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Oblast’ techniky

Vynélez sa tyka biologie, konkrétne analégov oligo-
nukleotidov s termindlnymi 3°-3’-) pripadne 5°-§'-inter-
nukleotidovymi vizbami.

Doterajsi stav techniky

Ako oligonukleotidy s rerazcom proti zmyslu kédu sa
oznatuju fragmenty nukleovych kyselin, ktorych refazec je
komplementarny ku kédovému retfazcu v zmysle kédu
mRNA, pripadne ku kgdogénnemu retazcu DNA. Takéto
oligonukleotidy sa vo vzrastajucej miere pouiiva{'_lﬁ na inh!-
biciu expresie génov in vitro alebo v bunkovych kultiro-
vych systémoch, Pouzitie tychto latok v medicinsko - tera-
peutickej oblasti, napriklad ako protivirusovych farmak, je
predmetom rozsiahleho vyskumu.

V bioldgii st uz dlho zname RNA refazce proti zmyslu
kédu ako prirodné regulatory expresie génov v prokaryo-
tickych organizmoch (T. Mizuno, M. Y. Chou a M. Inouye,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 1966 — 1970 (1984) a tiez
v eukaryotickych organizmoch (S. M. Heywood, Nucleic
Acids Res. 14, 6771 — 6772 (1986)). Spdsobuju inhibova-
nie translacie hybridiziciou prislusnych mRNA. V mno-
hych experimentoch bolo moZné medzitym dokézat, Ze

tieto RNA retazce proti zmyslu kodu, ked’ sa injikuji v
baktériach (A. Hirashima, S.” Sawaki, Y. Inokuchi a M. I-

nouye, PNAS USA 83, 7726 — 7730 (1986)) alebo eukary-
otickych bunkéch (J. G. Izant a H. Weintraub, Cell 36,
1007 — 1015 (1984)), i tam mdzu branit’ eXpresii génov a
ukazuju tak protivirusovy (L. J. Chang a C. M. Stolzfus, J.
Virology 61, 921 — 924 (1987), ako aj protinadorovy u&i-
nok (J. T. Holt, T. V. Gopal, A. D. Moutton a A. W. Nien-
huis, PNAS USA 83, 4794 — 4798 (1986). Pre tieto vy-
skumy maji syntetické oligonukleotidy proti biologickym
RNA proti zmyslu kédu vyhodu vi¢¥ej stability a lah3ej
pristupnosti. L’ahSia pristupnost’ je ddsledkom zlepienej
techniky synt€zy v posiednom Case, ktora dnes relativne
Tahko spristupiiuje kratsie oligoméry (s napr. 12 — 30 ba-
zami) (E. Sonveaux, Bioorganic Chemistry 14, 274 — 325
(1986), Oligodeoxynucleotides, Antisense Inhibitors of
Gene Expression, J. S. Cohen, ed. Macmillan Press, 1989,
str. 7ff).

Ukézalo sa, 7e uZ takéto kratke oligoméry st u&inné a-
ko modulétory expresie. Okrem toho mézu tieto oligonuk-

leotidy tieZ pdsobit vdzbou na _DNA-dvojj(tf retazec za
vzniku trojitého helixu. Aby sa oligonukleotidy s rerazcom

proti zmyslu kdédu a oligonukleotidy vo forme triplexu
mohli nasadit’ v biologickych systémoch, musia v3ak byt
splnené nasledujuce predpoklady (Oligodeoxynukieotides,
Antisense Inhibitors of Gene Expression, J. S. Cohen, ed.
Macmillan Press, 1989, str. 11f).
. musia byt jednak dobre rozpustné vo vode, a jednak
Pahko prechadzat’ lipofilnou bunkovou membranou

musia byt vo vnitri bunky dostato¢ne stabilné proti
odburaniu, t. . stabilné proti nukleazam
3. musia s intrabunkovymi nukleovymi kyselinami pri
fyziologickych teplotach tvorit’ stabilné hybridy

hybridizicia musi byt’ selektivna; rozdiel disociagnej
teploty k oligonukleotidu, ktory poskytuje defektné péro-
vanie, musi byt dostatoéne velky, aby sa posledné mohlo
elte §pcciﬁckgr Vyml}'/vat’ . ]

V 1. 1978 mohli Zamecznik a Stephenson, PNAS USA
75, 280 — 284 a 285 — 288 (1978) prvykrat ukazaf, Ze ne-
modifikované oligonuklcotidy mozu obmedzovaf virusy
Rous Sarcom. Qligonukleotidy boli viak pouZité vo vel'mi

vysokych koncentracich, preto boli experimenty va&sinou
vykonavané vo vopred vyhriatych médiach, aby sa nuklea-

ZY inaktivovali. Nutnost tﬁchto opatreni sa vysvetluje
rychlym enzymatickym odburanim, ktorému st cudzie
nukleové kyseliny v sére a bunkéch vystavené.

Preto sa uZ skor vykonavali pokusy s ciefom modifiko-
vat oligonukleotidy 3truktirne tak, aby lepie spiiiali me-
nované poZiadavky, hlavne aby boli lepSie chranené proti
nukledzovemu odgﬁraniu. Tieto pokusy sa predovietkym
koncentruji na modifikaciu fosfodiesterovej internukleoti-
dovej vizby, pretoZg tito je poslednym koncom pésobiska
vetkych nukledz. Struktirne modifikované internukleoti-
dové vizby sa zasadne mozu delit na
a) nukleozidové vizby s fosforom ako centralnym atémom.
Tieto opdt mdZu byt’

- i6novo/chiralne

- i6novo/achiralne

-neutralne/chiralne.

b) neutralne/achirélne bezfosforové nukleozidové vizby.

