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NISAKKAAN TELOMERAASI

Keksinnén kdvttdala

Téama keksintd koskee ihmisen telomeraasia, ribonukleoprote-
iinientsyymid, joka on mukana ihmisen telomeerin DNA-syn-
teesissd. Keksintd antaa kayttddn menetelmdt ja koostumuk-
set, jotka kuuluvat molekyylibiologian, kemian, farmako-

logian ja laadketieteen ja diagnostisen tekniikan alueisiin.

Tekniikan tason kuvaus

Eukaryoottien kromosomien pdissd eli telomeereissd oleva
DNA koostuu tavallisesti perdkkd@in toistuvista yksinkertai-
sista sekvensseistd. Telomeraasi on ribonukleoproteiinient-
syymi, joka syntetisoi telomeerin DNA:n yhden sdikeen kdyt-
tden templaattina sekvenssid, joka sisdltyy entsyymin RNA-
komponenttiin. Katso Blackburn, 1992, Annu. Rev. Biochemn.
61:113-129, joka on liitetty tdhdn yhteyteen viitteeksi.

Ihmisen telomeraasin RNA-komponenttia ei ole raportoitu
tdhdn mennessd tieteellisessd kirjallisuudessa, vaikka
ihmisen telomeraasin tiedetdd@n syntetisoivan telomeerin
toistuvia yksikéitd, joissa on sekvenssi 5‘-TTAGGG-3‘.
Katso Morin, 1989, Cell 59:521-529, ja Morin, 1991, Nature
353:454-456, jotka on liitetty t&hdn yhteyteen viitteiksi.
Tamd tieto ei ole ollut riittdva tekemddn ihmisen telome-

raasin RNA-komponentin nukleotidisekvenssin jdannoksen

-eristdmistd ja identifioimista mahdolliseksi. Saccharomyces

cerevisiaen, tietyn Tetrahymena-lajin, sekd muiden siliaat-
tien, kuten Euplotes ja Glaucoma, telomeraasientsyymien
RNA-komponentti on sekvensoitu ja raportoitu tieteellisesséd
kirjallisuudessa. Katso Singer and Gottschling, 21.10.1994,
Science 266:404-409; Ligner et _al., 1994, Genes & Develop-
ment 8:1984-1988; Greider and Blackburn, 1989, Nature 337:
331-337; Romero and Blackburn, 1991, Cell 67:343-353; ja
Schippen-Lenz and Blackburn, 1990, Science 247:546-552,
jotka on liitetty t&h&n yhteyteen viitteiksi. Ndiden sili-
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aattien telomeraasientsyymit syntetisoivat telomeerin tois-
tuvia yksikéitd, jotka eroavat ihmisen vastaavista.

On olemassa suuri tarve saada lisdd informaatiota ihmisen
telomeraasista. Huolimatta telomeeri-DNA:n toistuvien yksi-
k6iden ndenndisen yksinkertaisesta luonteesta ovat tiede-
miehet kauan tienneet, ettd telomeereilld on tarked biolo-
ginen rooli kromosomien rakenteen ja toiminnan sdilyttémi-
sessd. Aivan viime aikoina ovat tiedemiehet spekuloineet,
ettd telomeerin DNA:n menetys voi toimia laukaisijana solu-
jen senesenssille ja vanhenemiselle, ja ettd telomeraasin
sddtelylla voi olla tdrkeitd biologisia seurauksia. Katso
Harley, 1991, Mutation Research 256:271-282, joka on lii-
tetty tdhdn yhteyteen viitteeksi.

On my6s kuvattu menetelmid telomeraasitoiminnan havaitsemi-
seksi, sekd sellaisten yhdisteiden identifioimiseksi, jotka
sddtelevat tai vaikuttavat telomeraasitoimintaan, yhdessa
menetelmien kanssa solujen senesenssi- ja immortaaliterapi-
aan ja diagnosoimiseen kontrolloimalla telomeerin pituutta
ja telomeraasitoimintaa. Katso PCT-patenttijulkaisut nro
95/13381, julkaistu 18.5.1995; 95/13382, julkaistu 18.5.
1995; ja 93/23572, julkaistu 25.11.1993; ja US-patenttiha-
kemus, jonka sarjanumeroa ei ole luovutettu (keksijat C.
Harley, N. Kim, S. Weinrich), jatetty 7.6.1995; 08/315,214,
jatetty 28.9.1994; 08/315,216, jatetty 28.9.1994;
08/288,501, jatetty 10.8.1994; 08/014,838, jatetty 8.2.
1993; 08/153,051 ja 08/151,477, jatetty kumpikin 12.11.
1993; 08/060,952, jatetty 13.5.1993; 08/038,766, jatetty
24.3.1993; ja 07/882,438, jatetty 13.5.1992, joista jokai-
nen on liitetty tdhdn yhteyteen viitteeksi.

Merkittdvia parannuksia ja uusia mahdollisuuksia telomeraa-
sivdlitteisiin terapioihin ja telomeraasikokeisiin ja seu-
lontamenetelmiin voitaisiin ottaa kdyttddn, jos nukleiini-
happo, joka sisdltdd RNA-komponentin ja/tai koodaa telome-
raasin proteiinikomponentteja, olisi saatavissa puhtaana

tai eristettdvdnd muotona ja ndiden nukleiinihappojen nuk-
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leotidisekvenssit olisivat tunnettuja. Tamd keksintd tayt-
tdd ndmd ja muut tarpeet ja antaa kdyttdd6n ndmd parannukset

ja mahdollisuudet.

Keksinnon vhteenveto

Ensimmdiseksi tdmad keksintd tarjoaa kdyttdéSn RNA-komponen-
tin sekd geenin RNA-komponentille ihmisen telomeraasista
olennaisen puhtaassa muodossa, sekd nukleiinihapot, jotka
sisdltdavdt kaikki tai ainakin kdyttdkelpoisen osan ihmisen
telomeraasin RNA-komponentin nukleotidisekvenssistd. T&ama
keksintd tarjoaa myds kdayttdSn RNA-komponentin nukleiiniha-
pot muista lajeista, jotka nukleiinihapot jakavat olennai-
sen homologian ihmisen telomeraasin RNA-komponentin kanssa,
mukaan lukien mutta ei ndihin rajoittuen, nisdkkdiden, ku-
ten kddellisten, RNA-komponentit. Muita keksinndén kdytto-
kelpoisia nukleiinihappoja ovat nukleiinihapot, joiden
sekvenssit ovat komplementaarisia RNA-komponentille; nukle-
iinihapot, joiden sekvenssit ovat sukua mutta eroavat RNA-
komponentin nukleotidisekvensseistd ja jotka vuorovaikutta-
vat ihmisen telomeraasih RNA-komponentin tai RNA-komponen-
tin geenin tai proteiinikomponenttien kanssa kdyttSkelpoi-
sella tavalla; ja nukleiinihapot, jota eivdt jaa merkittd-
vdd sekvenssihomologiaa tai komplementaarisuutta RNA-kom-
ponentille tai RNA-komponentin geenille, mutta toimivat
RNA-komponentissa halutulla ja kdyttdkelpoisella tavalla.
Kuten jadljessd tarkemmin kuvataan, keksinndn nukleiini-
hapoissa on sekd DNA- ettd RNA-molekyylit ja modifioidut
analogit jommastakummasta, ja ne toimivat monissa eri kdyt-
totarkoituksissa.

Erds keksinnodn kidyttdkelpoisen nukleiinihapon tyyppi on
antisense-oligonukleotidi, kolmoiskierteen muodostava oli-
gonukleotidi, tai muu oligonukleotidi tai matkiva oligonuk-
leotidi (esim. antisense-PNA - peptidinukleiinihappo/poly-
amidinukleiinihappo), jota voidaan kdyttdd in vivo tai in
vitro estdmddn ihmisen telomeraasin toimintaa. Namd oli-

gonukleotidit voivat estd@d telomeraasin aktiivisuuden monin



10

15

20

25

30

35

4

eri tavoin, kuten estd@mdllad telomeraasin geenin transkrip-
tio (esimerkiksi kolmoiskierteen muodostuksella) tai sitou-
tumalla telomeraasin RNA-komponenttiin tavalla, joka estidi
funktionaalista ribonukleoproteiinitelomeraasia yhdistymds-
td, tai ehkdisee RNA-komponenttia, joka on jo yhdistynyt
telomeraasin entsyymikompleksiksi, toimimasta templaattina
telomeerin DNA-synteesid varten. Tyypillisesti ja riippuen
toimintamallista, ndmd keksinnén oligonukleotidit kdsitta-
vdt spesifisen sekvenssin, jossa on noin 10 - noin 25-200
tai enemmdn nukleotideja ja joka on joko identtinen tai
komplementaarinen nukleotidien spesifiselle sekvenssille
telomeraasin RNA-komponentissa tai telomeraasin RNA-kom-
ponentin geenissa.

Erdassd keksinndn toteutusmuodossa keksintd tarjoaa kdyt-
todn antisense-polynukleotidit, jotka ovat komplementaari-
sia telomeraasin RNA-komponentin polynukleotidisekvensseil-
le, tyypillisesti komplementaarisia polynukleotidisekvens-
seille, jotka ovat olennaisesti identtisid luonnossa esiin-
tyvan nisdkkddn telomeraasin RNA-komponentin geenisekvens-
sille. Niitd antisense-nukleotideja kidytet#din estimiin te-
lomeraasin RNA—komponentin lajien transkriptiota ja/tai
stabiilisuutta ja/tai funktionaalisuutta ja ndin vaikutta-
maan vastaavan telomeraasitoiminnan mddridn vihenemiseen
solussa (esim. potilaan neoplastisessa solussa). N&mi# an-
tisense-polynukleotidit voivat toimia telomeraasia modu-
loivina aineina inhiboimalla funktionaalisen (katalyytti-
sesti aktiivisen ja erittdin puhtaan) telomeraasiholoent-
syymin muodostumista, joka vaaditaan oikeaan telomeeri-
replikaatioon ja korjaukseen solussa. Antisense-polynukle-
otidit voidaan yhdistdd muiden antineoplastisten terapeut-
tisten modaliteettien kanssa, kuten ionisoiva sdteily tai
kemoterapia (esim. DNA:ta vahingoittavan aineen, kuten
bleomysiinin, cisplatiinin, typpisinappikaasun, doksiru-
bisiinin, nukleotidianalogien ja vastaavien kanssa). An-
tisense-polynukleotidit voivat edistdid solujen kuolemaa
herkissd soluissa (esim. replikoimalla soluja, jotka vaati-
vat telomeraasitoimintaa DNA-korjausta tai replikaatiota
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varten). Antisense-polynukleotidit ovat olennaisesti ident-
tisid ainakin 25 vierekkdisen nukleotidin kanssa nisdkk&dn
telomeraasin RNA-sekvenssille komplementaarisesta sekvens-
sistd, joka tdssd on esitetty. Antisense-polynukleotidit
ovat tyypillisesti ssDNA, ssRNA, metyylifosfonaattirunkoi-
set polynukleotidit, fosforotiolaattirunkoiset polynukle-
otidit, sekarunkoiset polynukleotidit, polyamidinukleiini-
hapot, ja vastaavat antisense-rakenteet, jotka alalla tun-
netaan. Erddssad keksinndn osassa antisense-polynukleotidi
annetaan estamddn telomeraasin RNA-komponentin transkriptio
ja/tai toiminta ja telomeraasin toiminta solussa, kuten
replikoitavassa ihmisen solussa.

Erddssd toteutusmuodossa keksintd tarjoaa kdyttdSn templaa-
tin kanssa epdtasapainossa olevan polynukleotidin, jolla
polynukleotidilla on sekvenssi olennaisesti identtinen ni-
sdkkddn telomeraasin RNA-komponentin kanssa ja kdsittdia
telomeerin toistuvan templaattisekvenssin, jossa on ainakin
yhden parin epdatasapaino suhteessa ihmisen telomeraasin
toistuvaan sekvenssiin 5'-TTAGGG-3‘, mutta muuten sen kans-
sa komplementaarinen. Templaattiepdtasapainoinen polynukle-
otidi kdsittaa tyypillisesti vhden nukleotidiepdtasapainon
luonnossa esiintyvdssd templaattisekvenssissd, ja voi kia-
sittdd kaksi nukleotidiepdtasapainoa templaattisekvenssis-
sd, joko vierekkdisind epdtasapainoisina nukleotideina tai
siten, ettd epdtasapainoiset nukleotidit ovat yhden tai
useamman tasapainossa olevan (komplementaarisen) nukleoti-
din erottamia. Keksinn®dn templaattiepdtasapainoiset poly-
nukleotidit pystyvédt yleensd ndyttdmiin telomeraasitoimin-
nan yhdessd ihmisen telomeraasin polypeptidikomponentin
kanssa, ja ndin tuottamaan liittymidttSmyyden valituissa
(epatasapainoisissa) nukleotidikohdissa ihmisen telomeraa-
sin toistuvassa sekvenssissd telomeerin toistuvan replikoi-
tumisen, korjauksen, ja/tai addition seurauksena, jolloin
syntyy telomeereja, jotka luottavat mutatoituneen sense-
telomeraasin RNA-komponentin jatkuvaan lisndoloon olennais-
ta replikoitumista ja telomeerin pituuden sdilyttamisti
varten.
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Toinen kdyttdkelpoinen keksinnén nukleiinihappotyyppi on
ribotsyymi, joka pystyy lohkaisemaan spesifisesti ihmisen
telomeraasin RNA-komponentin tehden entsyymistd inaktiivi-
sen. Vield toinen keksinnén kayttdkelpoisen nukleotidin
tyyppi on koetin tai aluke, joka sitoutuu spesifisesti
ihmisen telomeraasin RNA-komponenttiin ja jota ndin ollen
voidaan kdyttdd esim. havaitsemaan telomeraasin ldsn#dolo
ndytteessd. Lopuksi keksinnén kdyttdkelpoisia nukleiinihap-
poja ovat yhdistelmdilmentymisplasmidit keksinnén nukle-
iinihappojen tuottamiseen. Erds tdllaisen plasmidin eri-
tyisen kdyttdkelpoinen tyyppi on ihmisen geeniterapiaan
kdytetty plasmidi. Keksinnén ihmisen geeniterapiaan kdyttd-
kelpoiset plasmidit ovat erityyppisid, ei pelkidstiddn niiti,
jotka koodaavat antisense-oligonukleotideja tai ribotsyyme-
ja, vaan my6s niitd, jotka saavat ihmisen telomeraasin RNA-
komponentin ilmentym&dn, tai deletoitu tai muuten muuttunut
(mutatoitunut) ihmisen (tai muun lajin, jonka RNA-komponen-
tin sekvenssit ovat olennaisen homologisia ihmisen RNA-
komponentin kanssa) telomeraasin RNA-komponentin tai sen
geenin versio.

Eradssa toteutusmuodoésa johdetaan polynukleotidi, jossa on
nisdkkddn telomeraasin RNA-komponentille komplementaarinen
osa, joka on riittdvd spesifisesti hybridisoitumaan fysio-
logisissa olosuhteissa, sitomalla kovalenttisesti kemialli-
nen lisdsubstituentti, joko polynukleotidisynteesin aikana
tai sen jdlkeen, jolloin muodostuu johdannasipolynukleoti-
di, joka pystyy spesifisesti hybridisoitumaan mainittuun
telomeraasin RNA-komponenttiin. Johdannaispolynukleotidi
voi lokalisoitua endogeeniseen telomeraasientsyymiin, jossa
on mainittu RNA-komponentti, jolloin johdannaispolynukle-
otidi tuottaa telomeraasin RNA-komponentin ja/tai prote-
iinikomponentin muunnoksen tai kemiallisen modifikaation,
ja ndin ollen modifioi, tyypillisesti vihentdmdlli, telome-
raasin entsymaattista aktiivisuutta.

Erdassa toteutusmuodossa keksintd tarjoaa kiyttdén polynuk-

leotidit, jotka ovat sopivia sairauksien diagnosoimiseen,
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jotka liittyvdt telomeraasin poikkeavan RNA-komponentin
runsauteen ja/tai rakenteeseen. Polynukleotidikoettimet,
jotka sisdltdvdt sekvenssejd, jotka ovat olennaisesti
identtisid tai olennaisesti komplementaarisia nisdkkdén
telomeraasin RNA-komponentin nukleotidisekvenssin kanssa,
voidaan kdyttdd diagnoisoimaan sairaustiloja (esim. neopla-
sia tai preneoplasia) havaitsemalla telomeraasin RNA-kom-
ponentin runsaus ja/tai telomeraasin RNA-komponentin raken-
teelliset muutokset (esim. typistyminen, sekvenssinvaihte-
lut, deleetiot tai insertiot, ja vastaavat), ja/tai telome-
raasin RNA-komponentin geenin uudelleenjarjestymiset tai
kopiomddrdn kasvaminen potilaasta viljellyissd soluissa,
tai havaitsemalla patognomoninen nisdkkddn telomeraasin
RNA-komponentin alleeli (esim. RFLP:113 tai alleeli-spesi-
fisella PCR-analyysilld). Havaitseminen tapahtuu usein in
situ-hybridisaatiolla kdyttden leimattua (esim. 3P, 3§,
c, °H, fluoresoitua, biotinyloitua, digoksieeninyloitua)
antisense-polynykleotidia, joka on komplementaarinen nisdk-
kddn telomeraasin RNA-komponentille, vaikké voidaan myds
kdayttdd Northern blottausta, dot-blottausta tai liuoshybri-
disointia kiintedlle RNA:lle tai poly A' RNA:lle, joka on
eristetty solundytteestd, samoin voidaan kdyttdda PCR:n tai
LCR: avulla tapahtuvaa kopiomd@drdn lisddmistd kayttden
telomeraasin RNA-komponentille spesifisid alukkeita. Solut,
jotka sisdltdvdt muuttuneen mddran (tyypillisesti merkittéa-
vasti enemmdn) telomeraasin RNA-komponenttia verrattuna
saman solutyypin (-tyyppien) ei-neoplastisiin soluihin,
identifioidaan mahdollisesi sairastuneiksi soluiksi, kuten
preneoplastiset tai avoimesti neoplastiset solut, ja voi-
daan identifioida soluiksi, joilla on metastaattinen poten-
tiaali. Samoin telomeraasin RNA-komponentin geenilokuksen
tai ldheisesti sitouneiden paikkojen patognomonisten uudel-
leenjdrjestdytymisien tai kopiomddrdn lisiintymisen havait-
seminen solundytteessd identifioi patologisen tilan l&dsni-
olon tai altistumisen patologisen tilan kehittymiselle
(esim. sybpd, geneettinen sairaus). Telomeraasin RNA-kom-
ponentin polynukleotidikoettimia kdytetddn myds yksildiden

oikeuskemiallisiin tunnistamisiin, kuten isyystutkimukseen
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tai rikoksesta epdiltyjen tai tuntemattomien vainajien tun-
nistamiseen.

Toiseksi keksintd tarjoaa kayttddn menetelmid hoitaa tilaa,
joka liittyy telomeraasitoimintaan solussa tai soluryhmdssa
saattamalla solu(t) kosketuksiin terapeuttisesti vaikutta-
van mddrdn kanssa ainetta, joka muuttaa telomeraasitoimin-
taa tuossa solussa. Nditd aineita ovat telomeraasin RNA-
komponenttia koodaavat nukleiinihapot, kolmoiskierteen muo-
dostavat oligonukleotidit, antisense-oligonukleotidit, ri-
botsyymit ja plasmidit ja muut geeniterapian vektorit
(esim. adenovirusvektorit, adenoviruksiin liittyvat wvekto-
rit, jne.), joita kaytetddn ihmisen geeniterapiaan ilmentd-
mdllad telomeraasin RNA-komponenttia, tai epdtasapainossa
oleva telomeraasin RNA-komponentti, kuten edella kuvattiin.
Tédhdn liittyvdnd asiana keksintd tarjoaa kdyttddén farma-
seuttisia koostumuksia, jotka sisdltavat nditd terapeut-
tisia aineita yhdessd farmaseuttisesti sopivan kantajan tai
suolan kanssa, joka voi olla formulaatio lipofektiokomplek-
sissa, liposomissa tai immunoliposomissa terapeuttisen ai-
neen kohdistettua tarjontaa varten. Keksintd tarjoaa kdyt-
t66n mySs ndiden telomeraasiohjattujen terapeuttisen ainei-
den yhdistelmdt muiden l&&kkeiden kanssa, kuten antineo-
plastiset aineet ja muut sytotoksiset tai sytostaattiset
aineet; sienilddkkeet (esim. AIDS-potilaiden hoitoon); nuk-
leotidit, nukleosidit ja niiden analogit; ja muut farma-
seuttiset aineet, jotka sopivat sairaustilojen, kuten neo-
plasian, hyperplasian, HIV-infektion/AIDSin ja niihin 1liit-
tyvien patologioiden hoitoon, ja muiden sairauksien hoi-
toon, joille on tunnusomaista epdnormaali telomeerin meta-
bolia. Menetelmdt voivat kdsittdd johdannaispolynukleotidin
kdytdén, joka pystyy spesifisesti hybridisoitumaan telome-
raasin RNA-komponenttiin nisdkkdan telomeraasissa, jolloin
johdannaispolynukleotidi vied&@dn nis&kkddn soluihin, joissa
on telomeraasitoimintaaa ja se inhiboi telomeraasitoimintaa
lokalisoitumalla telomeraasin RNA-komponenttiin ja inakti-

voimalla tai inhiboimalla telomeraasitoimintaa.
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Keksintd tarjoaa kayttdon myds terapeuttiset aineet, jotka
inhiboivat neoplasiaa tai apoptosiaa moduloimalla telome-
raasin toimintaa inhiboimalla tai lisdamdlld telomeraasin
RNA-komponentin muodostumista; nditd aineita voidaan kdyt-
taa ladkkeina. Naitad ladkkeitd kdytetddn hoitamaan erilai-
sia ihmisen ja eldinten sairauksia, kuten: neoplasia, hy-
perplasia, neurodegeneratiiviset sairaudet, ikdantyminen,
AIDS, sieni-infektiot ja vastaavat. Erddssa toteutusmuodos-
sa aine sisdltdad geeniterapiavektorin, joka pystyy trans-
kriboimaan telomeraasin RNA-komponentin sekvenssin tai sen
komplementin, tai vaihtoehtoisesti entsymaattisesti inak-
tiivisen telomeraasin RNA-komponentin, joka voi kilpaile-

vasti inhiboida funktionaalisen telomeraasin holoentsyymin
muodostumisen.

Kolmanneksi keksint6 tarjoaa kdyttddn diagnostiset menetel-
mat mddrittdd ihmisen telomeraasin RNA-komponentin taso,
mddrd tai lasndolo, tai telomeraasitoiminta solussa, solu-
populaatiossa tai kudosndytteessd, tai minkd tahansa edel-
lisen uutteessa. Td&hdn liittyen tamd keksintd tarjoaa kdyt-
t66n kdyttdkelpoiset reagenssit nd&ihin menetelmiin (kuten
alukkeet ja koettimet, jotka edelld mainittiin), valinnai-
sesti pakattuina reagenssisarjaksi yhdessd ohjeiden kanssa

reagenssisarjan kdyttédmiseksi diagnostisen menetelmdn to-
teuttamiseksi.

Téamd keksintd tarjoaa kdyttdSn menetelmdn sairauden (esim.
neoplasian) dianosoimiseksi ihmispotilaassa, jolloin diag-
noosikoetta (esim. kiinnitettyjen solujen polynukleotidi-
hybridisaatio in situ leimatulla telomeraasin RNA-komponen-
tin koettimella, joka sitoutuu spesifisesti ihmisen telome-
raasin RNA-komponenttiin tai geenisekvenssiin) kdytet#dn
madrittdmddn, jos ennaltamddridtty patognomoninen konsent-
raatio telomeraasin RNA-komponenttia on l&dsnd ihmispoti-
laalta saadussa biologisessa ndytteessd; jos koe osoittaa
telomeraasin RNA-komponentin olemisen normaalialueen ulko-

puolella (esim. ennaltamddrityn patognomonisen konsentraa-
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tion yladpuolella), potilaalla diagnosoidaan olevan sairaus-
tila tai altistuminen sairaudelle.

Erdédssa toteutusmuodossa keksinndn polynukleotideja kdyte-
tddn diagnosoimaan patologisia tiloja tai geneettisid sai-
rauksia, kuten neoplasia, hyperplasia, ennenaikainen tai
epanormaali solujen senesenssi, tai muita ladketietellisiad
tiloja, jotka liittyvdt telomeraasin toimintaan, ja tarkem-
min tiloja, jotka liittyvat muutoksiin telomeraasin RNA-
komponentin tai geenisekvenssin rakenteessa tai runsaudes-
sa, tai jotka liittyvdt patognomoniseen telomeraasin RNA-
komponentin alleeliin, joka voidaan havaita RFLP:11d ja/tai
alleeli-spesifiselld PCR:118, tai muulla sopivalla havain-
tomenetelm&lla. Tyypillisesti menetelmdlla diagnosoidaan
sairautta (esim. neoplasia) ihmispotilaassa, jolloin diag-
nostista koetta (esim. telomeraasin RNA-komponentin m&aran
ja/tai rakenteen mddritys) kdytetddn mddrittdmdidn, jos en-
naltamddrdtty telomeraasin RNA-komponentin patognomoninen
konsentraatio tai rakenne on ldsnd ihmispotilaalta saadun
biologisen ndytteen soluissa; jos koe osoittaa telomeraasin
RNA-komponentin olemisen normaalialueen ulkopuolella (esim.
ennaltdmddrdtyn patognomonisen konsentraation yldpuolella),

potilaalla diagnosoidaan olevan sairaustila tai altistumi-
nen sairaudelle.

Neljdnneksi tdmad keksintd tarjoaa kdyttdon yhdistelmdtelo-
meraasivalmisteet ja menetelmdt ndiden valmisteiden tuotta-
miseksi. Ndin ollen tdmd keksintd tarjoaa kdyttddén yhdis-
telmdihmistelomeraasin, joka sisdltdda proteiinikomponent-
teja ihmisen telomeraasista sekd proteiinikomponentteja
nisdkdslajista, jolla RNA-komponentti on olennaisesti homo-
loginen ihmisen telomeraasin RNA-komponentille, yhdessi
keksinnén yhdistelmd-RNA-komponentin kanssa. Ndm3 keksinnén
yhdistelmd-RNA-komponenttimolekyylit ovat niitd, jotka ero-
avat luonnossa esiintyvistd RNA-komponenttimolekyyleisti
yhdessd tai useammassa emdssubstituutiossa, deleetiossa,
terminaaliadditiossa ja/tai insertiossa, sekd RNA-kompo-

nenttimolekyylejd, jotka ovat identtisid luonnossa esiin-
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tyvdan RNA-komponenttimolekyylin kanssa, joka on tuotettu
vhdistelmdisdntdsoluissa. Menetelmd tillaisten yhdistelmi-
telomeraasimolekyylien tuottamiseksi kdsittdd sen, ettad
transformoidaan eukaryoottinen isd@nt&dsolu, joka ilmentda
telomeraasin proteiinikomponentteja yhdistelmdilmentymis-
vektorin kanssa, joka koodaa keksinnén RNA-komponenttimole-
kyylia, ja viljellddn nditd isdntdsoluja, jotka on trans-
formoitu mainitun vektorin kanssa olosuhteissa, joissa te-
lomeraasin proteiinikomponentti ja telomeraasin RNA-kompo-
nentti ilmentyvdt ja yhdistyvdt muodostaen aktiviisen te-
lomeraasimolekyylin, joka pystyy lisdamdan sekvenssejsd (ei
vadlttamdttd samaa sekvenssid, jonka luonnon telomeraasi on
lisdnnyt) kromosomi-DNA:n telomeereihin.

Viidenneksi keksintd tarjoaa kdyttd6n menetelmid ihmisen
telomeraasin proteiinikomponenttien puhdistamiseksi sekd
telomeraasin proteiinikomponenttien puhdistamiseksi, jotka
ovat perdisin nisdkdslajista, jonka RNA-komponentti on
oleellisesti homologinen ihmisen telomeraasin RNA-komponen-
tin kanssa. Tdma keksintd tarjoaa kaytto6on myds menetelmén
eristdd ja identifioida nditd proteiinikomponentteja koo-
daavia nukleiinihappoja. T&hdn liittyen tamd keksintd tar-
joaa kdytt66n puhdistettua ihmisen telomeraasia ja puhdis-
tettua telomeraasia nisdkdslajista, jonka RNA-komponentti
on olennaisesti homologinen ihmisen telomeraasin RNA-kom-
ponentin kanssa, sekd puhdistettuja nukleiinihappoja, jotka
koodaavat yhtd tai useampaa komponenttia ndistd telome-
raasivalmisteista. Tamd keksintd tarjoaa kdayttdén myds far-
maseuttisia koostumuksia, jotka kadsittavdt aktiivisena ai-
nesosana telomeraasin proteiinikomponentteja tai nukleiini-

happoa, joka koodaa telomeraasin proteiinikomponenttia.

Kuudenneksi tdmd keksintd tarjoaa kdyttsSn menetelmid ai-
neiden identifioimiseksi, jotka moduloivat (t.s. inhiboi-
vat, lisddvdt tai muuttavat spesifisyyttd) nisdkk#in telo-
meraasitoimintaa. Tdllaiset telomeraasia moduloivat aineet
ovat usein pienimolekyylisid (esim. alle noin 3000 dalto-

nia) ja niitd voidaan kdyttdd modifioimaan telomeraasitoi-
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mintaa in vitro ja in vivo, usein terapeuttista vaikutusta

varten, ja niitd kdytetddn laboratorioreagensseina ja/tai
ladkkeina.

Erddssd toteutusmuodossa keksintd tarjoaa kayttddn menetel-
mdt identifioida ainepankista tai -kirjastosta mahdolliset
aineet, jotka moduloivat telomeraasitoimintaa moduloimalla
nisdkkddn telomeraasin RNA-komponentin ei-kovalenttista
sidosta telomeraasin proteiinikomponentin kanssa. Telome-
raasin RNA-komponentti voidaan tuottaa yhdistelmd&templaa-
tista isd@ntdsolussa tai syntetisoida kemiallisesti, jos
halutaan. Tyypillisesti nisdkkddn telomeraasin proteiini-
komponentti, kuten sellainen, joka voidaan puhdistaa telo-
meraasia ilmentadvistd soluista, ja josta voi olla luonnossa
esiintyvan telomeraasin RNA-komponentti poistettu (esim.
RNase-kdsittelylld), saatetaan kosketuksiin nisdkkddn telo-
meraasin RNA-komponentin kanssa sopivissa vesipitoisissa
sitoutumisolosuhteissa, jolloin ei-kovalenttinen sitoutumi-
nen voi tapahtua RNA:n ja proteiinikomponenttien védlille
ilman lisdttyd ainetta (s.o. kontrollisitoutumisreaktios-
sa). Ei-kovalenttisen vuorovaikutuksen suuruutta telomeraa-
sin RNA-komponentin ja proteiinikomponentin v&lilla yhden
tai useamman ainekirjastosta tai -pankista valitun aineen
ldsndollessa verrataan ei-kovalenttisen vuorovaikutuksen
suuruuteen kontrollisitoutumisreaktiossa, joka sisdltaa
telomeraasin RNA- ja proteiinikomponentin ja joista ai-
ne(et) puuttuvat; aineet, jotka tuottavat tilastollisesti
merkittdvan kasvun ei-kovalenttisen sitoutumisen suuruuteen
telomeraasin RNA- ja proteiinikomponenttien vadlilld md&dri-
telldan tdlldin mahdollisiksi telomeraasia moduloiviksi ai-
neiksi. Ei-kovalenttisen sitoutumisen suhteellinen suuruus
voidaan mddrittdd milld tahansa sopivalla menetelmdlld,
kuten spesifisen sidosaffiniteetin mddrittidminen, kuten
kilpailevalla sitoutumiskokeella, telomeraasin katalyytti-
sen aktiivisuuden mddritys sopivassa telomeerin toistotemp-
laatissa, tai muu sopiva koe funktionaalisesta ei-kovalent-

tisesta vuorovaikutuksesta nisdkkddn telomeraasin RNA- ja
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proteiinikomponenttien vdlilld, kuten geelisiirto tai EMSA
(elektroforeettinen mobiilisuudensiirtokoe).

Toteutusmuodossa, jossa tutkitaan ei-kovalenttista sitoutu-
miskoetta mahdollisten telomeraasia moduloivien aineiden
havaitsemiseksi, toinen tai molemmat telomeraasin RNA-kom-
ponentista tai proteiinikomponentista leimataan sopivalla
havaittavalla leimalla, ja ei-kovalenttinen sitoutuminen
mddritetddn erikseen aineen ldsndollessa tai poissaollessa,
joka on valittu ainekirjastosta tai -pankista. Ei-kovalent-
tisen sitoutumisen mddritys kdsittdd sen, ettd mitataan
laajuus, missd leimattu telomeraasikomponentti (RNA-kom-
ponentti tai proteiinikomponentti) sitoutuu samankaltaiseen
telomeraasikomponenttiin (proteiinikomponentti tai RNA-kom-
ponentti, vastaavasti), onko mainittu samankaltainen telo-
meraasikomponentti erikseen leimattu vai onko se leimaama-
ton, kuten sieppaamalla (esim. immobilisoimalla) sitoutu-
neet kompleksit, jotka sisdltdvdt leimatun telomeraasikom-
ponentin ja mainitun samankaltaisen telomeraasikomponentin,
ja erottamalla (esim. pesemdlld) sitoutumaton leimattu te-
lomeraasikomponentti sitoutuneista komplekseista, jolloin
syntyy erillinen sidosfraktio, ja havaitaan sidotut komp-
leksit erotetussa sidosfraktiossa madrittdmdlld havaitta-
vissa olevan leiman l&sndolo. Aineet, jotka tuottavat ti-
lastollisesti merkittdvdn vdhentymisen tai lisddntymisen
telomeraasin RNA~ ja proteiinikomponenttien ei-kovalentti-
sessa sitoutumisessa, identifioidaan ndin mahdollisiksi
telomeraasia moduloiviksi aineiksi. Aineet, jotka vdhentd-
vat ei-kovalenttista sitoutumista, ovat mahdollisia telome-
raasi-~inhibiittoreita (eli antagonisteja), kun taas aineet,
jotka lisddvat telomeraasikomponenttien ei-kovalenttista

sitoutumista, ovat mahdollisia telomeraasi-agonisteja.

Erdassd toteutusmuodossa mahdolliset telomeraasia moduloi-
vat aineet identifioidaan niiden kyvyn perusteella tuottaa
tilastollisesti merkittdvd nousu tai lasku entsymaattisessa

aktiivisuudessa nisdkkddn telomeraasissa, joka sisdltdi
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puhdistettua telomeraasin proteiinikomponenttia ja telome-
raasin RNA-komponenttia.

Erddssd toteutusmuodossa mahdolliset telomeraasia moduloi-
vat aineet identifioidaan niiden kyvyn perusteella tuottaa
tilastollisesti merkittdva lasku tai nousu reportteripoly-
nukleotidisekvenssin transkriptiossa (esim. B-galaktosi-
daasigeeni, lusiferaasigeeni, HPRT-geeni), joka on toimi-
vasti sitoutunut nisdkkdén telomeraasin RNA-komponentin
geenin, edullisesti ihmisen telomeraasin RNA-komponentin
geenin transkription sddtelysekvenssiin, metabolisesti
aktiivisessa nisdkdssolussa. Muunnelmassa endogeeninen te-
lomeraasin RNA-komponentin geeni nisdkdssolussa kohdiste-
taan homologisen kohdistusrakenteen avulla reportteripoly-
nukleotidisekvenssin sijoittamiseksi kayttokelpoiseen si-
toutumiskohtaan yl&spdin transkription sdatelysekvenssistéd
(esim. promoottorista) endogeenisessd telomeraasin RNA-kom-
ponentin geenissd endogeenisen geenin kromosomaalisessa
kohdassa. Vaihtoehtoisessa muunnoksessa eksogeeninen poly-
nukleotidi, joka kdsittdd reportteripolynukleotidin, sitou-
tuu toimivasti nisdkkdadn telomeraasin RNA-komponentin gee-
nin transkription sddtelyalueelle (esim. promoottori ja
yloéspdin transkriptiofaktorin sitoutumiskohdista); ekso-
geeninen polynukleotidi siirretd&n nisdkkdan soluun, jossa
se voi integroitua ei-homologisesti kromosomaaliseen koh-
taan ja/tai sdilytetddn tai replikoidaan episomaalisena
polynukleotidina. Aineet, jotka tuottavat tilastollisesti
merkittdvén reportterinukleotidin transkription moduloitu-
misen aineella kdsitellyissd soluissa, identifioidaan ndin

mahdollisiksi nisdkkdadn telomeraasia moduloiviksi aineiksi.

Koostumukset mahdollisten telomeraasia moduloivien aineiden
identifioimiseksi sisdltdvat tyypillisesti: (1) nis#dkkdin
telomeraasin proteiinikomponentin, kuten sellaisen, joka on
voitu puhdistaa telomeraasia ilmentdvistd nisdkkiidn soluis-
ta, edullisesti kddellisten (esim. ihmisen) soluista, ja
josta tyypillisesti on irrotettu RNA-komponentti, jos sel-

lainen on mukana, kdsittelem#lli RNase:lla tai muulla k&-
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sittelylld, joka on verrattavissa RNA-komponentin poistoon
ja proteiinin kapasiteetin retentioon muodostaa uudelleen
telomeraasiaktiiviisuus samankaltaisen telomeraasin RNA-
komponentin l&sndollessa sopivissa sitoutumisolosuhteissa,
(2) nisdkkddn telomeraasin RNA-komponentin, edullisesti
ihmisen RNA-komponentin, joka on tuotettu transkriboimalla
yhdistelmd@polynukleotidi solussa, ja (3) vesipitoiset si-
toutumisolosuhteet (esim. fysiologiset olosuhteet, telome-
raasikokeen olosuhteet), ja valinnaisesti (4) reportteripo-
lynukleotidin, joka sis&lt&dd ainakin yhden replikoitavissa
olevan tai laajennettavissa olevan nisdkkd@dn telomeraasin
toistuvan sekvenssin, tyypillisesti sellaisen, joka on
mainitun RNA-komponentin komplementaarinen templaattiosa,
ja valinnaisesti (5) nukleotideja, jotka sopivat reportte-
ripolynukleotidin mainitun telomeerin toistuvan (toistuvi-
en) sekvenssi(e)n replikoimiseen ja/tai laajentamiseen
telomeerin koeolosuhteissa; aine lisdtddn tyypillisesti
tdllaiseen koostumukseen ei-kovalenttisen sitoutumisen
ja/tai telomeraasitoiminnan arvioimiseksi suhteessa kont-
rollikoostumukseen, josta mainittu aine puuttuu.

Seitsemdnneksi keksintd tarjoaa myds kdyttédn nolla-allee-
lit nisdkkddn telomeraasin RNA-komponentin geeneistid, kuten
sellaiset, jotka on tuotettu homologisen geenin avulla
suuntaamalla heterologinen polynukleotidi nisdkkdin telome-
raasin RNA-komponenttigeeniin telomeraasin RNA-komponentin
geenin inaktivoimiseksi funktionaalisesti. Keksintd tarjoaa
kdyttd6n myds ei-ihmisenkaltaiset knockout-eldimet, joissa
on telomeraasin RNA-komponentin nolla-alleeli, ja erddssi
variaatiossa tarjoaa kayttddn ei-ihmisenkaltaiset knockout-
eldimet, jotka ovat homotsygoottisia telomeraasin RNA-kom-
ponentin nolla-alleeleille ja joilta olennaisesti puuttuu
endogeeninen telomeraasiaktiivisuus, koska endogeenisen
telomeraasin RNA-komponentti puuttuu. N&it3 knockout-eldi-
mid kdytetddn kaupallisina reagensseina toksisuusseulon-
taan, myyntiin farmaseuttisiin tutkimuslaboratorioihin

telomeraasia moduloivien aineiden identifioimiseen tai
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tutkimiseen, lemmikkiel&dimind, sekd maataloudessa kotieldi-
mind muiden kdyttdtapojen lisdksi.

Kahdeksanneksi keksintd tarjoaa kdyttddn menetelmdn immor-
talisoida nisdkdssoluja, kuten bioreaktorissa toivottuja
fermentointisoluja tai haluttua solukantaa, jolla on edul-
lisia ominaisuuksia kaupallisena tutkimusreagenssina. Mene-
telmdssd viedddn nisdkdssoluun polynukleotidi, joka ilmen-
tdd funktionaalista telomeraasin RNA-komponenttia, joka

pystyy muodostamaan telomeraasientsyymin telomeraasin pro-
teiinikomponentin l&dsndollessa.

