példaul foszforotioatok
és alkildlt nukleotidszarmazékok el&dallitdsara. A kereske-
delemi forgalomban beszerezhetd a médositott amidok és az
ellenérzott pérusméretd Uveg (controlled-pore glass, CPG)
termékek, példaul a biotin-, fluoreszcein-, akridin- vagy
pszoralén-médositott amiditok és/vagy CPG-termékek
(beszerezhetd: Glen Research, Sterling VA) alkalmazéasi el-
jarasai is jo6l ismertek fluoreszcensen jeldlt, biotiniléalt
vagy mas moédon médositott oligonukleotidok eld&llitéasara,
példéul koleszterin-mbédositott oligonukleotidok eld&&llitéa-
sdra.

Azt taldltuk, hogy bizonyos oligonukleotidok, ame-
lyek a c—-raf-mRNS részeihez képesek hibridizalédni, kiilénsd-
sen hasznosak a raf-expresszidé gatlasara és a sejtek
hiperproliferdciéjaba vald beavatkozasra. Azok az eljara-
sok, amelyek antiszensz oligonukleotidokkal gatoljdk a c-
raf-expressziét, alkalmasak a sejt hiperprolifericidéjanak
megakadalyozasédra is. A taldlmény szerinti eljarésokban a
szovetek vagy sejtek érintkezésbe kerilnek az
oligonukleotidokkal. A taldlmany szerinti szdévegdsszefilig-
gésben, ha egy oligonukleotid wvagy oligonukleotidok
“érintkeznek” a szovetekkel és a sejtekkel, azt jelenti,
hogy az oligonukleotido(ka)t, rendszerint egy folyékony

hordozoban, a sejtszuszpenzidhoz vagy szdvetmintdhoz adjuk,



vagy in vitro, vagy ex vivo, vagy az oligonukleotido(ka)t
beadjuk egy allat sejtjeihez vagy szdveteihez.

Terapias célra, a sejtek hiperproliferacidéjanak
gatlasédra és az abnormédlis proliferativ &llapot kezelésére
alkalmas eljaréasokat ismertetlink. A terdpiéds készitmény ki-
szerelése és az azt kovetd beadds a tudomany &ltal ismert
médokon toérténik. Altaldban terapias célbdl, az olyan paci-
ensnek, akirdél azt gyanitjuk, hogy szlksége van ilyen keze-
lésre, a taldlmany szerint adunk oligonukleotidot, &ltaléa-
ban gydégyaszatilag elfogadhatd hordozdéval, az adagolés
mennylsége és ideje valtozhat az adott betegség természeté-
nek és suUlyossaganak megfelelden, és a pacliens &ltalanos
dllapotanak megfelelden. A taldlmany szerinti gydgyaszati
készitmények szamos médon beadhatdk, attédl filiggden, hogy
helyi vagy szisztematikus kezelés szuUkséges, és a kezelend$
tertulettél fliggbden. A Dbeadds lehet helyi (ophtalmikus,
vaginalis, rektéalis, intranazalis), oralis vagy
parenteralis, példaul intravénas csepp, intravénas injekcid
vagy szubkutan, intraperitonedlis vagy intramuszkularis in-
Jekcid.

A helyili bejuttatéds kiszerelései lehetnek kendcsdk,
borogaté vizek, krémek, gélek, cseppek, kupok, sprék, fo-
lyadékok és puderek. A szokédsos gydgyszerészeti hordozdk
szlikségesek és kivéantak, vizes, por vagy olajszerd hordo-
z6k, toltbdanyagok és ehhez hasonlék. Bevont kondomok, kesz-
tyllk és ehhez hasonldék is hasznosak.

Az orélis beadésra hasznalt készitmények lehetnek

porok vagy granulatumok, vizes szuszpenzidk és oldatok vagy



nem-vizes koézegek, kapszulédk, zacskdk vagy tablettédk. Tol-
t8anyagok, izanyagok, higitdk, emulgedtorok, diszperzids
segédanyagok és koétdanyagok lehetnek kivanatosak.

A parenteralis beadas kiszerelésel lehetnek steril
vizes oldatok, amelyek puffereket, higitdékat és mas alkal-
mas adalékanyagot is tartalmazhatnak.

Ezeken a gybgyszerészeti hordozdanyagokon kivil ka-
tionos lipideket 1s tartalmazhat a kiszerelés azért, hogy
elésegitsék az oligonukleotid felvetelét. Egy ilyen vegyu-
let, amelyik segiti a felvetelt, a lipofektin  (BRL,
Bethesda MD) .

A doézis fugg a kezelt &allapot sulyossagatdl és ér-
zékenységétdl, a kezelési klura tarthat néhany napté6l néhény
hénapig, ameddig a kura hatédsos lesz vagy a beteges allapot
csékkenését elérte. A dbézis optimalis beosztédsa kiszamolha-
tbé Ggy, hogy megmérjik a gydgyszer felhalmozbdasat a szer-
vezetben. Atlagos képességd emberek koénnyedén meg tudjak
hatarozni az optimélis doézist, az adagolédsi modszert és az
ismétlési ratat. Az optimdlis doézis kilonbozhet az egyes
oligonukleotidok relativ hatékonysaga szerint és az 50%-ban
hatasos koncentracidé altaléban kiszémolhatd az in vitro és
az in vivo allatkisérletek alapjan. Példaul, ha adott a ve-
gyiilet relativ molekulatémege (az oligonukleotid szekvenci-
4b6l és a kémiai szerkezetbdl szamithatd) és az effektiv
dbézis, mint példaul az 50%-0s gatléasi koncentréacid
(kisérletileg hatarozhaté meg), akkor a doézis mg/kg-ban ru-

tinszerlen kiszamithatd.
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A talalmdny szerinti eljaréasok alkalmas még szove-
tek vagy mas mintak abnormalis proliferativ &llapoténak di-
agnosztizalaséara is olyan paciensek esetében, akiknél fenn-
4ll a gyant hiperproliferativ betegségre, Ugy mint rak,
pszoriazis, véredény resztendzis vagy atheroszklerdzis. Az
oligonukleotidok taléalmény szerinti azt a képességét hasz-
nalhatjuk ezen &llapotok diagnosztizalaséra, hogy képesek
meggatolni a sejtproliferédcidt. Szélmos vizsgdlati eljéarast
irtak le a Jjelen taldlmany felhaszndlasaval, amelyek &lta-
l4dnosan tartalmazzak azt, hogy egy szdvetminta érintkezésbe
keril a taladlmany szerinti oligonukleotiddal, ahol a megva-
lasztott korulmények lehetdvé teszik az inhibicié detektéa-
lasat és rendszerint kvantitativ mérését is. Ehhez hasonlo-
an a taldlmény felhasznadlhaté arra a célra is, hogy megki-
16nboztessik a raf-fal kapcsolatban 4116 tumorokat az egyéb
okokra visszavezethetd tumoroktdl, a hatasos kezelési
eléirat megtervezése érdekében.

A taldlmény szerinti oligonukleotidok kutatédsi cél-
ra is hasznalhatoéok. Igy az oligonukleotidok specifikus hib-
ridizacidéja felhasznalhatd vizsgédlati eljaréasokban, tiszti-
tadsokban, a sejt termékeinek prepardlasanil és mas eljara-
sokban, amelyeket a tudoményban &ltaldnosan Jjartas szakem-
berek nagyra becsilnek.

A taldlmény szerinti  oligonukleotidok a raf-
expresszid detektdlédsédban és diagndzisdban is hasznalhatéd-
ak. Példaul radioaktivan “P-vel jelzett oligonukleotidok
készitheté8k az 5 -végen polinukleotid kinazzal. Sambroock

és mtsai: “Molecular Cloning. A Laboratory Manual”, Cold
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Spring Harbor Laboratory Press, 1989, 2, 10.59. old. A ra-
dioaktivan Jeldlt oligonukleotidokat —azutén inkubaljuk
azokkal a szdvet vagy sejtmintédkkal, amelyekben gyanitjuk a
raf-expressziot, és a mintdt mossuk a nem kotddott
oligonukleotidok eltavolitasa érdekében. A mintaban maradt
radioaktivitas a kot&8dott oligonukleotidokat jelzi (amely
pedig a raf jelenlétét jelzi) és megmérhetd szcintillaciéds
szamlaléval vagy mas rutin mérési eszkdzzel. A radioaktivan
jelzett oligdt szovetek autoradiografiajdhoz is hasznalhat-
juk, hogy meghatérozzuk a raf-expresszidé lokalizacidjat,
eloszlasat és mennyiségét kutatasi, diagnosztikail vagy te-
rapias célbdl. Ezekben a kutatésokban a szovet részeit ra-
dioaktivan Jjelzett oligonukleotiddal kezeljlik és mossuk a
fentiek szerint, azutédn fényérzékeny emulzidt exponalunk
vele, az autoradiografia rutineljarésai szerint. Az eldéhi-
vas utan az emulzidbdl ezlUstszemcsék fognak kivalni a raf-
ot expresszald régidkndl. Az ezlistszemcsék mennyiségl meg-
hatdrozédsa lehetdvé teszi a raf-expresszidé mértékének meg-
hatdrozaséat.

Analég vizsgalati eljéréasok fejleszthetdk ki a raf-
expresszié fluoreszcens detektdlasdra a taldlmany szerinti
oligonukleotidok felhaszndléasaval, amelyekhez fluoreszcein
vagy mas fluoreszcens csoport van konjugdlva a radioaktiv
jeldlés helyett. Az ilyen konjugatumok rutinszerlen elké-
szithetdk sziladrd fazisu szintézissel fluoreszcensen Je-
181t amiditok vagy CPG felhasznéalasaval (pl. fluoreszcein-

jeldlt amiditok és CPG beszerezhetdk a Glen Research cegtél
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(Sterling VA, lasd Y1993 Catalog of Products for DNA
Research”, Glen Research, Streling VA, 21. old.).