K Struktirne modifikovanym, ako skér k iénovym in-
ternukleozidovym vizbam, patria tiofosfatové a ditiofosfa-
tové vizby. Tiofosfitom modifikované oligonukleotidy
(Oligodeoxynucleotides, Antisense Inhibitors of Gene Ex-
pression. J. 8. Cohen, ed. Macmillan Press, 1989, str. 97ff)
ukazuji toho Easu najlepsie efekty inhibicie €Xpresie génov
v bunkovych kultirach, no nezda sa, %e je tato inhibicia
viazana na 3pecificky retazec, pretoze i takéto tiofosfatmi
modifikované oligonukleotidy ukazuji inhibicné efekty,
ktoré pozostavaji len zo zékladu nukleovej kyseliny, napri-
klad tiofosfatové analégy glj ocytidylatu. Ohranitenim pre
nasadenie tiofosfatom modifﬁ(ovanych oligonukleotidov je
d’algj ich chiralita.

PretoZe pri priprave oligonukleotidov s n bézou 2! sa
tvoria diastereoméry, mé iba najmensi podiel preparatu ob-
sahujlceho tiofosfatové viizby dobré hybridizadné vlast-
nosti.

Pri oligonukleotidoch s ditiofosfatovymi internukleozi-
dovymi vazbami (A. Grandas, William S. Marshall, John
Nielsen a Martin M. Caruthers, Tetrahedron Lett. 20,
543 — 546 (1989), G. M. Porritt, C. B. Reese, Tetrahedron
Lett. 30,4713 — 4716 (1989)), sa problém chirality obcha-

dza. Tieto zlueniny v3ak st doteraz pristupné iba pomocou
komplikovanych a stratovych mnohostupiiovych syntéz.
Preto sa doteraz nemohli vykondvat' rozsiahle pokusy s
ohPadom na hybridizaéné spravanie predovietkym v bun-
kovych kultarach.

Dalfou triedou chemicky modifikovanych oligonukle-
otidov st oligonukleotidy s neiénovymi, t.j. neutralnymi
internukleozidovymi vézbami. K tomuto druhu modifiko-
vanych Struktur patria oligonukleotidy s fosfotriesterovymi
alebo metylfosfonatovymi internukleozidovymi vizbami
(Oligodeoxynucleotides, Antisense Inhibitors of Gene Ex-
pression, J. S. Cohen, ed. Macmillan Press, str. 79ff).

Obom triedam zludenin je spolotné, Ze ionizovatelny
fosfatovy zvySok je nahradeny nenabitou skupinou. Zave-
denim takejto viizby sa stavaji oligonukleotidové analégy
rezistentné proti nukledzam, si vSak nevyhodné pre zli

rozpustnost’ vo vodnom prostredi, . )
Oligonukleotidy s neutrlne/achiralnou internukleozi-

dovou vizbou sa doteraz mohli ziskavat’ iba tym, Ze atém
fosforu internukleozidovej viizby bol nahradeny inym cen-

tralnym atémom. Vizbe esteru kyseliny fosforetnej je p©-
dobna siloxanova vazba. Oligonukleotidy so siloxanovymi
internukleozidovymi vizbami (K. K. Ogilvie, J. F. Cor-
mier, Tetrahedron Lett. 26, 4159 (1985), H. Seliger, G. Fe-
ger, Nucl. Nucl. 6 (1982), 483 — 484 (1987), boli syntctizo-
vané a su stabilné proti nukleazam.
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Oligonukleotidy s yhligitanovymi, acetalovymi alebo
karboxamidovymi internukleozidovym vizbami s zname
z M. Matteucci, Tetrahedron Lett. 31, 2385 — 2388 (1990),
J. R. Tittensor, J. Chem. Soc. C. 1971, str. 2656 a J. Coull
ct al., Tetrahedron Lett. 28, 745 (1987).

Nukledzovo rezistentné analégy nukleotidov sa mohli
tie2 vyrabat bez zmeny fosfodiesterovej internukleotidovej
vizby tym, Ze boli nasadené cukrové zvyiky zmenenej
konfigurdcie. To sa vykonalo syntézou oligonukleotido-
vych analégov, pri ktorych si nukleobdzy viazané a-
glykozidicky (Oligodeoxynucleotides, Antisense Inhibitors
of Gene Expression, J. S. Cohen, ed. Macmillan Press,
1989, str. 119ff). Tieto analdgy oligonukleotidov viak si

preparativne t'azko pristupné, pretoZe sa musia stavat’ od
cukrov a baz, Okrem toho maji, pokial ide o zmysel smeru
hybridizscie, &iastone nenormalne sprévanie.