Keksinndén muut piirteet ja edut tulevat ilmeisiksi seuraa-
vasta piirrosten selityksestd, keksinndn edullisista toteu-
tusmuodoista, esimerkeistd ja patenttivaatimuksista.

Madritelméat

Termi "telomeraasin RNA-komponentin polynukleotidi" té&sséd
kdytettynd viittaa polynukleotidiin, jossa on ainakin 20
nukleotidia, ja jossa polynukleotidi kdsittdd segmentin,
joka muodostuu ainakin 20 nukleotidista, jotka: ovat aina-
kin 85-prosenttisesti identtisid luonnossa esiintyvan ni-
sdkkddn telomeraasin RNA:n komponenttisekvenssin kanssa,
tyypillisesti kddellisten telomeraasin RNA-komponentin
kanssa, kuten ihmisen tai apinan telomeraasin RNA-komponen-
tin kanssa. Jotkut telomeraasin RNA-komponentin polynukle-
otidit, joilla on sekvenssimuunnoksia verrattuna luonnossa
esiintyvdn telomeraasin RNA-komponentin sekvenssiin tai sen
komplementtiin, voivat olla sopivia hybridisaatiokoettimik-
si, PCR-alukkeiksi, LCR-amplimeereiksi, epédtasapainoisiksi
RNA-komponenteiksi ja vastaaviksi.

Termid "vastaa jotakin" kdytetddn tidssd tarkoittamaan sitd,
ettd polynukleotidisekvenssi on homologinen (t.s. se on

identtinen, ei t&smdlleen evoluutionaarisesti sukua) koko
viitepolynukleotidisekvenssin tai sen osan kanssa, tai ettéd

polypeptidisekvenssi on identtinen viitepolypeptidisekvens-
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sin kanssa. Vastakohtana tdlle termiid "komplementaarinen
jonkun kanssa" kdytetddn tdssdé tarkoittamaan sitd, ettd
komplementaarinen sekvenssi on homologinen koko viitepo-
lynukleotidisekvenssin tai sen osan kanssa. Esimerkiksi
nukleotidisekvenssi "TATAC" vastaa viitesekvenssid “TATAC"

ja on komplementaarinen viitesekvenssin *“GTATA" kanssa.

Seuraavia termej& kdytetddn kuvaamaan sekvenssien suhteita
kahden tai useamman polynukleotidin vdlill&d: “viitesekvens-
si", "vertailuikkuna", "sekvenssien identtisyys", "sekvens-
sien identtisyysprosentti" ja "olennainen identtisyys".
“Viitesekvenssi" on mddradtty sekvenssi, jota kdytetdidn pe-
rustana sekvenssivertailulle; viitesekvenssi voi olla osa
suuremmasta sekvenssistd, esimerkiksi segmentti taysimit-
taisesta telomeraasin RNA-komponentin geenin sekvenssisti.
Yleensd viitesekvenssi on pituudeltaan ainakin 20 nukleoti-
dia, usein ainakin 25 nukleotidin pituinen, ja usein aina-
kin 50 nukleotidin pituinen. Koska kaksi polynukleotidia
voi kumpikin (1) kdsittdd sekvenssin (t.s. osan koko po-
lynukleotidisekvenssistd), joka on sama kahden polynukle-
otidin vdlilld, ja (2) voi edelleen kdsittdi sekvenssin,
joka on eri kahden polynukleotidin v&lilld, sekvenssiver-
tailut kahden (tai useamman) polynukleotidin vd1lilld suori-
tetaan tavallisesti vertaamalla kahden polynukleotidin sek-
venssejd "vertailuikkunan kautta" sekvenssin samanlaisuuden

paikallisten alueiden identifioimiseksi ja vertaamiseksi.

“Vertailuikkuna" tdssd kdytettynd viittaa kdsitteelliseen
segmenttiin, jossa on ainakin 25 vierekkdistid nukleotidi-
paikkaa, jossa polynukleotidisekvenssi3d voidaan verrata

viitesekvenssiin, jossa on ainakin 25 vierekkidistd nukle-
otidia ja jossa osa polynukleotidisekvenssistd vertailuik

kunassa voi sisdltdd additioita tai deleetioita (s.o. vd-

1lit) 20 prosenttia tai vdhemmi#n, kun verrataan viitesek-
venssiin (joka ei sisdlld additioita tai deleetioita) kah-
den sekvenssin suuntaamiseksi optimaalisesti. Sekvenssien
optimaalinen suuntaaminen vertailuikkunan suuntaamiseksi

voidaan suorittaa Smith and Watermanin paikallisella homo-
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logia-algoritmilla (1981) Adv. Appl. Math. 2: 482, Needle-
man and Wunschin homologiaa suuntaavalla algoritmilla
(1970) J. Mol. Biol. 48: 443, etsimdlléd samanlaisuus Pear-
son and Lipmanin menetelm&lld (1988) Proc. Natl. Acad. Sci.
(U.S.A.) 85: 2444, ndiden algoritmien tietokonetoteutuksil-
la (GAP, BESTFIT, FASTA ja TFASTA, Wisconsin Genetics Soft-
ware Package Release 7.0, Genetics Computer Group, 575
Science Dr., Madison WI), tai tutkimalla, ja valitaan eri
menetelmien avulla saatu paras suuntaus (s.o. joka vertai-

Juikkunassa johtaa korkeimpaan homologian prosenttiin).

Termi “"sekvenssin identtisyys" tarkoittaa, ettd kaksi po-
lynukleotidisekvenssi@ on identtisid (s.o. nukleotidi ker-
rallaan tarkasteltuna) vertailuikkunasta. Termi sekvenssien
identtisyysprosentti" lasketaan vertaamalla kahta optimaa-
lisesti suunnattua sekvenssia vertailuikkunasta, maaritta-
mdlla kohtien lukumddra, jossa identtinen nukleiinihap-
poemds (esim. A, T, C, G, U tai I) esiintyy molemmissa
sekvensseissd, jolloin saadaan yhteensopivien kohtien luku-
maadra, jakamalla yhteensopivien kohtien lukumddrd kohtien
kokonaismddrdlla vertailuikkunassa (s.o. ikkunakoko), ja
kertomalla tulos 100:1la, jolloin saadaan sekvenssien
identtisyyden prosehtti. Termi "olennainen identtisyys*"
tdssd kdytettynd merkitsee polynukleotidisekvenssin ominai-
suutta, jossa polynukleotidi sisdltdd sekvenssin, jossa on
ainakin 80-prosenttinen sekvenssien identtisyys, edullises-
ti ainakin 85-prosenttinen identtisyys ja usein 89-95-pro-
senttinen identtisyys, tavallisemmin ainakin 99-prosentti-
nen sekvenssien identtisyys verrattuna viitesekvenssiin
vertailuikkunasta, jossa on ainakin 20 nukleotidikohtaa,
usein ikkunasta, jossa on ainakin 30-50 nukleotidia, jol-
loin sekvenssien identtisyysprosentti lasketaan vertaamalla
viitesekvenssid polynukleotidisekvenssiin, joka voi sis&il-
tda deleetioita tai additioita, jotka muodostavat kaikkiaan
20 prosenttia tai vahemm&@n viitesekvenssistd vertailuikku-
nan kautta. Viitesekvenssi voi olla osa suuremmasta sek-
venssistd, esimerkiksi osana tdysimittaisesta telomeraasin

RNA-komponentin geenisekvenssistd, joka tdssd on esitetty.
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Spesifinen hybridisaatio mddritellddn tidssd hybridinmuodos-
tukseksi koetinpolynukleotidin (esim. keksinnén polynukle-
otidi, joka voi sisdltdd substituutioita, deleetioita
ja/tai additioita) ja spesifisen kohdepolynukleotidin va-
1i118 (esim. telomeraasin RNA-komponentti tai genomin gee-
nisekvenssi, jossa koetin edullisesti hybridisoituu spesi-
fiseen kohteeseen niin, ettd esimerkiksi yksittdinen vyo-
hyke, joka vastaa yhtd tai useampaa telomeraasin RNA-kom-
ponentin geenin RNA-lajia (tai spesifisesti lohkaistua tai
tuotettua telomeraasin RNA-komponentin lajia), voidaan
identifioida sopivasta soluldhteestd (esim. somaattinen
solu, joka ilment&a telomeraasin RNA-komponenttia) valmis-
tetun RNA:n Northern blottauksella. Xeksinnén polynukleo-
tidit, jotka spesifisesti hybridisoituvat nisdkkdan telome-
raasin RNA-komponenttiin tai ihmisen telomeerin sekvenssei-
hin, voidaan valmistaa tdssd annettujen sekvenssitietojen
perusteella menetelmien ja termodynaamisten periaatteiden
mukaan, jotka tunnetaan alalla ja joita on kuvattu julkai-
suissa Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2nd Ed., (1989), Cold Spring Harbor, N.Y. ja Berger

and Kimmel, Methods in Enzymoloqgy, Volume 152, Guide to
Molecular Cloning Techniques (1987), Academic Press, Inc.
San Diego, CA, jotka on liitetty td@h&n yhteyteen viitteik-
si.

Tassd kdytettynd termi "sopivat sitoutumisolosuhteet" viit-
taa vesipitoisiin olosuhteisiin, joissa nisdkkdan telome-
raasin RNA-komponentti liittyy yhteen itsensd kanssa saman-
kaltaisen proteiinikomponentin kanssa ja muodostaa entsy-
maattisesti aktiivisen telomeraasin holoentsyymin, joka
kykenee telomeeritoistojen katalyyttiseen replikoitumiseen,
korjautumiseen ja/tai additioon sopivasta templaatista, jo-
ka sisdltdd telomeerin toistuvia yksikoit#d; tidllainen telo-
meerin toistotemplaatti voi olla lasnd tai poissa. Usein
sopivat sitoutumisolosuhteet voivat olla fysiologiset olo-
suhteet. "Fysiologiset olosuhteet" tdssd kdytettynid viittaa
ldmpdtilaan, pH-arvoon, ionivahvuuteen, viskositeettiin, ja

vastaaviin biokemiallisiin parametreihin, jotka ovat ver-
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tailukelpoisia elinvoimaisen organismin kanssa, ja/tai jot-
ka tyypillisesti ovat solun sisdlla elinvoimaisessa viljel-
lyssd nisdkkdan solussa, erityisesti olosuhteissa, jotka
oat nisdkdssolun tumassa. Esimerkiksi tumansisdiset tai sy-
toplasman olosuhteet nisdkkddn solussa, joka on kasvatettu
tyypillisissd@ laboratorioviljelyolosuhteissa, ovat fysiolo-
giset olosuhteet. Sopivia in vitro-reaktio-olosuhteita in
vitro~-transkriptioseoksille ovat yleensd fysiologiset olo-
suhteet, ja esimerkkind voidaan mainita erilaiset alalla
tunnetut tumauutteet. Yleensd in vitro-fysiologiset olo-
suhteet voivat kdsittad 50-200 mM NaCl tai KCl, pH 6,5-8,5,
20-45°C ja 0,001-10 mM kahdenarvoista kationia (esim. Mg**,
Ca''); edullisesti noin 150 mM NaCl tai KCl1l, pH 7,2-7,6, 5
mM kahdenarvoista kationia ja usein mukana on 0,01-1,0
prosenttia epdspesifistd proteiinia (esim. BSA). Ei-ioninen
detergentti (Tween, NP-40, Triton X-100) voi usein olla mu-
kana, tavallisesti noin 0,001-2%, tyypillisesti 0,05-2%
(t/t). Tutkija voi valita erityiset vesipitoiset olosuhteet
tavanomaisten menetelmien mukaan. Yleisohjeena voidaan sa-
noa, ettd seuraavat puskuria sisdltadvdt vesipitoiset olo-
suhteet ovat kdyttokelpoiset: 10-250 mM NaCl, 5-50 mM Tris
HC1l, pH 5-8, ja valinnaisesti lisdtdidn kahdenarvoista ka-
tionia (tai kationeja) ja/tai metallikelaattoreita ja/tai
ei-ionisia detergenttejd ja/tai membraanifraktioita ja/tai
vaahdonestoaineaineita ja/tai tuikeaineita.

Tdssd kdytettynd termit "leima" tai "leimattu" viittaavat
havaittavan markkerin liittdmiseen, esim. liittdm&llid ra-
dio-leimattua aminohappoa tai liitt&mdlld polypeptidiin
biotinyyliosia, jotka voidaan havaita merkitylld avidiinil
la (esim. streptavidiinilla, joka sisdltdd fluoresenssi-
markkerin tai entsymaattisen toiminnan, joka voidaan havai-
ta optisilla tai kalorimetrisilld menetelmill&d). Alalla
tunnetaan erilaisia polypeptidien ja glykoproteiinien lei-

mausmenetelmid ja niitd voidaan kayttda. Esimerkkejd poly-

peptidien leimoista ovat, mutta ei niihin rajoittuen, seu-
raavat: radioisotoopit (esim. °H, C, *°s, '*1, 1), fluo-

resenssileimat (esim. FITC, rodamiini, lantanidifosforit),
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entsymaattiset leimat (esim. piparjuuriperbksidaasi, 8-
galaktosidaasi, luciferaasi, alkaalinen fosfataasi), bio-
tinyyliryhmdt, ennaltamddratyt polypeptidiepitoopit, jotka
sekundddrinen reportteri tunnistaa (esim. leusiinin veto-
ketjuparisekvenssit, sitoutumiskohdat sekundddrisille vas-
ta-aineille, transkription aktivaattoripolypeptidi, metal-
liset sidosdomeenit, epitooppimerkit). Joissakin toteutus-
muodoissa leimat liitet&dn eripituisilla valivarsilla va-

hentédmadn jdadnndspotentiaalin steeristd hdairintda.

Tdssd kdytettynd termi “"tilastollisesti merkittava" tar-
koittaa tulosta (s.o. koelukema), joka yleensd on ainakin
kaksi standardipoikkeamaa yld- tai alapuolella keskiarvon
ainakin kolmesta eri kontrollikokeen lukeman mdarityksesta
ja/tai joka on tilastollisesti merkittdva mdaritettynd
Studentin t-testilld tai muulla alalla hyvdksytyll&d tilas-
tollisen merkittdvyyden mittausmenetelmdlla.

Tdssd kdytettynd termit "patognomoninen konsentraatio",
"patognomoninen maara" ja "patognomoninen hybridisaatiomal-
li" viittaavat telomeraasin RNA-komponentin konsentraati-
oon, madrdan tai lokalisaatiomalliin, vastaavasti, ndyt-
teessd, joka osoittaa patologisen (esim. neoplastisen,
senesentin, immuunipuutos-, neurodegeneratiivisen, tuleh-
duksellisen jne.) tilan olemassaoloa tai altistumista sil-
le, ettd on kehittymidssd neoplastinen sairaus, kuten kar-
sinooma, sarkooma tai leukemia. Patognomoninen mddrid on
telomeraasin RNA-komponentin m&drd solussa tai solundyt-
teessad, joka on normaalien kliinisten arvojen ulkopuolella,
jotka arvioidaan tulevilla ja/tai takautuvilla tilastolli-
silla kliinisilld tutkimuksilla. Yleensd yksilolld, jolla
on neoplastinen sairaus (esim. karsinooma, sarkooma tai
leukemia), on telomeraasin RNA-komponentin mddrd solussa
tai kudosndytteessd sellainen, ettd se on normaalien, ei-
sairaalle ihmiselle tunnusomaisten arvojen ulkopuolella;
tyypillisesti patognomoninen konsentraatio on ainakin noin
vyhden standardipoikkeaman keskimddrdisen normaaliarvon

ulkopuolella, tavallisemmin se on ainakin noin kaksi stan-



10

15

20

25

30

-

P
-
L ]
.e

*

..
w
tn

on v-o:

- ®

- * o *

- o o *
L) .

22

dardipoikkeamaa tai enemmdn keskimddrdisen normaaliarvon

yldpuolella. Olennaisesti kuitenkin kaikki kliiniset diag-
noositestit tuottavat jonkun prosentin vaadrid positiivisia
ja vddria negatiivisia tuloksia. Diagnostisen kokeen herk-
kyyden ja selektiivisyyden téytyy olla riittdva tdyttadmédn
diagnoosin tarkoitus ja mitkd tahansa asiaankuuluvat s&dto-
vaatimukset. Yleensd keksinnén diagnoosimenetelmid kdyte-
tddn identifioimaan yksilditd mahdollisesti sairaiksi, ja
ne antavat lisdparametrin sairauden eri diagnooseissa, jot-

ka ovat pdtevdn terveysalan ammattilaisten tekemid.

Tdssd kdytettynd termi "“sairausalleeli" viittaa geenin
alleeliin, joka pystyy tuottamaan tunnistettavan sairauden.
Sairausalleeli voi olla vallitseva tai vaistyva ja se voi
tuottaa sairauden suoraan tai kun se on mukana spesifisen
geneettisen taustan tai aikaisemmin olemassa olleen patolo-
gisen tilan yhteydessd. Sairausalleeli voi olla ldsnd gee-

niyhdistelmdissd tai se voi syntyd de novo yksil8ssd somaat-
tisen mutaation vaikutuksesta.

Termid "antineoplastinen aine" kdytetd@dn tdssd viittaamaan
aineisiin, joilla on funktionaalinen ominaisuus inhiboida
neoplasman kehittymistd tai edistymistd ihmisessd, usein

inhiboidaan my8s metastaasia tai metastaattista potentiaa-
lia.

Tdssd kdytettynd termi “toimivasti sitoutunut" viittaa po-
lynukleotidielementtien sidokseen funktionaalisessa suh-
teessa. Nukleiinihappo on "toimivasti sitoutunut", kun se
on sijoittunut funktionaaliseen suhteeseen toisen nukle-
iinihapposekvenssin kanssa. Esimerkiksi promoottori tai
aktivaattori on toimivasti sitoutunut koodaavaan sekvens-
siin, jos se vaikuttaa koodaavan sekvenssin transkriptioon.
Toimivasti sitoutunut tarkoittaa sitd, ettd sitoutuvat DNA-
sekvenssit ovat tyypillisesti vierekkdisid ja sielld, missi
on tarpeen yhdistda kaksi proteiinien koodaavaa aluetta,
vierekkdisia ja lukukehyksessd. Koska aktivaattorit kuiten-

kin yleensd toimivat ollessaan useiden kiloemisten erotta-
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mia promoottorista, ja intronisekvenssit voivat olla eri
pituisia, jotkut polynukleotidielementit voivat olla toimi-
vasti sitoutuneita, mutta eivdt vierekkdisid. Rakennegeeni
(s.o. HSV tk-geeni), joka on kayttdkelpoisesti sitoutunut
polynukleotidisekvenssiin, joka vastaa endogeenisen geenin
transkription sddtelysekvenssid, ilmentyy yleensd olennai-
sesti samassa temporaalisessa ja solutyypille spesifisessi
mallissa kuin luonnossa esiintyva geeni.

Tdssa kdytettynd termi "transkriptionaalinen yksikkd*" tai
"transkriptionaalinen kompleksi" viittaa polynukleotidisek-
venssiin, joka sisdltdd rakennegeenin (eksonit), cis-toimi-
van sitoutuneen promoottorin ja muita cis-toimivia sekvens-
sejd, jotka ovat tarpeen rakennesekvenssien tehokkaalle
transkriptiolle, etdisyyttd sdatelevid elementteja, jotka
ovat tarpeen rakennesekvenssien sopivalle kudosspesifiselle
ja kehitykselliselle transkriptiolle, ja lisd-cis-sekvens-
sejd, jotka ovat tdrkeitd tehokkaalle transkriptiolle ja

translaatiolle (esim. polyadenyloitumiskohta, mRNA:n sta-
biilisuutta kontrolloivat sekvenssit).

Termid “transkription modulointi" kdytetddn tdssd viittaa-
maan cis-asemaan sitoutuneen rakennesekvenssin joko lisdys-
transkription tai inhibointitranskription kapasiteettiin;
tdmd lisdys tai inhiboituminen voi olla mahdollinen spesi-
fisen tapahtuman ilmaantuessa, kuten induktorilla tapahtuva

stimulaatio ja/tai voi ilmetd vain tietyissd solutyypeissa.

Tdssd kdytettynd termi "transkription sddtelyalue" viittaa
DNA-sekvenssiin, joka sisdltdd funktionaalisen promoottorin
ja mitd tahansa mukaan liittyneitd@ transkriptioelementteja
(esim. aktivaattori, CCAAT-laatikko, TATA-laatikko, SP1l-
kohta jne.), jotka ovat vdlttamdttdmid polynukleotidisek-

venssin transkriptiolle, joka on kdyttokelpoisesti sitoutu-
nut transkription sdidtelyalueeseen.

Termi "nolla-alleeli" tdssd kdytettynd tarkoittaa, ettd

geenilokus k&sittdd ainakin yhden mutaation tai rakenteel-
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lisen muutoksen, niin ettd nolla-alleeli on olennaisesti
kykenemdtdn ohjaamaan funktionaalisen geenituotteen teho-
kasta ilmentymistd. "Knockout-solu" on solu, jossa on aina-
kin yksi endogeenisen geenin nolla-alleeli, tyypillisesti
se on homotsygoottinen nolla-alleelille. Ndin ollen esimer-
kiksi knockout-solu voi olla homotsygoottinen nolla-allee-
leille telomeraasin RNA-komponentin lokuksessa, niin etta
knockout-solu on olennaisesti kykenemdtdn ilmentamddn funk-
tionaalista telomeraasin RNA-komponenttia.

Lvhyvt kuvaus piirroksista

Kuva 1. Tutkittiin telomeraasiaktiivisuutta soluista, jotka
ilmentdvat templaatti-mutatoituneita TRC3 DEAE-sefaroosi-
fraktioituja uutteita mutanttia TRC3 ilmentdvistd stabii-
leista transformanteista kdyttden tavanomaisia kokeita
erilaisissa reaktio-olosuhteissa. Uutteita soluista, jotka
ilmentdvat MuC+17 TCR3:a (vyohykkeet 1, 4, 7, 10, 13, 16,
leimattu C*:114), MuC TRC-3:a (vyShykkeet 2, 5, 8, 11, 14,
17, leimattu C:118) tai MuA TRC3:a (vyShykkeet 3, 6, 9, 12,
15, 18, leimattu A:lla), tutkittiin normaaleissa reaktio-
olosuhteissa (vyShykkeet 1-6), normaali-olosuhteet plus 0,5
mM ddCTP (vydhykkeet 7-9), normaali-olosuhteet miinus dTTP
plus 0,5 mM ddTTP (vydhykkeet 10-12), tai normaali-olosuh-
teet miinus dATP plus 0,5 mM ddATP (vyShykkeet 13-18). Koe-
reaktiot vydhykkeissa 1-9 sisdlsivat 8 puM kokonais dGTP:t4§,
josta 1 puM oli **P-dGTP:td (800 Ci/mmol). Mutanttitelome-
raasin havaitsemisen helpottamiseksi koereaktiot vy&hyk-
keissd 10-18 sisdlsivdt 8 pM kokonais dGTP:td, josta 2 uM
oli *P-dGTP:td (800 Ci/mmol). Uutteet kdsiteltiin DNaset-
tomalla RNasella (25 pg/ml 10 min. 30°C:ssa) ennen telome-
raasikokeita (vydhykkeet 1-3, 16-18). ReunavyShykkeet si-

sdltdvat DNA-markkereita, joiden nukleotidikoot (nt) on
esitetty.

Kuva 2. Telomeraasin RNA-komponentin (hTR) ja GAPDH RNA:n
vakiotaso madritettiin kdyttden kvantitatiivista RT-PCR:&&.

Kontrollikokeet osoittavat, ettd kaikki PCR-mddrit olivat
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lineaarisella alueella jopa 25 syklid. RT-PCR analysoitiin
viidelle normaalille telomeerinegatiiviselle solulinjalle
(1-5) ja viidelle tuumorin telomeraasipositiivisille solu-
linjoille (6-10): 1) primdarinen sikidén keuhko; 2) primda-
rinen sikidn kdden iho; 3) aikuisen primddri prostata; 4)
primddriset sinoviaaliset fibroblastit; 5) esinahan fibro-
blastit; 6) melanooma LOX; 7) leukemia U251; 8) NCIH23
keuhkokarsinooma; 9) paksusuolen tuumori SW620; 10) rinta-
tuumori MCF7. PCR-tuotteet leimattiin 32P:11&, liuotettiin
6% PAGE:en, ja kvantifioitiin kdyttden PhospohrImageria.

Suhteellinen transkriptio ilmaistaan mielivaltaisissa yksi-
koissa.

Kuva 3. TRF:n keskimadrdinen pituus telomeraasin RNA-kom-
ponentin antisense- ja vektorin kontrollisoluissa. HeTe7-
solut, jotka stabiilisti ilmentavat 10-3-hTR antisense- tai
vektorikontrollia, valikoitiin hygromysiini- ja puromysii-
nikasvualustaan ja korjattiin 23 PDL:ssd transfektion jal-
keen. Tuman DNA puhdistettiin, leikattiin HinfI:11ld ja
Rsal:114, ja ajettiin 0,5% agaroosigeelissd. DNA tutkittiin
geelissd (TTAGGG),;-oligonukleotidilla telomeerin terminaa-
listen restriktiofragmenttien (TRF) leimaamiseksi. Geeli
skannattiin Molecular Dynamic’s PhosphorImager-laitteella
ja keskimddrdinen TRF md&dritettiin kuvatulla tavalla (All-
sopp et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 89: 10114).

Katkoviivat osoittavat keskimddrdisen keski-TRF:n antisen-
se- ja kontrolliryhmille.

Kuva 4. Kaaviollinen esitys PCR-menetelmdstd in situ.

Edullisten toteutusmuotojen kuvaus

Tdamd keksintd tarjoaa kdyttdon menetelmdt, reagenssit, ge-
neettisesti modifioidut eldimet ja solut, sekd farmaseut-

tiset koostumukset, joilla on yhteys ihmisen telomeraasin
ribonukleoproteiiniin.
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Tdssd jdljessd kdytetyt nimet ja laboratoriotoimenpiteet
soluvilyssd, molekyyligenetiikka ja nukleiinihappokemia ja
hybridisaatio, joita kuvataan jaljessd, voivat olla hyvin
tunnettuja ja alalla tavallisesti kdytettyjd menetelmia.
Standardimenetelmid kdytetddn yhdistelmdnukleiinihappo-
menetelmiin, polynukleotidisynteesiin ja mikrobiviljelyyn
ja transformaatioon (esim. elektroporaatio, lipofektio).
Tekniikat ja menetelmdt toteutetaan yleensd alalla ta-
vanomaisten menetelmien ja erilaisten yleisten viitejul-
kaisujen mukaan (katso yleisesti Sambrook et al. Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed. (1989) Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., joka on

liitetty t&hdn yhteyteen viitteeksi), joita annetaan kautta
koko té@mén asiakirjan.

Oligonukleotidit voidaan syntetisoida Applied Bio Systems-

oligonukleotidisyntesoijalla valmistajan antamien ohjeiden
mukaan.

Menetelmid PCR:n vahvistamiseksi on kuvattu alalla (PCR
Technology: Principles and Applications for DNA Amplifica-

tion toim. HA Erlich, Freeman Press, New York, NY (1992);
PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, toim.
Innis, Gelfland, Snisky and White, Academic Press, San
Diego, CA (1990); Mattila et al. (1991) Nucleic Acids Res.
19: 4967; Eckert, K.A. and Kunkel, T.A. (1991) PCR Methods
and Applications 1: 17; PCR toim. McPherson, Quirkes and
Taylor, IRL Press, Oxford; ja US-patentti 4,683,202, jotka
kaikki on liitetty tdhdn yhteyteen viitteiksi).

Tiivistelmd keksinndsti

Keksintd ilmenee osaksi ihmisen telomeraasin RNA-~komponen-
tin ja tamdn RNA-komponentin geenin kloonauksesta ja ero-
tuksesta, sekd niihin liittyvistd transkription sddtelyele-
menteistd. Ihmisen telomeraasin RNA-komponentin nukleoti-
disekvenssi on esitetty alla. Kdytdnnsllisyyden vuoksi

sekvenssi on esitetty kdyttden standardilyhenteitd ribonuk-
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leotideille (A on riboadeniini, G on riboguaniini, C on
ribosytidiini ja U on uridiini). Alan ammattimiehet tunnis-
tavat, ettd alla esitetty sekvenssi esittdd mySs cDNA:n
sekvenssin, jossa ribonukleotidit on korvattu deoksiri-

bonukleotideilla (ja uridiini on korvattu tymidiinilld).

< [ < L3 4

50
GGGUUGCGGAGGGAGGGUGGGCCUGGGAGGGGUGGUGGCCAUUUUUUGUC

100
UAACCCUAACUGAGAAGGGCGUAGGCGCCGUGCUUUUGCUCCCCGCGCGC

150
UGUUUUUCUCGCUGACUUUCAGCGGGCGGAAAAGCCUCGGCCUGCCGCCU

200
UCCACCGUUCAUUCUAGAGCAAACAARAAAUGUCAGCUGCUGGCCCGUUC

250
GCCCCUCCCGGGACCUGCGGCGGGUCGCUGCCCAGCCCCCGAACCCCGLC

300
UGGAGGCCGCGGUCGGCCGGGGCUUCUCCGGAGGCACCCACUGCCACCGC

: 350
GAAGAGUUGGGCUCUGUCAGCCGCGGGUCUCUCGGGGGCGAGGGCGAGGU

400
UCACCGUUUCAGGCCGCAGGAAGAGGAACGGAGCGAGUCCCGCGCGCGGC

450
GCGAUUCCCUGAGCUAUGGGACGUGCACCCAGGACUCGGCUCACACAUGC

500
AGUUCGCUUUCCUGUUGGUGGGGGGAACGCCGAUCGUGCGCAUCCGUCAC

< < 3

¢ ‘ 550
CCCUCGCCGGCAGUGGGGGCUUGUGAACCCCCAAACCUGACUGACUGGGC
¢ 559
CAGUGUGCU

Ylldoleva sekvenssi on esitetty 5‘-3‘-suunnassa ja on nume-
roitu viittauksia varten. RNA-komponentin templaattisek-
venssin uskotaan olevan sijoittunut alueelle, jonka midrit-
tdvat nukleotidit 50-60 (5‘-CUAACCCUAAC-3’), joka on komp-
lementaarinen telomeerin sekvenssille, joka koostuu noin

yhdestd ja kahdesta kolmasosasta telomeerin toistuva yksi-
koéita.

Taméd sekvenssi johdettiin cDNA-klooneista ja RNA-komponen-
tin genomin kloonista. Kun RNA-komponentti on ensin trans-
kriboitu vastaavasta geenistd, ainakin jotkut syntyneisti
RNA-transkripteistd ovat paljon pitempid kuin ylld esitetty
"560 nukleotidin sekvenssi ja voi itse asiassa sisdltii
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enemmdn kuin 1000 nukleotidia. Tdysin funktionaalinen telo-
meraasimolekyyli voi kuitenkin olla muodostunut transkrip-
teistd, jotka koostuvat ylld esitetystd 7560 nukleotidisek-
venssistd. RNA-komponentin 3’-pdan luonnon telomeraasissa
uskotaan olevan alueessa, jonka mddarittdvat nukleotidit
514-559 ylldolevassa sekvenssissd; erds analyysi osoittaa,
ettd 3’'-pdd voi olla U-jdannds nukleotidissa 538. Yhdistel-
md@-RNA-komponenttimolekyyleja, jotka sisdltdvat vidhemmén
kuin ylld esitetyn sekvenssin nukleotidit 1-559, voidaan

mySs kdyttad aktiivisen telomeraasin valmistamiseksi.

Genomin klooni identifioitiin ja eristettiin ihmisen DNA:n
genomikirjastosta insertoituna lambdavektoriin FIXII. Geno-
miklooni, joka sisdltdad RNA-komponentin geenisekvenssit,
sisdlsi 715 ke:n insertin ja nimettiin klooniksi 28-1.
Geeni on lokalisoitunut kromosomin 3 g-haaran ulompaan
pddhdn. Sekvenssin informaatio, joka on saatu SaulIIAl-
restriktioentsyymin tunnistuskohdasta “15 ke:n insertin
toisesta pddstd sisdisen HindIII-restriktioentsyymin tun-
nistuskohtaan, joka kdsittdd koko kypsdn RNA-komponentisek-
venssin sekd RNA-komponentin geenin transkription sdately-
elementit lambda-kloonista 28-1, on esitetty jdljessd kdyt-

tden deoksiribonukleotidien standardilyhennyksid ja kuvattu
5’-3’-suunnassa.

< < < 4 'Y

50
GATCAGTTAGAAAGTTACTAGTCCACATATAAAGTGCCAAGTCTTGTACT

100
CAAGATTATAAGCAATAGGAATTTAAAAAAAGAAATTATGAAARACTGACA

150
AGATTTAGTGCCTACTTAGATATGAAGGGGAAAGAAGGGTTTGAGATAAT

200
GTGGGATGCTAAGAGAATGGTGGTAGTGTTGACATATAACTCAAAGCATT
[ € L 4 ¢

250
TAGCATCTACTCTATGTAAGGTACTGTGCTAAGTGCAATAGTGCTAAAAA

300
CAGGAGTCAGATTCTGTCCGTAAAAAACTTTACAACCTGGCAGATGCTAT

350
GAAAGAAAAAGGGGATGGGAGAGAGAGAAGGAGGGAGAGAGATGGAGAGG

400
GAGATATTTTACTTTTCTTTCAGATCGAGGACCGACAGCGACAACTCCAC
4 < < < ‘

450
GGAGTTTATCTAACTGAATACGAGTAARACTTTTAAGATCATCCTGTCAT

500
TTATATGTAARACTGCACTATACTGGCCATTATAAAAATTCGCGGCCGGG

550
TGCGGTGGCTCATACCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAAGCGGGT
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< < ‘ < 4

600
GGATCACTTGAGCCCTGGCGTTCGAGACCAGCCTGGGCAACATGGTGARA

650
CCCCCGTCTCTACTARARACACAAARACTAGCTGGGCGTGGTGGCAGGCG

700
CCTGTAATCCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGACACGAGAATCGCTTGAACC

750
CGGGAGCAGAGGTTGCAGTGAGCCGAGATCACGCCACTAGACTCCATCCA

800
GCCTGGGCGAAAGAGCAAGACTCCGTCTCAARAARRRAAAATCGTTACAAT

850
TTATGGTGGATTACTCCCCTCTTTTTACCTCATCAAGACACAGCACTACT
4 € L3 < 4

900
TTAAAGCAAAGTCAATGATTGAAACGCCTTTCTTTCCTAATAAAAGGGAG

950
ATTCAGTCCTTAAGATTAATAATGTAGTAGTTACACTTGATTAAAGCCAT

1000
CCTCTGCTCAAGGAGAGGCTGGAGAAGGCATTCTAAGGAGAAGGGGGCAG

1050
GGTAGGAACTCGGACGCATCCCACTGAGCCGAGACAAGATTCTGCTGTAG

1100
TCAGTGCTGCCTGGGAATCTATTTTCACAAAGTTCTCCAAAAAATGTGAT

: 1150
GATCAAAACTAGGAATTAGTGTTCTGTGTCTTAGGCCCTAAAATCTTCCT

1200
GTGAATTCCATTTTTAAGGTAGTCGAGGTGAACCGCGTCTGGTCTGCAGA

1250
GGATAGARAAAAGGCCCTCTGATACCTCAAGTTAGTTTCACCTTTAAAGA

. 1300
AGGTCGGAAGTAAAGACGCAAAGCCTTTCCCGGACGTGCGGAAGGGCAAC

1350
GTCCTTCCTCATGGCCGGAAATGGAACTTTAATTTCCCGTTCCCCCCAAC

1400
CAGCCCGCCCGAGAGAGTGACTCTCACGAGAGCCGCGAGAGTCAGCTTGG
[ L 4 4 (3

1450

CCAATCCGTGCGGTCGGCGGCCGCTCCCTTTATAAGCCGACTCGCCCGGL

1500
AGCGCACCGGGTTGCGGAGGGAGGGTGGGCCTGGGAGGGGTGGTGGCCAT

1550
TTTTTGTCTAACCCTAACTGAGAAGGGCGTAGGCGCCGTGCTTTTGCTCC

1600
CCGCGCGCTGTTTTTCTCGCTGACTTTCAGCGGGCGGARAARAGCCTCGGCC

1650
TGCCGCCTTCCACCGTTCATTCTAGAGCAAACARAAAATGTCAGCTGCTG

1700
GCCCGTTCGCCCCTCCCGGGACCTGCGGCGGGTCGCTGCCCAGCCCCCGA

1750
ACCCCGCCTGGAGGCCGCGGTCGGCCGGGGCTTCTCCGGAGGCACCCACT
L] < 'Y < <

1800
GCCACCGCGAAGAGTTGGGCTCTGTCAGCCGCGGGTCTCTCGGGGGCGAG

18590
GGCGAGGTTCACCGTTTCAGGCCGCAGGAAGAGGAACGGAGCGAGTCCCG

1900
CGCGCGGCGCGATTCCCTGAGCTATGGGACGTGCACCCAGGACTCGGCTC
< < € (3 <

1950
ACACATGCAGTTCGCTTTCCTGTTGGTGGGGGGAACGCCGATCGTGCGCA

2000
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TCCGTCACCCCTCGCCGGCAGTGGGGGCTTGTGAACCCCCARACCTGACT

2050
GACTGGGCCAGTGTGCTGCAAATTGGCAGGAGACGTGAAGGCACCTCCAA

2100
AGTCGGCCAAAATGAATGGGCAGTGAGCCGGGGTTGCCTGGAGCCGTTCC

2150
TGCGTGGGTTCTCCCGTCTTCCGCTTTTTGTTGCCTTTTATGGTTGTATT

2200
ACAACTTAGTTCCTGCTCTGCAGATTTTGTTGAGGTTTTTGCTTCTCCCA

2250
AGGTAGATCTCGACCAGTCCCTCAACGGGGTGTGGGGAGAACAGTCATTT

2300
TTTTTTGAGAGATCATTTAACATTTAATGAATATTTAATTAGAAGATCTA

2350
AATGAACATTGGAAATTGTGTTCCTTTAATGGTCATCGGTTTATGCCAGA

2400
GGTTAGAAGTTTCTTTTTTGARAAATTAGACCTTGGCGATGACCTTGAGC

) 2425
AGTAGGATATAACCCCCACAAGCTT

RNA-komponenttisekvenssi alkaa emdksestd 1459. Joukko tran-
skription sd&dtelyelementtejd on identifioitu sekvenssissi.
A/T Box yleinen sekvenssi 18ytyy nukleotideista 1431-1436;
PSE yleiset sekvenssit 1&ytyvat nukleotideista 1406-1414
sekd nukleotideista 1508-1526; CAAT Box yleinen sekvenssi
16ytyy nukleotideista 1399-1406; SP1l yleinen sekenvssi
18ytyy nukleotideista 1354-1359; ja B/y-interferonin vaste-
elementin yleinen sekvenssi 16ytyy nukleotideista 1234-
1245. Thmisen telomeraasin RNA-komponentin vakiotila-
transkriptio ihmisen soluissa, kuten HT1080:ss3d (telomeraa-
sin ilmentyminen) on olennaisesti muuttumaton, kun sekvens-
sit nukleotidista 1159 yl&spdin deletoidaan vektoreissa,
jotka transfektoidaan stabiilisti soluihin.

DNA oravasaimirista, jonka uskotaan olevan geneettisesti
erilaistunein ei-ihmisenkaltainen k#dellinen verrattuna
ihmiseen, sis&ltd3d telomeraasin RNA-komponenttigeenin,
jonka kopiomddrdd voidaan lis&td PCR-alukkeilla, jotka
sisdltavat sekvenssit, jotka vastaavat esitettyd ihmisen
telomeraasin RNA-komponentin polynukleotidisekvenssii tai
ovat komplementaarisia sen kanssa. Muilla ei-ihmisenkaltai-
silla k&dellisilld uskotaan olevan telomeraasin RNA-kom-

ponenttigeenejd, joiden kopiom#8rd on myds lisidttdvissi
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PCR-alukkeilla, jotka on saatu ihmisen telomeraasin RNA-

komponenttigeenin sekvenssista.