Ezen vizsgédlati eljarasok barmelyik forméajat ismeri
a tudomény. Képzett szakemberek konnyedén alkalmazzak eze-
ket az ismert eljarasokat a raf-expresszidé detektalasara a
taldlmény kitanitésa szerint, Uj és hasznos eszkdzdket adva

a raf-expresszid detektilaséra.

A c-raf-expresszidé inhibedléasa oligonukleotiddal

Az 1. téablédzatban bemutatott oligonukleotidok a
Genbank ™“HUMRAFR” c-raf-szekvenciajanak (Genbank jegyzék
xX03484) felhasznalaséaval terveztik és szintetizaltuk, a c-
raf-mRNS expresszidé inhibedléasdnak tesztelését T24 hédlyag-
sejt karcindéma sejteken végeztik Northern-blot segitségé-

vel. Az Osszes oligonukleotidnak foszforotiodt vaza van.
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1. tablazat

Human c-raf-kindz antiszensz oligonukleotidok

szekv.az.sz.

ISIS-# szekvencia (5’ —>3') célpont
5000 TGAAGGTGAGCTGGAGCCAT Coding 1
5074 GCTCCATTGATGCAGCTTAA AUG 2
5078 CCCTGTATGTGCTCCATTGA AUG 3
5076 GGTGCAAAGTCAACTAGAAG STOP 4
5097 ATTCTTAARACCTGAGGGAGC 5’UTR 5
5098 GATGCAGCTTAAACAATTCT 5'UTR é
5131 CAGCACTGCAAATGGCTTCC 3'UTR 7
5132 TCCCGCCTGTGACATGCATT 3'UTR 8
5133 GCCGAGTGCCTTGCCTGGAA 3’'UTR 9
5148 AGAGATGCAGCTGGAGCCAT Coding 10
5148 AGGTGAAGGCCTGGAGCCAT Coding 11
6721 GTCTGGCGCTGCACCACTCT 3'UTR 12
€722 CTGATTTCCAAAATCCCATG - 3'UTR 13
€731 CTGGGCTGTTTGGTGCCTTA 3'UTR 14
€723 TCAGGGCTGGACTGCCTGCT 3’UTR 15
7825 GGTGAGGGAGCGGGAGGCGG 5’'UTR 16
7826 CGCTCCTCCTCCCCGCGGCG S’'UTR 17
7827 TTCGGCGGCAGCTTCTCGCC 5'UTR 18
7828 GCCGCCCCAACGTCCTGTCG 5'UTR 19
7848 TCCTCCTCCCCGCGGCGGGT S5’'UTR 20
7849 CTCGCCCGCTCCTCCTCCCC 5’'UTR 21
7847 CTGGCTTCTCCTCCTCCCCT 3'UTR 22
8034 CGGGAGGCGGTCACATTCGG S'UTR 23
8094 TCTGGCGCTGCACCACTCTC 3'UTR 24

Az elsd tssztelés soran az oligonukleotidokat 100
nM vagy 200 nM Xxoncentracidban hasznalva, az 5074, 5075,
5132, 8034, 7826, 7827 és a 7828 sz. oligonukleotidok leg-
aléabb 50%-ban yatoltdk a c-raf-mRNS-t és ezek az
oligonukleotidok ~valtak az eldnyds megvaldsitasi méd eszkoé-
zévé. Az 5132 és a 7826. sz. oliéonukleotidok (szekvencia
azonositasi szam: 8 és 17) 90%-n&l nagyobb inhibicidét mu-
tattak és ezek méy elényosebbek lettek. A tovabbi tesztelé-
sek soran a 6721, 7848 és a 8094 sz. oligonukleotidok a c-

raf-mRNS szintjét 50%-ndl nagyobb mértékben csdékkentették.
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Ezek az oligonukleotidok szintén az elényds megvaldsitasi
méd részei lettek. Ezek koztil a 7847 sz. oligonukleotid
(szekvencia azonositéasi szama: 22) nagyobb, mint 90% inhi-

bicidét mutatott és még eldnydsebb lett.

Az ISIS-5132 specifitéasa a raf-ra

Az ISIS-5132 specifitasat a raf-mRNS-re Northern-
blot médszerrel mutattuk be, amelyben az oligonukleotid in-
hibicidés képességét teszteltiik Ha-ras-mRNS-re és c-raf-
mRNS-re T24-sejtekben. A Ha-ras egy cellulédris onkogén,
amely szerepet Jatszik a transzformacidban és a tumor ki-
alakuléasdban. Az ISIS-5132-r81 kimutattuk, hogy a c-raf-
mRNS-t szinte teljesen eltintette, a Ha-ras mRNS szintjére

nem volt hatéassal.

2’ -médositott oligonukleotidok

A fenti oligonukletidok koéziil bizonyosakat vagy
foszfodiészter (P=0) vagy foszforotiocdt (P=S) vazzal szin-
tetizaltunk, és egységesen voltak szubsztitudlva a cukor
2! -pozicibéjaban vagy 2’ -O-metil-, 2’ -O-propil- wvagy 2’ -
fluoro-csoporttal. Az oligonukleotidokat a 2. téabléazatban

mutatjuk be.
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2. tablazat
A cukorrész 2'-pozicidjiban egységesen modositott c-raf-

oligonukleotidok

ISIS-# szekvencia (5’'-—3’) hely médositas szekv.az.sz.

6712 TCCCGCCTGTGACATGCATT 3'UTR OMe/P=S 8
8033 CGGGAGGCGGTCACATTCGG S5’'UTR OMe/P=S 23
7829 GGTGAGGGAGCGGGAGGCGG 5'UTR OMe/P=S 16
7830 CGCTCCTCCTCCCCGCGGCG S5'UTR OMe/P=S 17
7831 TTCGGCGGCAGCTTCTCGCC 5'UTR OMe/P=S 18
7832 GCCGCCCCAACGTCCTGTCG S'UTR OMe/P=S 19
7833 ATTCTTAAACCTGAGGGAGC 5'UTR OMe/P=S 5
7834 GATGCAGCTTAAACAATTCT 5’'UTR OMe/P=S 6
7835 GCTCCATTGATGCAGCTTAA AUG OMe/P=S 2
7836 CCCTGTATGTGCTCCATTGA AUG OMe/P=S 3
8035 CGGGAGGCGGTCACATTCGG 5'UTR OPr/P=0 23
7837 GGTGAGGGAGCGGGAGGCGG S'UTR OPr/P=0 16
7838 CGCTCCTCCTCCCCGCGGCG S5'UTR  OPr/P=0 17
7839 TTCGGCGGCAGCTTCTCGCC S'UTR OPr/P=0 18
7840 GCCGCCCCAACGTCCTGTICG 5'UTR OPr/P=0 19
7841 ATTCTTAAACCTGAGGGAGC S'UTR OPr/P=0 S
7842 GATGCAGCTTAAACAATTCT S'UTR OPr/P=0 6
7843 GCTCCATTGATGCAGCTTAA AUG OPr/P=0 2
7844 CCCTGTATGTGCTCCATTGA AUG OPr/P=0 3
9355 CGGGAGGCGGTCACATTCGG 5'UTR 2'F/P=S 23

A 2. téablézatban taldlhatdé oligonukleotidokat, ame-
lyek egységesen 2’ -O-metil mdédositassal és foszforotioat
vazzal rendelkeznzk, c-raf-protein expresszidéjanak inhibi-
cidés gatlédsdra teszteltik T24-sejtekben, és Western-blot
médszerrel hatarcztuk azokat meg. A 8033, 7834 és a 7835
sz. oligonukleotid mutatta a legjobb inhibicidét és ezeket
részesitettik elérnyben. Ezek kozil a 8033 és a 7834. szamu-

ak voltak a legeldnyosebbek.
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Kiméra oligonukleotidck

Kiméra oligonukleotidokat preparaltunk, amelyek
szekvencia azonecsitéasi szama 8 volt. Ezeknek az
oligonukleotidoknzak egy 6, 8 vagy 10 dezoxiribonukleotidbél
4116 kozponti “gep” régidja volt, amelyet oldalrdl 2’ -O-
metil mbédositott nukleotidok két régidéja vett korul. A va-
zuk egységesen fcszforotioat wvolt. Northern-blot analizis-
ben mindharom oligonukleotid (ISIS-6720, 6-dezoxi-"gap”,
ISIS-6717 8-dezox_-"gap”, ISIS-6729, 10-dezoxi-"gap”) 70%-
nal nagyobb gatlést mutatott a c-raf-mRNS expresszidéjara a
T24-sejtekben. Ezsk az oligonukleotidok voltak a preferal-
tak. A 8-deoxi-"gzp” minta (6717) négyobb, mint 90% inhibi-
cidét mutatott és ~2g elénydsebb volt.

Tovabbi k-méra oligonukleotidokat szintetizaltunk,
amelyeknek egy vacy tobb 2’ -O-metil-mdédositott régidja volt
és egységes foszZorctioat vazuk. Ezeket a 3. tablazatban

mutatjuk be. Mincsgyikik foszforotiodt; a vastagbetlis ré-

szek jelzik a 2’ -C-metil-mbédositott régidkat.

3. tablazat

Kiméra 2’ -O-metil P=S c-raf-oligonukleotidok

ISIS-# szekvencia célpont szekv.az.sz.