Podstata vyndlezu

Predmetom vynalezu st oligonukleotidy vzorcov (I) a-
lebo (II),
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pri¢om viak aspoﬁ' jeden zo zvyskov R' alebo R? predsta-
vuje zvySok vzorca (III) alebo (IV),
B predstavuje bazu, ako napriklad prirodni bazu ako ade-
nin, tymin, cytozin, guanin alebo neprirodné bazy, ako na-
priklad purin, 2,6-diaminopurin, 7-deazaadenin, 7-deaza-
guanin, N*-etanocytozin, pripadne ich prekurzorové formy
W a W’ nezavisle od seba znamenaji kyslik alebo siru,
Z a Z’ nezévisle od seba znamenaju O; S; alkoxyskupinu s
1 az 18 atémami uhlika, vyhodne alkoxyskupinu s 1 aZ 8
atomami uhlika, obzvl48f vyhodne alkoxyskupinu s 1 a2 3
atémami uhlika, hlavne metoxyskupinu; alkyl s 1 az 18 &
témami uhlika, vyhodne alkyl s 1 a2 § atémami uhlika,
najmé vyhodne aliy] s 1 az 3 atémami uhlika, hlavne me-
tyl; NHR? s R® znamenajii vyhodne giky] s 1 a7 18 atémami
uhlika, obzvladt vyhodne alkyl s 1 aZ 8 atémami uhlika,
hlavne gikyl s 1 a% 4 atémami uhlika alebo alkoxy-alkyl s 1

aZ 4 atomami uhlika v alkoxyzvysku a s 1 az 6 atomami
uhlika v alkylovom zvysku, vyhodne metoxyetyl; NRR?,

kde R* mé uvedeny vyznam a R* znamena vyhodne alkyl s
1az 18 atgimami uhlika, najmi vyhodne alkyl s 1 az 8 at0-
mami uhlika, hlavne alkyl s 1 a2 4 atémami uhlika, alebo

kde R* a R* spolu s nosnym atémom dusika znamenaju 5-
aZ 6-¢lenny heterocyklicky kruh, ktory méZe navy%e obsa-
hovat d'alii heteroatém z radu O, S, N, ako napriklad mor-
folin,

Y znamena zvy3ok z radu -O-Si(R),, OCH,, C(O)NR alebo
OCH,-C(0), kde R predstavuje alky] s 1 az 6 atémami ub-
lika, aryl alebo cykloalkyl s 5, pripadne 6 atémami uhlika,
a

n znamend celé Cislo 5 aZ 60, vyhodne 10 aZ 40 a hlavne 15
az 25,
ako aj ich fyziologicky znasanlivé soli.

Pod arylom sa v tejto sivislosti chapu napriklad fenyl,
fenyl substituovany (1- aZ 3- krét) alkylom s 1 a% 6 atém@-

mi uhlika, alkoxyskupinou s 1 aZ 6 atémami uhlika a/alebo
halogénom.

Prednost’ maji oligonukleotidy vzorca (I).

Dalej si vyhodné oligonukleotidy vzerca (I), v ktorom
R? znamen4 zvy$ok vzorca (IV) a R! znamen4 vodik; R!,
pripadne R? znamend zvy$ok vzorcov (III), pripadne (1V);
alebo R? znamend vodik a R' ;yyxok vzorca (IIT), pridom
bud’ W, alebo Z v poslednom pripade neznamenaju kyslik.

Obzvla¥t je dalej potrebné menovat' oligonukleotidy
vzorca (I), kde W znamena kyslik alebo Za W obidva
predstavuju kyslik.

Celkom obzvl4st vyhodné si oligonukleotidy vzorca
(), kde R? predstavuje zvysok vzorca (IV) a R! znamena
vodik.

Dalej je potrebné menovat’ oligonukleotidy vzorcov (I)
a (II), ktoré su navySe substituované skupinami, ktoré pod-
porujl jntrabunkové absorpcie, ktoré sliZia ako znatiace
skupiny in vitro alebo in vivo a/alebo skupiny, ktoré pri
hybridizacii oligonukleotidu na biologické DNA alebo
RNA tieto molekuly DNA alebo RNA napadaju za viazania
alebo Stiepenia.

Ako priklad skupin, ktoré podporuji intrabunkovi ab-
sorpeiu, su lipofilné zvysky, ako alkylové zvysky napriklad
az s 18 atémami uhlika alebo cholesteryl alebo konjugity,
ktoré vyuZivaji prirodné prenasacie systémy, ako napriklad
kyselinu ZIXova alebo peptidy pre prislusné receptory (napr.
endocytdzu).

Prikladmi pre znatiace skupiny sii fluoreskovacie sku-
piny (napriklad akridinyl, danzyl, fluoresceinyl) alebo
chemiluminiscen¢né skupiny, ako napriklad akridiniumes-
terové skupiny.

Oligonukleotidové konjugaty, ktoré nukleové kyseliny
viaZu a/alebo $tiepia, obsahyja akridin (N. Thuong et al,
Tetrahedron Lett. 29, str. 5965, (1988), psoraly (U. Peiles
et al., Nucleic Acid Res. zv. 17, str. 285, 1989) alebo chlo-
retylaminoarylové konjugaty (Oligodeoxynucleotides, An-
tisense Inhibitors of Gene Expression, J. S. Cohen, ed.
Macmillan Press, 1989, str. 173ff).