Telomeraasin RNA-komponentin polynukleotidit

Sekvenssien esittdminen nisdkkddn telomeraasin RNA-kom-
ponentille ja sen geenille, kuten edelld ihmisen telomeraa-
sille ja kuvassa 5 oravasaimirin telomeraasille tekee mah-
doliseksi konstruoida eristetyt polynukleotidit, jotka
sisdltavat ainakin 15 vierekkdisen nukleotidin, tyypilli-
sesti ainakin 20-25 vierekkdisen polynukleotidin sekvens-
sin, jotka ovat olennaisesti identtisid@ nisdkk&aidn telome-
raasin RNA-komponentin sekvenssin tai nisdkkddn RNA-kom-
ponentin geenisekvenssin kanssa. Edelleen nisdkkdin telome-
raaisn RNA-komponentin (ja geenin) sekvenssit tekevdt mah-
dolliseksi konstruoida nukleiinihappohybridisaatiokoettimet
ja PCR-alukkeet, joita voidaan kdayttda havaitsemaan vierek-
kdisen telomeraasin RNA-komponentin ja/tai geenin RNA- ja
DNA-sekvenssit solussa, solundytteessd, kudosleikkeessad,

reaktioastiassa, hybridisaatiomembraanissa tai vastaavassa.

Nisdkkddn telomeraasin RNA-komponentin sekvensseja sisdlta-
vat polynukleotidit voivat sisdltdd sekvensseja, jotka aut-
tavat transkriptiota (ilmentymissekvenssej&d), RNA:n stabi-
lointisekvensseja ja vastaavia. Yleiset periaatteet t&dl-
laisten polynukleotidien konstruoimiseksi ottaen huomioon
tdlla hetkelld julkaistu keksinndn sekvenssi-informaatio ja
opastus ja ohjeet ovat alalla hyvin tunnettuja ja kuvattu
edelleen julkaisussa Maniatis et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2nd Ed. (1989), Cold Spring Harbor, N.Y.
Namd polynukleotidit voivat esimerkiksi, mutta ei niihin
rajoittuen, sisdltdd promoottorin ja valinnaisesti akti-
vaattorin kaytettdvdksi eukaryoottisissa ilmentymisisén-
nissd, ja valinnaisesti sekvenssejd, jotka ovat tarpeelli-
sia vektorin replikoitumisessa. Tyypillinen eukaryocottinen
ilmentymiskasetti sis&ltdd polynukleotidisekvenssin, joka

transkriptiossa tuottaa nisdkkdidn telomeraasin RNA-kompo-

nentin transkriptin; tdlldinen polynukleotidisekvenssi on
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sitoutunut alaspdin (s.o. transkription suunnassa 5’ - 3')
sopivasta promoottorista, kuten HSV tk-promoottorista tai
pgk- (fosfoglyseraattikinaasi) promoottorisﬁa, valinnaises-
ti sitoutuneena aktivaattoriin.

Lisdksi kun funktionaalisen telomeraasin RNA-komponentin
ilmentymistd ei haluta, t&mén keksinnén polynukleotidien ei
tarvitse transkriboida funktionaalisen telomeraasin RNA-
komponentin transkriptia. Témdn keksinndn polynukleotidit
voivat toimia hybridisaatiokoettimina ja/tai PCR-alukkeina
(amplimeereina) ja/tai LCR-oligomeereina telomeraasin RNA-

komponentin RNA- tai DNA-sekvenssien havaitsemiseksi.

Vaihtoehtoisesti voivat tadmdn keksinndn polynukleotidit
toimia hybridisaatiokoettimina tai alukkeina sukulaisgee-
nien RNA- tai DNA-sekvenssien havaitsemiseen, tai telome-
raasin RNA-komponentin geenin RNA- tai DNA-sekvenssien
havaitsemiseen sukulaislajissa, tyypillisesti nisdkdslajis-
sa. Tdllaista hybridisaatiota ja PCR-sovellutuksia varten
keksinndén polynukleotidien ei tarvitse transkriboida funk-
tionaalista telomeraasin RNA-komponenttia. N&in ollen kek-
sinndén polynukleotidit voivat sisdltdd olennaisia deleeti-
oita, additioita, nukleotidisubstituutioita ja/tai trans-
positioita, kunhan spesifinen hybridisaatio tai spesifinen
kopioiden lisda@minen nisdkkdén telomeraasin RNA-komponentin
sekvenssiin pysyy tallella.

Nisdkkddn telomeraasin RNA-komponentin ja vastaavien gee-
nisekvenssien genomin tai cDNA:n kloonit voidaan eristdi
kloonikirjastoista (saatavissa esim. Clontechiltd, Palo
Alto, CA) kdyttden hybridisaatiokoettimia, jotka on suunni-
teltu t&ssd esitettyjen nukleotidisekvenssien pohjalta ja
kdyttden tavanomaisia hybridisaatioseulontamenetelmid
(esim. Benton WD and Davis RW (1977) Science 196: 180;
Goodspeed et al. (1989) Gene 76: 1). Kun halutaan cDNA-
klooni, edullisia ovat sellaiset kloonikirjastot, jotka

sisdltavat cDNA:ta, joka on perdisin somaattisen solun

RNA:sta tai muusta telomeraasin RNA-komponenttia ilmentdvén
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solun RNA:sta. Vaihtoehtoisesti synteettiset polynukleoti-
disekvenssit, jotka vastaavat koko tdssd esitettyjd sek-
venssejd tai osaa niistd, voidaan konstruoida oligonukle-
otidien kemiallisella synteesilld. Lisdksi voidaan kayttda
polymeraasiketjureaktiota (PCR) kdyttden alukkeita ja pe-
rustuen tdssd esitettyihin sekvenssitietoihin DNA-fragment-
tien kopiomddrdn lisdamiseksi, jotka ovat perdisin genomin
DNA:sta, RNA-yhdistelmistd, tai cDNA-kloonikirjastoista.
US-patentit 4,683,195 ja 4,683,202 kuvaavat PCR-menetelmid.

N&illa polynukleotideilla on erilaisia kdyttdja, kuten te-
lomeraasin RNA-komponentin koettimina, templaatteina funk-
tionaalisen tai ei-funktionaalisen telomeraasin RNA-kom-
ponentin tuottamiseksi soluissa, kaupallisina diagnoosi-
reagensseina telomeraasin RNA-~komponentin havaitsemiskokeen
standardoimiseksi, geeniterapiapolynukleotideina eldimille
antamista varten; nditd polynukleotideja voidaan my6s kayt-
td83 ruoka-aineina, palavina energianldhteina, UV-sdteilya
absorboivina auringonsuoja-aineina, ja viskositeettia li-

sddvind liuvotusaineina, muiden kayttéjen ohella.

Tdssd kuvatut plasmidit, jotka konstruoitiin ihmisen telo-
meraasin RNA-komponentin ja RNA-komponentin geenin kloo-
nauksen aikana, ovat tamdn keksinndn tdrkeita seikkoja.
Nditd plasmideita voidaan kdyttdd tuottamaan ihmisen telo-
meraasin RNA-komponenttia sekd geenid sille olennaisesti
puhtaassa muodossa, joka on vield toinen tdrked seikka
tdssd keksinnGssd. Lisdksi alan ammattimiehet tietavat,
ettd useat muut plasmidit, sekd plasmidittomat nukleiiniha-
pot olennaisesti puhtaassa muodossa, jolloin ne sisdltavat
koko ihmisen telomeraasin RNA-komponentin nukleotidisek-
venssin tai ainakin kdyttokelpoisen osan siitd, ovat kdyt-
tdkelpoista td@mdn keksinntn tarjoamaa materiaalia.

Mitd tulee keksinndén nukleiinihappoihin ja niitd sisdlti-
viin valmisteisiin, alan ammattimiehet tietdvit, ettd kek-
sinndn nukleiinihapot sisdltdvdt sekd DNA- ettd RNA-mole-

kyylejd sekd niiden synteettisid, ei-luonnossa esiintyvia
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analogeja, ja deoksiribonukleotidien, ribonukleotidien
ja/tai jomman kumman analogien heteropolymeerejd. Keksinndn
nukleiinihapon tai nukleiinihappoanalogin erityinen koostu-
mus riippuu tarkoituksesta, johon sitd kdytetddn ja ympa-
ristd(i)std, johon materiaali sijoitetaan. Modifioidut tai
synteettiset, ei-luonnossa esiintyvat nukleotidit on suun-
niteltu toimimaan erilaisissa tarkoituksissa ja pysymadn
stabiileina erilaisissa ymparistdissd, kuten niissd, joissa
on ldsnd nukleaaseja, kuten alalla hyvin tiedetddn. Modifi-
oidut tai synteettiset, ei-luonnossa esiintyvdt nukleotidit
verrattuna luonnossa esiintyviin ribo- tai deoksiribonukle-
otideihin voivat erota nukleotidin hiilihydraatin (soke-
rin), fosfaattisidoksen tai emdsosien suhteen, tai voivat
jopa sisdltdd ei-nukleotidiemdksen (tai ei lainkaan emdstd)
joissakin tapauksissa. Katso esim. Arnold et al., PCT-pa-
tenttijulkaisu nro WO 89/02439, nimeltddn “Non-nucleotide
Linking Reagents for Nucleotide Probes", joka on liitetty
tdhdn yhteyteen viitteeksi. Koska keksinndn nukleiinihapot
voivat sisdltad paljon erilaisia nukleotideja, voivat né&ma
nukleiinihapot my6s toimia monissa erilaisissa kayttdkel-
poisissa toiminnoissa.

Samankaltaisten geenien erotus

Kuten edellisessa kuvauksessa on osoitettu, ihmisen telo-
meraasin RNA-komponentin sekvenssid sisdltédvien puhdistet-
tujen nukleiinihappojen kadyttaminen antaa arvokkaita diag-
nostisia ja terapeuttisia menetelmid ja reagensseja seka
muita tdrkeitd etuja. Erds tdrkea té&mdn keksinndn etu on
se, ettad keksinndn menetelmid ja reagensseja voi kdyttaa
telomeraasin RNA-komponentin ja RNA-komponentille tarkoi-
tettujen geenien erottamiseen mistd tahansa nisdkdslajista,
jonka RNA-komponentti on olennaisesti homologinen té&mén
keksinndén ihmisen RNA-komponentin kanssa. Fraasi "olennai-
sesti homologinen" viittaa homologian asteeseen, joka tar-
vitaan ihmisen RNA-komponentin oligonukleotidin tai nukle-
iinihapposekvenssin spesifiseen hybridisaatioon toisen

nisdkdslajin RNA-komponentin sekvenssin nukleiinihapposek-
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venssiin. Kun t&dlldinen olennainen homologia on annettu,
alan ammattimiehet voivat kdayttdd keksinnén nukleiinihappo-
ja ja oligonukleotidialukkeita ja koettimia identifioimaan

ja eristamé@dn olennaisesti homologisia sekvensseji.

Voidaan tutkia esimerkiksi genomin tai cDNA:n kirjastoa
homologisten sekvenssien havaitsemiseksi. Voidaan my&s
kayttda alukkeita, jotka vastaavat RNA-komponentin sekvens-
sin ja PCR:11d8 tapahtuvan kopiomddrdn lisddntymisen alueita
vdhén tai kohtuullisen tiukissa olosuhteissa spesifisen
homologisen nukleiinihapposekvenssin kopiomadrdan lisdami-
seksi RNA- tai DNA-valmisteista nisdkaslajista. Kayttdmdlla
nditd ja muita samanlaisia menetelmid alan ammattimiehet
voivat helposti eristdd ei vain erilaisia RNA-komponentin
nukleiinihappoja ihmisen soluista, vaan my&s homologisia
RNA-komponentin nukleiinihappoja muista nisdkdssoluista,
kuten kadellisten soluista, eldinladketieteellisesti mie-
lenkiintoisten nis&dkkdiden, s.o. karjan, lampaiden, hevo-
sen, koirien ja kissojen soluista, ja jyrsijdiden, s.o.
rottien, hiirien ja hamstereiden soluista. Nditd nukle-
iinihappoja voidaan vuorostaan kdyttdd transgeenisten
eldinten valmistamiseen, jotka ovat erittdin arvokkaita
telomeraasitoimintaa sddtelevien lddkkeiden seulontaan ja
tutkimiseen. Kiyttdmdlld esimerkiksi keksinnén plasmidia
voidaan "nukuttaa" RNA-komponenttigeeni tai korvata luon-
nollinen RNA-komponenttigeeni indusoitavalla yhdistelm&-

geenilld mus spretus alkiokantasolussa ja synnyttdd sitten
transgeeninen hiiri, joka on kdyttékelpoinen mallina tai
koejdrjestelmdnd tutkittaessa ikddn tai senesenssiin liit-
tyvia sairauksia. Esimerkki 9 j&dljessd kuvaa, kuinka t&l-
laista metodologiaa on kdytetty identifioimaan ja eristid-
mddn kddellisten RNA-komponenttisekvensseji.

Muita ihmisen ja apinan telomeraasin RNA-komponenttien
nisdkdshomologeja ja/tai niiden kaltaisia geenejd voidaan
identifioida ja eristdd seulomalla sopivaa ei-ihmisenkal-
taisen nisdkkddn genomin tai cDNA-kloonin kirjastoa, kuten

sellaista, joka on saatu hiirestd, rotasta, kanista, mar-



10

15

20

.

aw
¢ woow
+ eo8
.
N
wm

>
L

L
se o8ns oo

-
-

400
.

0

een

*
L
-
-

oy shes
.

e
.
.
w
o

36

susta, hamsterista, koirasta, naudasta, lampaista, susista
porsaista tai muusta genomi- tai cDNA-kirjastosta sopivassa
vektorissa, kuten hiivan keinotekoiset kromosomit, kosmi-
dit, tai bakteriofaagi A (esim. A Charon 35), polynukleoti-
dikoettimen kanssa, joka sisdltdd sekvenssin, jossa on ai-
nakin 20 vierekkdistd@ nukleotidia (tai niiden komplement-
tia) ihmisen tai apinan telomeraasin RNA-komponentin tai
geenin polynukleotidisekvenssistd. Tyypillisesti hybridi-
sointi- ja pesuolosuhteet toteutetaan erittdin tiukasti ta-
vanomaisten hybridisaatiomenetelmien mukaan. Positiiviset
kloonit erotetaan ja sekvensoidaan. Asian valaisemiseksi
mutta ei rajoittamiseksi voidaan tdysipituinen polynukle-
otidi, joka vastaa ihmisen telomeraasin RNA-komponentin
nukleotidisekvenssid 559, leimata ja k&yttdd hybridisaa-
tiokoettimena genomin kloonien eristd@miseksi ei-ihmisenkal-
taisesta genomikloonikirjastosta AEMBL4 tai AGEM1l (Promega
Corporation, Madison, Wisconsin); tyypilliset hybridisoin-
tiolosuhteet plakkinousujen seulomiseksi (Benton and Davis
(1978) Science 196: 180; Dunn et al. (1989) J. Biol. Chem.
264: 13057) voivat olla: 50% formamidia, 5 x SSC tai SSPE,
1-5 x Denhardtin liuos, 0,1-1% SDS, 100-200 pg leikattua
heterologista DNA:ta tai tRNA:ta, 0-10% dekstraanisulfaat-

tia, 1 x 10° - 1 x 10’ cpm/ml denaturoitua koetinta, jonka

spesifinen aktiivisuus on noin 1 x 10° cpm/ug, ja inkuboin-
ti 42°C-37°C:ssa noin 6-36 tuntia. Esihybridisointiolosuh-
teet ovat olennaisesti identtiset, paitsi ettd koetin ei
ole mukana ja inkubointiaika on tyypillisesti pienempi. Pe-
suolosuhteet ovat tyypillisesti 1-3 x SSC, 0,1-1% SDS, 45-
70°C ja pesuliuos vaihdetaan noin 5-30 minuutin kuluttua.
Ei-ihmisenkaltaisen telomeraasin RNA-komponentin polynukle-
otidien eristdmiseksi ihmisen telomeraasin RNA-komponentin
polynukleotidikoettimen kanssa on usein edullista hybri-
disoida vdhemmdn tiukoissa olosuhteissa, kuten noin
39°C:ssa ja pestd perdkkdin seuraavissa vaihelampétiloissaz:
huoneenlamps, 37°C, 39°C, 42°C, 45°C, 50°c, 55°C, 60°C,
65°C ja 70°C, pysdhtyen jokaisen vaiheen jialkeen ja seura-
ten taustakoettimen signaalia (ja valinnaisesti havaitse-

malla signaali autoradiogrammilla ja/tai fosforikuvannalla,
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jos kaytetddn radioleimattua koetinta) ja paattaad pesuvai-
heet, kun sopiva signaali/kohina-suhde saavutetaan, joka on
nmddritetty empiirisesti.

Polynukleotidit, jotka sisdltédvat sekvensseji, joissa on
suunnilleen ainakin 30-50 nukleotidia, edullisesti ainakin
100 nukleotidia, jotka vastaavat niitd nukleotidisekvensse-
ja tai ovat niiden kanssa komplementaarisia, jotka tdssd on
esitetty ihmisen ja apinan telomeraasin RNA-komponentin
sekvensseille, voivat toimia PCR-alukkeina ja/tai hybridi-
saatiokoettimina identifioitaessa ja eristettdessd itio-
linjan geeneja, jotka vastaavat esitetyjd geenin ja RNA-
komponentin sekvensseja. Nama itidlinjan geenit voidaan
eristdd erilaisilla alalla tavanomaisilla menetelmillsi,
kuten, mutta ei ndihin rajoittuen, genomikirjastojen hybri-
disaatioseulonta bakteriofaagissa A tai kosmidikirjastois-
sa, tai genomisekvenssien kopiomddrdn lisdys PCR:114 kdyt-
tden alukkeita, jotka on saatu tédssd esitetyistd sekvens-
seistd. Ihmisen genomikirjastot ovat kaupallisesti saatavia
tai ne voidaan konstruoida de novo ihmisen DNA:sta.

Alan ammattimiehelle on ilmeistd, ettd nukleotidisubsti-
tuutiot, deleetiot ja additiot voivat liittyd keksinndn po-
lynukleotideihin. Nukleotidisekvenssin vaihtelu voi johtua
erilaisten alleelien ja vastaavien sekvenssipolymorfismis-
ta. Ndiden nukleotidien substituutioiden, deleetioiden ja
additioiden ei kuitenkaan tulisi olennaisesti rikkoa poly-
nukleotidin kykyd hybridisoitua johonkin tdssd esitettyyn
tdysimittaiseen ihmisen tai apinan telomeraasin RNA-kompo-
nentin polynukleotidisekvenssiin hybridisaatio-olosuhteis-

sa, jotka ovat riittdvédn tiukat johtaakseen spesifiseen
hybridisaatioon.

Nisdkkddn telomeraasin RNA-komponentin polynukleotidit voi-
vat olla lyhyitd oligonukleotideja (esim. 20-100 emdstd),
kuten kdytettdessd hybridisaatiokoettimina ja PCR- (tai
LCR-) alukkeina. Polynukleotidisekvensseissd voi myds olla

osa suuremmasta polynukleotidista (esim. kloonausvektoris-
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ta, joka sisdltdd telomeraasin RNA-komponentin kloonin) ja
se voi olla yhdistynyt polynukleotidisidoksella toiseen po-
lynukleotidisekvenssiin. Tyypillisesti telomeraasin RNA-
komponentin polynukleotidit sisdltdvat ainakin 25 perdk-
kdistd nukleotidia, jotka ovat olennaisesti identtisia
luonnossa esiintyvdn telomeraasin RNA-komponentin tai gee-
nisekvenssin kanssa, tavallisemmin telomeraasin RNA-kompo-
nentin polynukleotidi sisdltdad ainakin 50-100 perdkkdistd
nukleotidia, jotka ovat olennaisesti identtisi&@ luonnossa
esiintyvdn nisdkkddn telomeraasin RNA-komponentin sekvens-
sin kanssa. Alan ammattimiehet kylld tietdvat, ettd telome-
raasin RNA-komponentin polynukleotidin minimipituus, joka
vaaditaan spesifiseen hybridisoitumiseen telomeraasin RNA-
komponentin kohdesekvenssiin, riippuu useista tekijoisté&:
G/C-pitoisuudesta, epdsopivien emdsten sijainnista (jos
niitd on), sekvenssin yhtendisyyden asteesta verrattuna
kohdepolynukleotidien populaatioon, ja polynukleotidin
kemiallisesta luonteesta (esim. metyylifosfonaattirunko,
polyamidinukleiinihappo, fosforotiolaatti, jne.), muiden
muassa.

Haluttaessa PCR-amplimeerit olennaisesti tdysimittaisten
CDNA-kopioiden mddrén lisddmiseksi voidaan valita tutkijan
harkinnan mukaan. Samoin amplimeerit telomeraasin RNA-kom-
ponentin geenin (apina tai ihminen) kopiomddrdn lisddmisek-
si voidaan valita.

Kutakin ndistd sekvensseistd voidaan kdyttdi hybridisaa-
tiokoettimina tai PCR-amplimeereina havaitsemaan neoplasti-
sen sairauden ldsndolo, jolle sairaudelle on tunnusomaista
lisdéntynyt tai vdhentynyt telomeraasin RNA-komponentin
taso soluissa, tai kudostyypityksen suorittamiseksi (s.o.
kudosten identifioimiseksi, joille on tunnusomaista telome-
raasin RNA-komponentin ilmentyminen) ja vastaavaaan. Sek-
venssejd voidaan myS8s kdyttad havaitsemaan genomiset telo-
meraasin RNA-komponentin geenisekvenssit DNA-ndytteessi,
kuten oikeuslddketieteellisessd DNA-analyysissd (esim.

RFLP-analyysi, PCR-tuotteen pituuden (pituuksien) jakautu-
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ma, jne.) tai diagnosoimaan sairauksia, jolle on tunnus-
omaista telomeraasin RNA-komponentin geenin kopiomddran

lisddntyminen ja/tai uudelleenjarjestaytymiset.

Esimerkiksi, mutta ei rajoittaen voidaan seuraavaa oli-
gonukleotidialukkeiden paria kdyttdad lisdamddn telomeraasin
RNA-komponentin polynukleotidisekvenssien kopiomddraa
(esim. cDNA) tai hybridisaatiokoettimina (esim. biotinyloi-
tuina tai loppuleimattuina oligonukleotidikoettimina):

5'-AGCACACTGGCCCAGTCAGTCAGGTTTG-3' Ja
5! -GGGTTGCGGAGGGAGGGTGGGCCTGGGA-3 " .

Muut sopivat PCR-alukkeet, LCR-alukkeet, hybridisaatio-
koettimet ja alukkeet ja vastaavat ovat ilmeisid alan am-
mattimiehille mitd tulee tédssd esitettyihin telomeraasin
RNA-komponentin sekvensseihin ja niihin, jotka voidaan
saada niiden avulla. Ihmisen telomeraasin RNA-komponentin
polynukleotidit ja niiden komplementit voivat toimia hybri-
disaatiokoettimina tai alukkeina havaittaessa nisdkkddn te-
lomeraasin RNA-komponentin RNA- tai DNA-sekvenssejad. T&dl-
laiseen hybridisoitumiseen ja PCR-sovellutuksiin voi sisdl-
tyd olennaisia deleetioita, additioita, nukleotidisubsti-
tuutioita ja/tai transpositioita, kunhan ihmisen telome-
raasin RNA-komponenttisekvenssin spesifinen hybridisaatio
tai spesifinen kopioiden lisdantyminen sdilytetddn. Ndiden
nukleotidien substituutioiden, deleetioiden ja additioiden
ei kuitenkaan tulisi olennaisesti hajottaa polynukleotidin
kykyd hybridisoitua telomeraasin RNA-komponentin tai geenin
sekvenssiin hybridisoitumisolosuhteissa, jotka ovat riittéd-

van tiukat johtamaan spesifiseen hybridisoitumiseen.

Esimerkiksi, ei rajoittaen, ihmisen telomeraasin RNA-kom-
ponentin polynukleotidi voi sisdltdd sekvenssin nukleoti-
dista 48 nukleotidiin 209, jonka uskotaan olevan riittadvan
ihmisen telomeraasin holoentsyymin uudelleen rakentamiseksi

telomeraasin proteiinikomponentin ldsndollessa:
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5 '-UCUAACCCUAACUGAGAAGGGCGUAGGCGCCGUGCUUUUGCUCCCCGCGCGC
UGUUUUUCUCGCUGACUUUCAGCGGGCGGAAAAGCCUCGGCCUGCCGCCUUCCAC
CGUUCAUUCUAGAGCAAACAAAAAAUGUCAGCUGCUGGCCCGUUCGCCCCUCC -3

tai DNA:na:

5 '~TCTAACCCTAACTGAGAAGGGCGTAGGCGCCGTGCTTTTGCTCCCCGCGCGC
TGTTTTTCTCGCTGACTTTCAGCGGGCGGAARAGCCTCGGCCTGCCGCCTTCCAC
CGTTCATTCTAGAGCAAACAAAAAATGTCAGCTGCTGGCCCGTTCGCCCCTCCC-3".

Ihmisen telomeraasin RNA-komponentin polynukleotidi voi
myOs sisdltdd tai koostua nukleotideista 1-559, ja voi kda-
sittdd muiden nukleotidien tai nukleotidisekvenssien pda-
teadditioita. Templaattimuokattu muunnos, joka koostuu nuk-
leotideista 48-209, mutta jossa telomeerin toistotemplaatin
sekvenssi on muunnettu, pystyy kilpailemaan typistetyn RNA-
komponentin kanssa, joka koostuu villikannan sekvenssistéa
48-209, telomeraasin proteiinikomponentin sitomiseksi ja

telomeraasin holoentsyymin uudelleen rakentamiseksi.

Ihmisen telomeraasin RNA-komponentin rakenneanalyysi osoit-
taa alueet, joilla on taipumus muodostaa sekundddrisiid ra-
kenteita, kuten hiussolkisilmukoita. Esimerkiksi alueella,
joka ulottuu suunnilleen nukleotidista 200 nukleotidiin 350
ihmisen telomeraasin RNA-komponentissa, on olennainen hius-
solkisilmukan luonne. Telomeraasin RNA-komponentin muilla
osilla on myds merkittdva sekundddrisen rakenteen luonne.
Mita tulee tdhdn huomattuun sekundddriseen rakenteeseen,
alan ammattimiehet voivat korvata muita nukleotidisekvens-
sejd, joiden on tietokoneanalyysien avulla ennustettu omak-
suvan samanlaisia sekundddrisen rakenteen formaatioita.
Vaikka erilaiset tietokoneohjelmat ovat sopivia mddrittd-
mdan nukleotidisekvenssejd, jotka omaksuvat olennaisesti
ekvivalentteja sekundd&drisid rakenteita, voidaan kayttaa
UWGCG Sequence Analysis Software Packagen ohjelmia FOLD,
SQUIGGLES, CIRCLES, DOMES, NOUNTAINS, ja STEMLOOP, ja vas-

taavia. Samoin voidaan suunnitella ei-nukleotidirakennetta
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matkivia rakenteita, kuten peptidinukleiinihappoja ja vas-
taavia, molekyylimallitusohjelmilla matkittavaksi halutun
ihmisen telomeraasin RNA-komponentin alueen (alueiden)
Juonteenomaisen sekundddrisen rakenteen matkijoiksi. Naita
rakenteellisia matkijoita voidaan kayttda terapeuttisesti
tai erilaisiin kdyttotarkoituksiin (esim. kilpailevat anta-
gonistit jne.).

Antisense

Erds erityisen kdyttdkelpoinen keksinndén nukleiinihappo-
tyyppi on antisense-oligonukleotidi, jota voidaan kayttaa
in vivo tai in vitro inhiboimaan ihmisen telomeraasitoimin-
taa. Antisense-nukleotidit kdsittdvat spesifisen sekvenssin
noin nukleotidista 10 noin nukleotidiin 25-200 tai enemmdn
(s.o. kyllin pieni, jotta pystyy muodostamaan stabiilin
dupleksin, mutta kyllin pieni, antotavasta riippuen, annet-
tavaksi in vivo, jos halutaan), joka on komplementaarinen
ihmisen telomeraasin RNA-komponentissa oleville nukleoti-
deille. N&diden oligonukleotidien toimintamekanismi voi k&-
sittdd RNA-komponentin sitoutumisen joko estdmddn funktio-
naalisen ribonukleoproteiinin telomeraasin yhdistelmds,
ehkdisemddn RNA-komponenttia toimimasta templaattina telo-
meerin DNA-synteesille, destabiloimaan telomeraasin RNA-
komponenttia ja lyhentdmd@dn sen puoliintumisaikaa, ja/tai

inhiboimaan telomeraasin RNA-komponentin geenin transkrip-
tiota.

Keksintda kuvaavia antisense-oligonukleotideja, jotka toi-
mivat telomeraasin aktiivisuutta inhiboiden in vivo ja/tai
in /vitro, ovat edelld testien yhteydess3d mainitut oligo-
nukleotidit sen mddrittamiseksi, sisdltddkd klooni pGRN7
CDNA:n ihmisen telomeraasin RNA-komponenttia varten. Kolmea
tdllaista oligonukleotidia, kuten edelld huomautettiin,
kdytettiin osoittamaan telomeraasitoiminnan inhiboimista in

vitro. Kunkin tdllaisen oligonukleotidin sekvenssi on esi-
tetty alla:
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T3 5 '=CTCAGTTAGGGTTAGACAAA-3 "
P3 $ ' ~CGCCCTTCTCAGTTAGGGTTAG-3"'
TA3 -5'-GGCGCCTACGCCCTTCTCAGTT-3"

Nditd oligonukleotideja voidaan kayttdd myds inhiboimaan

telomeraasin aktiivisuutta ihmisen soluissa.

Alan ammattimiehet tietdvdt, ettd tadmd keksintd6 antaa monia
erilaisia antisense-oligonukleotideja, jotka pystyvdt inhi-
boimaan telomeraasitoimintaa. Toinen k&yttdkelpoinen kek-
sinnén antisense-~oligonukleotidi on oligonukleotidi Tel-AU,
jolla on sekvenssi 5'~CAGGCCCACCCTCCGCAACC-3’, ja joka ku-
ten mika tahansa keksinnén antisense-oligonukleotidi, wvoi-
daan syntetisoida kayttden fosforotioaattinukleotideja,
kiraalisia metyylifosfonaatteja, luonnossa esiintyvid nuk-
leotideja tai niiden seoksia antamaan stabiilisuus ja ha-
luttu T,. Alan ammattimiehet tietdvat, ettd monia erilaisia
modifioituja nukleotidianalogeja, kuten O-metyyliribonukle-
otideja, fosforotioaattinukleotideja ja metyylifosfonaat-
tinukleotideja, voidaan kdyttdad tuottamaan keksinndén nukle-
iinihappoja, joilla on enemmdn haluttuja ominaisuuksia
(s.o. nukleaasiresistenssi, tiukempi sitoutuminen jne.)
kuin niilld, jotka on tuotettu kdyttden luonnossa esiinty-
vid nukleotideja. Muita menetelmid oligonukleotidien nukle-
aasiresistenssin muuttamiseksi ovat ne, joita on kuvattu
PCT-patenttijulkaisussa nro 94/12633.

Muita toteutusmuotoja, jotka on suunnattu telomeraasitoi-
minnan muuntamiseen, ovat menetelmdt, joissa kdytetdan spe-
sifisid antisense-polynukleotideja, jotka ovat komplemen-
taarisia koko ihmisen telomeraasin RNA-komponentin (hTR)
sekvensseille tai niiden osille, kuten antisense-polynukle-
otidit ihmisen telomeraasin RNA-komponentin geenille tai
sen transkriboidulle RNA:lle, mukaanlukien typistetyt muo-
dot, jotka voidaan liittdd yhteen telomeraasiholoentsyymin

kanssa. Ndissd komplementaarisissa antisensepolynukleoti-
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deissa voi olla tehty nukleotidisubstituutioita, additioi-
ta, deleetioita tai transpositioita, kunhan spesifinen si-
toutuminen relevanttiin kohdesekvenssiin, joka vastaa telo-
meraasin RNA-komponenttia tai sen geenid, sdilyy polynukle-
otidin funktionaalisena ominaisuutena. Komplementaarisia
antisense-polynukleotideja ovat liukoiset antisense-RNA tai
-DNA-oligonukleotidit, jotka voivat hybridisoitua spesifi-
sesti telomeraasin RNA-komponentin lajeihin ja ehkdisevit
telomeraasin RNA-komponentin geenin transkriboitumista
(Ching et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:
10006; Broder et al. (1990) Ann. Int. Med. 113: 604; Loreau
et al. (1990) FEBS Letters 274: 53; Holcenbert et al.,
W091/11535; U.S.S.N. 07/530,165; W091/09865; W091/04753;
W090/13641; ja EP 386563, joista jokainen on liitetty t&hdn
vhteyteen viitteeksi). Siksi antisense-polynukleotidit in-

hiboivat funktionaalisen telomeraasin RNA-komponentin tuo-
tantoa. Koska telomeraasin RNA-komponentin ilmentyminen
(transkription aste ja/tai RNA:n stabiilisuus) liittyy yh-
teen telomeraasin holoentsyymin aktivoitumisen ja entsyy-
miaktiivisuuden kanssa, antisense-polynukleotidit, jotka
ehkdisevidt telomeraasin RNA-komponenttia vastaavan RNA:n
transkriptiota ja/tai telomeraasin RNA-komponentin vuoro-
vaikutusta ihmisen telomeraasin proteiinikomponentin kanssa
ja/tai telomeraasin RNA-komponentin vuorovaikutus telomee-
risekvensseihin voi inhiboida telomeraasitoimintaa ja/tai
kdédntdad fenotyyppid, kuten immortalisaatiota tai neoplas-
tista transformaatiota soluissa, jotka ilmentdvdt telome-
raasitoimintaa antisense-polynukleotidien poissaollessa.
Koostumuksia, jotka sisdltdvdt terapeuttisesti vaikuttavan
annostuksen telomeraasin RNA-komponentin antisense-polynuk-
leotideja, voidaan antaa sairauksien hoitamiseen, jotka
vaativat telomeraasitoimintaa solupatogeneesiin (esim.
neoplasia) tai inhiboimaan sukusolujen tuotantoa tai sdily-
mistd (s.o. ehkdisevdnd aineena), jos halutaan. Eripituisia
antisense-polynukleotideja voidaan tuottaa, vaikka n&mi
antisense-polynukleotidit tyypillisesti sisdltdvit sekvens-
sin, jossa on ainakin noin 25 perdkkdistd nukleotidia,

jotka ovat olennaisesti komplementaarisia luonnossa esiin-
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tyvdlle telomeraasin RNA-komponentin polynukleotidisek-
venssille, ja jotka ovat tyypillisesti tdysin komplementaa-
risia ihmisen telomeraasin RNA-komponentin sekvenssille, ja
ovat usein komplementaarisia telomeraasin RNA-komponentin
sekvenssille, joka on komplementaarinen telomeraasin tois-
tuvalle sekvenssille tai komplementaarinen telomeraasin
RNA-komponentin osalle, joka on kosketuksissa telomeraasi-
polypeptidin alayksikdlle.

Antisense-polynukleotideja voidaan tuottaa heterologisesta
ilmentymiskasetista transfektoidussa solussa tai transgee-
nisessa solussa. Heterologinen ilmentymiskasetti voi olla
osa geeniterapiavektoria, kuten adenovirus- tai adenoviruk-
seen liittyvd virusvektori, tai muu geeniterapiavektori.
Heterologinen kasetti voi olla polynukleotidissa, joka ei
pysty itsendisesti replikoitumaan ja joka siirretdd@n solui-
hin milld tahansa erilaisista sopivista menetelmistd, jotka
alan ammattimiehet tuntevat (esim. lipofektio, biolistit,
liposomit, immunoliposomit, elektroporaatio jne.). Vaih-
toehtoisesti antisense-polynukleotidit voivat sisdltda liu-
koisia oligonukleotideja, joita annetaan ulkoisessa ympa-
rist6sssd, joko viljelykasvualustassa in vitro tai valiti-
loissa ja kehon nesteissd (esim. veri, CSF) niiden kaytta-
miseksi in vivo. Liukoisten antisense-polynukleotidien,
jotka ovat ldsnd ulkoisessa ympdristdssd, on esitetty pys-
tyvan liittymddn sytoplasmaan ja inhiboimaan spesifisiéd
RNA-lajeja. Joissakin toteutusmuodoissa antisense-polynuk-
leotideissd on metyylifosfonaattiosia, C-5-propenyyliosia,
2’-fluoririboosisokereita, tai ne ovat polyamidinukleiini-
happoja (PNA:t) (Egholm et al. (1992) J. Am. Chem. Soc.
114: 1895; Wittung et al. (1994) Nature 368: 561; Egholm et
al. (1993) Nature 365: 566; Hanvey et al. (1992) Science
258: 1481, jotka on liitetty t&hdn yhteyteen viitteiksi).
Antisense-polynukleotideja koskevien yleisten menetelmien
tutkimiseksi katso Antisense RNA and DNA, (1988), D.A.

Melton, toim., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, NY).
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Keksinndén antisense-oligonukleotidien lisdksi voidaan
konstruoida oligonukleotideja, jotka sitoutuvat kaksois-
nuleiinihapoksi joko taipuneessa RNA-komponentissa tai RNA-
komponentin geenissd, muodostaen kolmoiskierteen sisdltavén
tai kolmoisnukleiinihapon telomeraasitoiminnan inhiboimi-
seksi. Ndm3d keksinndn oligonukleotidit konstruoidaan kayt-
tden kolmoiskierremuodostuksen ja RNA-komponentin nukleoti-
disekvenssin emdspariutumissaédntdja (Cheng et al. (1988) J.
Biol. Chem. 263: 15110; Ferrin and Camerini-Otero (1991)
Science 354: 1494; Ramdas et al. (1989) J. Biol. Chem. 264:
17395; Strobel et al. (1991) Science 254: 1639; Hsieh et
al. (1990) edelld; Rigas et al. (1986) Proc. Natl. Acad.
Sci. (U.S.A.) 83: 9591, jotka on liitetty t&h&n yhteyteen
viitteiksi). N&md oligonukleotidit voivat estdd telomeraa-

sitoiminnan monin eri tavoin, kuten estdmdlla telomeraasi-
geenin transkriptio tai sitoutumalla telomeraasin RNA-kom-
ponentin kaksoisalueeseen tavalla, joka estdaa RNA-kompo-
nenttia joko muodostamasta funktionaalista ribonukleopro-
teiinitelomeraasia tai toimimasta templaattina telomeerin
DNA-synteesille. Tyypillisesti ja toimintamallista riippuen
keksinndn kolmoisrakenteen muodostavissa oligonukleotideis-
sa on spesifinen sekvenssi, jossa on noin 10 - noin 25-200
tai useampi nukleotidi (s.o. riittdvdn suuri muodostamaan
stabiili kolmoiskierre mutta riittdvan pieni, jotta antota-
vasta riippuen voidaan antaa in vivo, jos halutaan), jotka
ovat "komplementaarisia" (tdssd@ yhteydessa komplementaari-
nen tarkoittaa, ettd pystyy muodostamaan stabiilin kolmois-
kierteen) spesifiselle sekvenssille telomeraasin RNA-kom-
ponentissa tai geenille telomeraasin RNA-komponenttia var-
ten.

Keksinnén antisense- ja kolmoiskierteen muodostavien oli-
gonukleotidien lisdksi voidaan telomeraasin aktiivisuuden
inhiboimiseen k&yttdd myds sense-oligonukleotideja, jotka
ovat sekvenssiltdan identtisid ainakin osalle ihmisen telo-
meraasin RNA-komponenttia. Tamdntyyppisille keksinnén oli-
gonukleotideille on luonteenomaista se, ettd ne sisdltavat

joko (1) vdhemmdn kuin RNA-komponentin tdydellisen sekvens-



10

15

46

sin muodostamaan funktionaalinen telomeraasientsyymi tai
(2) RNA-komponentin tdydellisen sekvenssin, joka tarvitaan
muodostamaan funktionaalinen telomeraasientsyymi sekd@ yhden
tai useamman nukleotidin substituutio tai insertio, joka
tekee saadun RNA:n ei-funktionaaliseksi. Molemmissa tapauk-
sissa telomeraasin aktiivisuuden inhiboituminen havaitaan
*mutantti“-RNA-komponentin vuoksi, joka sitoo ihmisen telo-
meraasin proteiinikomponentit muodostamaan inaktiivinen te-
lomeraasimolekyyli. Ndiden oligonukleotidien toimintameka-
nismi kdsittdd ndin ollen ei-funktionaalisen ribonukleo-
proteiinitelomeraasin yhdistymisen tai funktionaalisen
ribonukleoproteiinin yhdistymisen esté@misen. Esimerkki voi
olla templaattimuokattu muunnos, joka sisdltdd@ nukleotidit
48-209, mutta jossa telomeerin toistotemplaatin sekvenssi
on muuttunut. Tdllaiset templaattimuokatut muunnokset pys-
tyvat kilpailemaan sitoutumisesta telomeraasin proteiini-
komponenttiin. Téamdntyyppiset keksinnén sense-oligonukle-
otidit sisdltédvat spesifisen sekvenssin, jossa on noin 20,
50, 100, 200, 400, 500 tai enemmd@n nukleotideja, jotka ovat
identtisid nukleotidien spesifisen sekvenssin kanssa ihmi-
sen telomeraasin RNA-komponentissa.