7848 TCCTCCTCCCCGCGGCGGGT 5'UTR 20
7852 TCCTCCTCCCCGCGGCGGGT 5'UTR 20
7848 CTCGCCCGCTCCTCCTCCCC 5'UTR 21
7851 CTCGCCCGCTCCTCCTCCCC S!UTR 21
7856 TTCTCSCCCGCTCCTCCTCC 5’'UTR 25
7855 TTCTCGCCCGCTCCTCCTCC 5’UTR 25
7854 TTCTCCTCCTCCCCTGGCAG 3’'UTR 26
7847 CTGGCTTCTCCTCCTCCCCT 3'UTR 22
7850 CTGGCTTCTCCTCCTCCCCT 3'UTR 22
7853 CCTGCTGGCTTCTCCTCCTC 3'UTR 27



Amikor a c-raf-mRNS-t inhibe&dlé képességiiket tesz-
teltik Northern-blot analizis segitségével, az ISIS-7848,
7849, 7851, 7856, 7855, 7854, 7847 és 7853 nagyobb, mint
70% inhibiciét adott és igy preferaltak lettek. Ezek kdziil
a -7851, -7855, -7847 és -7853 nagyobb, mint 90% inhibicidt
mutattak és még eldénydsebbek lettek.

Tovabbi 2’ -médositott kiméra oligonukleotidokat
preparaltunk és teszteltink. Ezeket a 4. tablazatban mutat-
juk be. Mindegyixik foszforotiodt; a vastagbetiis részek

jJelzik a 2’ -O-metIl médositott régidkat.

4. tablazat

Kiméra-2’ -modositott P=S-c-raf-oligonukleotidok

ISIS-# szekvencia p 6dos 1t szekv.
célpont ositéas az.sz.

€720 TCCCGCCTGTGACATGCATT 3'UTR 2'-0-Me 8
6717 TCCCGCCTGTGACATGCATT 3'UTR 2'-0-Me 8
6729 TCCCGCCTGTGACATGCATT 3'UTR 2'-0-Me 8
8097 TCTGGCGCTGCACCACTCTC 3'UTR 2'-0-Me 24
9270 TCCCGCCTGTGACATGCATT 3'UTR 2'-0-Pro 8
9058 TCCCGCCTGTGACATGCATT 3'UTR 2’'-F 8
9057 TCTGGCGCTGCACCACTCTC 3'UTR 2'-F 24

Ezek kozil a 6720, 6717, 6729, 9720 és a 9058 sz.
oligonukleotidok +voltak eldnydsek. A 6717, 6729, 9720 és a
9058 szamuak még eldnydsebbek voltak.

Két kiméra oligonukleotidot szintetizaltunk, ame-
lyeknek 2’ -O-prop:l cukor médositasuk és kiméra P=0/P=S va-

zuk volt. Ezeket zz 5. téblazatban mutatjuk be, ahol a délt
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betds részek jelzik azokat a régidkat, amelyek mind 2’ -

médositasuk mind foszfodiészter vazuk van.

5. tablazat

Kiméra 2’ -médositott P=S/P=0 c-raf-oligonukleotidok

ISIS-# 'SzekVGZ’ICia célpont médositas szekv.
P az.sz.

8271 TCCCGCCTGTGACATGCATT 3'UTR 2’'-0-Pro 8
8096 TCTGGCGCTGCACCACTCTC 3'UTR 2'-0-Pro 24

Raksejt-proliferacidjdé gatlasa

Az ISIS-5132 foszforotiodt-oligonukleotidrél kimu-
tattuk, hogy gatolja a T24 rakos hélyagsejt
proliferacidjat. A sejteket kilonbozsé koncentracidju
oligonukleotiddal kezeltik lipofektinnel egyiitt (ez egy ka-
tionos lipid, amely megnéveli az oligonukleotid felvétel-
ét). A sejtproliferacid dézis-fliggd gétlésé£ demonstraltuk,
ahogyan a 6. tablazatban lathatd, ahol a “semmi” jelzi a
kezeletlen kontrollt (oligonukleotid nélkil) és a
“kontroll” jelzi z negativ kontroll oligonukleotiddal valé
kezelést. Az eredmények szazalékos inhibiciéban vannak meg-

adva a kezeletlen kontrollhoz hasonlitva.
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6. tablazat

A T24-sejt proliferacidjénak inhibiciéja ISIS-5132-vel

oligo-konc. semmi kontroll
5132
50 nM 0 +9% 23%
30 100 nM 0 +4% 24%
250 nM 0 10% 74%
500 nM 0 18% 82%

Az ISIS-5132 hatdsa a T24 humén hélyag karcinéma tumorra
Szubkutan human T24-hélyagkarcinéma-xenograftokat
hoztunk létre mez:ielen egerekben, ISIS-5132-vel és egy mas
jellegu kontroll foszforotioattal kezeltink
intraperitonedlisaen beadva hetente haromszor 25 ng/kg do-
zisban. Ebben az =lézetes kisérletben az ISIS-5132 35%-kal
gatolta a tumor nivekedését tizenegy nap milva a kontroll-
hoz képest. Az oligonukleotiddal kezelt tumorok kisebbek

maradtak, mint a kontroll tumorok a kisérlet folyaméan.

Az ISIS-5132 hatdsa MDA-MB-231 human mell-karcinéma tumo-
rokra

Szubkutéan human MDA-MB-231 - mell-karcinéma-
xenograftokat hoztunk létre meztelen egerekben, ISIS-5132-
vel és egy mas jellegl kontroll foszforotioadttal kezeltiik
intravénasan beadva ngponta egyszer 0.6 mg/kg vagy 6.0
mg/kg doézisban. Az ISIS-5132 megkozelitdleg 80%-ban gatolta

a tumor novekedésé: a kontrollhoz hasonlitva.

L X
.



Az ISIS-5132 szintén hatésos volt, amikor
intraperitonedlisan adtuk be az MDA-MB-23l-xenograftokhoz a
meztelen egerekbe. Az oligonukleotidot naponta egyszer ad-
tuk be 0.6 mg/kg vagy 6.0 mg/kg ddézisban. A 27. napra (a
kisérlet végére) a tumor térfogata 57%-kal (0.6 mg/kg dézis
esetén) vagy 64%-kal (6.0 mg/kg esetén) csdkkent a kont-

rollhoz hasonlitva.

Az ISIS-5132 hatasa a c-raf-RNS szintjére MDA-MB231-tumo-
rokban

Az RNS~-t izolaltuk az MDA-MB231-tumor-
xenograftokbdl és Northern-blot analizist hajtottunk végre,
hogy kiértékeljik az oligonukleotid hatasat a raf-RNS
szintjére. Az ISIS-5132 67%-kal csdkkentette a raf-RNS
szintjét 27 nap utan, amikor azt intravénasan adtuk be, és
39%-kal, amikor azt intraperitonealisan adtuk be

(mindkettdét € mg/kg dézisban) .

Az ISIS-5132 hatasa a Colo-205 humadn vastagbél-karcinéma
tumorokra

Szubkutan human Colo-205-karcindéma-xenograftokat
hoztunk létre meztelen egerekben, ISIS-5132-vel és egy més
jellegl kontroll foszforotiodttal kezeltik intravénasan be-
adva naponta egyszer 6.0 mg/kg ddézist. Ebben a kisérletben
az ISIS-5132 tobb, mint 40%-kal gatolta a tumor novekedését

25 nap mulva a kontrollhoz hasonlitva.



Az ISIS-5132 hatasa A549 humén tidé-adenokarcinéma tumorok-
ra

Szubkutidn humédn A549-tiddadenokarcindéma-xenograf-
tokat hoztunk létre him Balb/c meztelen egerekben, ISIS-
5132~vel és egy kontroll foszforotiocdttal kezeltiik intravé-
nads injekcié forméajaban beadva naponta 0.006-té6l 6.0 mg/kg
dézistartoményban. Az ISIS-5132 csokkentette a tumor mére-
tét minden dézisban, dbézistdl fuggd médon, ahogyan az 1.A
abran mutatjuk be. Egy kevert (“scrambled”) raf-
oligonukleotidnak, az ISIS-10353-nak nem volt hatéasa egyik

dézisban sem (1/B. abra).

Az ISIS-5132 hatdasa a c-raf-RNS szintjére az Ab549
tumorsejtekben

Az RNS-t az A549-tumor-xenograftokbdl izolaltuk és
Northern-blot anlizist végeztiink, hogy kiértékeljik az
oligonukleotid hatésadt a raf-RNS szintjére. Az ISIS-5132
progressziven c¢sokkentette a raf-RNS szintjét az oligd-
kezelés megkezdése utéani 8. o6ratdél. Amikor a kisérletet a
13. nap befejeztik, az RNS-szint még csdkkent és megkdzeli-

t8leg elérte a kontroll 15%-4t.

A 2’'-O-metil, részben médositatlan gerincd (“gapped”)
oligonukleotid, hatasa az A549 tidéxenograft-tumorckra

Az ISIS-6717-et - egy 2’ -O-metil, mdbédositatlan ge-
rincd oligonukleotidot - hasonlitottunk az ISIS-5132-hoz
(4. tédblazat) az A549 tumor-xenograft novekedését gatld ké-

pessége alapjan. 0.006, 0.06, 0.6 és 6.0 mg/kg intravénasan

. .

s



- 32 -

adott doézisok alapjadn a két oligonukleotid léatszdélag nem
volt megkilonbdztethetd a tumorndovekedésre kifejtett haté-
suk alapjén. Ezért az ISIS-6717 a talalmany kedvezd megva-

lésitasi médja.