Charakteristicka Struktirna modifikacia oligonukleoti-
dov podla vynalezu spotiva vtom, e internukleotidove
viizby na obidvoch koncoch retazca si zmeneng, t. j. su
miesto biologickych 3°-5"-vizieb vizby 3°-3'-, pripadne 5°-
-5'-. Prekvapujuco sa zistilo, Ze tdto minimalna 3truktirna
modifikacia sta¢i, aby sa tieto zlateniny stabilizovali proti
nukledzovému odbiraniu.

Ako sa opisuje dalej, sposobuje této iba mald Struktur-
na modifikicia hybridizatné sprévanie, ktoré sa takmer
rovna spravaniu biologickych oligonukleotidov. Z (oho tiez
vyplyva vSeobecna pouZitelnost' tychto zlicenin ako €Xpre-
sie génov v bunkovych kultdrach.

Z literatdry nie je doteraz zndma yjadna zmienka o v¥-
robe analogov oligonukleotidov s 3°-3"- a 5°-5” internukle-

ozidovymi véizbami na obidvoch koncoch retazca a ich n3-
sadenie ako antisenzné oligonukleotidy. Analogy dinukleo-
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zidfosfatov, ktoré obsahuju 3°-3'- alebo 5°-5'- vizby, boli
ziskané a skiané uZ pred mnohymi rokmi ako hlavné pro-
dukty (A. Myles, W. Hutzenlaub, G. Reits a W. Pfleiderer,
Chem. Ber. 108, 2857 — 2871 (1975); H. Rokos, A. Myles,
W. Hutzenlaub a W. Pfleiderer, Chem. Ber. 2872 — 2877
(1975)), I. Tomasz, Nucl. Nucl. 2(1), 51 — 61 (1983); M.
Nemer, N. Theriault, A Schifmann a K. K. Ogilvie, VI th
International Round Table, Nucleosides, Nucleotides and
their biological Applications, La Grande Motte, ed. J. L.
Imbach, 94 — 96 (1984)), pripadne ako vedl'ajSie produkty
(R. Letsinger, K. k. Ogilvie, J. Amer. Soc. 89, 4801 — 4802
(1967)). Tieto diméry viak na zaklade prili§ nizkej teploty
topenia zdsadne nie si spdsobilé na stabilnii hybridiziciu
bunkovymi nukleovymi kyselinami. Oligonukleotidy, ktoré
maji 5°-5’-vizbu iba na jednom konci, boli pripravené, aby
sa zaviedlo prichytné miesto pre znaciace skupiny pri ge-
netickych sondéch (S. Agrawal, C. Christodoulou, M. J.
Gait, Nucleic Acids Res. 14, 6227 — 6245 (1986)). Doteraz
sa v3ak neskiasali na svoje hybridizatné spravanie. Na bio-
fyzikélne skasky sa pripravili samokomplementirne oligo-
nukleotidy, ktoré uprostred molekuly maji jednotlivi
3°-3"-, pripadne 5°-5'- vizbu (J. H. van de Sande, N. B.
Ramsin, M. W. German, W. Elhorst, B. W. Kalisch, E. V.
Kitzing, R. T. Pon, R. C. Clegg, T. M: Jovin, Science 241,
551 -557 (1988)).

Priprava oligonukleotidov s termindlne invertovanou
3°-3’- a 5°-5"-viizbou sa vykondva rovnakym sposobom a-
ko syntéza biologickych oligonukleotidov v roztoku alebo
v pevnej faze, pripadne s pomocou automatického syntéz-
neho pristroja.

Predmetom vynalezu je teda d'alej spdsob vyroby oli-
gonukleotidov vzorca (I), ktory spoiva v tom, Ze sa
a) nukleotidovd jednotka s 3°- , pripadne 5°-termi-
nalnymi skupinami fosforu (I1I) alebo fosforu (V), alebo jej
aktivovany derivat nechd reagovat’ s d’alSou nukleotidovou
jednotkou s 3'-, pripadne 5’- termindine volnou hydroxys-
kupinou, alebo
b) oligonukleotid priprav{ z fragmentov rovnakym spo-
sobom, v oligonukleotidoch ziskanych podla (a) alebo (b),
sa pripadne jedna alebo niekol’ko ochrannych skupin zave-
denych doasne na ochranu ostatnych funkcii odtiepi a
takto ziskané oligonukleotidy vzorca (I) sa pripadne preve-
di na svoju fyziologicky znaSanlivu sof.

Ako vychodiskovy komponent na vyrobu oligonukleo-
tidov s terminalne invertovanou 3'-3’-vizbou sa na syntézu
pevnej fazy nasadi nosnd Zivica, na ktorej je cez 5-OH
skupinu viazany prvy nukleozidovy monomér. Na vyrobu
tohto komponentu sa pouZije nosna Zivica vyrobena meté-
dami zndmymi z literatiry (T. Atkinson, M. Smith v Oligo-
nucleotide Synthesis, M. J. Geit (ed.), 35 — 49 (1984)),
hlavne silikagél alebo regulované pérovité sklo, ktoré je
funkcionalizované aminoskupinami. Nechi sa reagoval’
s nukleozidovym derivatom chranenym na nukleobéze a na
3’-OH skupine, ktory bol najprv premeneny na 5’-p-nitro-
-fenylsukcinat. Ako bazické ochranné skupiny sa pouZivaja
hlavne acylové skupiny, napriklad benzoyl, izobutyryl ale-
bo fenoxyacetyl. Poloha 3" sa vyhodne chréni dimetoxytri-
tylovou ochrannou skupinou, ktora sa mdze zavadzat' podl'a
M. D. Matteucci, M. H. Caruthers, Tetrahedron Letters 21
(1980), str. 3243 — 3246. Dalsia skiadba oligonukleotido-
vého retazca aZ k predposlednému retazcovému Elenu sa
vykondva metodami zndmymi z literatiry, vyhodne s pou-
zitim na 5°-OH skupine dimetoxytritylovymi skupinami
chranenych esteramidov kyseliny nukleozid-3-fosforitej a-
lebo nukleozid-3"-H-fosfonatov. Ako posledny ¢len retazca
sa opit nasadi na 3'-OH skupine vyhodne dimetoxytrity-
lom chraneny esteramid kyseliny nukleozid-5'-fosforitej,