Lisdksi antisense-polynukleotidit voivat sisdltda johdan-
naissubstituentin, joka on olennaisesti hdiritsemdtdn mitd
tulee nisdkkddn telomeraasin RNA-komponentin hybridisoitu-
miseen. Antisense-polynukleotidit, jotka on modifioitu 1li-
sdtyilld kemiallisilla substituenteilla, voidaan liittdd
metabolisesti aktiiviseen eukaryoottisoluun hybridisoitu-
maan telomeraasin RNA-komponentin kanssa solussa. Tyypilli-
sesti tdllaiset antisense-polynukleotidit ovat johdettuja,
ja niihin on liitetty lisdksi kemiallisia substituentteija,
joko ennen polynukleotidisynteesid tai sen jdlkeen, vastaa-
vasti, ja ovat ndin ollen lokalisoituneet komplementaari-
seen sekvenssiin telomeraasin RNA-komponentissa, jossa ne
tuottavat muutoksen tai kemiallisen muunnoksen lokaaliseen
DNA-sekvenssiin ja/tai telomeraasin proteiinikomponenttiin.
Edullisia liitettyjd kemiallisia substituentteja ovat:

europium(III)teksafyriini, ristisilloittavat aineet, psora-
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leeni, metallikelaatit (esim. rauta/EDTA-kelaatti rautaka-
talysoituun lohkaisuun), topoisomeraasit, endonukleaasit,
eksonukleaasit, ligaasit, fosfodiesteraasit, fotodynaamiset
porfyriinit, kemoterapeuttiset lddkkeet (esim. adriamysii-
ni, doksirubisiini), interkalaatioaineet, emdsmuunnosai-
neet, immunoglobuliiniketjut ja oligonukleotidit. Rauta/-
EDTA-kelaatit ovat erityisen edullisia kemiallisia substi-
tuentteja, kun halutaan polynukleotidisekvenssin paikallis-
ta lohkaisua (Hertzberg et al. (1982) J. Am. Chem. Soc.
104: 313; Herzberg and Dervan (1984) Biochemistry 23: 3934;
Taylor et al. (1984) Tetrahedron 40: 457; Dervan, PB (1986)
Science 232: 464). Edullisia liitoskemiallisia menetelmia

ovat: suora sitoutuminen, esim. reaktiivisen lisdaminoryh-
mdn kautta (Corey and Schulz (1988) Science 238: 1401, joka
on liitetty tdhdn yhteyteen viitteeksi, ja muut suorasidos-

kemialliset menetelmdt, vaikka streptavidiini/biotiini- ja
digoksigeniini/anti-digoksigeniini-vasta-ainesitoutumisme-
netelmid voidaan myds kdyttdd. Menetelmid kemiallisten
substituenttien liittadmiseksi on annettu US-patenteissa
5,135,720, 5,093,245 ja 5,055,556, jotka on liitetty tahdn
yhteyteen viitteiksi. Muitakin sidoskemiallisia menetelmia
voidaan k&yttdd tekijan harkinnan mukaan. Polynukleotidit,
jotka vastaavat koko nisdkkdin telomeraasin RNA-komponent-
tia tai olennaista osaa siitd (s.o. "sense"-polynukleoti-
dit), voidaan myds johtaa ja kd@yttdd reagoimaan telomeraa-
sin toistosekvenssien kanssa genomissa ja tuottaa kemialli-
sen ympdristén addukteja tai muu modifikaatio kromosomien
telomeerialueissa.

Epatdsmdlliset templaatit

Toinen kdyttdkelpoinen keksinnén oligonukleotidi sisdltaa
ihmisen telomeraasin RNA-komponentin muuttuneen tai muta-
toituneen sekvenssin. Yu et al., 1990, Nature 344: 126

esittdd, ettd Tetrahymena-telomeraasin RNA-komponentin mu-
tatointunut muoto voidaan 1iittd& Tetrahymena-solujen telo-
meraasiin ja ettd liittamiselld on haitallisia vaikutuksia

ndihin soluihin. Ihmisen telomeraasin RNA-komponentin muta-
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toituneiden muotojen liittdmiselld voi olla samanlaisia
vaikutuksia ihmissoluihin, joilla muuten on telomeraasitoi-
mintaa, ilman ettd vaikutetaan normaaleihin ihmissoluihin,
joilla ei ole telomeraasitoimintaa. Né&md@ mutatoidut muodot
ovat niitd, joissa sekvenssi 5‘~CTAACCCTA-3‘’ on mutatoitu-
nut sekvenssiin 5’'-CAAACCCAR-3’, 5'-CCAACCCCAA-3’ TAI 5'-
CTCACCCTCA-3’'. Kukin ndistd muunnetuista RNA-komponentin
sekvensseistd muuttaa telomeerin toistuvia yksikdéitd, jotka
ovat liittyneet kromosomaaliseen DNA:han, vaikuttaen ndin
kromosomin rakenteeseen ja toimintaan. Ndmd oligonukleoti-
dit voidaan suunnitella sellaisiksi, ettd ne sisaltavat
restriktioentsyymin tunnistuskohtia, jotka ovat kdyttdkel-
poisia diagnostisissa menetelmissd tutkittaessa muunnetun
RNA-komponentin l&sndoloa telomeerin DNA:n tai laajentuneen
telomeraasisubstraatin restriktioentsyymileikkauksela.

Keksinndn tdmdn puolen valaisemiseksi suoritettiin paikka-
spesifinen mutageneesi kdyttden plasmidia (nimeltdén
PGRN33), jota saa American Type Culture Collectionilta
talletusnumerolla ATCC 75926), joka kasittda 72,5 ke:n
HindIII-SacI-fragmentin lambda-kloonista 28-1 (katso esi-
merkki 7 jdljessd) sekd replikoitumisalun SV40 (mutta ei
promoottoritoimintaa). Saadut plasmidit, nimeltdan pGRN34
(sisdltda 5‘'-CAAACCCAA-3':n), pGRN36 (sisdltaa 5’'-CCAACCC-
CAA-3':n) ja pGRN37 (sisdltad 5'-CTCACCCTCA-3':n), trans-
formoitiin eukaryoottisiin isdntd@soluihin (293-johdettu
solulinja, joka ilmentdd SV40:n suuren T-antigeenin), ja
telomeraasikokeet suoritettiin kdyttden solu-uutteita
transformanteista.

Kokeet osoittivat, ettd telomeraasitoiminta soluissa johti
muuttuneita sekvenssejd sisdltdvien nukleiinihappojen muo-
dostumiseen, osoittaen sitd, ettd genomiklooni sisdlsi
funktionaalisen RNA-komponentin geenin ja ettd plasmidit
sisdlsivat muuttuneen mutta funktionaalisen RNA-komponentin
geenin. Namd tulokset osoittavat, kuinka tadmd keksintd
antaa yhdistelmdtelomeraasivalmisteet ja menetelmdt nididen

valmisteiden tuottamiseksi. Ta&m& keksintd antaa yhdistelmi-
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ihmistelomeraasin, joka kdsittdd ihmisen telomeraasin pro-
teiinikomponentit funktionaalisesti liittyneind keksinndn
yhdistelmd-RNA-komponenttiin. Tdllaiset keksinndn yhdistel-
md-RNA-komponenttimolekyylit sisdltavdt ne, jotka eroavat
luonnossa esiintyvistd RNA-komponenttimolekyyleistd@ yhdessa
tai useammassa emdssubstituutiossa, deleetiossa tai inser-
tiossa, sekd RNA-komponenttimolekyylit, jotka ovat identti-

sid luonnossa esiintyvdn RNA-komponenttimolekyylin kanssa,
joka on tuotettu yhdistelmdisdntdsoluissa. Menetelmd ndiden
vyhdistelmdtelomeraasimolekyylien tuottamiseksi k&sittaa
sen, ettd transformoidaan eukaryoottinen isantdsolu, joka
ilmentad telomeraasin proteiinikomponentteja, yhdistelma-
ilmentymisvektorin kanssa, joka koodaa keksinndn RNA-kom-
ponenttimolekyylid, ja viljellddn nditd isdntdsoluja, jotka
on transformoitu kyseiselld vektorilla olosuhteissa, joissa
proteiinikomponentit ja RNA-komponentti ilmentyvat ja yh-
distyvdat muodostaen aktiivisen telomeraasimolekyylin, joka
pystyy lisdd@mddn sekvenssejd (ei vadlttdmattad samaa sekven-
sid, jonka luonnon telomeraasi lisdd) kromosomaalisen DNA:n
telomeereihin. Muita kdyttdkelpoisia toteutusmuotoja ndista
yhdistelmd~DNA-ilmentymisvektoreista (tai plasmideista)
ovat plasmidit, jotka sisdltdvat geenin ihmisen telomeraa-
sin RNA-komponentille, jossa geenissd on deleetio, insertio
tai muu muunnos, joka tekee geenin ei-funktionaaliseksi.
Néamd plasmidit ovat erityisen kdyttdkelpoisia ihmisen gee-
niterapiaan "tainnuttamaan" endogeeninen RNA-komponentti-
geeni, vaikka tarvitaankin erittdin tehokas transformaatio-
ja yhdistelyjdrjestelmd tekemddn kasitellyt solut palautu-
mattomasti mortaalisiksi.

Ribotsyymitoteutusmuodot

Keksinndén muita oligonukleotideja, joita kutsutaan ribot-
syymeiksi, voidaan myds k&yttdd inhiboimaan telomeraasi-
aktiivisuutta. Toisin kuin antisense- ja muut edellid kuva-
tut oligonukleotidit, jotka sitoutuvat RNA:han, DNA:han tai
telomeraasin proteiinikomponenttiin, ribotsyymi ei vain si-

toudu vaan my6s spesifisesti lohkaisee ja ndin potentiaa-
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lisesti inaktivoi kohde-RNA:n, kuten ihmisen telomeraasin
RNA-komponentin. Tamd ribotsyymi voi sis&dlt&dd 5’'- ja 3'-
padtesekvenssit, jotka ovat komplementaarisia telomeraasin
RNA:1lle. Riippuen lohkeamiskohdasta ribotsyymi voi tehda
telomeraasientsyymin inaktiiviseksi. Katso PCT-patenttijul-
kaisu nro 93/23572 edelld. Alan ammattimiehet huomaavat
tutkiessaan ihmisen telomeraasin RNA-komponentin RNA-sek-
venssid, ettd useita kdyttdkelpoisia ribotsyymin kohdepaik-
koja on ladsnd ja ne ovat herkkid lohkeamaan esimerkiksi va-
saranpddn malliselle ribotsyymille. T&mdn tyyppiset kek-
sintdd kuvaavat ribotsyymit sisdltdvat alla olevat ribot-

syymit, jotka ovat RNA-molekyylejd, joilla on esitetyt
sekvenssit:

1: 5'-UAGGGUUACUGAUGAGUCCGUGAGGACGAAACAAARAAU-3 ' ;
2: 5 ' -UUAGGGUCUGAUGAGUCCGUGAGGACGAAAGACAAAA-3"';
: 5'~UCUCAGUCUGAUGAGUCCGUGAGGACGAAAGGGUUA-3;

.ja
4: 5'-CCCGAGACUGAUGAGUCCGUGAGGACGAAACCCGCG-3 .

Muut optimaaliset kohdepaikat ribotsyymivdlitteiselle telo-
meraasiaktiivisuuden inhibiitiolle voidaan mddarittdi kuten
Sullivan et al. ovat kuvanneet PCT-patenttijulkaisussa nro
94/02595 ja Draper et al. PCT-patenttijulkaisussa nro
93/23569, jotka molemmat on liitetty t#dh&n yhteyteen viit-
teeksi. Kuten Hu et al. ovat kuvanneet PCT-patenttijulkai-
sussa nro 94/03596, joka on liitetty tdhdn yhteyteen viit-
teeksi, antisense- ja ribotsyymifunktiot voidaan yhdist#i
yhteen oligonukleotidiin. Lisdksi ribotsyymit voivat sisdl-
tdd yhden tai useamman modifioidun nukleotidin tai modifi-
oidun sidoksen nukleotidien v&l1illd, kuten edelld on kuvat-
tu keksintdd valaisevien antisense-oligonukleotidien ku-
vauksen yhteydess&d. Erdidssd osassa RNase P:n katalyyttinen
alayksikkd (ihmisen tai E.colin) modifioidaan (katso Altman

S (1995) Biotechnology 13: 327) ohjaussekvenssin saamisek-
si,

joka vastaa sitd osaa nisdkkiddn telomeraasin RNA-kom-

ponentista, joka emdspariutuu telomeerin toistosekvenssiin;
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tdllaiset RNase P-muunnokset voivat lohkaista telomeerisek-
venssejd. Erddssd osassa RNase P:n katalyyttinen alayksikko
(ihmisen tai E.colin) modifioidaan ohjaussekvenssin saami-
seksi, joka on komplementaarinenn telomeraasin RNA-kompo-
nentin osan kanssa siten, ettd RNase P voi lohkaista telo-
meraasin RNA-komponentin. Ndmd suunnitellut ribotsyymit
voivat ilmentyd soluissa tai ne voidaan siirtd8 useilla eri
keinoilla (esim. liposomit, immunoliposomit, biolistit,
suora siirto soluun, jne.). Muita ribotsyymien muotoja
(ryhmdn I introniribotsyymit (Cech T (1995) Biotechnology
13: 323); vasaranpa@dribotsyymit (Edgington SM (1992) Bio-

technology 10: 256) voidaan suunnitella esitetyn telomeraa-

sin RNA-komponenttisekvenssin informaation pohjalta kata-
lysoimaan ihmisen telomeraasin RNA-komponentin ja/tai ihmi-
sen telomeerin toistosekvenssien lohkaisemista.

Ndin ollen keksinté antaa paljon erilaisia oligonukleotide-
ja inhiboimaan telomeraasin aktiivisuutta. Naitda oligonuk-
leotideja voidaan kayttdad keksinndn terapeuttisissa mene-
telmissd sairauden hoitamiseksi, jotka menetelmdt kasitta-
vat sen, ettd potilaalle annetaan terapeuttisesti vaikutta-
va annos keksinndn telomeraasi-inhibiittoria tai aktivaat-
toria. Telomeraasin inhiboituminen tai aktivoituminen voi-
daan mitata sen ainemddrdn mddrittamiseksi, joka pitdisi
toimittaa terapeuttisesti vaikuttavassa annoksessa kayttden
koejadrjestelya, joka on kuvattu samaan aikaan vireilld ole-
vissa US-patenttihakemuksissa ja PCT-patenttijulkaisussa
nro 93/23572, jotka edelld on huomioitu. Kuten ndissd hake-
muksissa ja edelld on puhuttu, telomeraasitoiminnan inhi-
bointi tekee immortaalisen solun mortaaliseksi, kun taas
telomeraasitoiminnan aktivointi voi lis&td solun replika-
tiivista elinkaarta. Telomeraasin inhibointiterapia on
tehokas hoito sy6pid vastaan, joissa tapahtuu kontrolloima-
tonta immortaalisten solujen kasvua, ja telomeraasin akti-
vointi on tehokas hoito ehkd@isemddn solun senesenssiid. Sel-
laisten aineiden antaminen, jotka inhiboivat tai estdviat
telomeraasin aktiivisuutta, kuten antisense-oligonukleoti-

dit, kolmoiskierteen muotoinen oligonukleotidi, ribotsyymi,
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tai plasmidi, joka ajaa telomeraasin mutantti-RNA-komponen-
tin ilmentym#idn, voi estdd telomeraasin toiminnan ja johtaa
kaiken kaikkiaan solujen senesenssiin ja kdsiteltyjen solu-
jen solukuolemaan.

Terapeuttisia ja profylaktisia seikkoija

Lisdksi tdmd keksintd antaa kdyttddn terapeuttiset menetel-
mat, jotka varmistavat, ettd normaalisolut pysyvdt mortaa-
lisina; esimerkiksi RNA-komponentti voidaan modifioida
kayttden geeniteknologian standardimenetelmid koko kom-
ponenttia koodaavan luonnollisen geenin tai sen osan dele-
toimiseksi (esim. in vitro-mutageneesilld) geneettisella
yhdistelmdtekniikalla. N&md solut ovat sitten palautumatto-
masti mortaalisia. Tamd@ menetelmd on kdyttdkelpoinen geeni-
terapiassa, jossa normaalisolut, jotka on modifioitu sisdl-
tamddn ilmentymisplasmideita, lisatdan potilaaseen, ja ha-
lutaan varmistaa, ettd sySpdsoluja ei lisatd, tai jos ndita

soluja lisatddn, silloin nuo solut on tehty palautumatto-
masti mortaalisiksi.

Koska telomeraasi on aktiivinen vain tuumorissa, itidlin-
jassa ja tietyissd kantasoluissa verenmuodostusjdrjestel-
mdssd, telomeraasin inhibointiterapia ei vaikuta muihin
normaaleihin soluihin. Voidaan myds kdyttdd vaiheita valt-
tdmddn telomeraasi-inhibiittorin kosketus itidlinjan tai
kantasolujen kanssa, vaikka tédmd@ ei ole olennaista. Koska
esimerkiksi itidlinjan solut ilmentdvat telomeraasin aktii-
visuutta, telomeraasin inhibointi voi vaikuttaa negatiivi-
sesti siittididen syntymiseen ja sperman elinkykyyn kertoen
siitd, ettd telomeraasi-inhibiittorit voivat olla tehokkai-
ta raskauden ehkdisijditd tai sterilointiaineita. Tdmd@ ras-
kautta ehkdisevd vaikutus ei kuitenkaan ole toivottua sel-
laisella potilaalla, joka saa keksinndn telomeraasi-inhi-
biittoria sydvdn hoitoon. Tdllaisissa tapauksissa keksinndn
telomeraasi-inhibiittoria voidaan antaa sellaisella taval-

la, joka varmistaa, ettd inhibiittoria tuotetaan vain tera-
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piajakson aikana siten, ettd negatiivinen vaikutus itidlin-
jan soluihin on vain ohimeneva.

Muissa keksinndn terapeuttisissa menetelmissd kdytetaan
keksinndn telomeraasin RNA-nukleiinihappoa stimuloimaan
telomeraasitoimintaa ja lisddmddn replikatiivisten solujen
elinkaarta. Namd menetelmdt voidaan suorittaa toimittamalla
soluun keksinnén funktionaalinen yhdistelmd-telomeraasiri-
bonukleoproteiini. Ribonukleoproteiini voidaan esimerkiksi
toimittaa soluun liposomissa, tai voidaan kdyttda ihmisen
telomeraasin RNA-komponentin geenid (tai yhdistelmdgeenia
erilaisten sddtelyelementtien kanssa) eukaryoottisessa il-
mentymisplasmidissa (telomeraasin proteiinikomponenttien
ilmentymistd koodaavien sekvenssien kanssa tai ilman nii-
td), jolloin aktivoidaan telomeraasitoimintaa erilaisissa
normaaleissa ihmissoluissa, joista muuten puuttuisi havait-
tava telomeraasitoiminta johtuen telomeraasin RNA-komponen-
tin tai proteiinikomponentin alhaisesta ilmentymistasosta.
Jos telomeraasin RNA-komponentti ei riitd stimuloimaan te-
lomeraasitoimintaa, RNA-komponentti voidaan transfektoida
telomeraasin proteiinikomponentteja ilmentdvien geenien
kanssa telomeraasiaktiivisuuden stimuloimiseksi. N&in ollen
keksintd antaa kayttodn menetelmid hoitaa tilaa, joka liit-
tyy telomeraasitoimintaan solussa tai soluryhmédssa saatta-
malla solu(t) kosketuksiin terapeuttisesti vaikuttavan maa-

ran kanssa ainetta, joka muuttaa telomeraasitoimintaa té&sséa
solussa.

Soluissa, jotka yhdistdvadt telomeraasin RNA-geenin ylimda-
rdisid kopioita, voi tapahtua kasvua telomeraasitoiminnassa
ja niissd voi olla tdhdn liittyvd suurempi replikatiivinen
elinkaari. Tamd terapia voidaan suorittaa ex vivo soluissa
myShempad liittamistd varten isdntddn, tai voidaan suorit-
taa in vivo. Telomeerin pituuden stabiloimisen tai kasvat-
tamisen edut lisdttdessd eksogeenisia telomeraasin geeneji

ex vivo normaaleihin diploidisoluihin ovat: telomeerin sta

bilointi voi estdd solujen senesenssin ja mahdollistaa po-

tentiaalisesti rajoittamaton solujen kopiomddrdn lisddnty-
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misen; ja normaalit diploidisolut, joilla on pitempi elin-
kaari, voidaan viljelld in vitro l&ddketesteihin, virusten
valmistukseen, tai muihin hyddyllisiin tarkoituksiin. Li-
sdksi ex vivo kopiomddrdltdaédn lisattyja erityyppisid kan-
tasoluja voidaan kayttdd soluterapiassa erilaisiin sairauk-
siin, kuten edelld todettiin.

Telomeerin stabilointi voi mySs alentaa sydvan vaikutusta
replikoituvissa soluissa estdmdlla telomeereja tulemasta
kriittisen lyhyiksi, kuten solut kriisin l&helld. Kriisin
aikana syntyy massiivinen genomin epdstabiilisuus, koska
telomeerin p&dn suojaava vaikutus menetetddn. "Geneettinen
katto" sekoittuu toistamiseen, ja melkein kaikki solut kuo-
levat. Ne harvat solut, jotka selvidvat tdstd prosessista,
ovat tyypillisesti aneuploidisia, joissa on monia geenien
uudelleenjdrjestymisid ja jotka pddttdvdt uudelleen muodos-
tuvan stabiilisuuden telomeereiss&ddn ilmentdmidllad telome-
raasia. Jos kriisi voidaan ehkdistd pitdmdlli telomeerit
pitkind, kriisiin liittyvd genomin epdstabiilisuus voidaan
my0s estdd, jolloin rajoitetaan mahdollisuuksia, ettd yk-
sittdinen solu kdrsii metastaattisen sydvdn syntymiseen

vaadittavien geneettisten mutaatioiden tarvittavasta luku-
madrdsta.

Soluja, jotka voidaan kohdistaa telomeraasigeeniterapiaan
(terapia, joka kdsittdd sen, ettd lisdtdidn kohdesolun telo
meraasitoimintaa), ovat ndihin kuitenkaan rajoittumatta

verta muodostavat kantasolut (AIDS ja jdlkikemoterapia),

verisuonten endoteelisolut (sydé@n- ja aivoverisuonisairau-
det), ihon fibroblastit ja basaali-ihokerroksen keratino-
syytit (haavojen paraneminen ja palovammat), kondrosyytit
(niveltulehdus), aivojen astrosyytit ja mikrogliasolut
(Alzheimerin tauti), osteoblastit (osteoporoosi), retinaa-

liset solut (silmdsairaudet) ja haiman saarekesolut (tyypin
I diabetes).

Tyypillisesti keksinndn terapeuttisissa menetelmissid anne-

taan oligonukleotidia, joka toimii inhiboiden tai stimuloi-
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den telomeraasitoimintaa in vivo fysiologisissa olosuhteis-
sa ja on stabiili niissd olosuhteissa. Kuten edelld huomat-
tiin, modifioidut nukleiinihapot voivat olla kdyttdkelpoi-
sia antamaan t3dllainen stabiilisuus, sekd varmistamaan oli-
gonukleotidin toimitus haluttuun kudokseen, elimeen tai so-
luun. Menetelmid, jotka ovat kayttdkelpoisia oligonukleo-
tidien toimittamiseksi terapeuttisiin tarkoituksiin, on
kuvattu Inouye et al.:n US-patentissa 5,272,065, joka on
liitetty tdhdn yhteyteen viitteeksi.

Samalla kun oligonukleotidit voidaan toimittaa suoraan
ladkkeend sopivassa farmaseuttisessa formulaatiossa, voi-
daan mySs toimittaa oligonukleotidit kdyttden keksinndn
geeniterapiaa ja yhdistelmd-DNA-ilmentymisplasmideita. Eras
tdllainen kuvaava plasmidi on kuvattu esimerkissa 8 jéljes-
sd. Yleensd ndissd plasmideissa on promoottori ja valin-
naisesti aktivaattori (erill&d&@n sellaisesta, joka sisdltyy
promoottorisekvensseihin), jotka toimivat oligoribonukle-
otidin transkription aikaansaamiseksi, sekd@ muina sdately-
elementteind, jotka tuovat episomaalien pysymisen tai kro-
mosomaalisen integroitumisen ja korkeatasoisen transkripti-
on, jos halutaan. Adenoviruspohjaisia vektoreita kdytetddn
usein geeniterapiaan ja ne ovat sopivia kdytettdvdksi t&man
keksinndn reagenssien ja menetelmien kanssa. Katso PCT-pa-
tenttijulkaisut nro 94/12650; 94/12649 ja 94/12629. Kayt-
tdkelpoisia promoottoreita ndihin tarkoituksiin ovat metal-
lotioneiinipromoottori, konstitutiivinen adenoviruksen p&da-
asiallinen myShdispromoottori, deksametasoni-indusoitava
MMTV-promoottori, SV40-promoottori, MRP polIII-promoottori,
konstitutiivinen MPSV-promoottori, tetrasykliini-indusoita-
va CMV-promoottori (kuten ihmisen vdlitdn-varhais-CMV-pro-
moottori), ja konstitutiivinen CMV-promoottori. Geenite-
rapiaan kdyttokelpoinen plasmidi voi sisdltdd muita funk-
tionaalisia elementteja, kuten valikoitavat markkerit, tun-
nistusalueet, ja muita geenejd. Yhdistelmd-DNA-ilmentymis-
plasmideita voidaan myds kayttda keksinnén oligonukleotidi-
en valmistamiseen toimitettavaksi muilla kuin geeniterapian

keinoilla, vaikka saattaa olla taloudellisempaa tehdid ly-
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hyitd oligonukleotideja in vitro kemiallisilla synteeseil-
1a.

Mukaanliittyvissd kohdissa keksintd esittdd farmaseuttisia
koostumuksia, joka sisdltdvat terapeuttisesti vaikuttavan
mddrdan keksinnén telomeraasi-inhibiittoria tai telomeraasi-
aktivaattoria. Keksinnén telomeraasi-inhibiittorien farma-
seuttiset koostumukset sisdltavdat ihmisen telomeraasin mu-
tantti-RNA-komponentin, antisense-oligonukleotidin tai kol-
moiskierteen muotoisen oligonukleotidin, joka sitoo ihmisen
telomeraasin RNA-komponentin tai sen geenin, tai ribotsyy-
min, joka pystyy lohkaisemaan ihmisen telomeraasin RNA-kom-
ponentin, tai yhdistelmdn ndistd tai muita l&dkkeitd far-
maseuttisesti sopivassa kantajassa tai suolana. Muut kek-
sinndn farmaseuttiset koostumukset sisdltdvidt telomeraasin
aktivaattorivalmisteen, kuten puhdistetun ihmisen telome-
raasin tai mRNA:n telomeraasin proteiinikomponenteille ja
telomeraasin RNA-komponentin, ja niitd kdytetddn hoitamaan
senesenssiin liittyvid sairauksia. Tdssd mielessd mutatoitu
sense-nisdkkadn telomeraasin RNA-komponentti annetaan solu-
populaatioon; mutatoitunut sense-telomeraasin RNA-kompo-
nentti sisdltdd ainakin yhden epdsopivan emdksen suhteessa
ihmisen telomeraasin toistosekvenssiin, mutta pystyy esit-
tamddn telomeraasin aktiivisuuden yhdessd ihmisen telome-
raasin polypeptidikomponentin kanssa, jolloin tapahtuu
vddra liittyminen valituissa nukleotidikohdissa ihmisen
telomeraasin toistosekvenssissd, jolloin syntyy telomeere-
ja, jotka pohjautuvat mutatoituneen sense-telomeraasin RNA-
komponentin l&sndoloon olennaista replikoitumista varten.
Kdyttdon annetaan terapeuttinen menetelmd, jossa mutatoitu-
nutta sense-telomeraasin RNA-komponenttia annetaan solupo-
pulaatiolle riittdvdn kauan telomeerisekvenssien liittdmi-
seksi, jotka ovat olennaisen ei-funktionaalisia templaat-
teina luonnossa esiintyvdlle nisdkkddn telomeraasin RNA-
komponentille, jonka jdlkeen mutatoitunut sense-telomeraa-
sin RNA-komponentti poistetaan, mikd johtaa nopeaan hdviéén
telomeerin keskimddrdisessd pituudessa solupopulaatiossa ja

lisddntyneeseen senesenssiin tai solujen kuolleisuuteen.
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Terapeuttinen aine voidaan antaa formulaatiossa, joka sopii
annettavaksi parenteraalisesti, nendn kautta, oraalisesti

tai muulla tavalla. Katso edelldolevaa PCT-patenttijulkai-
sua nro 93/23572.

Diagnoosimenetelmét

Tamd keksintd antaa kayttd6n diagnoosimenetelmid ja rea-
gensseja edelld kuvattujen farmaseuttisten formulaatioiden
ja terapeuttisten menetelmien lisdksi. Keksintd antaa kdyt-
td6n diagnoosimenetelmid ihmisen telomeraasin RNA-komponen-
tin tason, mddrdn tai l&asndolon mddrittamiseksi, telomeraa-
sin tai telomeraasitoiminnan madrittdmiseksi solussa, solu-
populaatiossa tai kudosndytteessd. Tdhdn liittyen tdmd kek-
sintd antaa kdyttékelpoisia reagensseja ndihin menetelmiin,
ja ne on valinnaisesti pakattu reagenssisarjan muotoon yh-
dessd reagenssisarjan kdyttdohjeiden kanssa diagnoosimene-
telmdn toteuttamiseksi. Kuten edelld huomattiin niiden tes-
tien yhteydessd, jotka suoritettiin sen mddrittdmiseksi,
sisdltddkd klooni pGRN7 cDNA:n ihmisen telomeraadin RNA-
komponentille, RNA-komponentin tasot nousevat tuumoriso-
luissa. N&in ollen RNA-komponentin havaitseminen on kaytto-
kelpoinen diagnoosimenetelmd tuumorisoluille.

Lisdksi voidaan koettimia tai alukkeita, jotka sitoutuvat
spesifisesti ihmisen telomeraasin RNA-komponenttiin (tai
sen geenin jompaankumpaan sdikeeseen), kdyttdd diagnoosi-
menetelmissd havaitsemaan telomeraasin nukleiinihapon las-
ndolo ndytteessd. Alukkeet ja koettimet ovat oligonukleo-
tideja, jotka ovat komplementaarisia, ja ndin ollen sitou-
tuvat kohdenukleiinihappoon. Vaikka alukkeet ja koettimet
voivat erota sekvenssin ja pituuden suhteen, primiddrinen
erilaistumistekijd on erds funktio: alukkeet toimivat DNA-
synteesin aloittajina, kuten PCR-kopiolisdyksessi, kun taas
koettimia k&dytetddn tyypillisesti vain sitoutumaan kohde-
nukleiinihappoon. Tyypillisid pituuksia alukkeelle tai
koettimelle voivat olla 8-20-30 tai useampi nukleotidi.
Aluke tai koetin voi mySs olla leimattu havaitsemista (s.o.
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tdhdn tarkoitukseen kdytetddn tavallisesti radioaktiivisia
tai fluoresenssimolekyyliej&) tai puhdistumista/erotusta
helpottamaan (s.o. td&hd@n tarkoitukseen kdytetddn usein bio-
tiinia tai avidiinia).

Erityisen edullinen keksinnén diagnoosimenetelmd@ kdsittda
telomeraasin RNA-komponentin sekvenssien havaitsemisen so-
Ju- tai kudosndytteissd, jotka on otettu potilaista, joilla
epdilldédn olevan riski saada sySpd. Namd menetelmdt kasit-
tdvdt tyypillisesti sen, ettd leimattu koetin tai aluke si-
dotaan RNA-komponentin sekvenssiin olosuhteissa, joissa
vain tdysin yhteensopivat (komplementaariset) sekvenssit
sitoutuvat (hybridisoituvat) toisiinsa. Naytteessd olevaan
RNA:han sitoutuneen leimatun materiaalin havaitseminen kor-
reloi telomeraasitoiminnan ldsndoloa ja syOpdsolujen lasnd-
oloa. Jotkut solut voivat ilmentdd telomeraasin RNA-kom-
ponenttia, mutta jaddviat telomeraasi-negatiivisiksi, koska
ne eivdt ilmennd telomeraasin proteiinikomponentteja. Jos
haluttaisiin havaita telomeraasi-aktiivisuuden l&dsn&olo
tdllaisissa soluissa, voitaisiin ensin eristdd proteiini ja
sitten madrittdd, sisdltddks proteiinifraktio telomeraasin
RNA-komponentin, joka ilmaisisi telomeraasitoiminnan l&sna-
olon. Keksinndn diagnoosimenetelmdt voivat olla erityisen
kdyttbkelpoisia havaittaessa telomeraasitoiminnan l&sndoloa
kudosbiopsioissa ja histologisissa leikkeissd, joissa mene-
telmd suoritetaan in situ, tyypillisesti telomeraasin RNA-
komponentin kopiomddrdn lisddntymisen jdlkeen kdyttémdlla
keksinndon spesifisid PCR-alukkeita.

Keksintd antaa myds telomeraasin RNA-komponentin polynukle-
otidikoettimia sairaustilojen (esim. neoplasian tai prene-
oplasian) diagnosoimiseen havaitsemalla telomeraasin RNA-
komponentti, tai telomeraasin RNA-komponentin geenin uudel-
leenjdrjestelyilld tai kopiomddrdn lisdé@miselld soluissa,
jotka on otettu potilaasta, tai havaitsemalla patognomoni-
nen telomeraasin RNA-komponentin alleeli (esim. RFLP:113
tai alleelispesifiselld PCR-analyysilld). Tyypillisesti

havaitseminen tapahtuu in situ hybridisaatiolla k&ytt#en
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leimattua (esim. *?p, ¥, %C, 3H, fluoresoitua, biotinyloi-
tua, digoksigeninyloitua) telomeraasin RNA-komponentin
polynukleotidia, vaikka voidaan myds kayttda Northern blot-
ting-, dot blotting-menetelmdd tai liuoksen hybridisaatiota
kiintedssd RNA:ssa tai poly A’ RNA:ssa, jotka on erotettu
solundytteestd, tai voidaan kdyttdd myds PCR-kopiolisdysta
kdyttden telomeraasin RNA-komponentille spesifisid alukkei-
ta. Solut, jotka sisdltdvdt muuttuneen mddradn telomeraasin
RNA-komponenttia verrattuna saman solutyypin (-tyyppien)
ei-neoplastisiin soluihin, identifioidaan mahdollisiksi
sairastuneiksi soluiksi. Samoin identifioidaan telomeraasin
RNA-komponenttigeenilokuksen tai ldhelle sitoutuneiden
lokusten patognomonisten uudelleenjdrjestdytymisten tai
kopiomddrdn lisddntymisen tapahtuminen solundytteessd pato-
logisen tilan tai patologisen tilan (esim. sydpd, geneetti-
nen sairaus) kehittymistd ennustavan tilan olemassaoloa.
Polynukleotidikoettimia kdytetddn myds yksildiden oikeus-
tieteelliseen tunnistamiseen, kuten isyystesteihin tai ri-

koksesta epdiltyjen tai tuntemattomien vainajien tunnista-
miseen.

Thmispopulaatiossa voi olla pienid muutoksia telomeraasin
RNA-komponentin perusprimddrisekvenssissd, ottaen huomioon
alleeliset muunnokset, restriktiokohdan polymorfismit, ja
geneettisiin sairauksiin liittyvdt syntyperdiset telomeraa-
sin RNA-komponentin sairausalleelit.

Haluttaessa voidaan PCR-amplimeerit olennaisesti tdysimit-
taisen telomeraasin RNA-komponentin kopioiden lisd&miseksi
valita tutkijan mielen mukaan. Samoin voidaan valita ampli-

meerit telomeraasin RNA-komponenttigeenin osien kopiom#3ridn
lisdamiseksi.

Telomeraasin RNA-komponentin ilmentyminen

Riippuen alukkeen, koettimen tai muun nukleiinihapon pituu-
desta, joka sisdltdd ihmisen telomeraasin RNA-komponentin

sekvenssejd, voivat keksinnén plasmidit olla kdyttdkelpoi-
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sia. Esimerkiksi keksinnén tdysimittaisen RNA-komponentin
yhdistelmdtuotanto voidaan suorittaa kdyttden keksinndn
yhdistelmd&-DNA:n ilmentymisplasmidia, joka sisdltda nukle-
iinihapon, joka sisd&lt&d RNA-komponentin nukleotidisekvens-
sin suunnattuna transkriptioon sopivan promoottorin ohjaa-
mana. Isdntdsolut ndille plasmideille voivat olla joko pro-
karyoottisia tai eukaryoottisia, ja promoottori, sekd muut
sadtelyelementit ja valikoitavat markkerit, jotka on valit-
tu liittymddn ilmentymisplasmidiin, riippuvat tuotantoon
kdytetystd isdntdsolusta.

Koskematonta RNA-komponenttigeenid, s.o. promoottoria, joka
sisdltdd minkd tahansa s&ddtelysekvenssin geenin 5’-aluees-
sa, ja RNA-komponenttia koodaavaa aluetta voidaan kdyttda
ilmentamd@&n RNA-komponenttia ihmissoluissa, kuten ihmisen
soluissa, jotka on immortalisoitu virustransformaation tai
sydvdn avulla. RNA-komponenttigeenin promoottori voi kui-
tenkin olla sdddelty, ja tdstd ja muista syistd johtuen
voidaan haluta ilment&d RNA-komponentti eri promoottorin
ohjauksessa. Toisaalta RNA-komponenttigeenin promoottoria
voidaan kdyttdd itsendisesti RNA-komponenttia koodaavasta
sekvenssistd ilmaisemaan muita kiinnostuksen kohteena ole-
via koodaavia sekvenssejd. Voitaisiin esimerkiksi tutkia
RNA-komponenttigeenin transkription sddtelyd yhdistdmdlla
RNA-komponenttigeenin promoottori koodaavaan sekvenssiin
reportteria koodaavaksi sekvenssiksi, kuten koodaava sek-
venssi beeta-galaktosidaasille tai muulle entsyymille tai
proteiinille, jonka ilmentymistd voidaan helposti seurata.
Ndin olle geenin promoottoria ja muita sidtelyelementteji
ihmisen telomeraasin RNA-komponentille voidaan kdyttdi ei
vain ilment&m&dn RNA-komponenttia, vaan myds ihmisen telo-
meraasin proteiinikomponentteja, antisense- tai muita oli-
gonukleotideja, sekd muita kiinnostavia geenituotteita ih-
misen soluissa. Ilmentymisplasmidit, jotka sisdltdvdt kos-
kemattoman geenin ihmisen telomeraasin RNA-komponentille,
voivat olla erityisen kdyttokelpoisia erilaisiin tarkoituk-
siin, kuten geeniterapiaan. Alan ammattimiehet hyvidksyvit,

ettd monia erilaisia ilmentymisplasmideita voidaan kdytt#i
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tuottamaan keksinndn kdyttokelpoisia nukleiinihappoja, ja
ettd termi "plasmidi" tdssad kdytettynd viittaa minkd@ tahan-
sa tyyppiseen nukleiinihappoon (faagista, viruksesta, kro-
mosomista, jne.), jota voidaan kayttdd viemddn spesifista
geneettistd informaatiota isdntd@soluun ja sdilyttamd@dn tuo
informaatio jonkin aikaa.