Az A-raf-fal reagaldé antiszensz oligonukleotidok

Ugy gondol-uk, hogy bizonyos oligonukleotidok, ame-
lyek az A-raf-mRNS-hez képesek hibridizalédni és amelyek
gatoljak az E-raf-expresszidt, hasznosak a sejt
hiperproliferacioéziba vald beavatkozéashoz. Az A-raf-
expresszidé inhibicidéjénak modszereit ilyesféle antiszensz
oligonukleotidokkal éppugy hasznosnak gondoljuk a sejt
hiperproliferacié-aba vald beavatkozashoz.

A 7. ~ablézatban bemutatott foszforotioat
dezoxioligonukleotidokat a Genbank A-raf-“"HUMARAFIR”
(Genbank jegyzék x04790) alapjan terveztik és szintetizal-
tuk.

7. téablazat

A human A-raf-hoz hibridizalédni képes oligonukleotidok

ISIS-# szekvencia terilet szekv.az
.az.sz.
9060 GTC AAG ATG GGC TGA GGT GG 5’ UTR 28
9061 CCA TCC CGG ACA GTC ACC AC Coding 29
9062 ATG AGC TCC TCG CCA TCC AG Coding 30
9063 AAT GCT GGT GGA ACT TGT AG Coding 31
8064 CCG GTA CZC CAG GTT CTT CA Coding 32
9065 CTG GGC AGT CTG CCG GGC CA Coding 33
9066 CAC CTC AGC TGC CAT CCA CA Coding 34
8067 GAG ATT TIG CTG AGG TCC GG . Coding 35
9068 GCA CTC C3C TCA ATC TTG GG Coding 36
9068 CTA AGG CAC AAG GCG GGC TG Stop 37
9070 ACG AAC ATT GAT TGG CTG GT 3’ UTR 38
9071 GTA TCC CZA AAG CCA AGA GG 3’ UTR 39

10228 CAT CAG GGC AGA GAC GAA CA 3’ UTR 40



Az ISIS~-9061, ISIS-9069 és az ISIS-10228 sz.
oligonukleotidok hatésat az A-raf-mRNS szintjére A549, T24
és NHDF sejtekben Northern-blot analizissel értékeltuk ki.
Mindharom oligonukleotid csodkkentette az A-raf-RNS szintjét
dézis-figgd médon mindhdrom sejttipusban, nagyobb, mint 50%
inhibicidéval 500 nM dézisban alkalmazva mindegyik sejtben.
A legnagyobb inhibicidot (88%) az ISIS-9061 és 9069 érte el
T24-sejtekben. Az emlitett harom oligonukleotid (ISIS-9061,
9069 és 10228) kedvezd, az ISIS-9069 és 9061 még kedvezdbb

megvaldsitasi moéd.

Patkany és egér c-raf-oligonukleotidok azonositasa

Sok olyan eset, amelyet meggydzddésink szerint a
raf kinadz befolyasol, nem alkalmazhatdé az embereken végzett
kisérletekre. Példaul az atlltetett szovet kivetddése egy
olyan eset, amely valdszinlleg ellensulyozhatd a raf-
expresszidval; de ezt viladgosan inkébb csak &allatkisérle-
tekben alapjén szabad értékelni, nem az Atlltetéssel kezelt
humédn péaciensekben. Egy mésik i1lyen példa a resztendzis.
Ez az eset allati modelleken tesztelhetd, itt patkany és
egér modelleket hasznaltunk.

Olyan oligonukleotid szekvencidk voltak azonositva,
amelyek a c-raf-expresszidét inhibedltdk patkény és egérse’-
tekben. A patkany és az egér c-raf-gének egyes szakaszai
nagymértéki homoldogiat mutatnak; eqgy sorozat olyan
oligonukleotidot terveztink és szintetizaltunk, amelyeknek
mind a patkany mind az egér c-raf-mRNS-e célja volt, a hu-

mén c-raf-hoz hibridizaldédni képes oligonukleotidok elem-
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zésébdl nyert informacidk alapjan. Ezen oligonukleotidok
aktivitasat egér-bEND- és patkany-A-10-sejtekben teszteltiik
Northern-blot médszer segitségével. Az oligonukleotidokat

(mind foszforotioadtok) a 8. tablazatban mutatjuk be.

8. tablazat

Egér és patkany c-raf-hoz hibridizalédni képes

oligonukleotidok
ISIs-# célpont szekvencia szekv.az.sz.
10705 Coding GGAACATCTGGAATTTGGTC 41
10706 Coding GATTCACTGTGACTTCGAAT 42
10707 3'UTR GCTTCCATTTCCAGGGCAGG 43
10708 3'UIR AAGAAGGCAATATGAAGTTA 44
10709 3'UIR GTGGTGCCTGCTGACTCTTC 45
10710 3'UTR CTGGTGGCCTAAGAACAGCT 46
10711 AUG GTATGTGCTCCATTGATGCA 47
10712 AUG TCCCTGTATGTGCTCCATTG 48
11060 S5'UIR " ATACTTATACCTGAGGGAGC 49
11061 . 5'UTIR ATGCATTCTGCCCCCAAGGA 50
11062 3'UTR GACTTGTATACCTCTGGAGC S1
11063 3'UTR ACTGGCACTGCACCACTGTC 52
11064 3’'UTR AAGTTCTGTAGTACCAAAGC 53

11065 3'UTR CTCCTGGAAGACAGATTCAG 54



Az ISIS-11061 és 10707 sz. oligonukleotid esetében
azt taladltuk, hogy nagyobb, mint 90%-ban inhibealjak a c-
raf-mRNS szintet egér DbEND-sejtekben 400 nM ddbézis esetén.
Ez a két oligonukleotid latszdélag teljesen gatolta a raf-
RNS-szintet patkany A-10 sejtekben 200 nM koncentracidban.
Az ISIS-10707 50%-os géatlasi koncentréaciéja 170 nM volt
egér-bEND-sejtekben és 85 nM volt patkdny-A-10-sejtekben.
Az ISIS-11061 50%-os gatlasi koncentracidja 85 nM volt

egér-bEND-sejtekben és 30 nM patkany-A-10-sejtekben.

Az ISIS-11061 hatasa az endogén raf-expresszidra egerekben

Egerekbe intraperitonedlisan oltottunk ISIS-11061-
gyel (50 mg/kg) vagy kontroll oligonukleotiddal vagy séol-
dat kontrollal naponta egyszer harom napig. Az &allatokat
ledltik és a szervek mRNS expresszidjat Northern-blot méd-
szerrel analizaltuk. Az ISIS-11061 csdkkentette a c-raf-
mRNS szintet a méajban korilbeldl 70%-kal. A kontroll
oligonukleotidnak nem volt hatédsa a c-raf-expresszidra. Az
ISIS-11061 specifikus volt a c-raf-ra; az A-raf- és a
G3PDH-RNS-szint valtozatlan volt az oligonukleotid kezelés-

re.

A c-raf-ra iranyuld antiszensz oligonukleotidok megndvelik
az tuléldé képességet egér szivatilltetés esetén

Abbdél a célbdl, hogy meghatarozzuk az ISIS-11061
c-raf-antiszensz oligonukleotid terapias hatasat més szer-
vezetbdl atiltetett szovet vagy szerv kildokddésének meggat-

laséara, az oligonukleotidok aktivitasédnak tesztelésére
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vaszkularizalt heterotdép szivatliltetéses egérmodellt hasz-
naltunk. A sziveket C57BI10 egerekbdl Ultettik at C3H ege-
rek haslregébe elsddleges vaszkularizdlt Atililtetéskeéent,
amelyet lényegében Isobe és mtsai. irtak le, Circulation
§é, 1246-1255 (1991). Az oligonukleotidokat folyamatos int-
ravénas adagoléassal juttattuk be 7 napon keresztul Alzet-
féle pumpaval. A kezeletlen egerek atiiltetés utdni 4tlagos
tulélési ideje 7,83 + 0,75 nap volt (7, 7, 8, 8, 8, 9 nap).
Az ISIS-11061-el 20 mg/kg vagy 40 mg/kg dbézissal 7 napig
kezelt egerek az Atililtetést legaldbb 11 nappal élték tal
(11, 11, 12 nap a 20 mg/kg ddézis esetén és >11, >11, >11
nap a 40 mg/kg dézis esetén).

Egy ©prdobakisérletet végeztiink patkanyokban ugy,
hogy a sziveket Lewis-féle patkanyokboél uUltettiik at ACI-
patkdnyok hasliregébe. A patkanyok ISIS-11061-et kaptak 20
mg/kg dézisban 7 napig Alzet-féle pumpaval. Az 4tiltetés
utani Aatlagos tulélési 1dé a kezeletlen patkanyok esetén
8,86 + 0,69 nap volt (8, 8, 9, 9, 9, 9, 10 nap). Az
oligonukleotiddal kezelt patkanyok &tiltetés utani tulélési

ideje 15,3 + 1,15 nap volt (14, 16, 16 nap).

A c-raf-ra iranyuld antiszensz oligonukleotidok hatéasa si-
maizom sejtproliferacidra

A simaizom sejtproliferacidé az oka a véredény szl-
kiiletnek (sztendzis), példdul atherosclerosisban és
resztendzis az angiopléazia utan. Kisérleteket végeztink ab-
bél a célbdbdl, hogy meghatarozzuk az ISIS-11061 hatédsat az

A-10-patkadny-simaizomsejtek proliferdcidéjidra. A sejteket
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ISIS-11061 jelenlétében (plusz lipofektin) és anélkil te-
nyésztettlik, és a sejtproliferacidt megmértik 24 és 48 6ré-
val a magzati borjuszérummal tdértént stimuldléds utén. Az
ISIS-11061 (500 nM) 1inhibedlta a szérum &ltal stimuldlt
sejtnovekedést dobézis-fliggd mdédon, a maximalis inhibicid
46%-0s és 75%-os volt 24 és 48 ora utan. Az 50%-os gatléasi
koncentracié 200 nM volt erre a vegyliletre. Egy méas jellegd

kontroll oligonukleotidnak nem volt hatdsa 500 nM dézisig.