pripadne nukleozid-H-fosfonat. Priprava takéhoto oligo-
nukleotidového retazca sterminalne prevratenymi inter-
nukleotidovymi vézbami je d’alej zndzornend schematicky
(fosforamidicyklus na pripravu oligonukleotidov s 3°-3"- a
5°-5-vizbami na koncoch). Priprava oligonukleotidov s 3°-
-3'- alebo 5°-5"-vizbami sa vykonéava zodpovedajticim sp6-
sobom.
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Struktima a refazcova analyza sa vykondva tym spd-
sobom, Ze sa oligonukleotid s 3°-3"- a 5'-5'-koncami najprv
termindlne oznai. To sa vykona radioaktivnym znackova-
nim, vyhodne pomocou 5°-T-*P-ATP/polynukleotidki-
nazy. Toto radioaktivne znatkovanie sa vykond na volnej
5°-OH-skupine, t. j. proti oligonukleotidu s iba biologickou
3°-5’-vazbou na opatnom konci nukleotidového retazca.
Retazcova analyza sa potom vykond postupom zndmym z
literatiry, vyhodne pre bazu Specifickym, Statistickym 3tie-
penim, ako je opisané (A. M. Maxam a W. Gilbert, Met-
hods in Enzymology 65, 499 — 560 (1980)).

Na zéklade radioaktivneho znatkovania na ,,opaénom*
konci molekuly sa teraz vykona tieZ odpotitanie retazca,
porovnanim s oligonukleotidom s biologickou 3’-5 -vizbou
vopaénom smere. Opis vykonania testu je uvedeny
v priklade 6.

Oligonukleotidy vzorcov (1) a (II) sa pouzivaji pre hyb-
ridiza¢no — chemické, na adiciu pri nukleovych kyselinach
s dvojitym alebo jednym retazcom spodivajice postupy re-
gulacic alcbo potladenie biologickej funkcie nukleovych
kyselin, na selektivne potla¢anie expresie virdlnych funkcii
gendmu a na profylaxiu a terapiu virusovych funkcii, na
potlatanie nadorovych funkcii a na terapiu rakovinovych
ochoreni.

Ako miera stability in vivo sa mdZe pokladat’ spravanic
v krvnom sére rozpusteného, podl'a vynilezu stavaného o-
ligonukleotidu vzorca (I) alebo (II). VSeobecny test je opi-
sany v priklade 7; zodpovedajiici test in vitro s roztokom
fosfodiesterazy hadieho jedu v priklade 8. Oligonukleotidy
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podla vynélezu sa v protiklade k 3'-5"-oligonuklectidom
odbiiravaju ovela pomalsie.

Priklad 11 demonstruje sérovu stabilitu oligonukleoti-
dov s terminalne invertovanou 3°-3"-vézbou.

Hybridiza¢né spravanie vyplyva z modelovych poku-
sov, ako je opisané v priklade 9,v ktorych rad SV-40-
-§pecifickych retazcov, ktoré podla vynélezu boli pripra-
vené vZdy s 3'-3'- a 5'-5"-kocom, v hybridizacii so zodpo-
vedajucim refazcom oproti zmyslu kodu SV40-DNA uka-
zujh teplotu topenia, ktord je nepodstatne nizia ako teplota
topenia, ktord sa meria pri hybridizacii so zodpovedajiicim
retazcom, ktory nebol stavany podl'a vynélezu, t.j. bez 3'-
-3’-a5"-5'-koncov.

Uginnost’ oligonukleotidov opatrenych podla vynalezu
termindlnymi 3°-3°, pripadne 5°-5"-vézbami, ako inhibitory
expresie génov, vyplyva z potlatania rastu virusu SV40
(priklad 10) ako i z inhibicie in vitro expresie nidorového
produktu p53 (priklad 12).

Prehl’ad obrazkov na vykresoch

Obr. 1 - Autorddiogram analyzy retazca
SV40TS17, SV40TAS17 a SV40TAS17 (3°-3°,5-5")

Obr. 2 - Autoradiogram Stiepenia dT,,, pripadne
dT,ye (37-37,5-5"), ludskym sérom
zlava :
dT, : reakcie po 0, 5, 8, 11, 15 a 30 min.
dTye (37-37,5-5") : reakcie po 0, 5, 8, 11, 25,30 2 90
min.

Obr. 3 - Autoradiogram SVpdE - §tiepenia:
zPava : dT,, dTyy ( 37-37,5 -57), Stiepenie dT,y (3'-
-3,5-5") po 3, 15, 30, 45, 60 a 90 min.
mix z 0 min./ 15 min. , mix z 0 min./30 min.,
$tiepenie dT, po 5, 15, 30 2 45 min.