Telomeraasin proteiinikomponentin eristys

Tamdn keksinndn reagensseilla voidaan myds suorittaa ihmi-
sen sekd muiden nisdkkdiden telomeraasientsyymien proteii-
nikomponentteja koodaavien nukleiinihappojen kloonaus ja
eristys, joita aikaisemmin ei ole ollut saatavissa. Lisda-
minen tdllaisiin nukleiinihappoihin antaa taydentdvid etuja
niille aineille, jotka hankitaan ihmisen telomeraasin RNA-
komponentin nukleiinihapposekvenssejd sisdltdvien nukleii-
nihappojen avulla. Kuten edelld huomattiin, voidaan esi-
merkiksi td@mdn keksinndn terapeuttisia etuja lisdtd joissa-
kin tapauksissa kdyttdmdlld ihmisen telomeraasin proteii-
nikomponenttien puhdistettuja valmisteita ja lisdam&dlla
nditd koodaaviin nukleiinihappoihin. Keksinnén nukleiini-
happoja, jotka koodaavat ihmisen telomeraasin RNA-kompo-
nenttia, voidaan kayttdd eristd@mddn nukleiinihapot, jotka
koodaavat ihmisen telomeraasin proteiinikomponentteja, jol-
loin pd&stddn ndihin etuihin kdsiksi. Ndin ollen keksintd
antaa menetelmdt ihmisen telomeraasin proteiinikomponent-
tien eristamiseksi ja puhdistamiseksi, sekd ihmisen telome-
raasin proteiinikomponentteja koodaavien nukleiinihappojen
identifioimiseksi ja eristdmiseksi. Tdhdn liittyen t&ma
keksintd antaa kdyttdén puhdistetun ihmisen telomeraasin,
puhdistetut nukleiinihapot, jotka koodaavat ihmisen telome-
raasin proteiinikomponentteja, yhdistelmdilmentymisplasmi-
dit ihmisen telomeraasin proteiinikomponentteja varten.
Keksintd antaa kdyttddn myds farmaseuttiset koostumukset,
jotka sisdltdvdt vaikuttavana aineosana joko ihmisen telo-
meraasin proteiinikomponentteja tai nukleiinihapon, joka
joko koodaa nditd@ proteiinikomponentteja tai vuorovaikuttaa

nukleiinihappojen kanssa, jotka koodaavat nditid proteiini-



10

15

20

N
wm

-
. dee
se o0ses ee

»e
~ v
-

P

a
.

e

wer

L 4

noas e
.
.
-

see 30

[ ]
L 23
.o

62

komponentteja, kuten antisense-oligonukleotidit, kolmois-
kierteen muodostavat oligonukleotidit, ribotsyymit tai yh-
distelmd-DNA-ilmentymisplasmidit mille tahansa edellisista.

Kloonattua ihmisen telomeraasin RNA-komponenttia voidaan
kdyttad identifioimaan ja kloonaamaan nukleiinihappoja,
jotka koodaavat telomeraasientsyymin ribonukleoproteiinin
proteiinikomponentteja. Useita erilaisia menetelmi& voidaan
kdyttada, jotta saadaan aikaan proteiinikomponenttien iden-
tifiointi ja kloonaus. Voidaan esimerkiksi k&yttdd entsyy-
min tai osittain denaturoidun entsyymin affiniteettisiep-
pausta kdyttden affiniteettiligandina joko (1) nukleotidi-
sekvenssejd, jotka ovat komplementaarisia RNA-komponentil-
le, sitomaan koskematon entsyymi RNA-komponenttiin; tai (2)
RNA-komponenttia sitomaan osittain tai tdysin denaturoidun
entsyynmin proteiinikomponentit. Ligandi voidaan kiinnittaa
kiinteddn alustaan tai kemiallisesti modifioida (esim. bio-
tinyloida) myShempdd immobilisointia varten alustalle. Ih-
misen telomeraasia sisdltédvien solu-uutteiden kdsittely, ja
sen jdlkeen pesu ja alustaan sitoutuneen telomeraasientsyy-
min eluointi antaa erittdin puhtaan valmisteen telomeraa-
sientsyymistd. Proteiinikomponentit voidaan sitten valin-
naisesti puhdistaa edelleen tai analysoida suoraan prote-
iinisekvensoinnilla. Mddritettyd proteiinisekvenssid voi-
daan kdyttda alukkeiden ja koettimien valmistukseen cDNA:n
kloonaamiseksi tai kloonin identifioimiseksi genomipankis-
sa, joka sisdltdid nukleiinihappoja, jotka koodaavat telome-
raasin proteiinikomponenttia.

Telomeraasin affiniteettisieppaus kdyttden suunniteltua
RNA-komponenttia voidaan mySs suorittaa kdyttden in vitro
transkriboitua telomeraasin RNA:ta ja jdrjestelmidd telome-
raasin entsyymiaktiivisuuden uudelleenrakentamiseksi. Katso
Autexier and Greider, 1994, Genes & Development 8: 563-575,
joka on liitetty t&dhdn yhteyteen viitteeksi. RNA on suunni-
teltu sis&dltd@mé@dn merkin, joka on samanlainen epitoopin
kanssa, joka merkitsee proteiineja. Merkki voi olla RNA-

sekvenssi, johon voidaan kdyttd&d tiukasti sidottua ligan-
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dia, esim. RNA-sekvenssille spesifistd vasta-ainetta, sek-
venssille spesifistd nukleiinihappoa sitovaa proteiinia,
tai orgaanista variad, joka sitoutun tiukasti spesifiseen
RNA-sekvenssiin. Telomeraasin sietokyky merkkisekvenssille
ja sijainnille voidaan tutkia kayttden standardimenetelmid.
Muuttuneen RNA komponentin synteesi ja tdmdn menetelmdn
uudelleenrakennusvaihe voidaan my&s suorittaa in vivo.
Affiniteettisieppausta kdyttden immobilisoitua ligandia
RNA-merkille voidaan sitten kdyttdd entsyymin eristamiseen.

Ilmentymisen seulontaa voidaan mySs kdyttdd eristdmddn te-
lomeraasientsyymin proteiinikomponentteja. Tdssd menetel-
médssd cDNA-ilmentymiskirjastot voidaan seuloa leimatulla
telomeraasin RNA:1la, ja cDNA:ita koodaavat proteiinit,
jotka sitoutuvat spesifisesti telomeraasin RNA:han, voidaan
identifioida. Voidaan myds kdyttdd molekyylin geneettistd
ldhestymistd kdyttden translaation inhiboimista telomeraa-
sientsyymin proteiinikomponentteja koodaavien nukleiini-
happojen eristédmiseksi. Tdssd menetelmdssd telomeraasin
RNA-sekvenssit yhdistetddn valikoitavissa olevan markkerin
yldpuolelle. Sopivassa jadrjestelmdssd ilmentyessdidn vali-
koitavissa oleva markkeri on funktionaalinen. Kun telome-
raasin RNA:n sidosproteiinia koodaava cDNA ilmentyy, prote-
iini sitoutuu tunnistussekvenssiinsd estden ndin valikoita-
vissa olevan markkerin translaation, jolloin on mahdollista
identifioida proteiinia koodaava klooni. Muissa tamdn mene-
telmdn toteutusmuodoissa valikoitavissa olevan markkerin
estetty translaatio mahdollistaa transformoitujen solujen
kasvamisen. Muita jarjestelmisd, joita voidaan kdyttdd, ovat
"vuorovaikutusansajdrjestelmd", joka on kuvattu PCT-patent-
tijulkaisussa nro WO 94/10300; "yhden hybridin" jirjestel-
md, joka on kuvattu julkaisuissa Li and Herskowitz, 17.12.
1993, Science 262: 1870-1874, ja Zervos et al., 29.1.1993,
Cell 72: 223-232; ja "kahden hybridin" jirjestelmd, jota
saa ostaa Clontechiltd.

Telomeraasin RNA:n sitoutumis- tai telomeraasin aktii-

visuuskokeita spesifisesti sitoutuneiden proteiinien ja
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aktiivisuuden havaitsemiseksi voidaan kayttda helpottamaan
telomeraasientsyymin puhdistamista ja entsyymin proteiini-
komponentteja koodaavien nukleiinihappojan identifioimista.
Esimerkiksi sellaisia nukleiinihappoja, jotka sisdltavat
RNA-komponenttisekvenssejd, voidaan kdyttda affiniteetti-
reagensseina eristédmdian, identifioimaan ja puhdistamaan
peptideitd, proteiineja tai muita yhdisteitd, jotka sitou-
tuvat spesifisesti sekvenssiin, joka sisdltyy RNA-kompo-
nenttiin, kuten ihmisen telomeraasin proteiinikomponentit.
On saatavissa useita erilaisia muotoja, kuten geelisiirto,
suodatinsidonta, jalanjdlkien jattadminen, Northwestern
(proteiiniblotin RNA-koetin) ja valoristisilloitus, tdllai-
sen sitoutumisen havaitsemiseksi ja komponenttien eristémi-
seksi, jotka sitoutuvat spesifisesti RNA-komponenttiin.
Nditd kokeita voidaan kdyttdd sidosproteiinien identifioi-
miseen, sidosproteiinien jdlkien puhdistamiseen, RNA-sitou-
tumiskohtien tunnistamiseen, sidosproteiinien molekyylikoon
madrittamiseen, proteiinien leimaamiseen preparatiivista
eristdmistd varten, ja elanten jalki-immunisointiin vasta-
ainesukupolvea varten vasta-aineidensaamiseksi kdytettavék-
si proteiinin eristadmiseen tai proteiinia kytketyssd tran-
skriptio/translaatiojarjestelmidssd koodaavan proteiinin
identifioimiseen.

Nisdkkdén telomeraasin proteiinikomponentin puhdistus

Nisdkkddn telomeraasin proteiinikomponentti voidaan puhdis-
taa tavanomaisilla biokemiallisilla menetelmilld telomeraa-
sia ilmentdvistd soluista, kuten HT1080-solut, 293-solut ja
muut sopivat immortalisoidut solulinjat. Esimerkiksi mutta
ei rajoittaen todetaan, ettd ihmisen telomeraasi voidaan
puhdistaa solu-uutteista olennaisesti menetelmin mukaan,
joka esitettiin US-patenttihakemuksessa 08/288,501, j&itetty
10.8.1994, ja joka on liitetty tdhdn yhteyteen viitteeksi.
Nisdkkdadn telomeraasiuutteet voidaan erottaa telomeraasin
RNA-komponentista kédsittelemdlld RNase-toiminnalla tai
muulla sopivalla keinolla telomeraasin RNA-komponentin
erottamiseksi ja/tai hajottamiseksi samalla kun telomeraa-
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sin proteiinikomponentti j&3& olennaisesti koskemattomaksi
ja psytyy uudelleen rakentumaan lisdttdessd eksogeenista
telomeraasin RNA-komponenttia, kuten yhdistelmdtekniikalla
tai vastaavalla tuotettua. Ndin puhdistettua, ja valinnai-
sesti endogeenisestd telomeraasin RNA-komponentista erotet-
tua telomeraasin proteiinikomponenttia voidaan kdyttaa ai-
neena tdssd kuvatuissa seulontakokeissa, ja muissakin kdyt-
tétavoissa.

Geeniterapia

Eksogeenisen geneettisen materiaalin siirté&minen soluihin
(s.o. DNA-vdlitteinen transfektio) on v&dlttadmd@tén menetelmd
solubiologian ja molekyyligenetiikan perustutkimuksessa,
sekd perusteena kehitettdessd tehokkaita menetelmid ihmisen
geeniterapiaan. Tdhdn mennessd useimmat hyvdksytyista gee-
ninsiirtokokeista Yhdysvalloissa perustuvat replikoitumis-
vikaisiin retrovirusvektoreihin, joissa on terapeuttinen
polynukleotidisekvenssi osana retroviruksen genomia (Miller
et al. (1990) Mol. Cell. Biol. 10: 4239; Kolberg R (1992)
J. NIH Res. 4: 43; Cornetta et al., (1991) Hum. Gene Ther.
2: 215). Adenovirusvektoreita on my6s kuvattu potentiaali-
sesti kdytettdvdksi ihmisen geeniterapiassa (Rosenfeld et
al. (1992) Cell 68: 143).

Toinen ihmisilld kdytettdvdksi hyvédksytty geeninsiirto-
menetelmd on plasmidi-DNA:n fysikaalinen siirto liposomeis-
sa suoraan tuumorisoluihin in situ. Toisin kuin virusvekto-
rit, jotka tdytyy lisdtd viljellyissd soluissa, plasmidi-
DNA voidaan puhdistaa homogeeniseksi ja ndin vdahentdi pato-
geenisen kontaminaation mahdollisuutta. Joissakin tilan-
teissa (esim. tuumorisoluissa) ei ehkd ole valttadmidtdntd,
ettd eksogeeninen DNA integroituu stabiilisti siirrettyyn
soluun, koska vdistyvd ilmentyminen voi riitt#a tappamaan
tuumorisolut. Liposomivdlitteistd DNA:n siirtoa ovat useat
tutkijat kuvanneet (Wang and Huang (1987) Biochem. Biophys.
Res. Commun. 147: 980; Wang and Huang (1989) Biochemistry

28: 9508; Litzinger and Huang (1992) Biochem. Biophys. Acta
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1113: 201; Gao and Huang (1991) Biochem. Biophys. Res. Com-
n. 179: 280; Felgner W091/17424; W091/16024).

2

Immunoliposomeja on myds kuvattu kantajina eksogeenisille
polynukleotideille (Wang and Huang (1987) Proc. Natl. Acad.
Sci. (U.S.A.) 84: 7851; Trubetskoy et al. (1992) Biochem.
Biophys. Acta 1131: 311). Immunoliposomien voisi hypoteet-
tisesti odottaa parantaneen solutyypin spesifisyyttd ver-
rattuna liposomeihin spesifisten vasta-aineiden sisdltymi-
sen vuoksi, jotka oletettavasti sitoutuvat pinta-antigee-
neihin spesifisiin solutyyppeihin. Behr et al. (1989) Proc.
Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 86: 6982 raportoivat lipopoly-
amiinin kdyttidmisen reagenssina valittadm&dn itse transfek-
tiota, ilman ettd tdytyy lisdtd mitddn muuta fosfolipidia
liposomien muodostamiseksi.

Sen mukaisesti telomeraasin RNA-komponenttisekvenssin tai
sen komplementin polynukleotidi, joka on olennaisesti
identtinen ainakin 25 nukleotidin, edullisesti 50-100 nuk-
leotidin tai useamman kanssa, sidotaan toimivalla tavalla
heterologiseen promoottoriin muodostamaan transkriptioyk-
sikké, joka pystyy ilmentd@mddn telomeraasin RNA-komponentin
tali antisense-telomeraasin RNA-komponentin polynukleotidia
ihmisen solussa. Tdllainen transkriptioyksikk®é voi sisdltya
transgeeniin, adenovirusvektoriin, tai muunhun geeniterapian
modaliteettiin toimitettavaksi ihmissoluihin, kuten telome-
raasiin liittyvdn sairauden (esim. neoplasian) hoitamiseen.
Sopivia toimitusmenetelmid telomeraasin RNA-komponentin
sense- tai antisense-ilmentymisrakenteelle valitsevat tut-

kijat hyvédksyttdvan kaytdnnén ja sddnndsvaatimusten mukaan.

Transgeenisten eldainten toteutustavat

Nisdkkddn telomeraasin RNA-komponentin, erityisesti telome-
raasin RNA-komponenttigeenien genomiklooneja, jotka ovat
olennaisesti identtisid hiiren telomeraasin RNA-komponen-
tille, voidaan kdyttdd konstruoimaan homologisia kohdera-
kenteita solujen ja transgeenisten, ei-ihmisenkaltaisten
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eldinten luomiseksi, joissa on ainakin yksi funktionaali-
sesti hajotettu telomeraasin RNA-komponentin alleeli. Alal-
la 18ytyy ohjausta homologisten kohderakenteiden konstruoi-
miseen: Rahemtulla et al. (1991) Nature 353: 180; Jasin et
al. (1990) Genes Devel. 4: 157; Koh et al. (1992) Science
256: 1210; Molina et al. (1992) Nature 357: 161; Grusby et
al. (1991) Science 253: 1417; Bradley et al. (1992)
Bio/Technology 10: 534, jotka on liitetty t&hdn yhteyteen
viitteiksi). Homologista suuntaamista voidaan kdyttdd syn-
nyttadmdan niin sanottuja "knockout*-hiirid, jotka ovat he-
terotsygoottisia tai homotsygoottisia inaktivoidulle telo-
meraasin RNA-komponentin alleelille. T&llaisia hiirid voi
olla myynnissd tutkimuseldimiksi immuunijdrjestelmdn kehit-
témisen, neoplasian, siittididen muodostuksen tutkimiseen,
niitd voidaan kdyttdd lemmikkieldimin&d, voidaan k&dyttaa

eldinproteiiniksi (ruokaan), ja monet muut kdyttdtavat.

Kimeerisesti suunnattuja hiirid saadaan Hogan et al.:n
mukaan Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory (1988) ja Teratocarcinomas
and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, E.J. Ro-
bertson, toim., IRL Press, Washington D.C., (1987), jotka
on liitetty tdhdn yhteyteen viitteiksi. Alkiokantasolut
manipuloidaan julkaistujen menetelmien mukaan (Teratocar-
cinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach,
E.J. Robertson, toim., IRL Press, Washington D.C., (1987);
Zjilstra et al. (1989) Nature 342: 435; ja Schwartzberg et
al. (1989) Science 246: 799, joista jokainen on liitetty
tdhén yhteyteen viitteiksi).

Lisdksi telomeraasin RNA-komponentin cDNA:ta tai genomin-
geenikopiota voidaan kdytt&d konstruoimaan transgeeneji
telomeraasin RNA-komponentin ilmentdmiseksi korkeilla ta-
soilla ja/tai transkription sditelysekvenssien transkrip-
tionaalisen sdadtelyn alaisena, jotka sekvenssit eivdt luon-
nossa esiinny telomeraasin RNA-komponentin geenin vieressi.
Esimerkkind mutta ei rajoituksena voidaan mainita, etti
rakenteellinen promoottori (esim. HSV-tk- tai pgk-promoot-
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tori) tai solulinjalle spesifinen transkription saatelysek-
venssi (esim. CD4- tai CD8-geenin promoottori/aktivaattori)
voidaan toimivasti kiinnittdd telomeraasin RNA-komponentin
polynukleotidisekvenssiin muodostamaan transgeeni (tyypil-
lisesti yhdessd valikoitavan markkerin, kuten neo-geenin
ilmentymiskasetin kanssa). Nd&itd transgeenejd voidaan liit-
td3d soluihin (esim. ES-soluihin, vertamuodostaviin kanta-
soluihin) ja transgeeniset solut ja transgeeniset ei-ih-
misenkaltaiset eldimet voidaan saada tavanomaisten mene-
telmien mukaan. Transgeenisid soluja ja/tai transgeenisia
ei~-ihmisen kaltaisia eldimid voidaan kdyttdd seulomaan an-
tineoplastisia aineita ja/tai seulomaan potentiaalisia kar-
sinogeeneja, koska telomeraasin RNA-komponentin yli-ilmen-
tyminen tai telomeraasin RNA-komponentin epdsopiva ilmenty-

minen voivat johtaa preneoplastiseen tai neoplastiseen
tilaan.

Aineen seulontakokeet

Telomeraasin RNA-komponentin polynukleotidit, telomeraasin
proteiinikomponenttivalmisteet, telomeerin toistotemplaatit
ja sidosreaktiot ja vastaavat toteutetaan viitaten kokeel-
lisiin esimerkkeihin. Yleens& telomeraasin proteiinikompo-
nentit saadaan tavanomaisesti puhdistamalla telomeraasia
ilmentdvistd nisdkdssoluista ja erotetaan niihin liitty-
neestd RNA-komponentista ennen niiden kdyttadmistd tdssd ku-
vatuissa kokeissa. Tutkija voi valita erityisesti vesipi-
toiset olosuhteet tavanomaisten menetelmien mukaan. Yleis-
ohjeen mukaisesti voidaan k&dyttdd seuraavia puskuroituja
vesipitoisia olosuhteita: 10-25 mM NaCl, 5-50 mM Tris HC1,
pH-5-8, valinnaisesti lisdtddn kahdenarvoinen kationi/ka-
tioneja ja/tai metallikelaattoreja ja/tai ionittomia deter-
genttejd ja/tai membraanifraktioita. Alan ammattimiehet
hyvdksyvdt, ettd ndihin perusolosuhteisiin voidaan lis&ta
additioita, deleetioita, muunnoksia (kuten pH) ja substi-
tuutioita (kuten KC1l korvaamaan NaCl:a tai puskurisubsti-
tuutio). Muunnoksia voidaan tehdd sitoutumisreaktion perus-

olosuhteisiin, kunhan spesifinen telomeraasin holoentsyymin
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muodostuminen ja/tai telomeraasin aktiivisuus ilmenee kont-
rollireaktio(i)ssa. Olosuhteet, jotka eivdt salli spesifis-
td sitoutumista ja lohkaisemista kontrollireaktioissa (ai-

netta ei mukana), eivdt ole sopivia kdytettdvdaksi sitoutu-

miskokeissa.

Telomeraasin RNA-komponentin sitoutumisen mddrittédmiseksi
immobilisoituun telomeraasin proteiinikomponenttiin, telo-
meraasin RNA-komponentin laji edullisesti leimataan havait-
tavalla markkerilla, tyypillisesti biotinyyliryhmdlld,
fluoresoivalla osalla tai radioleimatulla lisdtylld nukle-
otidilla. Sopiva leimaus telomeraasin proteiinikomponentil-
le on, ei kuitenkaan rajoittaen, radioleimaus liittamdlla
radioleimattu aminohappo (esim. '*C-leimattu leusiini, 3H-
leimattu glysiini, *S-leimattu metioniini), radioleimaus
kdyttamdlld translaationjdlkeistd radiojodausta '?°I:114 tai
Bly:114 (esim. Bolton-Hunter-reaktio ja kloramiini T), lei-
maus kayttamdlla translaationjdlkeistd fosforylointia
32p:;114 (esim. fosforylaasi ja epdorgaaninen radioleimattu
fosfaatti), fluoresenssileimaus lisa&m&lla fluoresoiva
leima (esim. fluoreskeiini tai rodamiini), tai leimaamalla
muilla tavanomaisilla menetelmilld, jotka alalla tunnetaan.
Toteutusmuodoissa, joissa joku polypeptidilaji immobilisoi-
daan sitomalla substraattiin, muu komponentti yleensd lei-~
mataan havaittavalla markkerilla.

Leimattu telomeraasin RNA- tai proteiinikomponentti saate-
taan kosketuksiin immobilisoidun telomeraasin proteiinin
tai RNA-komponentin kanssa, vastaavasti, ja aineen kyky
muuttaa leimatun komponentin mddrdd, joka immobilisoituu
(s.o. joka sitoutuu samankaltaiseen telomeraasin komponent-
tiin ja siepataan). Sitoutumisreaktion inkubointiaika ja
lampdtila saattavat vaihdella, kunhan valitut olosuhteet
mahdollistavat spesifisen sitoutumisen tapahtumisen kont-
rollireaktiossa, jossa ainetta ei ole mukana. Edullisissa
toteutusmuodoissa kdytetty léampétila on noin ainakin 15°C,
edullisemmin 35-42°C, ja inkuboimisaika on noin ainakin 15

sekuntia, vaikka pitemm&t inkubointiajat ovat edullisia,
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niin ettd joissakin toteutusmuodoissa saavutetaan sitoutu-
mistasapaino. Sidoskompleksien sitoutumiskinetiikka ja
termodynaaminen stabiilisuus mddrdavat liikkumavaran, joka
saavutetaan muuttamalla aikaa, laémpdtilaa, suolaa, pH:ta ja
muita reaktio-olosuhteita. Missd tahansa erityisessd toteu-
tusmuodossa voi tutkija kuitenkin kalibroida halutut sitou-
tumisreaktion olosuhteet helposti kdyttden alalla tavan-
omaisia menetelmid, joita voivat olla sidosanalyysi k&dytta-
en Scatchard-analyysid, Hill-analyysid ja muita menetelmiid
(Proteins, Structures and Molecular Principles, (1984)
Creighton (toim.), W.H. Freeman and Company, New York).

Leimatun telomeraasin proteiinikomponentin spesifinen si-
toutuminen immobilisoituun telomeraasin RNA-komponenttiin,
vastaavasti, mddritetddn lisdadmélld leimaamaton kilpaileva
proteiini (esim. albumiini) ja/tai leimaamaton RNA. Kun
sitoutumisreaktio on tapahtunut, leimatun lajin m#&drd, joka
on spesifisesti sitoutunut immobilisoituun lajiin, havai-
taan. Esimerkkind mutta ei rajoittaen mainitaan, ettd si-
toutumiselle sopivan inkuboitumisajan kuluttua immobilisoi-
mattoman leimatun telomeraasin proteiinikomponentin sisdl-
tdvd vesifaasi poistetaan ja substraatti, joka sisdltaa
immobilisoidun sitoutuneen telomeraasin holoentsyymimlajin
ja minkd tahansa leimatun telomeraasin proteiinikomponentin
sitoutuneena siihen, pest&&n sopivalla puskurilla, joka va-
linnaisesti sisdltdd leimaamatonta salpausainetta (-ainei-
ta), ja pesupuskuri(t) poistetaan. Pesun jdlkeen havaitta-
van leiman md&drd, joka on jdljelld spesifisesti sitoutunee-
na immobilisoituun leimattuun komponenttiin, havaitaan
(esim. optisilla, entsymaattisilla, autoradiografisilla tai
muilla radiokemiallisilla menetelmilld).

Joissakin toteutusmuodoissa lis&tddn leimaamatonta salpaa-
ja-ainetta, joka inhiboi epdspesifisen sitoutumisen. Esi-
merkkejd ndistd salpaajista ovat, ei kuitenkaan rajoittaen:
vasikan kateenkorvan DNA, lohenmddin DNA, hiivan RNA, se-
kasekvenssi (satunnainen tai valesatunnainen sekvenssi)

eripituisia oligonukleotideja, naudan seerumin albumiini,
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ionittomat detergentit (NP-40, Tween, Triton X-100, jne.),
rasvattomat kuivamaitoproteiinit, Denhardtin reagenssi,
polyvinyylipyrrolidoni, Ficoll, ja muut salpaajat. Tutkijat
voivat harkintansa mukaan valita salpaajat sopivissa kon-
sentraatioissa lisdttdvdksi sidoskokeisiin.

Toteutusmuodoissa, joissa telomeraasin RNA-komponentti tai
telomeraasin proteiinikomponentti on immobilisoitu, voidaan
kdyttda kovalenttista tai ei-kovalenttista sidosta subst-
raattiin. Kovalenttisia sidoskemiallisia menetelmid ovat,
mutta ei rajoittaen, alalla hyvin tunnetut menetelmidt (Ka-
donaga and Tijan (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 83:
5889). Erds esimerkki, joka ei rajoita, on kovalenttinen
sidos substraattiin, joka on saatu syanogeenibromidin kans-
sa (kuten CNBr-johdettu Sepharose 4B). Voi olla toivottavaa
kdyttdsd erottavaa osaa vdhentdmddn potentiaalista steeristd
hdirintdd substraatista. Proteiinien ei-kovalenttisia si-
toutumisia substraatteihin ovat, mutta ei rajoittaen, pro-
teiinin sitoutuminen varattuun pintaan ja sitoutuminen
spesifisten vasta-aineiden kanssa.

Erddssd toteutusmuodossa mahdolliset terapeuttiset aineet
identifioidaan niiden kyvyn perusteella estdd telomeraasin

proteiinikomponentin sitoutuminen telomeraasin RNA-kompo-
nenttiin.

Tyypillisesti telomeraasin RNA-komponentti, jota nidissi me-
netelmissd kdytetddn, sisdltdd luonnossa esiintyvdn nisdk-
kddn telomeraasin RNA-komponenttisekvenssin (esim. ihmisen
RNA-komponentti), wvaikka joskus kdytetddn mutanttitelome-
raasin RNA-komponenttisekvenssejid, jos mutanttitelomeraasin
RNA-komponentti sitoutuu telomeraasin proteiinikomponent-

tiin kontrollikokeen olosuhteissa (esim. fysiologiset olo-
suhteet).

Erddssd toteutusmuodossa mahdolliset telomeraasia moduloi-
vat aineet identifioidaan niiden kyvyn perusteella tuottaa

tilastollisesti merkittédvd vdheneminen tai lisdintyminen
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reportteripolynukleotidisekvenssin transkriptiossa (esim.
B-galaktosidaasigeeni, lusiferaasigeeni, HPRT-geeni), joka
on toimivasti sitoutunut nisdkkddn telomeraasin RNA-kom-
ponentin geenin, edullisesti ihmisen telomeraasin RNA-kom-
ponentin geenin transkription sddtelysekvenssiin metaboli-
sesti aktiivisessa nisdk&@ssolussa. Reportterigeeni (esim.
HPRT) voidaan insertoida nisdkkddn telomeraasin RNA-kom-
ponentin ds cDNA:n restriktiokohtaan tai tylppédpdiseen
kohtaan synnyttd@&mddn homologinen kohderakenne tai transgee-
ni, jolloin elinkykyisessd nisdkdssolussa reportterigeeni
sijoittuu endogeenisen telomeraasin RNA-komponentin geenin
promoottorin ja siihen liittyvien transkription kontrol-
lielementtien transkription kontrollin alaisena. Aineet,
jotka tuottavat reportterigeenin annosriippuvaisen tran-
skriptionaalisen muunnoksen, identifioidaan talla tavalla
mahdollisiksi telomeraasia moduloiviksi aineiksi.

Erddssd variaatiossa endogeeninen telomeraasin RNA-kompo-
nenttigeeni nisdkdssolussa suunnataan homologisen kohde-
rakenteen kanssa sijoittamaan reportteripolynukleotidisek-
venssi toimivaan sidokseen endogeenisen geenin kromosomaa-
lisessa lokuksessa olevan endogeenisen telomeraasin RNA-
komponenttigeenin transkription sd&dtelysekvenssin (esim.
promoottorin) yl&dpuolelle. Vaihtoehtoisessa variaatiossa
reportteripolynukleotidin eksogeeninen polynukleotidi, joka
sisdltdd reportteripolynukleotidin, sidotaan toimivasti ni-
sdkkadn telomeraasin RNA-komponentin geenin transkription
sddtelyalueeseen (esim. promoottorin ja yldpuolisen trans-
kriptiotekijdn sitoutumiskohdat); eksogeeninen polynukleo-
tidi siirretddn nisdkdssoluun, jossa se voi integroitua ei-
homologisesti kromosomaaliseen paikkaan ja/tai pidet#ddn tai
replikoidaan episomaalisena polynukleotidina. Aineet, jotka
tuottavat tilastollisesti merkittdvdn reportteripolynukleo-
tidin transkription muuntumisen aineella kdsitellyissd so-

luissa, identifioidaan mahdollisiksi nisdkkddn telomeraasia
moduloiviksi aineiksi.
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Telomeraasia moduloivat aineet, jotka vdhentdvat solun
kykyéd korjata telomeerin vaurio tai inhiboida telomeerin
replikoitumista (esim. kilpailevasti inhiboimaan endogee-
nista luonnossa esiintyvdd telomeraasia), ovat mahdollisia
antineoplastisia tai herkistdvid aineita, jotka herkistadviat
soluja (esim. neoplastisia soluja) telomeerid vahingoitta-

ville aineille (esim. alkyloiville aineille ja ionisoivalle
sateilylle).

Mahdollisista antineoplastisista aineista tutkitaan sitten
edelleen niiden antineoplastinen aktiivisuus kokeissa, joi-
ta rutiininomaisesti kdytetddn ennustamaan sopivuutta kiy-
tettdvdksi ihmisen antineoplastisina lddkkeind. Esimerkkeja
ndista kokeista, ei kuitenkaan rajoittavassa mielessi,
ovat: (1) mahdollisen aineen kyky inhiboida ankkuri-riippu-
mattomien transformoitujen solujen kykyd kasvaa pehmedssa
agar-agarissa, (2) kyky alentaa nu/nu-hiiriin istutettujen
transformoitujen solujen tuumorigeenisyyttd, (3) kyky k&aan-
tdd transformoitujen solujen morfologinen transformaatio,
(4) kyky alentaa istutettujen tuumorien kasvaminen nu/nu-
hiirissd, (5) kyky inhiboida tuumorien tai preneoplastisten
solujen muodostumista spontaanisti tai kemiallisesti aiheu-
tettua karsinogeneesid eldinmalleissa, ja (6) kyky indusoi-
da erilaistuneempi fenotyyppi transformoidussa solussa,
johon ainetta kdytetddn.

Kokeita aineiden kyvyn havaitsemiseksi inhiboida tai lisitd
telomeraasin proteiinikomponenttia: telomeraasin RNA-kom-
ponentin sitominen ja/tai telomeraasin entsymaattinen ak-
tiivisuus hoitavat ainepankkien (esim. yhdistekirjastojen,
peptidikirjastojen ja vastaavien) helppoa korkean suoritus-
kyvyn seulontaa telomeraasin antagonistien tai agonistien
identifioimiseksi. Tdllaiset antagonistit ja agonistit voi-
vat moduloida telomeraasin aktiivisuutta ja ndin ollen mo-

duloida telomeerin korjautumiskompetenssia ja replikoitu-
mispotentiaalia.
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Sitd ettd potilaalle annetaan tehokas annos ainetta, joka
kykenee spesifisesti inhiboimaan telomeraasitoimintaa, voi-
daan kdyttdd terapeuttisena tai profylaktisena menetelmédna
hoitaa patologisia tiloja (esim. sydpd, tulehdus, lymfaat-
tista uudiskasvua aiheuttavat sairaudet, autoimmuunisai-
raudet, neurodegeneratiiviset sairaudet, ja vastaavat),
joita hoidetaan tehokkaasti moduloimalla telomeraasin ak-
tiivisuutta ja DNA:n korjautumista ja replikoitumista.

Kuten alan ammattimiehille tulee selvdksi tdtd esitystéd
lukiessaan, tadm& keksintd antaa kdyttdo6n arvokkaita rea-
gensseja, jotka liittyvadt ihmisen telomeraasiin, sekd eri-
laisia kayttékelpoisia terapeuttisia ja diagnostisia mene-
telmid. Ylldoleva tarpeesta annettu kuvaus antaa rajoitetun
ndytteen ndistd menetelmistd, joita ei tulisi pitdd keksin-
nén aluetta rajoittavina. Keksinndén muut ominaisuudet ja
edut ilmenevdt seuraavista esimerkeistd ja patenttivaati-
muksista.

Seuraavat esimerkit kuvaavat keksinnén spesifisid ndkdkoh-
tia keksinndn valaisemiseksi ja kuvauksen antamiseksi alan
ammattimiehille menetelmistd, joita kdytetddn ihmisen telo-
meraasin RNA-komponentin eristamiseksi ja identifioimisek-
si. Esimerkkejd ei tulisi pitda keksint6d rajoittavina,
koska esimerkit pelkdstddn antavat spesifisen menettelyta-

van, joka on kayttdkelpoinen keksinnén ymmdrtadmisessd ja
toteunttamisessa.

RKOKEELLISET ESIMERKIT
Katsaus

Thmisen telomeraasin RNA-komponentin kloonaus vaati uuden
menetelmdn, joka sisdltdd negatiivisen valinnan ja positii-
visen valinnan syklit, jotka kuvataan jdljessd. Aluksi kui-
tenkin tehtiin yritys kloonata RNA-komponentti k#yttden
kdénteistranskriptiota ja menetelmdd kloonata cDNA:n p&it,
jota kutsutaan 5’'-RACE PCR-kopioiden lis&ddmiseksi. Kian-

teistranskriptioreaktio aloitettiin alukkeella, joka oli
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identtinen toistoyksik®lle yksisdikeisessd osassa ihmisen
telomeerin DNA:ta ja ndin ollen komplementaarinen sekvens-
sille, jonka uskotaan olevan ladsnd ihmisen telomeraasin
RNA-komponentissa. Aluke sisdlsi myds 5'-pddssddn sekvens-
sin, joka vastaa restriktioentsyymin tunnistuskohtaa. Kui-
tenkin kun cDNA:ta, joka syntyi k&&nteistranskriptioreakti-
on ja PCR-kopiolisdyksen avulla, tutkittiin geelielektrofo-
reesilla ja geelissd@ ldsnd olevan nukleiinihapon sdikeiden
nukleotidisekvenssi-analyysilld, havaittiin vain ribosomin
RNA-sekvenssit. Samanlaisia ongelmia todettiin, kun t&man
5’'-RACE-ldhestymistavan variaatioita yritettiin kayttden
sarja-alukkeita.

Onnistunut kloonausyritys alkoi c¢cDNA:n valmistuksella puh-
distetuista ihmisen telomeraasivalmisteista sekd solulin-
joista, joilla on ihmisen telomeraasitoiminta ja solulin-
joista, joilla ei ole havaittavaa ihmisen telomeraasitoi-
mintaa. Menetelmd, jota kdytettiin cDNA:n valmistukseen, on
kuvattu yksityiskohtaisesti esimerkissd 1 jdljessd. Kahta
negatiivista valintavaihetta ja onnistuneita positiivisen
valinnan syklejad kdytettiin yhdessd@ cDNA-valmisteen kanssa,
jotka olivat perdisin kahdesta ihmisen solulinjasta, alen-
tamaan ei-toivottujen sekvenssien konsentraatiota ja nosta-

maan toivottujen RNA-komponenttisekvenssien konsentraatio-
ta.

Negatiiviset valintavaiheet k&dsittivédt biotinyloidun PCR-
tuotteen valmistuksen cDNA:sta, joka oli valmistettu ihmi-
sen solulinjasta, jolla ei ole havaittavaa telomeraasitoi-
mintaa. Biotinyloitu PCR-tuote denaturoitiin ja sitten
uudelleenhybridisoitiin liuoksessa, jossa oli paljon pie-
nempi pitoisuus ei-biotinyloitua PCR-tuotetta (100 biotiny-
loitua tuotetta: 1 ei-biotinyloitu tuote) cDNA:sta, joka
oli valmistettu ihmisen solulinjasta, jossa ei ole telome-
raasitoimintaa. Kun annettiin se mahdollisuus, ettd telome-
raasinegatiivinen solulinja saattaisi sisdltdd jonkun pie-
nen mddran RNA-komponenttia, suoritettiin hybridisaatiovai-

he sen ainoan RNA:n erottamiseksi tai valitsemiseksi, joka
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ilmentyi runsaasti kummassakin solulinjassa. Kun oli suori-
tettu hybridisaatio vaiheeseen C,t, joka oli valittu mah-
dollistamaan runsaimmin ilmentyneen RNA:n hybridisoitumi-
nen, ei-toivottu aine poistettiin sitomalla streptavidiny-
loituihin magneettisiin partikkeleihin; supernatantti, joka
jai jaljelle partikkelien kerdadmisen jdlkeen, sisdlsi halu-
tun cDNA:n ihmisen telomeraasin RNA-komponenttia varten.
Prosessi cDNA:n PCR-kopiolisdykselle on kuvattu esimerkissa
2 jaljessa.

Tédmd aine rikastettiin edelleen halutun cDNA:n suhteen po-
sitiivisen valinnan onnistuneilla sykleilld. Positiivisessa
valintavaiheessa biotinyloitu koetin, joka oli komplemen-
taarinen ennustetulle templaattisekvenssille ihmisen telo-
meraasin RNA-komponentissa, hybridisoitiin PCR-tuotteeseen
rikastetusta (negatiivisella valinnalla) ndytteestd PCR-
vahvistettua cDNA:ta ihmisen solulinjasta, jossa on telome-
raasitoimintaa. Hybridisaation jdlkeen koetin/kohdekomplek-
sit sidottiin avidinyloituihin magneettihelmiin, jotka sit-
ten kerdttiin ja kdytettiin RNA-komponenttisekvenssien suh-
teen rikastetun nukleiinihapon l&hteend positiivisen valin-
nan jatkosykleissd. Positiivinen valintaprosessi on kuvattu
vksityiskohtaisemmin esimerkeissd 3 ja 4 jdljessa.

Positiivisen valinnan kolmannen syklin jdlkeen kopiomddral-
tddn lisdtyt tuotteet erotettiin geelielektroforeesilla, ja
poistettiin geelin osat, jotka vastasivat kooltaan ~200
emdsparin nukleiinihappoja. Sen jdlkeen nukleiinihapot elu-
oitiin geeliosista ja kopiomd@drdd lisdttiin PCR:11&d. PCR-
kopiolisdystuotteet leikattiin restriktioentsyymilli NotI
ja insertoitiin sitten sitomalla plasmidin pBluescriptIISK+
NotI-kohtaan, jota plasmidia voi ostaa Stratageneltd. Saa-
dut plasmidit transformoitiin E.coli-is&ntdsoluihin, ja yk-
sittdiset pesdkkeet erotettiin ja kdytettiin nukleiini-
happoldhteend lisdanalyysiin ja DNA-sekvensointiin. Joukko
tdlla testilld positiivisiksi osoittautuneita klooneja

analysoitiin sitten DNA-sekvensoinnilla ja monilla eri
testeilla.
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Nditd muita testejd olivat seuraavat: (1) sen madrittdmi-
nen, inhiboisivatko otaksutulle RNA-komponentille komple-
mentaariset antisense-oligonukleotidit telomeraasitoimintaa
ihmissolu-uutteissa, joiden tiedettiin sisdltdvadn telome-
raasia; (2) sen mddrittdminen, voitaisiinko otaksutulle
RNA-komponentin kloonisekvenssille spesifisid PCR-alukkeita
kdyttidd vahvistamaan telomeraasindytteessad olevaa nukleii-
nihappoa, ja jdljittdisiké havaittu tuote, jos sellaista
on, telomeraasin aktiivisuuden telomeraasin puhdistuksen
aikana; ja (3) sen mddrittdminen, voitaisiinko otaksutulle
RNA-komponentin kloonin sekvenssille spesifisid PCR-aluk-
keita kdyttdd vahvistamaan nukleiinihappoa, jota on lésnd
solu-uutteissa, jotka ovat perdisin soluista, joissa telo-
meraasitoiminnan tiedetddn olevan suuri (s.o. tuumoriso-
lut), suurempi m&drd kuin solu-uutteissa, jotka ovat perdi-
sin soluista, joiden tiedetddn tuottavan ei lainkaan tai
vain pienid mddrid telomeraasitoimintaa. Eras klooni, joka
oli nimeltddn plasmidi pGRN7, tuotti tuloksia ndissd ko-
keissa, joissa mddritettiin, ettd plasmidi sisdlsi cDNA:ta,

joka vastasi ihmisen telomeraasin RNA-komponenttia.