A c-raf-hoz hibridizalédni képes antiszensz
oligonukleotidok hatasa a resztendzisra patkanyokban

Az angioplazias resztendzis modelljeként egy pat-
kdny arteria carotis sérliléses modellt alkalmaztunk, amit a
c-myc-onkogénhez hibridizaldédni képes antiszensz
oligonukleotid resztendzisra kifejtett hatdsédnak elemzésére
hasznaltunk. Benett és mtsai: J. Clin. Invest. 93, 820-828
(1994) . Ezt a modellt hasznaltuk a patkany c-raf-hoz hibri-
dizdlddni képes antiszensz oliogonukleotidok (kiiléndsen az
ISIS-11061) resztendzisra kifejtett hatasédnak elemzéséhez.
Az arteria carotis sérillését egy ballonkatéterrel hoztuk
létre, majd oligonukleotidokat adtunk vagy intravénas in-
jekcidéval, vagy folyamatos intravénds adagolassal Alzet-
féle pumpa segitségével, vagy az arteria carotisba kdzvet-
lentl juttatva “pluronic” gélmatrix alkalmazédséaval, ahogyan
Bennett és mtsai. leirjék. Felgydgyulds utédn a patkéanyokat
elpusztitottuk, az arteria carotisokat mikroszkdéppal meg-
vizsgaltuk, és a kezelés hatasat lumindlis metszetekben ha-

tadroztuk meg.



A talalmanyt a tovéabbiakban példakkal illusztral-
juk, amely illusztracidékkal azonban nem kivanjuk az igé-
nyelt oltalmi kért a talélmany eldnyds megvaldésitasi médja-

ira korléatozni.

1. példa
Az oligonukleotidok szintézise és jellemzése

A moédositatlan DNS oligonukleotidokat automata DNS
szintetizAtorban szintetiz&ltuk (Applied Biosystems 380B
model) a standard foszforamidit-kémiat hasznalva, az oxida-
cidt jéddal végeztik. A B-ciancetil-diizopropil-
foszforamiditot az Applied Biosystems cégtél vasarol-
tuk (Foster City, CA). A foszforotiodt oligonukleotidok
preparalédsanal a standard oxidécidés tartalyt helyettesitet-
tik H-1,2-benzoditiocl-3-on-1,1-dioxid 0.2 M acetonitriles
oldataval a foszfit-kotések 1lépésenkénti tiadlasdhoz. A
tidlasi ciklus varakozasi lépését 68 masodpercre noveltuk
majd azt a “capping” lépés koévette. A 2/ -O-metil-
foszforotioat-oligonukleotidokat 2" -O-metil-B-cianoetil-
diizopropil-foszforoamiditok felhasznalédsaval szintetizal-
tuk (Chemgenes, Needham MA) és a médositatlan
oligonukleotidoknal hasznalt standard ciklust alkalmaztuk,
kivéve a tetrazol és a bazis pulzusadagolasa utani véarako-
z4si lépést noveltik meg 360 madsodpercre. A szintézis kiin-
dulasi pontjaként hasznéalt 3" -végi bazis 2" -
dezoxiribonukleotid volt. A 2’ -O-propil-oligonukleotidok

el84llitdsdhoz az eljarast kissé moédositottuk.
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A 2" —fluoro-foszforotiodt-oligonukleotidok szinté-
ziséhez 5 -dimetoxi-tritil-3' -foszforamiditokat hasznaltunk
és ugy preparaltuk, ahogyan a 463358 sz. amerikal egyesult
dllamokbeli szabdalmi bejelentésben (1990. januér 11.) és
az 566977 sz. amerikai egyesilt &llamokbeli szabdalmi beje-
lentésben (1990. augusztus 13.) le wvan 1irva, amelyeknek
ugyanaz a szerzdéje, mint a Jelen talalményi leiréasé, és
amelyek a referenciadk kozott szerepelnek. A 2" -fluoro-
oligonukleotidokat foszforamidit kémidval preparédltuk, a
standard DNS szintézis csekély mébdositéséaval: a védd&csoport
eltavolitasa metanolos amméniaval tortént szobahdémérsékle-
ten.

Az oligonukleotidok lehasitédsa a kontrollédlt pdrusu
uvegoszloprdél (Applied Biosystems) és a blokkolds koncent-
ralt amménium hidroxiddal (55°C, 18 o6raig) vald eltavolita-
sa utan az oligonukleotidokat kétszeres kicsapéssal tiszti-
tottuk 0.5 M NaCl-bdol 2.5 térfogat etanol felesleggel. Az
analitikai gélelektroforézist 20% akrilamid, 8 M karbamid,
45 mM TRIS-borat-pufferben, pH=7,0 végeztik.

A gélelektroforézises kép alapjan tgy itéltik meg,
hogy az oligonukleotidok és foszforotioat analdégjaik hossza

nagyobb volt a teljes hossz 80%-&nal.

2. példa
A c-raf-mRNS expresszidé inhibedlaséanak Northern-blot anali-
zise

A T24 human hélyagrak-sejtvonalat az American Type

Culture Collection 1intézettdl (Rockville MD) szereztik be.

. .
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A sejteket McCoy-féle 5A-taptalajban névesztettilk L-
glutaminnal (Gibco BRL, Gaithersburg MD), kiegészitve 10%
héinaktivalt magzati borjuszérummal és 50 U/ml penicillin-
nel és sztreptomicinnel. A sejteket 100 mm-es csészén szé-
lesztettik. Amikor 70%-0s konfluenciat elértek,
oligonukleotiddal kezeltik azokat. A csészéket 10 ml eldme-
legitett PBS-el és 5 ml “Opti-MEM” csdkkentett szérumtar-
talmG taptalajjal mostuk, ez utdédbbi 2.5 ul DOTMA-t tartal-
mazott. Ezutdn az oligonuklectidot lipofektinnel adtuk hoz-
za a kivant koncentracidban. 4 oéras inkubdlas utédn, a tap-
talajt kicseréltik McCoy-féle téptalajra. A sejteket 24 -
72 o6réval az oligonukleotid kezelés utéan gydjtéttik be és
az RNS-t a standard CsC-os tisztitdsi médszerrel izolaltuk.
Kingston, R. E., in “Current Protocols in Molecular
Biology”, (szerk.: F.M. Ausubel, R. Brent, R.E. Kingston,
D.D. Moore, J.A. Smith, J.G. Seidman és K. Strahl), John
Wiley and Sons, NY. A sejtlizatum teljes RNS-tartalmat
izolaltuk centrifugaléassal CsCl-parnan. Az RNS-mintakat
elektroforézissel valasztottuk el l.2%-o0s agardz-
formaldehid-gélben és hibridizacidés membranra vittik at ka-
pillaris diffuzid segitségével egy 12 - 24 b6ras idétartam-
ban. Az RNS-t keresztkoétottik a membranhoz UV-fény segitsé-
gével “Stratalinker” alkalmazasaval (Stratagene, La Jolla,
CA) es hibridizaltuk egy “random priming” eljaréssal p-
vel jeldlt c-raf-DNS-prébdhoz (ATCC-t8l vésaroltuk) vagy
G3PDH prébéhoz mint kontroll. Az RNS mennyiségét
“Phosphorimager” -rel (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA)

hatdroztuk megqg.
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3. példa

A c-raf-kindz fehérje specifikus gatlasa T24-sejtekben

A T24-sejtek oligonukleotiddal (200 nM) és
lipofektinnel wvoltak kezelve a T=0. és T=24. é6raban.
Fehérjeextraktumot készitettink a T=48. éréban,

elektroforézist végeztink akrilamid gélben és Western-blot
médszerrel analizaltuk c-raf (UBI, Lake Placid, NY) vagy A-
raf (Transduction Laboratories, Knoxville, TN) elleni
poliklonalis ellenanyag segitségével. Radioaktivan jeldlt
masodik ellenanyag segitségével hataroztuk meg a raf-
protein mennyiségét “Phosphorimager” -el (Molecular

Dynamics, Sunnyvale, CA).

4. példa
A sejtproliferacidé antiszensz inhibiciédja

T24-sejteket a 0. napon két 6rdig inkubaltunk kii-
16nbdz& koncentracidéju oligonukleotiddal és lipofektinnel
(50 nM oligonukleotid 2 pg/ml lipofektin jelenlétében; 100
nM oligonukleotid és 2 ug/ml lipofektin; 250 nM
oligonukleotid és 6 ug/ml lipofektin wvagy 500 nM
oligonukleotid és 10 pg/ml lipofektin). Az elsd nap a seij-
teket masodszorra is kezeltik a kivant oligonukleotid kon-
centracidval 2 o6raig. A mésodik nap a sejteket megszémol-

tuk.
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5. példa
Az 1ISIS-5132 hatdsa a T24 human hélyagkarcinéma-tumor-
xenograftokra meztelen egerekben

5 x 10° T24-sejtet Ultettidnk szubkutén meztelen ege-
rek Jobb belsé combjaba. Az oligonukleotidokat (ISIS-5132
é€s egy nem rokon szerkezeti kontroll foszforotioat
oligonukleotid sdéoldatban szuszpendalva) 10  nappal a
tumorsejt belltetése utan kezdtik adagolni, naponta egy-
szer. Egy tiszta soéoldat kontrollt is beadtunk. Az
oligonukleotidokat intravénas injekcié formajaban adtuk be
25 mg/kg doézisban. A tumor nagysagat mértik és a tumor tér-
fogatat kiszamitottuk a 11., 15. és 18. napon a tumorsejt

beliltetése utéan.