Obr. 4 - Modulacia expresie T-AG oligonukleoti-
dom s ret'azcom proti zmyslu kédu
Linia 1 : celyzat po inhibicii s 30uM SV40TAS17 (3'-
-3°,5-5%),
Linia 2 : celyzét bez inhibicie

Obr. 5 - Sérova stabilita oligonukleotidu Xelev 1 (Klon
6a7)aXelev2(Klon8al0)
Cas inkubécie so sérom
Klon62a8: 0 minit

15 minut
D 30 minut
45 minit
60 minat
_ 72 hodin
nepouZity pruh

Klon7a10:

Obr. 6 - Zastavenie biosyntézy onkoproteinu p53
TNV - oligonukleotidom s retazcom proti
zmyslu kédu

a_—_ : bezoligonukleotidu

s R 30 pM s retazcom v zmysle kodu
25 mer
25 mer

d : 10 pM s retazcom proti zmyslu kédu
25 mer

Priklady uskutoénenia vynilezu

Priklad 1
Syntéza esteramidu kyseliny 3°-O-DMTr-dezoxyribonukle-
ozid-5"<(N,N-bis-diizopropyl-amino-f3-kyanoetoxy)-fosfo-
ritej

Reaktné schéma vychadzajiica z bazami chranenych
nukleozidov je zndzornena takto.
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B = tymin

B = N°-benzoyladenin

B = N*-benzoylcytozin

. B =N%izobutyrylguanin

DMTr =44 -dimetoxytrityl

A. Priprava 3°-5-O-bis-DMTr-dezoxyribonukleozidu 2
Nasada:

6mmsl  dT, dA™, dC* alebo dG'™

14,4 mmo6l DMTr-Cl

14,9 mmol TEA aba.

Dezoxyribonukleozid 1 sa rozpusti v 50 ml absolatneho
pyridinu a pri 0 °C sa pridé trietylamin a dimetoxytrityl-
chlorid. Potom sa 24 hodin miefa pri teplote miestnosti,
priom sa reakcia sleduje chromatografiou na tenkej vrstve
(rozpustadlo: CH,Cl,/MeOH 9 : 1). Reakcia sa skon&i pri-
danim metanolu, rozpustadlo sa odtiahne a zvy3ok sa vybe-
rie do dichléormetanu. Organickéa faza sa niekolkokrat pre-
myje 1 M roztokom (NH,)HCO; a vodou, susi sa Na,SO, a
odstredi sa.

3’-5"-ditritylovany produkt 2 sa mdze &istit’ od preby-
toéného tritanolu, pripadne 5°-DMTr-dN stipcovou chro-
matografiou (stlpcovy materidl: silikagél 60H, eluatny
prostriedok: CH,Cl; so stipajiicim obsahom metanolu, pri-
¢om sa pri 1 — 1,5 % MeOH eluuju ditritylované dezoxy-
nukleozidy.

Vytazok: 73 — 85 % tedrie.

B. Specifické odstiepenie 5’-dimetoxytritylovej skupiny
Literatira: M. D. Mateucci a M. H. Caruthers, Tetrahedron
Lett. 21, 3243 — 3246 (1980)

Nésada:

3 mmél 3°5°-O-bis-DMTr-dN 2

15 mmol  ZnBr,

200 m! absolitneho nitrometanu

Roztok 3°-5°-0O-bis-DMTr-dN 2 v 100 ml nitrometénu
sa pri 0 °C da k suspenzii bromidu zino¢natého v d’al$ich
100 ml nitrometanu. V pripade chraneného dezoxyadenozi-
nu bola reakcia d’alej vedend za chladenia, aby sa zame-
dzilo depurinizicii. Napriek tomu je pri tomto nukleozide
odstiepenie Uplné uz po 60 minutach, ako je mozné zistit
chromatografiou na tenkej vrstve. Pri tymidine a dezoxygu-
anozine je rovnako reakcia skon¢ena pri teplote miestnosti

o aFRe
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po 60 minatach, zatial o 5’'-detritylacia bis-DMTr-
-dezoxycytidinu prebieha len neiplne. Tu sa reakcia preru-
Sila po 3 hodinach, aby sa zabréanilo oditiepeniu tie? 3'-di-
metoxy-tritylovej skupiny.

Prerudenie reakcie sa vykona pridanim 200 ml 1 M
roztoku NH,Ac; produkt 3 sa extrahuje 200 ml CH,Cl,, or-
ganicka fiza sa eSte premyje nasytenym roztokom NaCl a
vodou, susi sa Na,S0, 3 rozptgtadlo sa oddestiluje vo va-
kuu.

Hlavné mnoZstvo tritanolu sa moZe oddelit’ vyzraZanim
surového produktu v cca 500 ml p-hexénu pri —15 °C. Cis-

tenie sa vykond chromatograficky cez stipec Silikagélu 60H
dichlérmetédnom so stipajicim obsahom metanolu ako elu-

alnym prostriedkom.
Hodnoty R; 3’-MDTr-dezoxyribonukleozidov sa odli-

Sujii od zodpovedajicich S'-tritylovanych monomérov
takto (rozpuitadlo: CHCL/MeOH 24 : 1).