Nain ollen antisense-oligonukleotidit, jotka vastaavat
PGRN7:n otaksutun RNA-komponentin sekvenssin sekvensseji,
inhiboivat telomeraasin aktiivisuutta in vitro. Samoin, kun
telomeraasi puhdistettiin solu-uutteista prosessilla, joka
kédsitti (1) DEAE-kromatografian; (2) Sephadex S300-kromato-
grafian ja (3) joko glyseroligradiaentin, SP-sefaroosi- tai
fenyylisefaroosierottamisen, ja fraktiot kerdttiin, pGRN7:n
otaksutulle RNA-komponenttisekvenssille spesifiset PCR-
alukkeet lis&dsivédt sopivan kokoisen nukleiinihapon kopio-
mddrdd, ja kopiolisdtyn tuotteen mddri korreloi hyvin kerid-
tyissd fraktioissa havaitun telomeraasitoiminnan m#drian
kanssa. Lopuksi solu-uutteet normaaleista (ei havaittavaa
telomeraasitoimintaa), sySpd- (telomeraasitoiminta l&sni)
sekd kives- (telomeraasitoiminta l&dsnd) soluista osoittivat
vastaavia mddrid PCR-tuotetta kddnteistranskriptiossa ja
PCR-kopiolisdyksessd (RT-PCR) alukkeilla, jotka olivat
spesifisid pGRN7:3d8n sisdltyvdlle otaksutulle RNA-komponen-
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tille. Ohje RT-PCR:lle on kuvattu esimerkeissd 5 ja 6 jal-
jessad.

Ylldolevat tulokset antoivat vakuuttavan todistuksen siita,
ettd ihmisen telomeraasin RNA-komponentti oli kloonattu,
joten plasmidia pGRN7 k&dytettiin sitten eristamé@dn genomin
klooni RNA-komponentille ihmisen solulinjasta, kuten esi-
merkissd 7 jadljessd@ on kuvattu. Genomin klooni identifioi-
tiin ja eristettiin ihmisen DNA:n genomikirjastosta inser-
toituna lambda-vektoriin FIXIII, joka oli hankittu Strata-
geneltd. Haluttu klooni, joka sisdlsi RNA-komponentin gee-
nisekvenssit, jotka sisdlsivdt "15 ke:n insertin, nimettiin
klooniksi 28-1. T&d&md klooni on talletettu American Type
Culture Collectioniin ja on saatavissa talletusnumerolla
75925. Erilaisia restriktiofragmentteja subkloonattiin t&s-
td faagista ja sekvensoitiin. Geeni on myds lokalisoitunut
kromosomin 3 g-haaran distaaliseen pddhdn. Sekvenssi-infor-
maatio, joka saatiin SauIlIAl-restriktioentsyymin tunnis-
tuskohdasta 15 ke:n insertin toisessa pddssd sisdisen
HindIII-restriktioentsyymin tunnistuskohtaan, joka kdsittaa
koko kypsdn RNA-komponentin sekvenssin sekd@ RNA-komponentin
geenin transkription sdatelyelementit lambda-kloonista 28-
1, on esitetty edella.

Esimerkki 1

PCR-kopiolisdtyn cDNA:n valmistus

RNA saatiin soluista 293 ja IMR-90 guanidiini-tiosyanaatti-
uutolla tai puhdistetuista telomeraasifraktioista fenoli/
kloroformi-uutoilla. Koko RNA soluista 293 fraktioitiin
koon mukaan 2% agaroosigeelilld, ja eristettiin RNA, joka
oli kooltaan alle 500 emdsparia.

Ensimmdisen sdikeen cDNA-synteesi suoritettiin kdyttéden

Superscript™ II k##nteiskopioijaentsyymid, joka oli saatu
Bethesda Research Laboratories:lta (BRL). Noin 0,5-1,0 ug
RNA:ta sekoitettiin noin 40 ng:n kanssa satunnaisaluketta

(6 mer; pdN;) vedessd kokonaistilavuuteen 11 pl. Liuosta



10

15

20

79

kuumennettiin 10 min. 95°C:ssa ja jddhdytettiin sitten
jdissd 5-10 min. Denaturoitu nukleiinihappo kerdttiin sent-
rifugoimalla. Denaturoidun RNA:n ja alukkeen muodostama
seos suspendoitiin sitten uudelleen lisd&m&élla tassa jar-
jestyksessd: 4 pl 5x ensimmdisen sdikeen synteesin pusku-
ria; 2 pl 0,1 M ditiotreitolia (DTT); 1 pl RNAsin:ia (Phar-
macia); ja 1 pl dNTP (2,5 mM kukin varastoliuos). Reaktio-
seosta inkuboitiin 42°C:ssa 1 min. ja sitten lis&dttiin 1 pl
(200 yksikkdd) Superscript” II RTasea (BRL) ja sekoitettiin
reaktion alkamiseen, jota sitten inkuboitiin 60 min.
42°C:ssa. Saatu reaktioseos, joka sisdlsi juuri syntetisoi-

tua cDNA:ta, pantiin jdihin odottamaan toisen sdikeen syn-
teesii.

Toisen sdikeen cDNA-synteesi suoritettiin seuraavasti. Noin
20 pl reaktioseosta ensimmd@isen sdikeen cDNA-synteesin
reaktioseoksesta (edeltd) sekoitettiin seuraavien kompo-
nenttien kanssa mainitussa jarjestyksessd: 111,1 pl vettd,
16 pl 10x E.coli DNA-ligaasipuskuria; 3 pl dNTP:td (2,5 mM
kukin varastoliuos); 1,5 pl E.coli DNA-ligaasia (15 yksik-
kéd, BRL:td); 7,7 pl E.coli DNA-polymeraasia (40 yksikkdd
Pharmacialta); ja 0,7 pl E.coli RNAse H:ta (BRL). Saatua
liuosta sekoitettiin kevyesti ja inkuboitiin 2 tuntia
16°C:ssa, jona aikana reaktioputkeen lisdttiin 1 pl (10
vyksikkdd) T4 DNA polymeraasia, ja inkuboimista jatkettiin
vield 5 min. samassa lamp&tilassa (16°C). Reaktio pysdytet-
tiin, ja nukleiinihappo ker&dttiin uuttamalla reaktio feno-
li/kloroformilla kahdesti, saostamalla nukleiinihappo eta-

nolilla, ja sentrifugoimalla reaktioseos nukleiinihapon
pelletoimiseksi.

Sentrifugoimalla kerdtty cDNA-pelletti suspendoitiin uudel-
leen 20 pl:aan TE-puskuria ja sidottiin kaksisdikeiseen
oligonukleotidiin, jota kutsuttiin nimelld "NotAB", ja joka

koostui kahdesta oligonukleotidista (NH2 on aminosuojaryh-
mi):

NotA: 5'~-pATAGCGGCCGCAAGAATTCA-NH2
NotB: 5'-TGAATTCTTGCGGCCGCTAT-3"
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Kaksisdikeinen oligonukleotidi valmistettiin sekoittamalla
50 pl NotA-oligonukleotidia (100 pmol) 50 pl:n kanssa NotB-
oligonukleotidia (100 pmol) 46,25 pl:aan vettd, kuumennet-
tiin saatua seosta 5 min. 95°C:ssa ja lisdttiin 3,75 gl 20x
SSC-puskuria liuoksen vield ollessa kuuma. Seosta sisdltdva
putki pantiin sitten keittimeen, jossa oli kuumaa vettd
(lémpdtilassa noin 70-75°C), jonka ldmp&tilan annettiin hi-
taasti laskea alle 15°C:n, jolloin kaksi oligonukleotidia
voivat hybridisoitua ja muodostaa kaksisdikeisen NotAB:n.
Saatu nukleiinihappo kerdttiin saostamalla ja sentrifugoif
malla.

Kaksisdikeinen NotAB-oligonukleotidi suspendoitiin uudel-
leen noin 30 uyl:aan TE-puskuria ja sidottiin sitten cDNA:-
han reaktioseoksessa, joka sisdlsi 10 pl edelld kuvattua
cDNA-valmistetta, noin 50 pmol (laskettu 0D260:11&) NotAB:-
td; 2 pl 10x T4 DNA-ligaasipuskuria; 1,2 pul T4 DNA-ligaa-
sia; 0,2 pl 10 mM APT:td; ja vettd kokonaistilavuuteen 20
pl inkuboimalla reaktioseosta 16°C:ssa ybn yli. Reaktio
lampbaktivoitiin sitten uudelleen kuumentamalla reaktio-
seosta 10 min. 65°C:ssa. Noin 1-2 pl saatua seosta kidytet-
tiin tyypillisesti PCR-kopiolisdykseen; sidotun seokssen
kopiomddrdd voidaan lis&td 10-15 syklin ajan (94°C, 45 se-
kuntia; 60°C, 45 sekuntia; ja 72°C, 1,5 min.) ja sdilytet-
tiin varastoliuoksena esimerkissd 2.

Esimerkki 2

CDNA:n PCR-kopiolisdys

cDNA:n kopiomd&rdd lisdttiin rutiinimenetelmdllid valmista-
malla kopiomddrdd lisddvd reaktioseos, jossa oli 5 pl 10X
PCR-puskuria (500 mM KCl; 100 mM Tris, pH=8,3; ja 20 mM
MgCl,; 5-8 pl dANTP (2,5 mM kukin); 1 gl Taq polymeraasia
(Boehringer-Mannheim); 0,1 pl geenin 32 proteiinia (Boeh-
ringer-Mannheim); 6 pl Not B aluketta (20 puM varastoliuos);
2 pl cDNA:ta (valmistettu esimerkissd 1 kuvatulla tavalla),
ja vettd 50 pl:ksi. Tdmd seos levitettiin sitten 50-100
pl:n kanssa mineraalidljyd, ja PCR-kopiolis&dystd suoritet-
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tiin 10-15 syklid 94°C:ssa, 45 sekuntia; 60°C; ja 72°C, 1,5
min. Kopiomddrdn lisdyksen jdlkeen reaktioseos uutettiin
fenoli/kloroformilla, ja kopiomddrdltddn lisddntynyt nukle-
iinihappo saostettiin etanolilla ja keradttiin sentrifugoi-
malla. Sakka liuotettiin sitten 100 pl:aan TE-puskuria va-
rastoliuoksen valmistamiseksi.

Esimerkki 3

PCR-kopiolisdys subtraktiivista hybridisaatiota ja syklistd
valikointia varten

PCR-tuotteen valmistamiseksi sekd subtraktiiviseen hybri-
disointiin ettd sykliseen valikointiin lisdttiin kopiom&da-
rdd noin 1 pl:ssa esimerkissd 2 kuvatulla tavalla valmis-
tettua varastoliuvosta 50 pl:ssa PCR-reaktioseosta, joka oli
valmistettu esimerkissd 2 kuvatulla tavalla, paitsi etta
suoritettiin syklit 21-24 alukkeen lampSkdsittelyssd, laa-
jennuksessa ja tuotteen denaturoinnissa. Vahvistuksen jdl-
keen reaktioseokset uutettiin fenoli/kloroformilla, saos-
tettiin etanolilla ja kerdttiin talteen sentrifugoimalla.
Tuotteen saanto arvioitiin vdrjdamdllad etidiumbromidilla
sen jdlkeen kun reaktioseoksen pienestd erdstd oli tehtu
agaroosigeeli-elektroforeesi. Subtraktiivista hybridisaa-
tiota varten lisattiin kopiomddrdd cDNA-kirjastossa telome-
raasinegatiivisista soluista (IMR-90) biotinyloidun dUTP:n
ladsndollessa. Subtraktiivisen hybridisaation suorittamisek-
si kdytettiin telomeraasinegatiivisista soluista (IMR-90)
saadun cDNA:n suhdetta telomeraasipositiivisista soluista
(293) saatuun cDNA:han noin 100-1. Kaytdssd olivat standar-
diolosuhteet 65°C:ssa 48-72 tuntia. Tyypillisesti kdytet-
tiin noin 2 pg nukleiinihappotuotetta, joka oli saatu osit-
tain puhdistetusta cDNA:sta ja negatiivisesti valikoidusta
materiaalista, ainakin kahteen kierrokseen syklistd vali-
kointia.

Kun syklinen valikointi oli tapahtunut esimerkissid 4 kuva-
tulla tavalla, PCR-vahvistettiin noin 1-2 pl valikoituja

"alasveto"-tuotteita (kokonaistilavuudesta 20 pl) esimer-
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kissd 2 kuvatulla tavalla 22 syklid, saostettiin etanolilla
ja kerdttiin sentrifugoimalla valmisteeksi seuraavaa syk-
lista valikointia varten.

Esimerkki 4

PCR-vahvistetun cDNA:n positiivinen valikointi

Ihmisen telomeraasin RNA-komponentin kloonaamiseksi suori-
tetun syklisen valikointiprosessin positiivista valikoin-
tivaihetta varten laimennettiin noin 2 pg PCR-kopiolisdttyd
cDNA:ta 25 pl:ksi TE-puskuria ja sekoitettiin sitten 1,25
pl:n kanssa 20X SSC:tad ja saatua liuosta kuumennettiin
95°C:ssa 3 min. Lampdtilaa alennettiin 60°C:een 5 minuutik-
si, ja lisdttiin yksi pl (0,1 pg/pl) biotinyloitua koetinta
R2 tai R4. Naiden koettimien sekvenssit on esitetty alla.
Koettimet ovat O-metyyli-RNA-koettimia, jolloin U on O-
metyyliuridiini, A on O-metyyliriboadeniini, G on O-metyy-
liriboguaniini, ja I on inosiini.

R2: 5’-UUAGGGUUAGII-biotiini
R4: 5'-AUUGGGUUAUII-biotiini

Koetin R2 on spesifinen telomeerin toistolle, ja koetin R4
on spesifinen RNase P:lle, jota kaytettiin syklisen valin-
taprosessin tehon ja hy6tysuhteen seuraamiseksi. Suoritta-
malla syklinen valinta samanaikaisesti mutta erillddn RNase
P RNA:sta, molekyylistd, jonka sekvenssi tunnetaan, voidaan
paremmin luottaa siihen, ettd syklinen valintaprosessi toi-
mii oikein kiinnostuksen kohteena olevan molekyylin suh-
teen, tdssd tapauksessa ihmisen telomeraasin RNA-komponen-
tin suhteen.

Joko koetin R2 tai R4 lis&ttiin seokseen 65°C:ssa, hybri-
disaatioreaktion l@mp&tilaa alennettiin 30°C:een inkuboi-
malla seosta tuossa lampdtilassa 5 min., ja sitten reak-
tioseoksia edelleen alennettiin ldmpdtilaan 14°C inkuboiden

tuossa lampdtilassa 60 min. Lopuksi seosta inkuboitiin
4°C:ssa 2-12 tuntia.
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Koko hybridisaatioreaktio kummallekin naytteelle (R2 tai
R4) lisdttiin 400 pl:aan 0,5X SSC 4°C:ssa ja sitten lisdt-
tiin putkeen, jossa oli jadkylmid magneettihelmid, jotka
oli hankittu Promegalta, ja esipestiin nelja kertaa 0,5x
SSC:118 ennen kdyttdad. Saatua seosta inkuboitiin 30 min.
4°C:ssa tdydellisen sitoutumisen varmistamiseksi magneetti-
helmiin. Kumpaakin reaktioputkea inkuboitiin sitten lyhyes-
ti huoneenlédmmdssd magneettitelineessd (Promega) helmien
vetdmiseksi alas. Helmet suspendoitiin uudelleen kylmd&n
0,5X SSC:hen (600 pl) ja pantiin (putkessa) jéaihin. Nayt-
teet pestiin vield kolme kertaa 0,5X SSC:11a tdlld tavalla.
Nukleiinihappo eluoitiin helmistd suspendoimalla helmet
uudelleen 100 pl:aan vettd ja inkuboimalla 2 min. 65°C:ssa
ennen helmien panemista magneettitelineeseen kerddmisti
varten. Ta&md prosessi toistettiin vield kolme kertaa; vii-
meiselld kerralla uudelleensuspendoituja helmid inkuboitiin
5 min. 65°C:ssa ennen panemista magneettitelineeseen kerdid-
mistd varten. Koko 100 pl superantantteja (kaikista ndyt-
teistd) yhdistettiin ja kuivattiin 20 pl:ksi Speedvac"-
sentrifuugissa. Talteenotetulle DNA:lle suoritettiin sitten
PCR-kopiolisdys toista kopioimddrdn lisddmis- ja valinta-
kierrosta varten. Kunkin kopiomddrdn lisdyksen jdlkeen PCR-
tuotteet uutettiin kahdesti fenoli-kloroformilla, saostet-
tiin etanolilla ja suspendoitiin uudelleen 20 pl:aan TE-
puskuria.

PCR-kopiolisdykset varmistettiin tyypillisesti agaroosigee-
lielektroforeesilla. Lisdksi kdytettiin erilaisia kontrol-
leja syklisten valintaprosessien seuraamiseksi. Yhtend
kontrollina sijoitettiin PCR-"k&sivarret" (m#irdtyn sek-
venssin omaavat oligonukleotidit, jotka toimivat alukkeen
hybridisaatiokohtina) nukleiinihappoon, joka sisidlsi neo-
mysiiniresistenssid vahvistavan geenin. Saatu nukleiinihap-
po sekoitettiin PCR-kopiolis&tyn cDNA:n kanssa ja seurat-
tiin jokaisessa valinnassa kvantitatiivisella PCR:114.
Toisena kontrollina seurasi RNase P sekd RNase P-valikoi-
duissa ettd telomeraasin RNA-komponentti-valikoiduissa
kirjastoissa.
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Esimerkki 5
RT-PCR-tyOmenetelma

Ensimmdinen sdie cDNA:sta valmistettiin olennaisesti esi-
merkissd 1 kuvatun menetelmdn mukaan. Periaatteessa RNA
puhdistettiin kustakin telomeraasifraktiosta, jotka sisdl-
sivdat 0,1-1 pg RNA; tyypillisesti kdytettiin noin yhdesta
kolmasosasta yhteen viidesosaan RNA:ta, joka oli valmistet-
tu 300 pl:sta fraktiota. RNA sekoitettiin 40-80 ng:n kanssa
satunnaisheksameeria 10 pl:ssa, denaturoitiin 10 min.
95°C:ssa (kdyttden lampSsyklisointilaitetta), ja j&&hdytet-
tiin jdissd. Denaturoitu RNA ja 6-meeri lisdttiin reak-
tioseokseen, joka sisdlsi 4 pl 5x ensimmdisen sdikeen syn-
teesipuskuria, jonka oli toimittanut kdanteiskopioijaent-
syymin valmistaja (RTase, toimitettu BRL:1td), 2 pl 0,1 M
DTT, 1 pl 10 mM dANTP (kutakin), 1 pl RNase-inhibiittoria
(Pharmacia), ja vettd kokonaistilavuuteen 9 pl. Yhdistetty
seos pantiin 42°C vesihauteeseen. 1-2 min. inkuboinnin jil-
keen seokseen lisdttiin 1 pl Superscript" II RTase (BRL).
Inkubointia jatkettiin 60 min. 95-98°C:ssa. cDNA:n ensim-
madinen sdie kerdttiin talteen lyhyelld sentrifugoinnilla,
liuotettiin uusiin putkiin, ja&dytettiin nopeasti kuivalla
jadlla, ja sdilytettiin -80°C:ssa tai kdytettiin valittd-
masti.

Esimerkki 6

cDNA:n PCR-kopiolisdys spesifiselld alukekokoelmalla

20 pl:aa varten PCR-reaktiota, jossa oli radioaktiivisesti
leimattuja nukleotideja, 1 pl cDNA:ta, joka oli valmistettu
esimerkin 5 mukaan, sekoitttiin 2 pmol:n kanssa aluketta 1,
20 pmol:n kanssa aluketta 2, 2,5 pl:n kanssa dNTP:td, 5
uCi:n kanssa alfa-*?P-dATP:td, 2 yksikdn kanssa Taqg-polyme-
raasia (Boehringer-Mannheim), 0,2 pg:n kanssa T4 geenin
proteiinia 32 (Boehringer-Mannheim), 2 pl:n kanssa 10x
puskuria (500 mM KC1l, 100 mM Tris-HCl, pH 8,3, ja 2 mM
MgCl,), ja vettd kokonaistilavuuteen 20 pl. Putkeen lisdt-
tiin sitten yksi tippa mineraali&ljyi.
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PCR-kopiolisdyksen olosuhteet telomeraasin RNA-komponentin
kloonille olivat: 94°C 45 sekuntia, 60°C 45 sekuntia, 72°C
1,5 minuuttia. Syklien lukum&ddrad oli erilainen riippuen
RNA:n valmistukseen kdytettyjen puhdistettujen aineiden
tyypista, mutta oli yleensd 18-25 syklid. Kuten koko kvan-
titatiivisessa RT-PCR:ssd, kullekin ndytteelle ajettiin
useita reaktioita erilaisilla syklimddrilld sen mdarittami-
seksi, milloin PCR-kopiolisdys saavutti kyllastymis- ja ei-
lineaarisen vaiheen.

Kontrollina kdytetylle RNase P:lle PCR-koipolisdyksen olo-
suhteet olivat: 94°C 45 sekuntia, 50°C 45 sekuntia ja 72°C
1,5 minuuttia. Jdlleen oli syklien lukumddrad 15-22 syklia
riippuen ndytteiden luonteesta. RNase P:n vahvistukseen
kdytettyjen alukkeiden sekvenssit on esitetty alla:

P3: 5'-GGAAGGTCTGAGACTAG-3’
P4: 5’-ATCTCCTGCCCAGTCTG-3’

Ndilld kahdella alukkeella saatu PCR-tuote on kooltaan noin
110 emdsparia.

PCR:n jdlkeen tuotteet (5-10 pl reaktioseosta) ladattiin 6%
puhtaaseen polyakryyliamidigeeliin ja elektroforesoitiin.
Elektroforeesin jé@lkeen geeli kuivattiin ja suoritettiin
autoradiografikuvaus PhosphorImager®-laitteella analyysid
varten.

Esimerkki 7

Geenin kloonaus ihmisen telomeraasin RNA-komponenttia var-
ten

Ihmisen telomeraasin RNA-komponentin geenin kloonaamiseksi
kdytettdvdt toimenpiteet suoritettiin kuten yleisesti on
kuvattu julkaisussa Maniatis et al., Laboratory Molecular

Cloning Manual. Ihmisen keuhkon fibroblastisolulinjasta WI-
38 perdisin olevan DNA:n genomi-DNA-kirjasto insertoituna
faagi lambdavektoriIN FIXII hankittiin Stratageneltd. Faagi
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padllystettiin noin konsentraatiossa 25.000 plakkia maljaa
kohti kolmelle 15 maljan (150 mm) yhdistelmdlle. Maljat
tehtiin NZY-agarin ja N2Y pinta-agaroosin avulla; faagin
transformaatiota varten kaytety solut olivat XL1BlueMRAP2-
soluja; ja transformanttien annettiin kasvaa y6n yli noin
16 tuntia 37°C:ssa. Maljoja jddhdytettiin sitten 4°C:ssa
noin tunti ja sitten plakit "nostettiin" C/P-nailonkiekoil-
le (suodatinpaperia Bio Rad:lta). Tamd prosessi toistettiin
nostettujen suodattimien duplikaattikokoelman saamiseksi.
Suodattimet (duplikaatteina) denaturoitiin, neutraloitiin,
tasapainotettiin 6x SSC-puskurilla, sateilytettiin UV-sa-
teilld nukleiinihapon ristisilloittamiseksi suodattimelle,
ja kuivattiin sitten imupaperilla.

Esihybridisaatiota suoritettiin yksi tunti 37°C:ssa 50%
formamidipuskurissa. Suodattimet varustettiin koettimella,
joka oli "218 emdsparin radioaktiivisesti leimattu NotI-
fragmentti kloonista pGRN7, joka oli eristetty sdhkdeluoin-
nilla 5% polyakryyliamidigeelistd elektroforeesilla suori-
tetun erotuksen jdlkeen, ja nick-translatoitiin alfa-*?p-
dCTP:118 kayttden nick-translaatiosarjaa Boehringer-Mann-
heim Biochemicalsilta valmistajan ohjeiden mukaan. Noin 25
ng (710 pCi:n leima) koetinta kdytettiin suodatinta kohti,
ja hybridisaatiota suoritettiin ydn yli 37°C:ssa 50% form-
amidihybridisaatiopuskurissa. Hybridisaation jdlkeen suo-
dattimet pestiin huoneenlammdssd kuusi kertaa; ensimmdiset
kolme pesua suoritettiin 6x SSC:114, joka sisdlsi 0,1% SDS,
ja kolme viimeistd kertaa suoritettiin pelkdlla 6x SSC:1lld.
Kun useammat duplikaattisuodattimet oli ensin altistettu
PhosphorImager“-kasetissa hybridisaation tehon ja signaalin
vahvuuden tarkistukselle, suodattimet pestiin 65°C:ssa 0,5x
SSC:ssd. Sitten suodattimet pantiin Kodak XAR5-filmin alle
kdyttden kahta tehostinrasteria ja annettiin filmin saada
sdteilyd noin 100 tuntia -70°C:ssa.

Yksi vahva signaali tuli suodattimesta, joka sisdlsi faa-
gia, jolle myShemmin annettiin numero 28-1, joka sisidlsi
geenin ihmisen telomeraasin RNA-komponentille. Suodattimel-
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la havaittua signaalia vastaavaa plakkia kdytettiin sekun-
ddsdrimaljojen valmistamiseksi, niin ettd@ eristetty plakki
(varmistettiin tutkimalla leimatulla pGRN7-nukleiinihapol-
la) voitiin viljelld faagi-DNA:n suurimittaista eristé@mistd
varten. Faagi 28-1, jota saa American Type Culture Collec-
tionilta talletusnumerolla 75925, sisdltdda ~15 ke:n inser-
tin ja sis&dltda useita restriktiofragmentteja, jotka sisdl-
tavat sekvenssejd, jotka hybridisoituvat RNA-komponentti-
sekvenssien kanssa pGRN7:ssd: 4,2 ke:n EcoRI-restriktio-
entsyymifragmentti; 4,2 ke:n ClalI-restriktioentsyymifrag-
mentti, ja 2,5 ke:n HindIII-SacI-restriktioentsyymifrag-
mentti. Viimeinen fragmentti k&sittdd koko “560 nukleoti-
din sekvenssin RNA-komponentista, joka on edelld esitetty
ja jonka uskotaan sisdltdvidn tdydellisen geenin RNA-kom-
ponentille. Plasmidi, joka sisdlsi 2,5 ke:n HindIII-SacI-
restriktioentsyymifragmentin pBluescript-vektorissa, mddri-
tettiin plasmidiksi pGRN33, jota on saatavissa American
Type Culture Collectionilta talletusnumerolla ATCC 75926.
Ihmisen geeniin voi sisdltyd muitakin sekvensseji kuin ne,
jotka ovat 2,5 ke:n fragmentissa, nuo sekvenssit voidaan
erottaa faagista 28-1 tai muista faagiklooneista, jotka on
identifioitu tutkimalla 2,5 ke:n fragmentilla (tai muulla
keksinndn koettimella). Edelld mainitut restriktioentsyymi-
fragmentit valmistettiin erillisissd restriktioentsyymi-
leikkauksissa; leikkausten tuotteet erotettiin elektrofo-
reesilla 0,7% agaroosigeelilld tai ainoastaan ~2,5 ke:n
fragmentin tapauksessa 3% polyakryyliamidigeelilld; ja
halutut vyShykkeet leikattiin geelistd ja preparoitiin
subkloonausta varten joko kdyttden GeneClean" Kit II
(Biol01l, Inc.:lta) tai s&hk&eluoimalla Spectropor #2 dia-
lyysiputkeen 0,1x TBE:ssd 100 V:ssa kaksi tuntia (vain ~2,5
ke:n fragmentille).

Namd restriktioentsyymifragmentit subkloonattiin E.coli
ilmentymis/mutageneesi-plasmideihin, jotka oli saatu puUC-
pohjaisista plasmideista tai pBluescriptII-plasmideista,
jotka mySs sisdltdvdt replikoitumisalun SV40 (mutta ei
SV40-promoottorin aktiivisuutta). Saatuja plasmideja voi-
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daan kdyttdd muunnettujen (mutatoitujen) RNA-komponentin
nukleiinihappojen valmistamiseksi vietavdksi ihmisen tai
muuhun eukaryoottiseen soluun eri tarkoituksia varten,
kuten edelld Edullisten toteutusmuotojen kuvaus - kohdassa
on kuvattu.

Esimerkki 8
Antisense-plasmidit ihmisen telomeraasin RNA-komponentille

Antisense-ilmentymisplasmidit valmistettiin RNA-komponentin
cDNA:n PCR-kopiolisdyksella kayttden seuraavia alukeyhdis-
telmid: (1) NotB ja Gl, joka tuottaa antisense-nukleiiniha-
pon, joka on kapeampi kuin cDNA-insertti plasmidissa; ja
(2) NotB ja R3C, joka tuottaa tdysimittaisen (verrattuna
plasmidissa olevaan inserttiin) antisense-nukleiinihapon.
NotB:n nukleotidisekvenssi on esitetty esimerkissd 1 edel-
14; alukkeiden Gl ja R3C nukleotidisekvenssit on esitetty
alla.

G1l: 5’ ~-GAGAAAAACAGCGCGCGGGGAGCAAAAGCA-3’
R3C: 5’-GTTTGCTCTAGAATGAACGGTGGAAG-3'

PCR-kopiolisdyksen jdlkeen kopiomddrdltddn suuremmat frag-
mentit kloonattiin “10 ke:n ilmentymisplasmidiin PmlI-koh-
taan; plasmidi sis&dltdd puromysiiniresistenssin vahvistavan
DHFR:n ja hygromysiini B-resistenssin vahvistavat geenit
valikoitavina markkereina, replikoitumisalun SV40; indusoi-
tavan ihmisen metallotioneiinigeenipromoottorin sijoit-
tuneena ilmentdmdadn antisense-sdiettd ihmisen telomeraasin
RNA-komponentin geenistd (voitaisiin kdyttdd myds vahvempaa
promoottoria suurempien ilmentymistasojen saamiseksi), sekd
SV40 mydhdispoly A-additiokohdan.

Saadut plasmidit (nimeltddn pGRN42 NotB/Gl-tuotteelle ja
PGRN45 NotB/R3C-tuotteelle) transfektoitiin kalsiumfosfaat-
timenetelmdlld (katso Maniatis et al., edelld) fibrosarkoo-
masolulinjaan HT1080. HT1080-solut ovat normaalisti immor-
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taalisia; antisense-RNA:n ilmentymisen ihmisen telomeraasin
RNA-komponentille tulisi estdd ihmisen telomeraasin RNA-
komponenttia liittymé@std yhteen proteiinikomponenttien
kanssa, aktiivisen telomeraasin muodostumisen estamiseltéa

ja solujen tekemiseltd mortaalisiksi.

Esimerkki 9

RNA-komponentin nukleiinihappojen identifioiminen ja eris-
tdminen ei-ihmisenkaltaisista nisdkkdistéd

Sen valaisemiseksi, kuinka keksinnén reagensseja voidaan
kdyttda identifioimaan ja eristd@md@an olennaisesti homologi-
sia nukleiinihappoja muista nisdkdslajeista, kdytettiin
PCR-alukkeita, jotka ovat komplementaarisia ihmisen RNA-
komponentin sekvensseille, lisd&dmddn homologisten sekvens-
sien kopiomddrdd PCR:ssd. Selventdva alukepari, jota voi-
daan kayttdd esitté@mdadn keksinndn tdta puolta, koostuu
alukkeesta +10, jolla on sekvenssi 5‘~-CACCGGGTTGCGGAGGGAGG-
3’, ja alukkeesta R7, jolla on sekvenssi 5‘-GGAGGGGCGAAC-
GGGCCAGCA~3’. Genomin DNA valmistettiin simpanssin, orava-
saimirin, resusapinan ja paviaanin kudoksesta ja liuotet-

tiin TE-puskuriin kosentraatioon noin 0,5-4 mg/ml.

Kullekin kudostyypille valmistettiin PCR-seos, joka seos
kdsitti: 1 pl genomin DNA:ta, 48 pl Master Mixid (Master
Mix sis&dltdd 1x TagExtender -puskuria Stratageneltd, 200 puM
kutakin dNTP:td, ja 0,5 pM kutakin aluketta), ja 0,5 pl
l:1-seosta Tag-polymeraasia (5 yksikkd&d/pl, Boehringer-
Mannheim) :Tth-polymeraasia (TaqExtender®-polymeraasi Stra-
tageneltd). Reaktioputket ladattiin l&mp&syklisoijaan, joka
ohjelmoitiin ensin kuumentamaan reaktioseos 94°C:een 5 mi-
nuutiksi ja sitten suorittamaan 27 syklid inkuboitumista
94°C 30 sekuntia, 63°C 10 sekuntia ja 72°C 45 sekuntia. Kun
kopiomddrdn lisdysreaktio oli tapahtunut, pantiin noin 10
pl kutakin reaktioseosta 2% agaroosigeelille elektroforee-
sia varten. Elektroforeesin, geelin varjadyksen ja UV-sdtei-
lytyksen jadlkeen voitiin havaita, ettd kukin reaktioseos
sisdlsi vybhykkeen ennustettua (7200 ep) kokoa. Nukleiini-
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hapot ndistd vythykkeistd voidaan kloonata ja sekvensoida
ja jdljelle jadanyt osa RNA-komponenttigeeneistd kustakin
ndistd nisdkdslajeista voidaan kloonata, kuten edelld on
kuvattu, geeniksi ihmisen telomeraasin RNA-komponenttia
varten. Esimerkki 14 jaljessd@ kuvaa spesifistd esimerkkid
oravasaimirin telomeraasin RNA-komponenttigeenin sekven-
soinnista.

Esimerkki 10

Mutatoidun sense-ihmisen telomeraasin RNA-komponentin sek-
venssit

Tama esimerkki vahvistaa, ettd telomeraasin RNA-komponentin
sekvenssin muuttaminen templaattialueella muuttaa sekvens-
sid, joka syntetisoidaan ihmisen telomeraasin avulla joh-
taen muutoksiin myds kromosomaalisen telomeraasin toistois-
sa.

Sen maarittdmiseksi, johtaisiko TRC3-templaattialueen mah-
dollisesti tuottama uudelleen ohjelmoituminen vastaaviin
muutoksiin telomeerin toistossa, joka on syntetisoitu ihmi-
sen telomeraasitoiminnassa, geenifragmentti, joka ilmentdd
koko telomeraasin RNA-komponentin (TRC3) geenisekvenssid,
kloonattiin ja mutagenisoitiin. Southern blot-analyysi
osoitti, ettd TRC3 hybridisoitui yksittdiskopiogeeniksi
ihmisen genomissa. TRC3:n genomikopio eristettiin lambda-
faagikirjastosta, ja silld osoitettiin olevan sama rest-
riktiokartta kuin havaittiin genomin Southern bloteissa
tutkittuna TCR3:1lla. 2,6 ke:n HindIII-Sacl-fragmentti eris-
tettiin ja subkloonattiin pBluescriptin muunnettuun versi-
oon, jolloin saatiin genomin TRC3 plasmidi pGRN33. RNA:n
5'- ja 3’'-pddt kartoitettiin kayttden alukelisdystd RACE
PCR ja RT-PCR. RNA-transkriptin koko oli =550 emidstd, k&-
sittden sen kulkeutumisen Northern blot-analyysissid. Tran-
skriboitu alue TRC3:lle oli keskeinen genomin kloonille,

jolla oli 1,4 ke:n ylOspdin suuntautuva sekvenssi.
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RNA uutettiin puhdistetuista telomeraasivalmisteista ja
kaytettiin sitten seuraaviin kokeisiin. 5'-RACE: Ensimnmdi-
sen sdikeen cDNA valmistettiin kdyttden antisense-TRC3-
alukkeita (R3B: 5‘-CAACGAACGGCCA GCAGCTGACATT) *?P-dATP:n
lasndollessa. Lisdystuotteet liuotettiin PAGE:1lla ja iden-
tifioitiin autoradiografialla, leikattiin ja uutettiin.
Oligonukleotidi (NotA: 5’-pATAGCGGCCGCTT GCCTTCA-NH,) si-
dottiin ndihin kahteen ensimmdisen sdikeen tuotteeseen
kdyttden T4 RNA-ligaasia, ja sitten suoritettiin PCR kéyt-
tden ryhmdaluketta, R3c (5‘-GTTTGCTCTAGAATGAACGGTGGAAG), ja
oligonukleotidia (NotB: 5’-TGAATTCTTGCGGCCGCTAT), joka on
komplementaarinen NotA-oligonukleotidille. PCR-tuotteet
livotettiin agaroosigeeliin ja vyShykkeet leikattiin ja
sekvensoitiin suoraan kdyttden oligonukleotidia Gl (5’'-
AGAAAAACAGCGCGCGGGGAGCAAAGCA) alukkeena. 3’-pddn kartoitus:

Yritykset suorittaa 3’ RACE epdonnistuivat. Sen jdlkeen

kdaytettiin RT-PCR-strategiaa, jossa kaytettiin sarjaa an-
tisense-alukkeita, jotka olivat komplementaarisia genomin
DNA-sekvenssille, ensimmdisen sdikeen cDNA-synteesin aloit-
tamiseksi. Alukkeet tdssd sarjassa sijoitettiin suunnilleen
150 emdsparin vadlein alkaen transkriptin 5‘-pddstd edeten
kohti 3'-pd&dtd. Sitten suoritettiin PCR kdyttden ensimmdi-
sen sdikeen aluketta ja aluketta, jonka sekvenssi oli si-
sdinen tunnetulle TRC3-transkriptille (F3b: 5'-TCTAACCC-
TAACTGAGAAGGGCGTAG) . Kdanteiskopioijaentsyymille herkiét,
ennalta arvioitujen kokoiset PCR-vyOhykkeet ndhtiin, kun
kdytettiin cDNA:ta, joka oli valmistettu kaikilla alukkeil-
la, jotka suunniteltiin vdlille +100 - +450 (numerointi 5'-
pddn suhteen), mutta ei mill&&n alukkeella, joka suunnitel-
tiin vdlille +558 - +950. Téamd sijoitti kypsdn TRC3-tran-
skriptin oletetun 3’'-pddn kohtien +450 ja +558 vilille.
Seuraavat alukesuunnittelun ja RT-PCR:n vaiheet kavensivat
tatd valia vdlille +545 ja +558.

TCR3:n ennustettu templaattisekvenssi muuttui CUAACCCUA:sta
CCAACCCCA:ksi (MuC) tai CAAACCCAA:ksi (MuA) genomin plasmi-
din pGRN33 in vitro-mutageneesilld (suoritettiin olennai-
sesti Perez et al.:n mukaan (1994) J. Biol. Chem. 269:
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22485). Liitettynd funktionaaliseen telomeraasiin ndiden
mutantti-RNA:iden tulisi toimia templaattina TTGGGG:n (MuC)
tai TTTGGG:n (MuA) synteesissd mieluummin kuin villikannan
kaltaiselle toistolle TTAGGG. Némd mutanttitelomeraasin
toiminnat voitaisiin helposti erottaa villikannan toimin-
noista, koska ne eivdt endad tarvitsisi dATP:td toimintoi-
hinsa ja vain villikannan toiminnat olisivat herkkid
ddATP:118 tapahtuvalle terminaatiolle. Valmistettiin myoés
kaksoismutantti (MuC+17), jossa oli ldsnd 17 emdsparin
insertio kohdassa +180 ep MuC-templaatin lisdksi. Tama
mutantti mahdollisti muunnetun RNA:n spesifisen havaitsemi-

sen koettimella 17 emdsparin insertioon tai koon mukaan.