6. példa
Az ISIS-5132 hatasa MDA-MB-231-jeldi human mellkarcinéma-tu-
mor-xenograftokra meztelen egerekben

5 x 10° MDA-MB-231-sejtet Ultettink szubkutdn mezte-
len egerek Jjobb belsd combjdba. Az oligonukleotidokat
(ISIS-5132 és eqgy nem rokon szerkezetl kontroll
foszforotiodt oligonukleotid, séoldatban szuszpendalva) 10
nappal a tumorsejt beililtetése utéan kezdtitk adagolni, napon-
ta egyszer. Egy tiszta sdboldat kontrollt is beadtunk. Az
oligonukleotidokat intravénds injekcié formajédban adtuk be
0.6 mg/kg vagy 6.0 mg/kg ddézisban. A tumor nagysagat mértik
és a tumor térfogatat kiszamitottuk a 10., 13., 16., 20.,

23. és 27. napon a tumorsejt beiiltetése utan.

o



Az oligonukleotid intraperitonedlis beadasakor az
oligonukleotidot naponta egyszer adtuk be a tumorsejt beiil-
tetése uténi 10. naptdl kezdve. Tiszta sdoldat kontrollt is
adtunk. Az oligonukleotidok intraperitonedlis injekciéjanak
dézisa 0.6 mg/kg vagy 6.0 mg/kg volt. A tumor nagysagat
mertik, a térfogatat szamitottuk a 10., 13., 16.

r 20., 23.

€s a 27. napon a tumorsejt beililtetése utéan.

7. példa
Az ISIS-5132 hatdsa a Colo-205 humé&n vastagbél-karcinéma
tumor-xenograftokra meztelen egerekben

5 x 10" Colo-205-sejtet Ultettink szubkutdn meztelen
egerek jobb belsé combjaba. Az oligonukleotidokat (ISIS-
5132 és egy mas jellegd kontroll foszforotioat
oligonukleotid sdéoldatban szuszpendalva) 5 nappal a
tumorsejt beliltetése utén kezdtik adagolni, naponta eqgy-
szer. Egy tiszta séoldat kontrollt is beadtunk. Az
oligonukleotidokat intravénas injekcidé formajaban adtuk be.
Az oligonukleotid dézis 6.0 mg/kg volt. A tumor nagyséagat
mertik és a tumor térfogatat szémoltuk az 5., 8., 11., 14 .,

18., 22. és 25. napon a tumorsejt beililtetése utan.

8. példa

A raf-al &sszefilggé tumorok xenograftokon alapuléd diagnosz-

tikai mérési moédszerei, meztelen egerekben
Raf-expresszidéval 4altal kivaltott tumorokat diag-

nosztizaltunk és kildnboztettiink meg mas tumoroktdl ennek a

mérési moédszernek a segitségével. A tumorbdél biopsziaval



vett mintat pl. kollagenazzal kezeltiik, vagy tripszinnel,
vagy mas standard mdbédszerrel, hogy a tumortomeget
disszocidltassuk. 5 x 10° tumorsejtet Ultettink Dbe
szubkutan ketté vagy tobb meztelen egér belsé combjéba. A
séoldatban szuszpendalt antiszensz oligonukleotidot (pl.
ISIS-5132) adtunk be eqgy vagy tobb egérnek
intraperitonealis injekcid formadjaban hetente haromszor a
tumorsejt belltetése utdni 4. nap utan. Egy tiszta sdéoldat
kontrollt is beadtunk. Az oligonukleotid dézis 25 mg/kg
volt. A tumor nagysagét mértik és a tumor térfogatat szami-
tottuk a kezelés 11. napjan. Az oligonukleotiddal kezelt
egér tumor térfogatat hasonlitottuk a kontroll egéréhez. A
raf-al osszefliggd tumorok a kezelt egerekben mérhetden ki-
sebbek voltak, mint a kontroll egérben. Az olyan tumorok
esetében, melyeknek az eredete nem a raf-expressziéval hoz-
haté kapcsolatba, azt varjuk, hogy nem reagalnak a raf-ra
iradnyuld oligonukleotidokra, tehat az oligonukleotid-kezelt

és a kontroll tumor térfogata azonos volt.

9. példa
A raf-expresszid detektélasa

Az oligonukleotidokat radioaktivan jeldltitk a szin-
tézis utan “P-vel az & vegen polinukleotid kinazzal.
Sambrook és mtsai, Molecular Cloning. A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, 2, 11.31 -
11.32. A radioaktivan jeldlt oligonukleotidokat azokhoz a
szévet vagy sejtmintdkhoz juttattuk, amelyekrél feltételez-

tik a raf-expressziét, ugymint boncolt tumor mintdk vagy



bérmintak, amelyekben pszoriazist gyanitottunk; ezeket
olyan koéruilmények koézdétt végeztik, amelyben a hibridizacié
megtorténhet, és a mintdt mostuk a nem  kotdédott
oligonukleotid eltéavolitasa céljadbdl. A mintédban maradt ra-
dicaktivitas jelzi a kotddott oligonukleotidot és mennyisé-
gileg meghatarozhaté szcintillacids szamlaléval vagy més
rutin eszkdzzel.

A taldlmény szerinti radiocaktiv oligonukleotidokat
autoradiografidban is hasznaltuk. A szdvetdarabokat radio-
aktivan jeldlt oligonukleotiddal kezeltiik és mostuk a fen-
tebb leirtak szerint, majd fotoemulzidéra helyeztiik az
autoradiografia standard eljarasa szerint. Az emulzid, eld-
hivads utan, ezlstds foltokat mutatott a raf-expresszié he-
lyeinél. A raf-expresszié mennyisége az ezist foltok meny-
nyiségi kiértékelésével hatédrozhatd meg.

A raf-expresszidé fluoreszcens detektdaldsdra hasonld
mérési eljarasok &llnak rendelkezésre a taldlmany szerinti
oligonukleotidok felhasznaléasaval, amelyeket
fluoreszceinnel vagy més fluoreszcens csoporttal jeldltink.
A jelolt DNS oligonukleotidokat automata DNS szintetizator-
ban szintetizdltuk (Applied Biosystems model 380B) a stan-
dard foszforamidit kémiat hasznalva jdédos oxidacidval. A B-
cianoetildiizopropil-foszforoamiditokat az Applied
Biosystems cégtdl (Foster City, CA) véaséaroltuk. A
fluoreszcensen Jelolt amiditokat a Glen Research cégtél
(Sterling, VA) véaséaroltuk. Az oligonukleotidok inkubaciéja
a bioldégiai mintaval ugy toértént, ahogyan azt a radioakti-

van jeldlt oligonukleotidok esetében leirtuk, kivéve, hogy
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szcintilléaciéds szamlalé helyett fluorimétert vagy
fluoreszcens mikroszkdépot hasznaltunk a fluoreszcencia de-

tektalaséra, amely jelzi a raf-expresszidt.

10. példa
A549-xenograftok

5 x 10° Ab549-sejtet Ultettink be szubkutidn meztelen
egerek belséd combjéba. Az oligonukleotidokat (ISIS-5132 és
egy kevert raf-kontroll foszforotiodt oligonukleotid, ISIS-
10353) sboldatban szuszpenddlva naponta egyszer adtuk be
intravénas injekcidé forméjadban 0.006-tdl 6.0 mg/kg dozis-
tartomanyban. A kapott tumorokat a 9., 12., 17. és 21. na-

pon mértik és a tumor térfogatat szamoltuk.

11. példa
Az oligonukleotid hatéasa az endogén raf-expresszidra

Az egereket intraperitonealis injekcidval kezeltik,
amelyekben az oligonukleotid doézis 50 mg/kg volt az 1., 2.
és a 3. napon. A 4. napon az allatokat ledltuk és a szerve-
ket eltavolitottuk a c-raf-RNS mérése céljabdél, amit
Northern-blot analizissel végeztink. Az &llatok négy cso-
portjat kulonitettik el: 1) oligonukleotid kezelés nélkiil
(sboldat); 2) negativ kontroll oligonukleotid ISIS-1082 (a
herpes simplex virus RNS-éhez képes hibridizaldédni ); 3)
negativ kontroll oligonukleotid 4189 (az egér protein kinéaz
c-o~RNS-éhez képes hibridizalédni); 4) ISIS-11061, ragcsa-

l6-c-raf-RNS-hez képes hibridizaldodni.



12. példa
Az atiiltetett sziv kilokdédésének modellije

A sziveket patkanyok vagy egerek hasiiregébe Ultet-
tik (a patkianyok és az egerek més torzsekhez tartoztak,
mint a donorok) mint elsdédlegesen vaszkularizalt atidltetés,
ahogyan Isobe és mtsai. leirtak, Circulation 84, 1246-1255
(1991). Az oligonukleotidokat folyamatos intravénads adago-
lédssal juttattuk be 7 napon keresztil Alzet-féle pumpa se-
gitségével. A atlltetett sziv tulélését ugy figyeltik, hogy

megvan-e a masodik szivdobbands a haslregben.