3-DMTr-dN | 5-DMTr-dN

aT 0,28 021
Da” 0,55 0,29
ace 0,353 03T
dG™ 0,32 0,13

Vytazky: 48 — 65 % tedrie.
C. Priprava esteramidu kyseliny 3'-O-DMTr-dezoxytribo-
nukleozid  5°-O-(N,N-diizopropylamino-B-kyanoetoxy)-
-fosforitej 4.
Literatira: H. Koster, Nucleic Acids Res. 12, 4539 — 4557
(1984)
Nasada:
1 mmoél  3'-O-DMTr-dezoxyribonukleozidu 3
1,5 mmél  chloro-N,N-diizopropylamino-B-kyanoetoxy-
fosfinu
4 mmdl  diizopropylaminu

Fosfitylatné reakcie boli vykonané analogicky met6de
opisanej Kosterom et al. na vyrobu esteramidu kyseliny 5'-
-O-DMTr-dezoxytribonukleozid-3'-O-fosforitej. Na roz-
pustenie chranenych nukleozidov v absolitnom CH,Cl, bol
pod argéonom pridany diizopropylamin, potom fosforylatny
prostriedok. Po 30 minitach bola reakcia skonCena prida-
nim 30 ml etylacetatu, roztok 3x extrahovany nasytenym
roztokom NaCl, organicka faza suSend Na,SO, a rozpus-
tadlo oddestilované vo vakuu. Surovy produkt bol &isteny
stipcovou chromatografiou (stlpcovy material: 5111kage]
60H, eluatny prostriedok; ~petroleter/dichlérmetan/trie-
tylamin 45 : 45 : E)O).

Vytazok 4a: 93 % tedrie.

Priklad 2
Priprava  tymidilyl-tymidinu a 3'-3’-fosfodiesterovou
vizbou

Dalej je uvedeny priebeh reakcie na pripravu dimémne-
ho bloku

9 IO
CHCH 0\
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A) Priprava 5’-O-dimetoxytrityltymidinu 5

Nisada:
20 mmodl  tymidinu (4,84 g)
24 mmo!  4,4’-dimetoxytritylchloridu (8,2 g)
I mmoél  dimetylaminopyridinu (122 mg)
28 mmo] abs. trietylaminu (3,8 ml)

Priprava sa vykona metédou R. A. Jonesa (G. S. Ti, B.
L. Gaffney and R. A. Jones, H. Amer. Chem. Soc. 104,
1316 — 1319 (1982)). Tymidin sa susi 3-ndsobnym odpare-
nim vidy s 50 ml absolitneho Pyridinu, vyberie sa do
100 m! pyridinu a za chladenia Padom sa prida 4,4"-DMTr-
-Cl a DMAP ako katalyzator. Reakcia sa kontroluje chro-
matografiou na tenkej vrstve (rozptistadlo CH,Cl/MeOH
9 : 1). Po 4 hodinach je moZné reakciu prerudit’ pridanim
100 ml vody. Roztok sa 3x extrahuje éterom, organicka fa-

za sa su$i a odstredi, a zvySok sa Cisti prekrystalizovanim
z benzénu.
Vytazok: 9,68 g DMTr-dT (89 %)
B) Priprava esteramidu kyseliny 5°-O-dimetoxytritylty-
midin-3"-O-(N,N-diizopropylamino-B-kyanoetoxy)-fos-
foritej 6

Pril;()ravq a Cistenie 6 sa vykonava primerane syntéze
esteru kyseliny 3°-O-DMTr-5"-O-fosforitej 4 (priklad 1, C).
C) Priprava 5'-O-acetyltymidinu 8
Nésada:
2,0mmél 3-O-DMTr-dT 3a (1,1 g)
0,2 mmol dimetylaminopyridinu (12,2 mg)
4 ml acetanhydridu
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Literatira: A. M. Michelson a A. R. Todd, J. Org. Chem.
1955, 2632 — 2638 (modifikované)

K roztoku 3°-O-DMTr-dT a DMAP v 20 ml absolitne-
ho pyridinu sa za chladenia Padom prikvapka Ac,O. Po
3 hodinach reak&nej doby je reakcia uplné (kontrola chro-
matograficky, rozpistadlo CH,Cl,/MeOH 24 : 1). Produkt
sa vyzraZza 400 ml Fadovej vody, biela zrazenina sa odsaje,
premyje l'adovou vodou a su3i sa.

Vytazok: 1,02 g 3"-O-DMTr-5"-0-Ac-dT (88 %)

Na odstiepenie 4,4 -dimetoxytritylovej skupiny sa 7 pri
teplote miestnosti mie$a v 10 ml 80 % kyseliny octovej.
Pridanim 100 ml I'adovej vody sa reakeia po 3 hodinich
skongi; pritom 4,4 -dimetoxytritanol vypadne ako biela
zrazenina. Odsaje sa a vodny filtrat sa odstredi. Olejovity
zvy3ok sa vyberie do malého mnozstva CH,Cl, a pri —15
°C sa vyzraZa v 200 ml n-hexénu.

Vytazok: 455 mg 5°-O-acetyltymidinu (94 %).