2,6 ke:n genomisekvenssi oli riittdvd ilmentamddn TRC3 in
vivo. Solut transfektoitiin ohimenevasti MuC+17-plasmidilla
ja transfektoidusta DNA:sta ilmentynyt RNA havaittiin RT
PCR:118 k&yttden 17 emdsparin inserttisekvenssid alukkeena
kddnteiskopiointivaiheessa. RNA havaittiin MuC+17-transfek-
toiduissa soluissa, mutta ei valetransfektoiduissa soluis-~
sa, osoittaen sitd, ettd 2,6 ke:n genomiklooni oli riittava
TCR3:n ilmentymiselle. Stabiilit transformantit johdettiin
sitten kustakin ndistd kolmesta mutanttiplasmidista kal-
siumfosfaattitransfektoimalla HT1080-soluja yhdessd
pCMVneo:n kanssa. Resistentit kloonit valikoitiin G418:ssa
ja MuC+17:n RNA:n ilmentyminen vahvistettiin RT-PCR:113i
(Irving et al. (1992) Exp. Cell Res. 202: 161).

Mutantin telomeraasitoiminnan tutkimiseksi tutkittiin uut-
teet transfektoitumattomista soluista ja kolmesta stabii-
lista transformantista integroiduilla vektoreilla MuC*, MuC
tai MuA (C*, C tai A kuvassa 1). Koska mutanttiuutteiden
odotettiin sisdltd@vdn sekd luonnossa esiintyvdn tyyppisen
ettd mutanttitelomeraasin toimintoja, kdytettiin erilaisia
koeolosuhteita ndiden erottamiseksi. Normaaleissa reaktio-
olosuhteissa (dTTP, *?P-dGTP ja dATP), kaikki kolme uutetta
mutanttirakennesarjasta osoittivat villikannan kaltaista
telomeraasitoimintaa, joka oli herkkd RNaselle (kuva 1,
kaistat 1-6). Kuten odotettua, t#hdn toimintaan ei vaikut-
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tanut, kun reaktioihin lisdttiin ddCTP:td (kuva 1, kaistat
7-9) ja kumottiin ddTTP:114 (kaistat 10-12). Sitd vastoin
kun dATP korvattiin ddATP:11&, uutteilla C (kaista 14) ja A
(kaista 15) vield oli RNase-herkkd (kaistat 17 ja 18) telo-
meraasitoiminta, kun taas C*:118 (kaista 13) ja kontrolli-
uutteella ei ollut. Ndma tulokset osoittavat, ettd ddATP-
resistenttejd toimintoja edustava telomeraasi ohjelmoitiin
uudelleen MuC- tai MuA-TCR3-RNA:lla. Sitd vastoin 17 ke:n
insertio C*:ssd inhiboi uudelleenrakentumista osoittaen
sitd, ettd@ telomeraasin uudelleenrakentuminen on erittdin
spesifistd TRC3-sekvenssille.

Sen varmistamiseksi, ettd mutantilla MuA syntetisoitu sek-
venssi oli (GGGTTT),, modifioimme olemassaolevaa PCR-mene-
telmdd telomeraasitoistojen vahvistamiseksi lisdttynd ai-
nutlaatuiseen telomeraasialukkeeseen (Kim et al. (1994)
Science 266: 2011). Synteettisid alukkeita kayttden identi-
fioimme reaktio-olosuhteet, joissa 3’-aluke yhdessa sek-
venssin d(CCCAAACCCAAACCCAA) kanssa vahvistaisi vain
(TTTGGG) ,~toistoja eikd vahvistaisi toistoja, jotka sisdl-
tavat sekvenssejd (TTAGGG),.

Eron saamiseksi telomeeritoistojen vdlille, joita lisdttiin
villikannan tyyppiselld@ versus mutatoidulla telomeraasilla,
yhdistettiin kaksivaiheinen koe strategiaan nukleotidien
saatavuuden rajoittamiseksi telomeraasin reaktioon. Koska
MuA ja MuC synnyttdisivat telomeerin toistosekvenssit (TTT-
GGG), ja (TTGGGG),, vastaavasti, solu-uutteet inkuboitiin
ensin TS-substraatilla siten, ettd l&snd oli vain dTTP ja
dGTP, 10 minuuttia huoneenldmmdss&d, jotta telomeeritoisto-
jen lisdys saattoi tapahtua. Jdljelld olevat telomeraasin
toiminnat tuhottiin sitten keittdmdlld uutteita 5 minuut-
tia. Telomeraasituotteet, joissa oli spesifinen DNA-sek-
venssi, havaittiin sitten PCR-kopiolis&dykselld k&dyttden
sopivia k&dnteisalukkeita ja siten, ettd ladsnd olivat kaik-
ki 4 dNTP:td ja hivenmddrid *?P-dCTP kuvatulla tavalla (Kim
et al. (1994) edelld). MuA-tuotteiden havaitsemiseksi kddn-
teisaluke oli (ACCCAA), ja PCR-olosuhteet olivat 94°C, 10
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sekuntia, 60°C 30 sekuntia ja 72°C 30 sekuntia 20 syklin
ajan. MuC-tuotteiden havaitsemiseksi kdytettiin kolmea
kdanteisaluketta: (CCCCAA),;, (CCAACC),; ja (CCAACC),;, vastaa-
vasti, joista saatiin PCR-tuotteet, joissa oli vastaavat
liikkuvuuden siirtymdt, jotka olivat yhdenmukaiset odotetun
lampbkasittelykohdan kanssa telomeraasituotteille. Kaytetyt
PCR-olosuhteet olivat samat kuin edelld, paitsi ettd lampd-
kdsittelyn lampstila oli 50°C. Samoissa olosuhteissa ei
syntynyt yhtddn telomeraasituotetta parentaalisoluista tai
soluista, jotka oli transfektoitu villikannan TRC-3-gee-
nilla. PCR-kopiolisdyksemme olosuhteiden spesifisyyden
tutkimiseksi suoritetuissa kokeissa synteettiset oligonuk-
leotidit, jotka sisdlsivdt (TTTGGG), ja (TTGGGG),, synnyt-
tivdt sopivan 6 nukleotidin tikapuu-PCR-tuotteet k&é&n-
teisalukkeen (ACCCAA), tai (CCCCAA), kanssa, vastaavasti,
kun taas oligonukleotidit (TTAGGG), eivdt tuottaneet mitd&n
PCR-tuotteita kddnteisalukkeen (ACCCAA), tai (CCCCAA),
kanssa.

Ndita olosuhteita kdyttden synnyttivat MuA:sta, mutta ei
MuC:std tai villikannan soluista saadut uutteet tuotteita
modifioidussa telomeraasikokeessa, osoittaen sitd, ettd
MuA:ta sisdltdvistd soluista saatu telomeraasi synnytti
(TTTGGG) ,~toistoja. Samanlaisia menetelmid kdytettiin ana-
lysoitaessa MuC-mutanttia, joka syntetisoi (TTGGGG),-tois-
toja. Yhdessd ylldolevat tiedot muodostavat vahvan todis-
teen siitd, ettd TRC3-geeni koodaa ihmisen telomeraasin
RNA-komponenttia, ja niinpd olemme nimenneet TRC3:n uudel-
leen hTR:ksi tarkoittamaan ihmisen telomeraasin RNA:ta
(human telomerase RNA).

Esimerkki 11

Telomeraasin RNA-komponentti mortaalisissa ja immortaali-
sissa soluissa

Useimmissa sydpdsoluissa on suuri midrd telomeraasitoimin-
taa, kun taas useimmissa normaaleissa somaattisissa ihmis-
soluissa telomeraasia ei havaita (Kim et al. (1994), edel-
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ld). Sen madrittamiseksi, nousevatko telomeraasin RNA-kom-
ponentin tasot immortaalisissa sySpdsolulinjoissa, analy-
soitiin telomeraasin RNA-komponentin ja GAPDH-transkriptin
tasot kéyttden RT-PCR:84 viidessd mortaalisessa primd&riso-
lukannassa, joista puuttui havaittava telomeraasitoiminta,
ja viidessd immortaalisessa sydpdsolulinjassa, joissa telo-
meraasitoiminta oli tasoltaan korkeata. Telomeraasin RNA-
komponentin transkriptien vakiotilataso oli 3-12 kertaa
suurempi tuumorisolulinjassa kuin primd&drisissd soluissa-
verrattuna GAPDH:n tasoon (kuva 2A). Samalla kun telomeraa-
sin RNA-komponentin tasot nousivat immortaalisissa sydpa-
soluissa ilmaisten telomeraasin korkeita tasoja, on mie-
lenkiintoista ettd matalat, mutta helposti havaittavat te-
lomeraasin RNA-komponentin tasot olivat ldsnd myds mortaa-
lisissa primd@drisoluissa, joissa ei ollut havaittavaa telo-
meraasitoimintaa (kaistat 1-5).

Telomeraasin RNA-komponentin tasot tutkittiin my6s erilai-
sissa normaaleissa ihmisen kudoksissa Northern blot-analyy-
silla. Kiveksissd ja munasarjoissa oli korkeimmat telome-
raasin RNA-komponentin tasot, jotka olivat odotettuja, kos-
ka ndissd kudoksissa ilmeni suuret telomeraasitoiminnan
tasot. Useissa muissa kudoksissa ilmeni kuitenkin myds te-
lomeraasin RNA-komponenttia (kuvat 2B ja 2C). Nditd ovat
normaali munuainen, eturauhanen ja aikuisen maksa, joista
kaikista puuttuu telomeraasitoiminnan havaittavat tasot.
Ndamd tulokset vahvistavat tiedot solulinjoista (kuva 2A) ja
esittdvat, ettd telomeraasin RNA voi olla l&snd, mutta
inaktiivinen monissa ihmisen kudoksissa. Samanalaisia ku-
dosspesifisid eroja RNA:n ilmenemisessd ndhdddn hiiren ku-
doksissa; monet normaalit hiiren kudokset ovat kuitenkin
positiivisia telomeraasitoiminnalle. Ilmeinen lis&dntynyt
telomeraasitoiminnan ilmeneminen ihmissoluissa auttaa sel-
vittdmddn, miksi hiiren solut spontaanisti kuolevat viljel-
missd, joissa ihmisen solut eivat kuole.
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Esimerkki 12
Antisense-htR:n (ihmisen telomeraasin RNA-komponentin)

transkriptien ilmentyminen Hel.a-soluissa, joka johtaa solu-

kriisiin ja solujen kuolemiseen

Telomeraasin toiminnan tutkimiseksi immortaalisessa solus-
sa, vietiin antisense-htR:n ilmentymisrakenteet HeLa-solui-
hin. 200 emdsparin EcoRI-DNA-fragmentti, joka sisdlsi 1-193
emdsparia ihmisen telomeraasin RNA-komponentin cDNA-kloo-
nista TRC3, insertoitiin pl0-3:n ja pBBS212:n EcoRI-kohtaan
plasmidien pl0-3-hTR ja pBBBhTR saamiseksi, vastaavasti.
Plasmidi pl0-3-hTR ilmentda telomeraasin RNA-komponentin
antisensen tetrasykliinisdddellyn minimaalisen CMV-promoot-
torin suorittamassa transkription ohjauksessa, joka on su-
kua viidelle Tet-operaattorille yl&spdin kahdessa eri ori-
entaatiossa, kuten on kuvattu (Gossen et al. (1992) Proc.
Natl. Acad. Sci. (USA) 89: 5547). Plasmidi~-pBBS~-hTR ilmen-
tdd hTR:n antisensed MPSV-promoottorin ohjauksessa (Lin et
al. (1994) Gene 147: 287). Samanaikaisesti kontrolli-ilmen-
tymisvektorit, joista puuttui antisense-hTR:d3 koodaava
sekvenssi, vietiin elektroporaation avulla HeLa-soluihin.
Antisense- tai kontrolliplasmidit sis&dltdvat kloonit valit-
tiin kolmeen eri kokeeseen. Ensin viljelmdt 41, jotka il-
mensivat antisense-hTR:&&, kasvoivat identtisesti solujen
kanssa, joissa oli kontrollivektori. Kuitenkin 23-26 popu-
laation kahdentavassa tasossa (PDL) transfektion j&dlkeen 33
41:std antisensed ilmentdvistd viljelmistd ldpikdvi kriisin
(taulukko I). Solukriisille ndissd viljelmissd oli tun-
nusomaista merkittdvd hidastuminen solujen kasvussa 20:sta
26:een PD:hen, jonka jdlkeen seurasi solujen kupertuminen
ylOspdin ja irtautuminen maljalta viikon kuluessa. 28:ssa
tapauksessa 33:sta, joissa solut l&pikdavivdt kriisin, ha-
vaittiin harvoja (< 1%) palautuvia soluja kolmessa viikossa
sen jdlkeen, kun useimmat solut olivat kuolleet. Palautuvat
solut voivat edustaa muunnoksia, jotka vilttdvdt inhiboivan
vaikutuksen, joka on antisense-hTR-rakenteella. Vastoin an-

tisense-klooneja ei yhdell&kddn vektorikontrollisolulin-
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jalla tapahtunut mitdd&n muutosta kasvussa tai kuolemisesa
yli 50 kahdentumisen kuluessa.

Taulukko I

Antisense-hTR johtaa lvhvempdidn keskimddrdiseen TRF:33dn ja

solukriisiin

Suoritettiin kolme itsendistéd koetta, joissa HeTe7-solut
(HeLa-solut, jotka ilmentdvdt tetrasykliinirepsessori-
VP1l6:n kimeerisen proteiinin korkeita tasoja), transfektoi-
tiin elektroporaatiolla joko plasmidilla pl0-3-hTR, joka
ilmentdd antisense-hTR:&4 tetrasykliini-VP1l6:n indusoiman
CMV-minimaalisen promoottorin ohjauksessa, tai plasmidilla
PBBS~-hTR, joka ilment&dd antisense-hTR:&4a MPSV-promoottorin
ohjauksessa (54). [Ndissd kokeissa ei havaittu tetrasyk-
1liinillé tapahtuvaa sdatelyd. Kokeet pl0-3-hTR:11l& suori-
tettiin tyypillisesti ilman tetrasykliinid, koska kontrol-
likokeet lusiferaasilla tai antisense-hTR:11d tetrasyklii-
ni-VPl6-indusoidun CMV-minimaalisen promoottorin ohjaukses-
sa osoittivat, ettd tetrasykliinin l&dsndololla tai poissa-
ololla oli vahdn vaikutusta lusiferaasin tai antisense-
hTR:n ilmentymiseen HeTe7-soluissa. Aikaisemmissa kokeissa,
jotka suoritettiin antisense-hTR-rakenteilla HeTe7-soluis-
sa, solut todellakin l&apikdvivat kriisin 23-26 PDL:ss&d& tet-
rasykliinin lasndollessa.] Kontrollina HeTe7-solut trans-
fektoitiin my6s parentaalivektorilla samoissa olosuhteissa.
11-18 stabiilia kloonia eristettiin kustakin transfektio-
sarjasta. Kaikista isolaateista saaduilla klooneilla oli
identtinen morfologia ja kasvuprofiilit 20 PDL:&&n saakka,
jolloin eniten antisensed ilmentdvien kloonien kasvu hidas-
tui merkittdvdsti (pl0-3-hTR ja pBBS-hTR). PDL 23-26:ssa
namd solut lapikdvivat kriisin, jolle oli tunnusomaista
suurentuneiden ja kupristuneiden solujen ilmaantuminen.
Kuitenkaan kaikki pBBS-hTR:114 transfektoiduista HeTe7-
soluista eivat l&pikdyneet kriisid; 8 kloonia, jotka ilmen-
sivdt antisense-hTR:d83d, jatkoivat kasvamista samalla taval-
la kuin kontrolliviljelmdt. Kaikista klooneista saadut so-

lut korjattiin PDL 23:ssa ja keskimddrdiset TRF-pituudet



10

15

20

98

mddritettiin. P-arvot laskettiin pariutumattomien t-testin
avulla. Kustakin sarjasta esitettiin kriisin l&pikdyneiden
kloonien osuus.

Plasmidi solukriisi Keskim. TRF P-arvo Kriisi/kaikki
1 p10-3 ei ei mdir, 0/7
pl10-3-hTR kylld ei midr. 18/18
2 pl0-3 ei 3,27 £ 0,10 0/12
0,0003
p10-3-hTR kylld 2,72 £ 0,07 11/11
pPBBS ei 3,22 + 0,11 0/13
0,0008
3 pBBS-hTRa kyll& 2,39 ¢t 0,10 4/4
pBBS-hTRb ei 3,03 + 0,20 0,3551 0/8
HeTe7-solut el 3,15 + 0,09 parent.solut

Sen mddrittdmiseksi, korreloivatko telomeerin pituus ja
telomeraasin inhibointi solukriisin kanssa antisensed il-
mentdvissd klooneissa, telomeerin pituus ja telomeraasitoi-
minta tutkitiin useissa kriisid edeltdvissd kontrolli- ja
kokeellisissa pesdkkeissd 23 PDL:ssad. Kaikki pesdkkeet,
jotka sisdlsivat kontrollivektorin, olivat keskimddrdiset
TRF:n pituudet (3,22 ja 3,27 ke) samat kuin emosolulinjassa
(3,15 ke), kun taas klooneilla, jotka sisdlsivat antisense-
vektorirakenteet ja jotka lapikadvivat kriisin, olivat kes-
kimddrdiset TRF-pituudet valilld 2,39 ja 2,72 ke eli 17-26%
lyhyemm&t kuin emosolulinjassa (kuva 3). Namd tiedot ovat
yhtdpitdvid telomeerin toistojen kanssa, jotka ovat havin-
neet antisensed sisdltdvistd klooneista telomeraasitoimin-
nan inhiboitumisen vuoksi. Tamdn testaamiseksi suoraan te-
lomeraasitoiminta tutkittiin 14 kloonissa. Telomeraasitoi-
minta oli yleensd& vdhdinen mutta havaittava monissa anti-
sense-klooneissa, vaikka lyhentyneet telomeerit antavat
aiheen odottaa, ettd taso ei ollut riittdvd sdilyttdmdédn
telomeerin pituutta, koska keskimddrdinen TRF putosi
3,22:sta 2,39 ke:then (P=0,0008). Kahdeksassa kloonissa,
jotka sisdlsivdt antisense-vektorin (pBBS-hTRb), ja jotka
eivadt ldpikayneet kriisid, telomeerin pituus ei ollut mer-
kittdvédsti muuttunut (3,03 vastaan 3,33, P=0,355), ja telo-

meraasitoiminta oli samanlaista kuin kontrolleissa. Yhteen-
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vetona tuloksista voidaan todeta niiden kertovan siita,
ettd telomeerin hdvidminen johtaa kriisiin ja solujen kuo-

lemaan telomeerien saavuttaessa kriittisen pituuden.

Solukriisin indusoituminen HeLa-soluissa, jotka ilment&vat
antisense-telomeraasin RNA-komponenttia, antaa edelleen
tukea sille, ettd telomeraasin inhiboituminen voi muodostaa
spesifisen ja tehokkaan terapeuttisen menetelmdn ihmisen
syopdd vastaan.

Esimerkki 13

In situ-kopioiden lisddntyminen ja havaitseminen
Telomeraasin RNA:n havaitseminen in situ

A. Fluoresenssin avulla tapahtuva in situ-hybridisaatio
(FISH)

Telomeraasipositiivisten solujen identifiointi solujen tai
kudosten sekapopulaatiossa voidaan suorittaa telomeraasin
RNA-komponenttiin suunnatun leimatun koettimen in situ-
hybridisaatiolla. Solundytekudos kiinnitettiin mikroskoop-
pilasille ja kylldstettiin riittavasti ja kdytettiin in
situ-hybridisaatioon. Esimerkki in situ-hybridisaatiosta
ihmisen telomeraasin RNA:lle (hTR) k&dsittdd sen, ettd ensin
denaturoidaan nukleiinihapot upottamalla lasit 2-3 minuu-
tiksi 70% deionisoituun formamidi/2X SSC-liuokseen, joka
oli esildammitetty 70-74°C:een. Lasit siirretddn sitten j&&a-
kylmdadn 70% EtOH:iin ja sitten 95% EtOH:iin ja sitten 100%
EtOH:iin (4 min. kussakin liuoksessa). 100-200 ng (lasia
kohti) leimattua htRNA-koetinta (7500 emdsparin DNA-koetin,
joka on leimattu biotiinilla, digoksigeenilla, radioisotoo-
pilla, fluoresenssileimalla) kuivataan, suspendoidaan uu-
delleen 10 pl:aan 100% deionisoitua formamidia, denaturoi-
daan inkuboimalla 75°C:ssa 8 min., ja vdlittdmdsti j&&hdy-
tetddn jdilld. Lisdtddn 10 pl 2X hybridisaatiopuskuria (4X
SSC; 4X Denhardtin liuos; 20% dekstraanisulfaatti; 100 mM
Tris, pH 7,5) 10 pl:aan uudelleensuspendoitua koetinta.
Lisdtddn koetin/hybridisaatioseos (20 pl) kiinnitettyyn

ndytteeseen, peitetd@dn peittolasilevylld, ja suljetaan
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peittolasi kumisementilld tai kynsilakalla. Inkuboidaan
ndytettd 37°C:ssa 8-48 h. Hybridisaation jdlkeen peittolasi
poistetaan, ndyte pestddn kahdesti 2X SSC:11&/50% deioni-
soidulla formamidilla 37°C:ssa, ja pestddn sitten kahdesti
2X SSC:114 37°C:ssa (5 min. pesua kohti). Sitten ndyte tut-
kitaan mikroskoopilla.

B. Primed in situ-leimaus (PRINS)

Toinen variaatio perinteiseen in situ-hybridisaation ha-
vaitsemismenetelmddn on Primed in situ-leimaus (PRINS).
hTR:n havaitseminen PRINSilla muodostuu niin, ettd ensin
tehdddn hTR:n cDNA-synteesi kddnteikopioijaentsyymilléa
(RT), jonka jdlkeen PRINS-havaitseminen k&ytt&en hTR-spesi-
fistd oligonukleotidikoetinta ja ketjun pidennys leimattu-
jen nukleotidien liittamiseksi. hTR:n RT-reaktio voidaan
suorittaa erilaisilla menetelmilld. Erds esimerkki RT-reak-
tiosta on kdyttdd GeneAmp Thermostable rTth Reverse Trans-
criptase RNA PCR-sarjaa (Perkin Elmer). T&ssd menetelmdssa
10 pl RT-seosta (10 mM Tris-HC1 pH 8,3; 90 mM KC1; 1 mM
MnCl,; 200 pM dNTP:itd; 2,5 U rTth DNA-polymeraasia; 0,4 pM
palautusaluketta [esim. R7G: 5’'-GGAGGGGCGAACGGGCCAGCAG-3'])
viedddn kiinnitettyyn ndytteeseen, suljetaan pddllyslasil-
la, ankkuroidaan kiinni kynsilakalla, peitetddn mineraali-
61ljylld ja inkuboidaan 70°C:ssa 30 min. Jidlkeenpdin mine-
raali6ljy poistetaan pesemdlld 5 min. ksyleenissa ja sitten
5 min. 100% EtOH:ssa. Pddllyslasi otetaan pois, pestdan ly-
hyesti DepC-vedelld, sitten 100% EtOH:1lla ja kuivataan il-
massa 5 min. Sitten ndytteeseen lisdtddn 10 pl PRINS-seosta
(5% (t/t) glyserolia; 10 mM Tris-HCl, pH 0,3; 100 mM KC1;
0,05% (p/t) Tween 20; 0,75 mM EGTA; 2,5 mM MgCl,; 0,4 pM
edistdvda aluketta [esim. U3b: 5‘'-GCCTGGGAGGGGTGGTGGCTATTT-
TTTG-3’]; 200 pm dA, dG, dCTP; 110 yM dTTP; 90 pM leimattua
dUTP). Suljetaan pdallyslasilla, ankkuroidaan kiinni kynsi-
lakalla, peitetddn mineraalidljylld ja inkuboidaan 70°C:ssa
30 min. - 3 h. Sitten ndyte pestddn 3 kertaa pesupuskurissa
(4X SSC; 0,05% Tween 20), kuumennetaan 70°C:een 2 minuutik-
si. Sitten signaali havaitaan.
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C. in situ RT-PCR

hTR:n RT-PCT-havaitseminen muodostuu kohde-RNA:n cDNA-syn-
teesistd kddnteiskopioijaentsyymireaktiolla (viruskddnteis-
kopioijaentsyymi tai lampSstabiilien DNA-polymeraasien si-
sdinen RT-toiminta), jonka jdlkeen kohde-cDNA:n PCR-kopio-
lisdys tapahtuu in situ. Erilaisia RT-reaktioita voidaan
kdyttdada hTR:n cDNA-synteesissd, kuten kohdassa 11B mainittu
RT-ty6jdrjestys. Edelleen voidaan RT-PCR:lle my6s kayttda
samoja puskuriolosuhteita ja alukkeita, joita kdaytettiin
PRINS-havaintomenetelmissd, mutta lopullisen 70°C:ssa 30
min - 3 h tapahtuvan inkubaation sijasta ndytteen kopiomaa-
rda lisdtddn lampdsyklisoijassa 30-40 syklid 94°C/40 sekun-
tia, 55°C/90 sekuntia (katso kohta 11B). PCR:n jdlkeen ndy-
te pestddn 3 kertaa pesupuskurissa (4X SSC; 0,05% Tween 20)
ja kuumennetaan 70°C:een 2 minuutiksi. Sitten signaali
havaitaan.

Toinen vaihtoehtoinen menetelmd on lisatd kopiomddraa alku-
perdisest@ RT-reaktiosta syntyneessd cDNA:ssa kayttamdlla
GeneAmp in situ PCR system 1000:a ja GeneAmp in situ PCR
core kit:id (Perkin Elmer).

Erds vaihe in situ RT-PCR:ssd kiinnitetylld ja kylldstetyl-
14 n&dytteelld voidaan suorittaa kdyttden GeneAmp EZ rTth
RNA PCR-ohjetta yhdessd GeneAmp in situ PCR system 1000:a
(Perkin Elmer). Tédmd@ menetelmd muodostuu siitd, ettd vie-
ddan 40-50 pl EZ RNA PCR-puskuriseosta (50 mM Bicine&d; 115
mM kaliumasetaattia; 8% (p/t) glyserolia, pH 8,2; 300 uM
dA, dG, dCTP; 165 pM ATTP; 135 pM leimattua dUTP:td; 5-10 U
rTth DNA-polymeraasia; 2,5 mM Mn(OAc),; 0,45-1 uM htRNA-
spesifisid alukkeita, esim. R7 ja U3b) kiinnitettyyn ja
kylléastettyyn nédytteeseen mikroskooppilasilla ja suljetaan
se silikonitiivisteelld ja nipistetddn kiinni, jonka jal-
keen seurataan valmistajan ohjeita (GeneAmp in situ PCR
system 1000, Perkin Elmer). Ndyte pannaan sitten GeneAmp in
situ PCR-koneeseeen ja kuumennetaan 120 sekuntia 94°C:ssa

ja kopiomdarda lisdtddn sitten 30-40 syklid 94°C/45 sekun-
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tia ja 60°C/45 sekuntia. Kopiomdirdn lisddmisen jdlkeen
nayte pestddn ja sitd tarkastellaan visuaalisesti kuten
edella kerrottiin.

Taustasignaalien vahentadmiseksi, jotka voivat nousta lii-
tettdessd fluoresoivia merkkejd suoraan PCR-kopiolisdyksen
aikana, voidaan kayttda epdsuoraa havaitsemista, jossa
suoritetaan PCR-vahvistus kdyttden ei-merkittyj& dNTP:ita
ja sen jdlkeen in situ-hybridisaatiota kdyttden merkittya
hybridisaatiokoetinta, joka on spesifinen vahvistetulle
tuotteelle. Tédssd menetelmdssd signaali vahvistetaan milla
tahansa RT-PCR-menetelmdllda, joka on edella kuvattu, ilman
leimattuja ANTP:ita tai alukkeita, ja kopiomdadrdltdan li-
sdtty tuote havaitaan in situ-hybridisaatiolla.

D. Tuotetta laajentavan alukkeen kayttd in situ PCR:&8&n

Onnistuminen in situ PCR:ssd riippuu kopiolisattyjen tuot-
teiden vuodon ehkdisemisestd solumatriisin sis&dlld@ solusta
ulos. Sen vuoksi yleensd pitda paikkansa, ettd PCR-tuot-
teet, jotka ovat pienempid kuin 500 emdsparia, eivdt ole
toivottuja in situ PCR-menetelmddn. Alle 500 emdsparin PCR-
tuotteiden vuodon estamiseksi solumatriisista kdytetdan
tavallisesti "bulkkisten" dNTP:iden (esim. biotiinin, fluo-
resenssimerkin, digoksigeenilla leimatun dUTP:n) liittdmis-
tad PCR-tuotteeseen. Toinen tapa ehkdistd pienen tuotteen
vuoto in_situ PCR:ssd olisi liitt&dad tuotetta laajentava

aluke in situ PCR-ohjeeseen.

Menetelmd kdsittdd sen, ettd kdytetddn aluketta, joka si-
sdltdd 3-4 6 emdsparin toistuvaa sekvenssid (esim. [5'-
TTTCCC-3'],,) 5'-~-pddssd, jonka jdlkeen kdytetddn sekvens-
sid, joka on spesifinen kohteelle (katso kuva 4, aluke 1),
yhdessd sopivan palautusalukkeen kanssa (aluke 2), ja kol-
matta aluketta, joka koostuu yksinomaan toistuvasta yksi-
késtd (aluke 3, esim. [5'-TTTCCC-3‘],) lisddmdin spesifisen
kohteen kopiomddrdd in situ PCR:ssd. Alukkeen 3 ldsnidolo

pidentdda PCR-tuotetta alukkeen 3 vuorottaisen sitoutumisen
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vuoksi kohde-PCR-~tuotteen 3’-pddhdn. PCR-tuotteiden piden-
tyminen voidaan indusoida alentamalla alkuperdisten PCR-
olosuhteiden lampdkdsittelylampétilaa.

Jos kohdesekvenssin lampOkdsittelylampétila esimerkiksi
alukkeessa 1 on 60°C, ndytettd vahvistetaan ensin 15-20
syklid 94°C/45°C ja 60°C/45°C, sitten sitd vahvistetaan 15-
20 syklid 94°C/45°C ja 50°C/45°C. Alennettu lampSkdsittely-
lampétila toisessa PCR-vaiheessa suosii pitempien PCR-tuot-
teiden syntymistd lisd8@mdlld alukkeen 3 vuorottaisen sitou-
tumisen mahdollisuutta toistuviin sekvensseihin. Saadut
pitemmdt PCR-~tuotteet ovat vdhemmdn alttiita wvuodoille
solumatriisin ldpi, jolloin saadaan parempi signaalin re-
tentio in situ PCR-analyysissa.

Esimerkki 14

Ei-ihmisenkaltaisen kddellisen telomeraasin RNA-komponentti

Kun halutaan osoittaa, ettd muun nisdkkdadn telomeraasin
RNA-komponentin sekvenssit voidaan saada kdyttden alukkei-
ta, jotka perustuvat ihmisen RNA-komponentin sekvenssiin,
kdytettiin ihmisen sekvenssin PCR-alukkeita vahvistamaan
telomeraasin RNA-komponenttia genomin DNA:sta, joka on
perdisin oravasaimirista, lajista, jonka uskotaan olevan
sellainen ei-ihmisenkaltaisten kddellisten laji, joka on

evoluutiossa kaikkein erilaistunein ihmisiin verrattuna.

Oravasaimirin genomin DNA vahvistettiin alukkeilla F3b (5'-
TCTAACCCTAACTGAGAAGGGCGTAG-3") ja H3+20 (5'-CTCAAGGTCATCGC-
CAAGGT-3’) kuvatulla tavalla. Todettiin yksittdinen DNA, ja
se myShemmin kloonattiin vektoriin pBluescriptII SK (Stra-
tagene, San Diego, CA). Saadut kloonit sekvensoitiin osit-
tain kdyttden PCR-menetelm&dd kddnteisyleisalukkeella (5'-
AACAGCTATGACCATG-3'), aluketta 210-3‘ (5'-TCACGTCTCCTGC-
CAATTTGC-3'), tai aluketta H3+20. Oravasaimirin telomeraa-
sin RNA-komponentin saadut osittaiset sekvenssit olivat:

5! -GGCGCGCTTCCCTGAGCTGTGGACGTGCACCAGGACTCGGCTCACACATGCAGTTCG

CTTTCCTGCTGGTGGGGGGACGCCGATCGTGGCCATCCGTCACCCCTCGCCGGCAGTGGG
GGCTTGTGAATCCCTAAATCTGACTGA-3 !



10

15

20

25

.
sae
.

.o Qc.o‘:).c
o

ja

104

S ' -TTTTGAGAGATCATTAAGTATTTAATGAATATTTAGCTAGAAGATCTAAACGAAAATT

CAAGTTGTGTTCCTTTAGTGGTCATCGGTTTATGCCGAAGGTTACAAATTTCTTCTTTGAA
ARATTAGACCATTGGCGATGATCCTTGA-3 *

Kun ne asetettiin vierekkdin ihmisen telomeraasin RNA-kom-

ponentin geenisekvenssin kanssa, saatiin seuraava yhteenso-

pivuus kdyttden ihmisen telomeraasin RNA-komponentin nume-

rointisopimusta (yhdysviivat ovat mukaanliitettyjd vidleja

sekvenssien yhteensopivuuden optimoimiseksi):

ihminen
apina

ihminen
apina

ihminen
apina

ihminen
apina

ja

ihminen
apina

ihminen
apina

ihminen
apina

1900
CGCGCGGCGCGATTCCCTGAGCTATGGGACGTGCACCCAGGACTCGGCTC
GGCGCGCTTCCCTGAGCTGT-GGACGTGCACC-AGGACTCGGCTC

1950
ACACATGCAGTTCGCTTTCCTGTTGGTGGGGGGAACGCCGATCGTGCGCA
ACACATGCAGTTCGCTTTCCTGCTGGT-GGGGGGACGCCGATCGTGGCCA

2000
TCCGTCACCCCTCGCCGGCAGTGGGGGCTTGTGAACCCCCAAACCTGACT
TCCGTCACCCCTCGCCGGCAGTGGGGGCTTGTGAATCCCTAAATCTGACT

2050
GACTGGGCCAGTGTGCTGCAAATTGGCAGGAGACGTGAAGGCACCTCCAA
GA

2300
TTTTTTGAGAGATCATTTAACATTTAATGAATATTTAATTAGAAGATCTA
TTTTGAGAGATCATTAAGTATTTAATGAATATTTAGCTAGAAGATCTA

2350
AATGAACATTGGAAATTGTGTTCCTTTAATGGTCATCGGTTTATGCCAGA
AACGAAAATT~CAAGTTGTGTTCCTTTAGTGGTCATCGGTTTATGCCGAA

2400
GGTTAGAAGTTTCTTTTTTGAAAAATTAGACC-TTGGCGATGA~CCTTGAGC
GGTTACAAATTTCTTCTTTGAAAAATTAGACCATTGGCGATGATCCTTGA

Edelldolevat esimerkit kuvaavat keksinn®n erilaisia puolia

ja sitd, kuinka keksinn®én nukleiinihapot valmistettiin.
Esimerkkien ei ole tarkoitettu antavan tyhjentdvidid kuvausta
seuraavien patenttivaatimusten mddritti&min keksinndén monis-
ta eri toteutusmuodoista.
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PATENTTIVAATIMUKSET A8

1. Nisdkkddn telomeraasin RNA-komponentti olennaisesti
puhtaassa muodossa.

2. Nisdkkddn telomeraasin RNA-komponentti, joks sisdltdi

polynukleotidin, joka on olennaisesti identtinen seuraavan
sekvenssin kanssa:

GGGUUGCGGAGGGAGGGUGGGCCUGGGAGGGGUGGUGGCCAUUUUUUGUC
UAACCCUAACUGAGAAGGGCGUAGGCGCCGUGCUUUUGCUCCCCGCGCGC
UGUUUUUCUCGCUGACUUUCAGCGGGCGGAAAAGCCUCGGCCUGCCGCCU
UCCACCGUUCAUUCUAGAGCAARACAAAARAUGUCAGCUGCUGGCCCGUUC
GCCCCUCCCGGGACCUGCGGCGGGUCGCUGCCCAGCCCCCGAACCCCGCC
UGGAGGCCGCGGUCGGCCGGGGCUUCUCCGGAGGCACCCACUGCCACCGC
GAAGAGUUGGGCUCUGUCAGCCGCGGGUCUCUCGGGGGCGAGGGCGAGGU
UCACCGUUUCAGGCCGCAGGAAGAGGAACGGAGCGAGUCCCGCGCGCGGC
GCGAUUCCCUGAGCUAUGGGACGUGCACCCAGGACUCGGCUCACACAUGC
AGUUCGCUUUCCUGUUGGUGGGGGGAACGCCGAUCGUGCGCAUCCGUCAC
CCCUCGCCGGCAGUGGGGGCUUGUGAACCCCCAAACCUGACUGACUGGGC
CAGUGUGCU.

3. Patenttivaatimuksen 1 RNA-komponentti, jolla on sekvens-
si:

GGGUUGCGGAGGGAGGGUGGGCCUGGGAGGGGUGGUGGCCAUTUUUUUGUC
UAACCCUAACUGAGAAGGGCGUAGGCGCCGUGCUUUUGCUCCCCGCGCGC
UGUUUUUCUCGCUGACUUUCAGCGGGCGGARAAGCCUCGGCCUGCCGCCU
UCCACCGUUCAUUCUAGAGCAARACAAARAAUGUCAGCUGCUGGCCCGUUC
GCCCCUCCCGGGACCUGCGGCGGGUCGCUGCCCAGCCCCCGAACCCCGCC
UGGAGGCCGCGGUCGGCCGGGGCUUCUCCGGAGGCACCCACUGCCACCGC
GAAGAGUUGGGCUCUGUCAGCCGCGGGUCUCUCGGGGGCGAGGGCGAGGU
UCACCGUUUCAGGCCGCAGGAAGAGGAACGGAGCGAGUCCCGCGCGCGGC
GCGAUUCCCUGAGCUAUGGGACGUGCACCCAGGACUCGGCUCACACAUGC
AGUUCGCUUUCCUGUUGGUGGGGGGAACGCCGAUCGUGCGCAUCCGUCAC
CCCUCGCCGGCAGUGGGGGCUUGUGAACCCCCARACCUGACUGACUGGGC
CAGUGUGCU.

4. Olennaisesti puhtaassa muodossa oleva oligonukleotidi,
joka sisdltdd sekvenssin, joka on identtinen tai tdysin
komplementaarinen patenttivaatimuksen 3 RNA-komponentin

vierekkdiselle sekvenssille, joka on pituudeltaan 10-500
nukleotidia.
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5. Patenttivaatimuksen 4 oligonukleotidi, joka on oligode-
oksiribonukleotidi.

6. Patenttivaatimuksen 4 oligonukleotidi, joka on oligori-
bonukleotidi.

7. Patenttivaatimuksen 5 oligonukleotidi, joka sidottuna
ihmisen telomeraasin RNA-komponenttiin inhiboi tai salpaa
telomeraasitoimintaa.

8. Patenttivaatimuksen 5 oligonukleotidi, joka on plasmidi
PGRN33.

9. Patenttivaatimuksen 5 oligonukleotidi, joka on lambda-
klooni 28-1.

10. Yhdistelmdilmentymisplasmidi, joka sisdltdd patentti-
vaatimuksen 5 oligonukleotidin ja sisdltdd edelleen pro-
moottorin, joka toimii ajaen oligonukleotidin kanssa sek-
venssiltéddn identtisen tai komplementaarisen RNA:n trans-
kriptiota.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen yhdistelmdilmentymis-
plasmidi, jossa plasmidi toimii tuottaen oligonukleotidia
eukaryoottisissa isd@ntdsoluissa.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen yhdistelmdilmentymis-
plasmidi, jossa plasmidi toimii tuottaen oligonukleotidia
prokaryoottisissa isdntdsoluissa.

13. Patenttivaatimuksen 11 mukainen yhdistelmdilmentymis-
plasmidi, jossa plasmidi si&ltdd ihmisen geenin ihmisen
telomeraasin RNA-komponenttia varten.