13. példa
Proliferaciés mérési médszer A-10 simaizom sejtek felhasz-
nalasaval

Al0 sejteket helyeztiink 96 1lyuka tenyészt8 téalcéaba
Dulbecco-féle mbédositott Eagle-taptalajba (DMEM) + 10% mag-
zatli borjuszérumot és hagytuk 24 6rén &t, hogy koétddjenek.
A sejteket nyugalomba helyeztik tovabbi 24 o6rdig DMEM +
0.2% dializalt magzati borjuszérum hozzaadasaval. A nyugal-
mi szakasz utolsd 4 oOrdjédban a sejteket ISIS-11061 +
lipofektinnel (Gibco-BRL, Bethesda MD) kezeltuk szérum-
mentes téptalajban. A téaptalajt ezutédn eltavolitottuk,
friss taptalajra cseréltik és a sejteket 10% magzati borjua-
szérummal stimulaltuk. A tenyésztd talcakat ezutan inkubda-
torba tettik és a sejtnovekedést 24 és 48 o6raval a szérum-
stimulacidé utén értékeltiik ki MTS formazan A&talakuléssal
(Promega sejtproliferaciods kit) . Egy kontroll

oligonukleotidot is, az ISIS-1082-t (egy mas Jellegd
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oligonukleotid, amely a herpes simplex virus RNS-sel képes

hibridiz&aldédni) is teszteltuk.

14. példa
Patkany szivartéria resztendzis modell

Ezt a modellt Bennett és mtsai. irtak le, J. Clin.
Inest. 93, 820-828 (1994). Intimalis hiperplézidt indukal-
tunk a szivartéria ballonkatéteres dilatacidéjaval patkany-
ban. A patkanyokat elaltattuk és az arteria carotis
communis-on sérulést indukaltunk egy embolektdédmids ballon-
katéter athuzasaval, amely 20 ml sdoldattal volt feltdltve.
Az oligonukleotidokat az artériafal jarulékos felszinéhez
juttattuk “pluronic” géloldatban. Az oligonukleotidokat
0.25% “pluronic” géloldatban oldottuk fel 4°C-on (F127,
BASF Corp.) a kivéant dézisban. 100 pl géloldatot juttattunk
az arteria carotis communis diszt&lis harmadaba régtdn a
sérilés utan. A kontroll patkédnyokat hasonldéan kezeltiik
olyan géllel, amely a kontroll oligonukleotidot tartalmazta
vagy nem tartalmazott oligonukleotidot. A nyaki sebet be-
zadrtuk és az allatokat hagytuk felépiilni. 14 nap mulva a
patkanyokat kivégeztik, elvéreztettilk és a szivartéridkat
in situ fixaltuk paraformaldehides és glutaraldehides per-
fuzidéval, kivagtuk és mikroszképba helyeztiik. Az artéridk
keresztmetszetét szamoltuk.

A pluronic géles beadds egy alternativ valtozata
volt, amikor a patkanyoknak intravénéas injekcidéval vagy fo-
lyamatos intravénas infuzidéval (Alzet-féle pumpaval) adtuk

be az oligonukleotidot.
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15. példa
A c-raf-kinaz ellen iranyulé tovabbi oligonukleotidok

A 9. téblézatban bemutatott oligonukleotidokat a
Genbank-adatbazis HUMRAFR-jeld szekvencidja (Genbank azono-
sité: x03484) alapjan terveztiitk. A bemutatott szekvenciaju
oligonukleotidokat megszintetizaltuk és az 1-2. példakban
leirtak szerint megvizsgaltuk c-raf-mRNS-expresszidét gatld
hatasukat. A tablazatban bemutatott valamennyi
oligonukleotid oligodezoxinukleotid, foszforotioat-
gerinclek, és valamennyi a humén c-raf-gén 3’ -végi nem-

transz1416dé régié-aval képes hibridizalédni.

9. tablazat

Human c-raf-kindz ellen iranyulé antiszensz

oligonukleotidok
TSIS-# szekvencia (5’'-»3') szekv. az. sz,
11459 TTGAGCATGGGGAATGTGGG 35
11457 AACATCAACATCCACTTGCG 56
11455 TGTAGCCAACAGCTGGGGCT 57
11453 CTGAGAGGGCTGAGATGCGG 58
11451 GCTCCTGGAAGACAAAATTC 59
11449 TGTGACTAGAGAAACAAGGC 60
11447 CAAGAAAACCTGTATTCCTG 61
11445 TTGTCAGGTGCAATAAAAAC 62

11443 TTAAAATAACATAATTGAGG 63



A bemutatott oligonukleotidok kézil az ISIS-11459
és -11449 sorrendben 38%-ban és 31%-ban csdkkentette a c-
raf-mRNS-szintet a vizsgdlati eljards szerint, ezért ezek a
taldlmany szerinti megoldas eldnyds megvaldsitasai. Az
ISIS-11451, -11445 és 11443 sorrendben 18%, 11% és 7% c-

raf-expresszidé-gatlést eredményezett.
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SZEKVENCIALISTA

AZ 1. AZONOSITO sSzZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT :

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: nem

AZ 1. AZONOSITO SzAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

TGAAGGTGAG CTGGAGCCAT 20

A 2. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: eqgy

TOPOLOGIAJA: lineéaris

ANTISZENSZ: igen

A 2. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GCTCCATTGA TGCAGCTTAA 20

A 3. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéaris



ANTISZENSZ: igen
A 3. AZONOSITO sZAMU SZEKVENCIA LEfRASA:

CCCTGTATGT GCTCCATTGA 20

A 4. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA ADATATI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 4. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GGTGCAAAGT CAACTAGAAG 20

AZ 5. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéaris

ANTISZENSZ: igen

AZ 5. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

ATTCTTAAAC CTGAGGGAGC 20

A 6. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT :
HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav
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HANY SzALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéaris

ANTISZENSZ: igen

A 6. AZONOSITO SzAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GATGCAGCTT AAACAATTCT 20

A 7. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéaris

ANTISZENSZ: igen

A 7. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CAGCACTGCA AATGGCTTCC 20

A 8. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéaris

ANTISZENSZ: igen

A 8. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

TCCCGCCTGT GACATGCATT 20

.e
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A 9. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 9. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GCCGAGTGCC TTGCCTGGAA

A 10. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 10. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA:

AGAGATGCAG CTGGAGCCAT

A 11. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéaris

ANTISZENSZ: igen
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A 11. AZONOSITO S7ZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

AGGTGAAGGC CTGGAGCCAT 20

A 12. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 12. AZONOSITO sSzZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GTCTGGCGCT GCACCACTCT 20

A 13. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 13. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CTGATTTCCA AAATCCCATG 20

A 14. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

.
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TOPOLOGIAJA: linearis
ANTISZENSZ: igen
A 14. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CTGGGCTGTT TGGTGCCTTA 20

A 15. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 15. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA LEfRASA:

TCAGGGCTGG ACTGCCTGCT 20

A 16. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT :
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 16. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LETRASA:

GGTGAGGGAG CGGGAGGCGG 20

A 17. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA ADATAT :
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 20
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TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéaris

ANTISZENSZ: igen

A 17. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CGCTCCTCCT CCCCGCGGCG 20

A 18. AZONOSITO sSzAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 18. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

ttcggcggeca gcecttctecgece 20

A 19. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATATI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéaris

ANTISZENSZ: igen

A 19. AZONOSITO SzAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GCCGCCCCAA CGTCCTGTCG 20



A 20. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATATI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineAris

ANTISZENSZ: igen

A 20. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

TCCTCCTCCC CGCGGCGGGT 20

A 21. AZONOSITO szZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 21. AZONOSITO SsZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CTCGCCCGCT CCTCCTCCCC 20

A 22. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

3
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A 22. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CTGGCTTCTC CTCCTCCCCT 20

A 23. AZONOSITO SzAMU SZEKVENCIA ADATAIL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linedris

ANTISZENSZ: igen

A 23. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CGGGAGGCGG TCACATTCGG 20

A 24. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

ANTISZENSZ: igen

A 24. AZONOSITO $7AMU SZEKVENCIA LEIRASA:

TCTGGCGCTG CACCACTCTC 20

A 25. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy



TOPOLOGIAJA: linearis
ANTISZENSZ: igen
A 25. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

TTCTCGCCCG CTCCTCCTCC 20

A 26. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineé&ris

ANTISZENSZ: igen

A 26. AZONOSITO SzAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

TTCTCCTCCT CCCCTGGCAG 20

A 27. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

ANTISZENSZ: igen

A 27. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CCTGCTGGCT TCTCCTCCTC 20

A 28. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 20
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TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéaris

ANTISZENSZ: igen

A 28. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GTCAAGATGG GCTGAGGTGG 20

A 29. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATATI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéaris

ANTISZENSZ: igen

A 29. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CCATCCCGGA CAGTCACCAC 20

A 30. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 30. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

ATGAGCTCCT CGCCATCCAG 20



A 31. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: eqy

TOPOLOGIAJA: lineéaris

ANTISZENSZ: igen

A 31. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

AATGCTGGTG GAACTTGTAG 20

A 32. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATATI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéaris

ANTISZENSZ: igen

A 32. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CCGGTACCCC AGGTTCTTCA 20

A 33. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egqy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen



A 33. AZONOSITO szAMU SZEKVENCIA LETRASA:

CTGGGCAGTC TGCCGGGCCA 20

A 34. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineé&ris

ANTISZENSZ: igen

A 34. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CACCTCAGCT GCCATCCACA 20

A 35. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: line&ris

ANTISZENSZ: igen

A 35. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LETRASA:

GAGATTTTGC TGAGGTCCGG 20

A 36. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

ve



TOPOLOGIAJA: linearis
ANTISZENSZ: igen
A 36. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GCACTCCGCT CAATCTTGGG 20

A 37. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZzALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 37. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CTAAGGCACA AGGCGGGCTG 20

A 38. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAIL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 38. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

ACGAACATTG ATTGGCTGGT 20

A 39. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 20



TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéaris

ANTISZENSZ: igen

A 39. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GTATCCCCAA AGCCAAGAGG 20

A 40. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: eqgy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 40. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CATCAGGGCA GAGACGAACA 20

A 41. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéaris

ANTISZENSZ: igen

A 41. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LETRASA:

GGAACATCTG GAATTTGGTC 20
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A 42. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 42. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GATTCACTGT GACTTCGAAT 20

A 43. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZGTI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 43. AZONOSITO SzAMU SZEKVENCIA LETRASA:

GCTTCCATTT CCAGGGCAGG 20

A 44. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI :

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

.