14. Patenttivaatimuksen 13 yhdistelmdilmentymisplasmidi,
jossa geeni sisdltdd nukleotidisekvenssin:



107

S'-GATCAGTTAGAAAGTTACTAGTCCACATATAARAGTGCCAAGTCTTGT
ACTCAAGATTATAAGCAATAGGAATTTAAAAARAAGAAATTATGAAAACTG
ACAAGATTTAGTGCCTACTTAGATATGAAGGGGAAAGAAGGGTTTGAGAT
AATGTGGGATGCTAAGAGAATGGTGGTAGTGTTGACATATAACTCAAAGC
ATTTAGCATCTACTCTATGTAAGGTACTGTGCTAAGTGCAATAGTGCTAA
AAACAGGAGTCAGATTCTGTCCGTAARARACTTTACAACCTGGCAGATGC
TATGAAAGAARRAGGGGATGGGAGAGAGAGAAGGAGGGAGAGAGATGGAG
AGGGAGATATTTTACTTTTCTTTCAGATCGAGGACCGACAGCGACAACTC
CACGGAGTTTATCTAACTGAATACGAGTAARACTTTTAAGATCATCCTGT
CATTTATATGTAAAACTGCACTATACTGGCCATTATAARAAATTCGCGGCC
GGGTGCGGTGGCTCATACCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAAGCG
GGTGGATCACTTGAGCCCTGGCGTTCGAGACCAGCCTGGGCAACATGGTG
AAACCCCCGTCTCTACTAAAAACACAAAAACTAGCTGGGCGTGGTGGCAG
GCGCCTGTAATCCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGACACGAGAATCGCTTGA
ACCCGGGAGCAGAGGTTGCAGTGAGCCGAGATCACGCCACTAGACTCCAT
CCAGCCTGGGCGAAAGAGCAAGACTCCGTCTCAAAAAAAAARATCGTTAC
AATTTATGGTGGATTACTCCCCTCTTTTTACCTCATCAAGACACAGCACT

ACTTTAAAGCAAAGTCAATGATTGAAACGCCTTTCTTTCCTAATAAAAGG
GAGATTCAGTCCTTAAGATTAATAATGTAGTAGTTACACTTGATTAAAGC
CATCCTCTGCTCAAGGAGAGGCTGGAGAAGGCATTCTAAGGAGAAGGGGG
CAGGGTAGGAACTCGGACGCATCCCACTGAGCCGAGACAAGATTCTGCTG
TAGTCAGTGCTGCCTGGGAATCTATTTTCACAAAGTTCTCCAAAAAATGT
GATGATCAARACTAGGAATTAGTGTTCTGTGTCTTAGGCCCTAAAATCTT
CCTGTGAATTCCATTTTTAAGGTAGTCGAGGTGAACCGCGTCTGGTCTGC
AGAGGATAGAAARAAAGGCCCTCTGATACCTCAAGTTAGTTTCACCTTTAA
AGAAGGTCGGAAGTAAAGACGCAAAGCCTTTCCCGGACGTGCGGAAGGGC
AACGTCCTTCCTCATGGCCGGAAATGGAACTTTAATTTCCCGTTCCCCCC
AACCAGCCCGCCCGAGAGAGTGACTCTCACGAGAGCCGCGAGAGTCAGCT
TGGCCAATCCGTGCGGTCGGCGGCCGCTCCCTTTATAAGCCGATTCGCCC
GGCAGCGCACCGGGTTGCGGAGGGAGGGTGGGCCTGGGAGGGGTGGTGGC
CATTTTTTGTCTAACCCTAACTGAGAAGGGCGTAGGCGCCGTGCTTTTGC
TCCCCGCGCGCTGTTTTTCTCGCTGACTTTCAGCGGGCGGAAAAGCCTCG
GCCTGCCGCCTTCCACCGTTCATTCTAGAGCAAACAAAAAATGTCAGCTG
CTGGCCCGTTCGCCCCTCCCGGGACCTGCGGCGGGTCGCTGCCCAGCCCC
CGAACCCCGCCTGGAGGCCGCGGTCGGCCGGGGCTTCTCCGGAGGCACCC
ACTGCCACCGCGAAGAGTTGGGCTCTGTCAGCCGCGGGTCTCTCGGGGGC
GAGGGCGAGGTTCACCGTTTCAGGCCGCAGGAAGAGGAACGGAGCGAGTC
CCGCGCGCGGCGCGATTCCCTGAGCTATGGGACGTGCACCCAGGACTCGG
CTCACACATGCAGTTCGCTTTCCTGTTGGTGGGGGGAACGCCGATCGTGC
GCATCCGTCACCCCTCGCCGGCAGTGGGGGCTTGTGAACCCCCAAACCTG
ACTGACTGGGCCAGTGTGCTGCAAATTGGCAGGAGACGTGAAGGCACCTC
CAAAGTCGGCCAAAATGAATGGGCAGTGAGCCGGGGTTGCCTGGAGCCGT
TCCTGCGTGGGTTCTCCCGTCTTCCGCTTTTTGTTGCCTTTTATGGTTGT
ATTACAACTTAGTTCCTGCTCTGCAGATTTTGTTGAGGTTTTTGCTTCTC
CCAAGGTAGATCTCGACCAGTCCCTCAACGGGGTGTGGGGAGAACAGTCA
TTTTTTTTTGAGAGATCATTTAACATTTAATGAATATTTAATTAGAAGAT
CTAAATGAACATTGGAAATTGTGTTCCTTTAATGGTCATCCGTTTATGCC
AGAGGTTAGAAGTTTCTTTTTTGARAAATTAGACCTTGGCGATGACCTTG
AGCAGTAGGATATAACCCCCACAAGCTT-3".
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15. Eukaryoottinen isdntdsolu transformoituna patenttivaa-
timuksen 10 yhdistelmdilmentymisplasmidin kanssa, joka
koodaa RNA-molekyylid, joka voi olla liittynyt yhteen ni-
sdkkadn telomeraasin proteiinikomponenttien kanssa tuotta-
maan telomeraasitoimintaa, joka pystyy lisddmd@dn nukleoti-

dien toistuvien yksikdiden sekvenssejéd telomeereihin.

16. Patenttivaatimuksen 14 isdntdsolu, jossa toistuva yk-
sikkd on 5‘~TTAAGGG-3'.

17. Patenttivaatimuksen 14 isdntdsolu, jossa toistuva yk-
sikkd ei ole 5’-TTAAGGG-3’.

18. Patenttivaatimuksen 15 isdntdsolu, jossa RNA-molekyyli
on:

GGGUUGCGGAGGGAGGGUGGGCCUGGGAGGGGUGGUGGCCAUUUUUUGUC

UAACCCUAACUGAGAAGGGCGUAGGCGCCGUGCUUUUGCUCCCCGCGCGL
UGUUUUUCUCGCUGACUUUCAGCGGGCGGAAAAGCCUCGGCCUGCCGCCU
UCCACCGUUCAUUCUAGAGCAAACAAAARAAUGUCAGCUGCUGGCCCGUUC
GCCCCUCCCGGGACCUGCGGCGGGUCGCUGCCCAGCCCCCGAACCCCGCC
UGGAGGCCGCGGUCGGCCGGGGCUUCUCCGGAGGCACCCACUGCCACCGC
GAAGAGUUGGGCUCUGUCAGCCGCGGGUCUCUCGGGGGCGAGGGCGAGGU
UCACCGUUUCAGGCCGCAGGAAGAGGAACGGAGCGAGUCCCGCGCGCGGC
GCGAUUCCCUGAGCUAUGGGACGUGCACCCAGGACUCGGCUCACACAUGC
AGUUCGCUUUCCUGUUGGUGGGGGGARCGCCGAUCGUGCGCAUCCGUCAC

CCCUCGCCGGCAGUGGGGGCUUGUGAACCCCCAAACCUGACUGACUGGGC
CAGUGUGCU.

19. Patenttivaatimuksen 15 isdntdsolu, jossa yhdistelmdil-
mentymisvektori sisdltdd nukleotidisekvenssin, joka madri-
tellddn seuraavasti:

5 ' =GATCAGTTAGAAAGTTACTAGTCCACATATARAGTGCCAAGTCTTGT
ACTCAAGATTATAAGCAATAGGAATTTAAAAAAAGAAATTATGAAAACTG
ACAAGATTTAGTGCCTACTTAGATATGAAGGGGAAAGAAGGGTTTGAGAT
AATGTGGGATGCTAAGAGAATGGTGGTAGTGTTGACATATAACTCAAAGC
ATTTAGCATCTACTCTATGTAAGGTACTGTGCTAAGTGCAATAGTGCTAA
AAACAGGAGTCAGATTCTGTCCGTAAAAAACTTTACAACCTGGCAGATGC
TATGAAAGAAAAAGGGGATGGGAGAGAGAGAAGGAGGGAGAGAGATGGAG
AGGGAGATATTTTACTTTTCTTTCAGATCGAGGACCGACAGCGACAACTC
CACGGAGTTTATCTAACTGAATACGAGTAAAACTTTTAAGATCATCCTGT
CATTTATATGTAAAACTGCACTATACTGGCCATTATAAARATTCGCGGCC
GGGTGCGGTGGCTCATACCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAAGCG
GGTGGATCACTTGAGCCCTGGCGTTCGAGACCAGCCTGGGCAACATGGTG
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AAACCCCCGTCTCTACTAARRAACACAARAACTAGCTGGGCGTGGTGGCAG
GCGCCTGTAATCCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGACACGAGAATCGCTTGA
ACCCGGGAGCAGAGGTTGCAGTGAGCCGAGATCACGCCACTAGACTCCAT
CCAGCCTGGGCGAAAGAGCAAGACTCCGTCTCAAAAAAAAAAATCGTTAC
AATTTATGGTGGATTACTCCCCTCTTTTTACCTCATCAAGACACAGCACT
ACTTTAAAGCAAAGTCAATGATTGAAACGCCTTTCTTTCCTAATARAAGG
GAGATTCAGTCCTTAAGATTAATAATGTAGTAGTTACACTTGATTAAAGC
CATCCTCTGCTCARAGGAGAGGCTGGAGAAGGCATTCTAAGGAGAAGGGGG
CAGGGTAGGAACTCGGACGCATCCCACTGAGCCGAGACAAGATTCTGCTG
TAGTCAGTGCTGCCTGGGAATCTATTTTCACAAAGTTCTCCAARAAAATGT
GATGATCAAAACTAGGAATTAGTGTTCTGTGTCTTAGGCCCTARAATCTT
CCTGTGAATTCCATTTTTAAGGTAGTCGAGGTGAACCGCGTCTGGTCTGC
AGAGGATAGAAAAAAGGCCCTCTGATACCTCAAGTTAGTTTCACCTTTAA
AGAAGGTCGGAAGTAAAGACGCAAAGCCTTTCCCGGACGTGCGGAAGGGC
AACGTCCTTCCTCATGGCCGGAAATGGAACTTTAATTTCCCGTTCCCCCC
AACCAGCCCGCCCGAGAGAGTGACTCTCACGAGAGCCGCGAGAGTCAGCT
TGGCCAATCCGTGCGGTCGGCGGCCGCTCCCTTTATAAGCCGACTCGCCC
GGCAGCGCACCGGGTTGCGGAGGGAGGGTGGGCCTGGGAGGGGTGGTGGC
CATTTTTTGTCTAACCCTAACTGAGAAGGGCGTAGGCGCCGTGCTTTTGC
TCCCCGCGCGCTGTTTTTCTCGCTGACTTTCAGCGGGCGGARAAAGCCTCG
GCCTGCCGCCTTCCACCGTTCATTCTAGAGCAAACAAARAATGTCAGCTG
CTGGCCCGTTCGCCCCTCCCGGGACCTGCGGCGGGTCGCTGCCCAGCCCC
CGAACCCCGCCTGGAGGCCGCGGTCGGCCGGGGCTTCTCCGGAGGCACCC
ACTGCCACCGCGAAGAGTTGGGCTCTGTCAGCCGCGGGTCTCTCGGGGGC
GAGGGCGAGGTTCACCGTTTCAGGCCGCAGGAAGAGGAACGGAGCGAGTC
CCGCGCGCGGCGCGATTCCCTGAGCTATGGGACGTGCACCCAGGACTCGG
CTCACACATGCAGTTCGCTTTCCTGTTGGTGGGGGGAACGCCGATCGTGC
GCATCCGTCACCCCTCGCCGGCAGTGGGGGCTTGTGAACCCCCAAACCTG

ACTGACTGGGCCAGTGTGCTGCAAATTGGCAGGAGACGTGAAGGCACCTC
CAAAGTCGGCCAAAATGAATGGGCAGTGAGCCGGGGTTGCCTGGAGCCGT
TCCTGCGTGGGTTCTCCCGTCTTCCGCTTTTTGTTGCCTTTTATGGTTGT
ATTACAACTTAGTTCCTGCTCTGCAGATTTTGTTGAGGTTTTTGCTTCTC
CCAAGGTAGATCTCGACCAGTCCCTCAACGGGGTGTGGGGAGAACAGTCA
TTTTTTTTTGAGAGATCATTTAACATTTAATGAATATTTAATTAGAAGAT
CTAAATGAACATTGGAAATTGTGTTCCTTTAATGGTCATCGGTTTATGCC
AGAGGTTAGAAGTTTCTTTTTTGAAAAATTAGACCTTGGCGATGACCTTG
AGCAGTAGGATATAACCCCCACAAGCTT.

20. Nisdkkddn telomeraasin RNA-komponentti, joka sisdltai
sekvenssin, joka on olennaisesti identtinen sekvenssille,

joka sisdltdd ainakin 20 perdkkiistid nukleotidia patentti-
vaatimuksen 3 RNA-komponentissa.

21. Menetelmd yhdistelmdtelomeraasientsyymin tuottamiseksi,
joka menetelmd kdsittdd sen, ettd transformoidaan eukary-
oottinen isdntdsolu, joka ilmentii telomeraasin proteiini-
komponentteija, vyhdistelmdilmentymisvektorin kanssa, joka

koodaa patenttivaatimuksen 19 RNA-komponenttia, ja viljel-



10

15

20

110

1l8dn naitd transformoituja isdntdsoluja mainitun vektorin
kanssa olosuhteissa, joissa proteiinikomponentit ja RNA-
komponentit ilmentyvdt ja yhdistyvdt muodostaen aktiivisen
telomeraasimolekyylin, joka pystyy lisdamadn sekvensseja
kromosomaalisen DNA:n telomeereihin.

22. Koostumus, joka sisdltdd olennaisesti puhdasta, patent-
tivaatimuksen 1 tai 2 mukaista ihmisen telomeraasin RNA-
komponenttia ja olennaisesti puhdasta ihmisen telomeraasin
proteiinia.

23. Patenttivaatimuksen 22 mukainen koostumus, jossa ihmi-
sen telomeraasin RNA-komponentti on puhdistettu isdntdso-

lusta, joka ilmentdd@ yhdistelmdpolynukleotidia, jonka sek-
venssi on komplementaarinen ihmisen telomeraasin RNA-kom-

ponenttisekvenssin kanssa.

24. Patenttivaatimuksen 22 mukainen koostumus, joka edel-
leen sisdltdd mahdollisen telomeraasia moduloivan aineen.

25. Menetelmd mutanttien nisdkkdadn telomeraasin RNA-kompo-
nentin polynukleotidien identifioimiseksi, jossa menetel-
méssa:

syntetisoidaan mutantti telomeraasin RNA-komponentin po-
lynukleotidi, joka on olennaisesti identtinen telomeraasin
RNA-komponentin polynukleotidisekvenssin kanssa ja eroaa
ainakin yhdessd@ nukleotidissa;

tutkitaan mutantin telomeraasin RNA-komponentin polynukle-

otidin sitoutumista olennaisesti puhtaaseen nisdkkddn telo-

meraasin proteiiniin.

26. Menetelmd mahdollisten telomeraasia moduloivien ainei-

den identifioimiseksi, jossa menetelmédssa:

suoritetaan heterodimerisaatio tai telomeraasitoimintakoe,

jossa on: (1) polynukleotidi, joka muodostuu polynukleoti-
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dista, joka on olennaisesti identtinen ihmisen telomeraasin
RNA-komponentin kanssa ja pystyy sitoutumaan ihmisen telo-
meraasin proteiiniin, (2) olennaisesti puhdas ihmisen telo-
meraasin proteiini, ja (3) aine;

mddritetddn, inhiboiko aine ihmisen telomeraasin RNA:n ja
ihnmisen telomeraasin proteiinin heterodimerisaatiota tai
telomeraasitoimintaa;

identifioidaan aineet, jotka inhiboivat mainittua heterodi-
merisaatiota tai telomeraasitoimintaa mahdollisiksi telome-
raasia moduloiviksi aineiksi, jotka inhiboivat telomeraasi-
toimintaa.

27. Menetelmd telomeraasitoiminnan inhiboimiseksi ihmisen
soluissa, jolloin siirretdan soluihin eksogeeninen polynuk-
leotidi, joka sisdltad transkription yksikén, jossa on ai-
nakin 25 perdkkdistd nukleotidia sisd@ltavad polynukleotidi-
sekvenssi, joka on olennaisesti identtinen tai olennaisesti
komplementaarinen ihmisen telomeraasin RNA-sekvenssin kans-
sa, toimivasti sitoutuneena heterologiseen transkription
sddtelysekvenssiin, joka edistdd toimivasti sitoutuneiden

polynukleotidien transkriptiota mainituissa soluissa.

28. Patenttivaatimuksen 27 menetelmd, jossa solut ovat
neoplastisia soluja.

29. Patenttivaatimuksen 27 menetelmd, jossa eksogeeninen
polynukleotidi sis&dltdad sekvenssin:

5 ' -GGGUUGCGGAGGGAGGGUGGGCCUGGGAGGGGUGGUGGCCAUUUUUUGUC
UAACCCUAACUGAGAAGGGCGUAGGCGCCGUGCUUUUGCUCCCCGCGCGC
UGUUUUUCUCGCUGACUUUCAGCGGGCGGAAAAGCCUCGGCCUGCCGCCU

UCCACCGUUCAUUCUAGAGCAAACAAAAAAUGUCAGCUGCUGGCCCGUUC
GCCCCUCCCGGGACCUGCGGCGGGUCGCUGCCCAGCCCCCGAACCCCGCC
UGGAGGCCGCGGUCGGCCGGGGCUUCUCCGGAGGCACCCACUGCCACCGC
GAAGAGUUGGGCUCUGUCAGCCGCGGGUCUCUCGGGGGCGAGGGCGAGGU
UCACCGUUUCAGGCCGCAGGAAGAGGAACGGAGCGAGUCCCGCGCGCGGC
GCGAUUCCCUGAGCUAUGGGACGUGCACCCAGGACUCGGCUCACACAUGC
AGUUCGCUUUCCUGUUGGUGGGGGGAACGCCGAUCGUGCGCAUCCGUCAC
CCCUCGCCGGCAGUGGGGGCUUGUGAACCCCCARACCUGACUGACUGGGC
CAGUGUGCU-3"!
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tai sen komplementin.

30. Patenttivaatimuksen 27 menetelmd, jossa heterologinen
transkription sddtelysekvenssi kd@sittdd promoottorin, joka

on rakenteellisesti aktiivinen ihmisen soluissa.

31. Patenttivaatimuksen 27 menetelmd, jossa eksogeeninen
polynukleotidi on adenovirusgenomi, jossa on ihmisen telo-
meraasin RNA-komponentin transkription yksikké.

32. Patenttivaatimuksen 27 menetelmd, jossa transkription
yksikkd tuottaan antisense-RNA:n, joka on olennaisesti
komplementaarinen ihmisen telomeraasin RNA-komponentille.

33. Patenttivaatimuksen 27 menetelmd, jossa eksogeenisessd
polynukleotidissa on sekvenssi:

5'-GATCAGTTAGAAAGTTACTAGTCCACATATAAAGTGCCAAGTCTTGT
ACTCAAGATTATAAGCAATAGGAATTTAAAAAAAGAAATTATGAAAACTG
ACAAGATTTAGTGCCTACTTAGATATGAAGGGGAAAGAAGGGTTTGAGAT
AATGTGGGATGCTAAGAGAATGGTGGTAGTGTTGACATATAACTCAAAGC
ATTTAGCATCTACTCTATGTAAGGTACTGTGCTAAGTGCAATAGTGCTAA
AAACAGGAGTCAGATTCTGTCCGTAAAAAACTTTACAACCTGGCAGATGC
TATGAAAGAAARAAGGGGATGGGAGAGAGAGAAGGAGGGAGAGAGATGGAG
AGGGAGATATTTTACTTTTCTTTCAGATCGAGGACCGACAGCGACAACTC
CACGGAGTTTATCTAACTGAATACGAGTAAAACTTTTAAGATCATCCTGT
CATTTATATGTAAAACTGCACTATACTGGCCATTATARAAATTCGCGGCC
GGGTGCGGTGGCTCATACCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAAGCG
GGTGGATCACTTGAGCCCTGGCGTTCGAGACCAGCCTGGGCAACATGGTG
AAACCCCCGTCTCTACTAAAAACACAAAAACTAGCTGGGCGTGGTGGCAG
GCGCCTGTAATCCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGACACGAGAATCGCTTGA
ACCCGGGAGCAGAGGTTGCAGTGAGCCGAGATCACGCCACTAGACTCCAT
CCAGCCTGGGCGAAAGAGCAAGACTCCGTCTCAAARAARAAARATCGTTAC
AATTTATGGTGGATTACTCCCCTCTTTTTACCTCATCAAGACACAGCACT
ACTTTAAAGCAAAGTCAATGATTGAAACGCCTTTCTTTCCTAATAAAAGG
GAGATTCAGTCCTTAAGATTAATAATGTAGTAGTTACACTTGATTAAAGC
CATCCTCTGCTCAAGGAGAGGCTGGAGAAGGCATTCTAAGGAGAAGGGGG
CAGGGTAGGAACTCGGACGCATCCCACTGAGCCGAGACAAGATTCTGCTG
TAGTCAGTGCTGCCTGGGAATCTATTTTCACAAAGTTCTCCAAAAAATGT
GATGATCAAAACTAGGAATTAGTGTTCTGTGTCTTAGGCCCTAAAATCTT
CCTGTGAATTCCATTTTTAAGGTAGTCGAGGTGAACCGCGTCTGGTCTGC
AGAGGATAGAAAAAAGGCCCTCTGATACCTCAAGTTAGTTTCACCTTTAA
AGAAGGTCGGAAGTAAAGACGCAAAGCCTTTCCCGGACGTGCGGAAGGGC
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AACGTCCTTCCTCATGGCCGGAAATGGAACTTTAATTTCCCGTTCCCCCC
AACCAGCCCGCCCGAGAGAGTGACTCTCACGAGAGCCGCGAGAGTCAGCT
TGGCCAATCCGTGCGGTCGGCGGCCGCTCCCTTTATAAGCCGACTCGCCC
GGCAGCGCACCGGGTTGCGGAGGGAGGGTGGGCCTGGGAGGGGTGGTGGC
CATTTTTTGTCTAACCCTAACTGAGAAGGGCGTAGGCGCCGTGCTTTTGC
TCCCCGCGCGCTGTTTTTCTCGCTGACTTTCAGCGGGCGGAAAAGCCTCG
GCCTGCCGCCTTCCACCGTTCATTCTAGAGCARACAAAAAATGTCAGCTG
CTGGCCCGTTCGCCCCTCCCGGGACCTGCGGCGGGTCGCTGCCCAGCCCC
CGAACCCCGCCTGGAGGCCGCGGTCGGCCGGGGCTTCTCCGGAGGCACCC
ACTGCCACCGCGAAGAGTTGGGCTCTGTCAGCCGCGGGTCTCTCGGGGGC
GAGGGCGAGGTTCACCGTTTCAGGCCGCAGGAAGAGGAACGGAGCGAGTC
CCGCGCGCGGCGCGATTCCCTGAGCTATGGGACGTGCACCCAGGACTCGG
CTCACACATGCAGTTCGCTTTCCTGTTGGTGGGGGGAACGCCGATCGTGC -
GCATCCGTCACCCCTCGCCGGCAGTGGGGGCTTGTGAACCCCCARACCTG
ACTGACTGGGCCAGTGTGCTGCAAATTGGCAGGAGACGTGAAGGCACCTC
CAAAGTCGGCCAAAATGAATGGGCAGTGAGCCGGGGTTGCCTGGAGCCGT
TCCTGCGTGGGTTCTCCCGTCTTCCGCTTTTTGTTGCCTTTTATGGTTGT
ATTACAACTTAGTTCCTGCTCTGCAGATTTTGTTGAGGTTTTTGCTTCTC
CCAAGGTAGATCTCGACCAGTCCCTCAACGGGGTGTGGGGAGAACAGTCA
TTTTTTTTTGAGAGATCATTTAACATTTAATGAATATTTAATTAGAAGAT
CTAAATGAACATTGGAAATTGTGTTCCTTTAATGGTCATCGGTTTATGCC
AGAGGTTAGAAGTTTCTTTTTTGAAAAATTAGACCTTGGCGATGACCTTG
AGCAGTAGGATATAACCCCCACAAGCTT-3"

tai sen komplementin.

34. Polynukleotidi ihmisen sairauden geeniterapiaan, joka
sisdltad transkription yksikdn, joka sisdltdd ainakin 25
perdkkdisen nukleotidin pituisen polynukleotidisekvenssin,
joka on olennaisesti identtinen tai olennaisesti komplemen-
taarinen ihmisen telomeraasin RNA-sekvenssin kanssa, toimi-
vasti sitoutuneena heterologiseen transkription sddtelysek-
venssiin, joka edistdd toimivasti sitoutuneiden polynukle-
otidien transkriptiota mainituissa soluissa.

35. Ribotsyymi, joka lohkaisee ihmisen telomeraasin RNA-
komponentin tai ihmisen telomeerin toistuvat sekvenssit.

36. Menetelmd telomeraasiin liittyvdn tilan l&sndolon ha-
vaitsemiseksi potilaassa, joka menetelmd kidsittdd seuraavat

vaiheet:

eristetdan solundyte potilaasta;
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havaitaan ihmisen telomeraasin RNA-komponentin RNA solu-
ndytteessid diagnostisen arvon mddrittdmiseksi;

verrataan diagnostista arvoa ihmisen telomeraasin RNA-kom-
ponentin ilmentymisen standardiarvon kanssa standardisoi-
duissa normaalisoluissa, jotka ovat samaa tyyppid kuin
solundyte;

diagnosoidaan telomeraasiin liittyvén tilan l&sndolon indi-
koima diagnostinen arvo, joka on riittdvdsti suurempi kuin

standardiarvo, jolloin se indikoi patologisen tilan l&dsné-

oloa. B,

37. Menetelmd neoplastisen tilan ldsndolon havaitsemiseksi

potilaassa, joka menetelmd kdsittdd seuraavat vaiheet:

eristetddn potilaasta solundyte;

havaitaan ihmisen telomeraasin RNA-komponentti solunidyt-
teessd diagnostisen arvon mdarittamiseksi;

verrataan diagnostista arvoa ihmisen telomeraasin RNA-kom-
ponentin ilmentymisen standardiarvon kanssa ei-neoplasti-

sissa soluissa, jotka ovat samaa tyyppid kuin solunidyte;

diagnosoidaan telomeraasiin liittyvdn tilan l&sndolon indi-
koima diagnostinen arvo, joka on riittdvidsti suurempi kuin
standardiarvo, jolloin se indikoi neoplastisen tilan l&sni-
oloa.

38. Menetelmd nisdkkddn telomeraasin RNA-komponentin ldsnéd-
olon mddrittédmiseksi solussa tai solundytteessd, jossa me-
netelmdssd suoritetaan vahvistus tai hybridisointi telome-
raasin RNA-komponentin polynukleotidin, telomeraasin RNA-
komponenttialukkeen, tai telomeraasin RNA-komponentille tai
telomeraasin RNA-komponentin alukkeelle komplementaarisen
sekvenssin kanssa.
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39. Koostumus, joka sisdltdda nisakkddn telomeraasin RNA-
komponentin polynukleotidin PCR-alukeparin.

40. Patenttivaatimuksen 39 koostumus, jossa alukkeet koos-
tuvat sekvensseistd, jotka vastaavat tai ovat komplementaa-
risia ihmisen telomeraasin RNA-komponentin geenisekvens-
seille.

41. Koostumus, joka sisdltdd nisdkkddn telomeraasin RNA-

komponentin polynukleotidin hybridisaatiokoettimen.

42. Patenttivaatimuksen 41 koostumus, jossa koetin_sisdltada
ainakin 25 perdkkdistd nukleotidia, jotka vastaavat tai

ovat komplementaarisia ihmisen telomeraasin RNA-komponentin
geenisekvensseille.
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PATENTTIVAATIMUKSET

1. Nisdkkdén telomeraasin RNA-komponentti olennaisesti
puhtaassa muodossa.

2. Patenttivaatimuksen 1 RNA-komponentti, jolla on sekvens-
sis

GGGUUGCGGAGGGAGGGUGGGCCUGGGAGGGGUGGUGGCCAUUUUUUGUC
UAACCCUAACUGAGAAGGGCGUAGGCGCCGUGCUUUUGCUCCCCGCGCGC
UGUUUUUCUCGCUGACUUUCAGCGGGCGGAAAAGCCUCGGCCUGCCGCCU
UCCACCGUUCAUUCUAGAGCAAACAAARAAUGUCAGCUGCUGGCCCGUUC
GCCCCUCCCGGGACCUGCGGCGGGUCGCUGCCCAGCCCCCGAACCCCGCC
UGGAGGCCGCGGUCGGCCGGGGCUUCUCCGGAGGCACCCACUGCCACCGC
GAAGAGUUGGGCUCUGUCAGCCGCGGGUCUCUCGGGGGCGAGGGCGAGGU
UCACCGUUUCAGGCCGCAGGAAGAGGAACGGAGCGAGUCCCGCGCGCGGC
GCGAUUCCCUGAGCUAUGGGACGUGCACCCAGGACUCGGCUCACACAUGC
AGUUCGCUUUCCUGUUGGUGGGGGGAACGCCGAUCGUGCGCAUCCGUCAC
CCCUCGCCGGCAGUGGGGGCUUGUGAACCCCCAAACCUGACUGACUGGGC
CAGUGUGCU.

3. Olennaisesti puhtaassa muodossa oleva oligonukleotidit,
joka sisdltdd sekvenssin, joka on identtinen tai tdsmilleen
komplementaarinen patenttivaatimuksen 2 RNA komponentin
pituudeltaan 10-500 vierekkidistd nukleotidia sisdltiville
sekvenssille.

4. Patenttivaatimuksen 3 oligonukleotidi, joka nisdkk&didn
telomeraasin RNA-komponenttiin sidottuna inhiboi tai salpaa
telomeraasivaikutuksen.

5. Yhdistelmdilmentymisplasmidi, joka sisdltdd patenttivaa-
timuksen 3 oligonukleotidin ja edelleen sisdltidi promootto-
rin, joka toimii ajaen oligonukleotidille sekvenssilt&in
identtisen tai komplementaarisen RNA:n transkriptiota.

6. Patenttivaatimuksen 5 vyhdistelmdilmentymisplasmidi,
jossa oligonukleotidi k#sitt&3d nukleotidisekvenssin:
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5'-GATCAGTTAGAAAGTTACTAGTCCACATATAAAGTGCCAAGTCTTGT
ACTCAAGATTATAAGCAATAGGAATTTAAAAAAAGAAATTATGAAAACTG
ACAAGATTTAGTGCCTACTTAGATATGAAGGGGAAAGAAGGGTTTGAGAT
AATGTGGGATGCTAAGAGAATGGTGGTAGTGTTGACATATAACTCAAAGC
ATTTAGCATCTACTCTATGTAAGGTACTGTGCTAAGTGCAATAGTGCTAA
AAACAGGAGTCAGATTCTGTCCGTAAAAAACTTTACAACCTGGCAGATGC
TATGAAAGAAAAAGGGGATGGGAGAGAGAGAAGGAGGGAGAGAGATGGAG
AGGGAGATATTTTACTTTTCTTTCAGATCGAGGACCGACAGCGACAACTC

CACGGAGTTTATCTAACTGAATACGAGTAAAACTTTTAAGATCATCCTGT
CATTTATATGTAAAACTGCACTATACTGGCCATTATAAAAATTCGCGGCC
GGGTGCGGTGGCTCATACCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAAGCG
GGTGGATCACTTGAGCCCTGGCGTTCGAGACCAGCCTGGGCAACATGGTG
AAACCCCCGTCTCTACTAAAAACACAAAAACTAGCTGGGCGTGGTGGCAG
GCGCCTGTAATCCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGACACGAGAATCGCTTGA
ACCCGGGAGCAGAGGTTGCAGTGAGCCGAGATCACGCCACTAGACTCCAT
CCAGCCTGGGCGAAAGAGCAAGACTCCGTCTCAAAAAAAAAAATCGTTAC
AATTTATGGTGGATTACTCCCCTCTTTTTACCTCATCAAGACACAGCACT
ACTTTAAAGCAAAGTCAATGATTGAAACGCCTTTCTTTCCTAATAAAAGG
GAGATTCAGTCCTTAAGATTAATAATGTAGTAGTTACACTTGATTAAAGC
CATCCTCTGCTCAAGGAGAGGCTGGAGAAGGCATTCTAAGGAGAAGGGGG
CAGGGTAGGAACTCGGACGCATCCCACTGAGCCGAGACAAGATTCTGCTG
TAGTCAGTGCTGCCTGGGAATCTATTTTCACAAAGTTCTCCAAAARAATGT
GATGATCAAAACTAGGAATTAGTGTTCTGTGTCTTAGGCCCTAAAATCTT
CCTGTGAATTCCATTTTTAAGGTAGTCGAGGTGAACCGCGTCTGGTCTGC
AGAGGATAGAAAARAGGCCCTCTGATACCTCAAGTTAGTTTCACCTTTAA
AGAAGGTCGGAAGTAAAGACGCAAAGCCTTTCCCGGACGTGCGGAAGGGC
AACGTCCTTCCTCATGGCCGGAAATGGAACTTTAATTTCCCGTTCCCCCC
AACCAGCCCGCCCGAGAGAGTGACTCTCACGAGAGCCGCGAGAGTCAGCT
TGGCCAATCCGTGCGGTCGGCGGCCGCTCCCTTTATAAGCCGACTCGCCC
GGCAGCGCACCGGGTTGCGGAGGGAGGGTGGGCCTGGGAGGGGTGGTGGE
CATTTTTTGTCTAACCCTAACTGAGAAGGGCGTAGGCGCCGTGCTTTTGC
TCCCCGCGCGCTGTTTTTCTCGCTGACTTTCAGCGGGCGGAAAAGCCTCG
GCCTGCCGCCTTCCACCGTTCATTCTAGAGCAAACAAAAAATGTCAGCTG
CTGGCCCGTTCGCCCCTCCCGGGACCTGCGGCGGGTCGCTGCCCAGCCCC
CGAACCCCGCCTGGAGGCCGCGGTCGGCCGGGGCTTCTCCGGAGGCACCC
ACTGCCACCGCGAAGAGTTGGGCTCTGTCAGCCGCGGGTCTCTCGGGGGT
GAGGGCGAGGTTCACCGTTTCAGGCCGCAGGAAGAGGAACGGAGCGAGTC
CCGCGCGCGGCGCGATTCCCTGAGCTATGGGACGTGCACCCAGGACTCGG
CTCACACATGCAGTTCGCTTTCCTGTTGGTGGGGGGAACGCCGATCGTGC
GCATCCGTCACCCCTCGCCGGCAGTGGGGGCTTGTGAACCCCCAAACCTG
ACTGACTGGGCCAGTGTGCTGCAAATTGGCAGGAGACGTGAAGGCACCTC
CAAAGTCGGCCAARAATGAATGGGCAGTGAGCCGGGGTTGCCTGGAGCCGT
TCCTGCGTGGGTTCTCCCGTCTTCCGCTTTITTGTTGCCTTTTATGGTTGT
ATTACAACTTAGTTCCTGCTCTGCAGATTTTGTTGAGGTTTTTGCTTCTC
CCAAGGTAGATCTCGACCAGTCCCTCAACGGGGTGTGGGGAGAACAGTCA
TTTTTTTTTGAGAGATCATTTAACATTTAATGAATATTTAATTAGAAGAT
CTAAATGAACATTGGAAATTGTGTTCCTTTAATGGTCATCGGTTTATGCC
AGAGGTTAGAAGTTTCTTTTTTGAAAAATTAGACCTTGGCGATGACCTTG
AGCAGTAGGATATAACCCCCACAAGCTT-3"'.
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7. Eukaryoottinen solu transformoituna patenttivaatimuksen
4 yhdistelmdilmentymisplasmidin kanssa, joka koodaa RNA-
molekyylida, joka voi olla yhdistynyt nisdkkddn telomeraasin
proteiinikomponenttien kanssa tuottamaan telomeraasivaiku-
tuksen, joka pystyy lisda@madn nukleotidien toistuvien yksi-
kdiden sekvenssejd telomeereihin.

8. Menetelmd yhdistelmidtelomeraasientsyymin tuottamiseksi,
jossa menetelmdssd transformoidaan eukaryoottinen isdnté-
solu, joka ilmentdd telomeraasin proteiinikomponentteja,
vhdistelmdilmentymisvektorin kanssa, joka koodaa patent-
tivaatimuksen 7 RNA-komponenttia, ja viljellddn isdntdsolu-
ja, jotka on transformoitu mainitun vektorin kanssa olosuh-
teissa, joissa proteiinikomponentit ja RNA-komponentti il-
mentyvdt ja yhdistyvat muodostaen aktiivisen telomeraasi-
molekyylin, joka pystyy lisddmddn sekvenssejd kromosomaa-

lisen DNA:n telomeereihin.

9. Menetelmd mahdollisten telomeraasia moduloivien aineiden

identifioimiseksi, jossa:

suoritetaan heterodime:isaatio tai telomeraasivaikutuskoe,

joka kdsittdd: (1) polynukleotidin, joka muodostuu polynuk-
leotidista, joka on olennaisesti identtinen ihmisen telome-
raasin RNA-komponentille ja pystyy sitoutumaan ihmisen te-

lomeraasin proteiiniin, (2) olennaisesti puhtaan ihmisen

telomeraasin proteiinin, ja (3) aineen;

mddritetddn, inhiboiko aine ihmisen telomeraasin RNA:n ja
ihmisen telomeraasin proteiinin heterodimerisaatiota tai
telomeraasivaikutusta;

~identifioidaan aineet, jotka inhiboivat heterodimerisaa-

tiota tai telomeraasivaikutusta mahdollisiksi telomeraasia
moduloiviksi aineiksi, jotka inhiboivat telomeraasivaiku-
tusta.
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10. Menetelmd telomeraasivaikutuksen inhiboimiseksi ihmisen
soluissa, jossa menetelmdssd siirretddn soluihin eksogeeni-
nen polynukleotidi, joka sisdltad transkription yksikdn,
jossa on ainakin 25 perdkkdistd nukleotidia sisdltavd po-
lynukleotidisekvenssi, joka on olennaisesti identtinen tai
olennaisesti komplementaarinen ihmisen telomeraasin RNA-
sekvenssille, toimivasti sitoutuneena heterologiseen tran-
skription sadtelysekvenssiin, joka edistdd toimivasti si-
toutuneiden polynukleotidien transkriptiota mainituissa

soluissa.

11. Menetelmd neoplastisen tilan ldsndolon havaitsemiseksi
potilaassa, joka menetelmd kdsittdd seuraavat vaiheet:

eristetddn potilaasta solundyte;

havaitaan ihmisen telomeraasin RNA-komponentti solundyt-
teessd diagnostisen arvon mddrittdmiseksi;

verrataan diagnostista arvoa ihmisen telomeraasin RNA-kom-
ponentin ilmentymisen standardiarvon kanssa ei-neoplasti-
sissa soluissa, jotka ovat samaa tyyppid kuin solunidyte;

diagnosoidaan telomeraasiin liittyvdn tilan ldsndolon indi-
koima diagnostinen arvo, joka on riittdvdsti suurempi kuin
standardiarvo, jolloin se indikoi neoplastisen tilan l&snd-

oloa.

12. Menetelmd nisdkkddn telomeraasin RNA-komponentin l#sni-
olon mddrittamiseksi solussa tai solundytteessd, jossa
menetelmdssd suoritetaan kopiomddrdn lisdys tai hybri-
disointi telomeraasin RNA-komponentin polynukleotidin,
telomeraasin RNA-komponenttialukkeen, tai telomeraasin RNA-
komponentile tai telomeraasin RNA-komponentin alukkeelle

komplementaarisen sekvenssin kanssa.
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