A 44. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

AAGAAGGCAA TATGAAGTTA 20

A 45. AZONOSITO sSzZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 45. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GTGGTGCCTG CTGACTCTTC 20

A 46. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATATI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linedris

ANTISZENSZ: igen

A 46. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA:

CTGGTGGCCT AAGAACAGCT 20

A 47. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy



TOPOLOGIAJA: linedris
ANTISZENSZ: igen
A 47. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GTATGTGCTC CATTGATGCA 20

A 48. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 48. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

TCCCTGTATG TGCTCCATTG 20

A 49. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéaris

ANTISZENSZ: igen

A 49. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

ATACTTATAC CTGAGGGAGC 20

A 50. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 20
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TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 50. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

ATGCATTCTG CCCCCAAGGA 20

A 51. AZONOSITO $ZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 20

TfPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

ANTISZENSZ: igen

A 51. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GACTTGTATA CCTCTGGAGC 20

A 52. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATATI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéaris

ANTISZENSZ: igen

A 52. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

ACTGGCACTG CACCACTGTC 20
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A 53. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéaris

ANTISZENSZ: igen

A 53. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

AAGTTCTGTA GTACCAAAGC

A 54. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 20

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 54. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CTCCTGGAAG ACAGATTCAG

20

20
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Oligonukleotid, amely 8--50 nukleotid hosszusagn,
és amely képes a humdn raf-ot kédold mRNS-hez hibridizaldd-
ni, és amely képes gatolni a raf-expressziét.

2. Az 1. igénypont szerinti oligonukleotid, amely a
humédn A-raf-ot vagy a human c-raf-ot kédold mRNS-hez képes
hibridizaloédni.

3. A 2. igénypont szerinti oligonukleotid, melynek
szekvencidja megegyezik a 29., 37. vagy 40. azonocsitdszéamon
megadott szekvenciaval.

4. A 2. 1igénypont szerinti oliogonukleotid, amely a
humén c-raf-ot kédold mRNS transzlacids iniciacids, 3’ -végi
nem-transzlaloédé vagy 5 -végl nem-transzl4a16dé6 szakaszdhoz
képes hibridizalddni.

5. Az 1. igénypont szerinti oligonukleotid, amely leg-
alabb egy foszforotiodt-kotést tartalmaz és/vagy az
oligonukleotid legaldbb egy nukleotid egysége a cukorrész
2! -pozicidéjdban médositva van.

6. Az 5. igénypont szerinti oligonukleotid, amelyben a
cukorrész 2’ -pozicidéjdban 1évé moédositids egy 2" -O-alkil-
vagy egy 2’ ~fluoro-mdédosités.

7. Az 1. igénypont szerinti oligonukleotid, gydégyasza-
tilag elfogadhaté hordozdban.

8. A 4. igénypont szerinti oligonukleotid, amely tar-
talmazza a 2, 6, 8, 12, 17, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 vagy

27 azonositdészami szekvencidkat.
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9. Oligonukleotid, melynek a szekvencidja megegyezik a
8. azonositdészamon megadott szekvenciaval.

10. A 9. igénypont szerinti oligonukleotid, amely leg-
alabb egy 2’ -O-metil-médositast tartalmaz.

11. Kiméra oligonukleotid, amely 8-50 nukleotid hosz-
szUsagu; a human raf-ot kédold mRNS-hez képes hibridiziléd-
ni; és tartalmaz egy legalédbb egy - célpontkétd affinitéas
novelése céljabdél mdédositott - nukleotidbdédl 4116 elsd sza-
kaszt, wvalamint egy masodik szakaszt, amely az RNaz-H
szubsztratja; és amely kiméra oligonukleotid képes gatolni
a raf-expressziét.

12. A 11. igénypont szerinti oligonukleotid, amelyben
a célpontkotd affinitds novelése céljdbdél moédositott
nukleotid a cukorrész 2’ -pozicidéjédban van mbédositva,
és/vagy az RNaz-H-szubsztrat-szakasz legaldbb egy 2/ -
dezoxinukleotidot tartalmaz.

13. A 12. 1igénypont szerinti oligonukleotid, amelyben
a cukorrész 2’ -pozicidjanak médositasa 2’ -O-alkil- vagy 2/ -
fluoro-médositas, és/vagy az RNaz-H-szubsztrat-szakasz leg-
alabb egy 2’ -dezoxinukleotidot tartalmaz.

14. A 11. 1igénypont szerinti oligonukleotid, amely
legalabb egy foszforotioat koétést tartalmaz.

15. A 11. igénypont szerinti oligonukleotid, amely a
human c-raf-ot kédoldé mRNS transzlacids inicidcids, 3’ -végi
nem-transzladl6dé vagy 5 -végi nem-transzlalédd szakaszahoz
képes hibridizalddni.

le. A 11. igénypont szerinti oligonukleotid, gyégy-

aszatilag elfogadhaté hordozdéban.
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17. A 14. igénypont szerinti oligonukleotid, melynek
szekvencidja megegyezik a 8., 21., 24., 25., 26. vagy 27.
azonositdédszamon bemutatott szekvenciaval.

18. Kiméra oligonukleotid, melynek szekvencidja meg-
egyezik a 8. azonositodszamon bemutatott szekvenciaval, és
amely tartalmaz eqgy legaldbb egy - célpontkotdé affinités
noévelése céljabol mébdositott - nukleotidot tartalmazd elsd
szakaszt, wvalamint egy méasodik szakaszt, amely az RNaz-H
szubsztratja; és amely kiméra oligonukleotid képes gatolni
a raf-expressziodot.

19. Eljaradas humén raf-expresszidjanak gatlésara,
és/vagy sejtek hiperproliferacidéjadnak gatléasara, és/vagy
abnorméalis proliferativ allapot kezelésére, azzal jellemez-
ve, hogy a humdn raf-ot expresszald szoveteket vagy sejte-
ket, és/vagy hiperproliferativ sejteket, és/vagy feltehetd-
en abnorméalis proliferativ &llapotra utald tineteket mutatod
egyén sejtjeit, szoveteit wvagy testfolyadékait 1., 2., 3.,
5. vagy 8. igénypont szerinti oligonukleotiddal érintkez-
tetjik.

20. A 19. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy humdn raf-ot abnormadlisan expresszald szdveteket
vagy sejteket érintkeztetink az oligonukleotiddal.

21. A 19. igénypont szerinti eljarés, azzal jelle-
mezve, hogy oligonukleotidként kiméra-oligonukleotidot al-
kalmazunk.

22. A 21. 1igénypont szerinti eljaréas, azzal jelle-

mezve, hogy kiméra-oligonukleotidként 8., 21., 24., 25.,
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26. vagy 27. azonositdszama szekvenciat tartalmazod
oligonukleotidot alkalmazunk.

23. A 19. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy oligonukleotidként legaldbb egy foszforotodt-
kotést tartalmazd oligonukleotidot alkalmazunk.

24. Eljaras  humén raf-expresszidéjanak gatléasara,
és/vagy sejtek hiperproliferacidéjanak gatlasara, és/vagy
abnorméalis proliferativ allapot kezelésére, azzal jellemez-
ve, hogy a humdn raf-ot expresszald szoveteket vagy sejte-
ket, és/vagy hiperproliferativ sejteket, és/vagy feltehetd-
en abnorméalis proliferativ &llapotra utald tineteket mutatd
egyén sejtjeit, szoveteit vagy testfolyadékait 8. igénypont
szerinti oligonukleotiddal érintkeztetjik.

25. A 19. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemez-
ve, hogy hiperproliferativ rendellenességre utald tiuneteket
mutatd egyén sejtjeit, szoveteit wvagy testfolyadékait
érintkeztetjlik az oligonukleotiddal.

26. A 25. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy a hiperproliferativ rendellenességként rakra,
resztendézisra, pszoridzisra vagy T-sejt-aktivalddéassal és
szaporodassal Jellemezhetd rendellenességre utald tineteket
mutatdé egyén sejtjeit, szoveteit vagy testfolyadékait
érintkeztetjik az oligonukleotiddal.

27. Az 1. vagy l14. igénypont szerinti oligonukleotid,
amelynek szekvenciaja megegyezik az 55. vagy 60.

azonositdészamon megadott szekvenciaval.
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28. A 19. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-

vagy 60. azonositdszamu

ve, hogy az oligonukleotidként 55.

szekvenciat tartalmazé oligonukleotidot alkalmazunk.

A meghatalmazott:
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—e— kontrollok
—e— 6,000 mg/kg!.v.
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A tumoratiiltetés utan eltelt napok szama

1A abra
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P96 03277
—e—  kontrollok
—e— 6,000 mg/xg l.v.
—&— (0,600 mg/kgl.v.
—e—  (,060 mg/kgl.v.
—%— 0,006 mg/kg1.v.
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A tumoratiltetés utan eltelt napok szama

1B abra
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