D) Priprava tymidilyl-(3"-3")-tymidinu 10

Nasada:

1,0 mmol  esteramidu kyseliny 5°-O-DMTr-tymidin-3"-O-
(N,N-diizopropylamino-f3-kyanoetoxy)-fosforitej 6 (705,8
mg)

0,9 mmol  5’-O-acetyltymidinu 8 (253 mg)

2,6 mmél tetrazolu (182 mg)

9,0 mmoél J, (1,14 ¢g)

Syntéza dimérového bloku 10 sa méZe vykonat’ metd-
dou opisanou Kosterom (H. Koster, Nucleic Acids Res. 12,
4539 — 4557 (1984)) na vyrobu 3'-5"-nukleoziddimé-rov.
Zmes 5°-O-acetyltymidinu a tetrazolu sa rozpusti v
30 ml absolitneho CH;CN a pod argénom sa da k estera-
midu kyseliny fosforitej. Prida sa 9 mmél I, v 30 ml zmesi
acetonitril/pyridin/voda (24 : 5 : 1) a po d'al8ich 15 mint-
tach sa prebylocny jod redukuje 5 ml 40 % roztoku H,SO;.
Roztok sa potom zahusti, zvySok sa vyberie do CH,Cl,, 2x
sa premyje nasytenym roztokom NaHCO; a rozpustadlo sa
oddestiluje. Surovy produkt sa moZe Cistit na stipcovej
chromatografii (stlpcovy material: silikagél 60H, cluagny
prostriedok: etylacetat/dichlormetan 50 : 50).

Vytazok: 665 mg (75 %).

Na odstiepenie acetylovej a B-kyanoetylovej skupiny sa
na dimér 1 hodinu pdsobi 5 ml koncentrovaného NH; pri
teplote miestnosti, 4-4°-dimetoxytritylovéa skupina sa moze
odstranit’ 80 % kyselinou octovou.

Priklad 3
Priprava tymidilyl-tymidinu a  5’-5-fosfodiesterovou
vizbou 14

Nasledujiica schéma ukazuje pripravu 14
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Jednotlivé reakéné kroky k syntéze medzistuptiov sa
vykonavaju metédami zodpovedajicimi metédam opisa-
nym v priklade 2.

Struktira obidvoch dimérovych blokov sa mdze vyko-
navat’ FAB-hmotovou spektrometriou a spektroskopiou
|H-jadrovej rezonancie.

Priklad 4
Prichytenie  3’-O-dimetoxytrityl-dezoxyribonukleozid-5"-
-O-sukcinétu na nosnom materiali CPG 10-1400

Funkcionalizacia CPG-nosi¢a 3-aminopropylovymi re-
tazcami sa vykonava podla predpisu Atkinsona a Smitha
(T. Atkinson, M. Smith v Oligonucleotide Synthesis, M. J.
Gait (ed.), 35 — 49 (1984)):

A) Priprava 3’-O-DMTr-dezoxyribonukleozid-5'-O-sukci-
natu 15

Nasada:

1,0 mmél  3°-O-DMTr-dN 3

0,8 mmol anhydridu kyseliny jantarovej (80 mg)

0,5 mmol dimetylaminopyridinu (61 mg)

Reakcia anhydridu kyseliny jantarovej s 5'-OH skupi-
nou dezoxyribonukleozidu sa vykonava cez noc pri teplote
miestnosti vzZdy v 5 ml absolitneho pyridinu s DMAP ako
katalyzatorom. Po skondéeni reakcie sa roztok zahusti a py-
ridin sa odstrani 3-nasobnou azeotropnou destilaciou
s toluénom. ZvySok sa vyberie do dichlérmetanu, premyje
sa F'adovo studenym roztokom kyseliny citrénovej (10 %) a
H,O a organicka féza sa odstredi vo vakuu. Surovy produkt
sa rozpusti v cca 3 ml toluénu a vyzraZa sa v 200 ml hexa-
nu.

Vytazok: 79 — 84 %.

B) Priprava 3’-O-DMTr-dezoxyribonukleozid-5-O-sukci-
nyl-P-nitrofenylesteru

16 a zachytenie na nosici (pozri nasledujucu schému)
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Nasada:
0,8 mmol 3°-O-DMTr-dN-5"-O-sukcinatu 15
0,8 mmoél p-nitrofenolu (112 mg)
2,0 mmol dicyklohexylkarbodiimidu (412 mg)
3g funkcionalizovaného CPG 10-1400

Chréneny sukcinylovany dezoxytribonukleozid sa da
k roztoku p-nitrofenolu v 5 ml absolitneho dioxanu a,
0,2 ml pyridinu, a potom sa pridd DCCI ako kondenzagny
prostriedok. Po kratkom &ase vypaddva dicyklohexylmoco-
vina a po 3 hodinich ukazuje chromatografia na tenkej
vrstve (CH,Cl;/MeOH 9 : 1) Uplné zreagovanie. Zrazenina
sa pod argénom odsaje a filtrat sa priamo d4 k suspenzii
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funkcionalizovaného nosného materidlu v 15 ml absolitne-
ho DMF. Prida sa 0,8 ml trietylaminu a nasada sa trepe cez
noc. ZataZeny nosi¢ sa potom odsaje, premyje metanolom
a éterom a v exikatore sa susi.

ZafaZenie nosita sa stanovi spektrometricky. Pdsobe-
nim 10 ml 0,1 N roztoku kyseliny p-toluénsulfénove;j
v acetonitrile na vzorku nosita (cca 2 mg) sa 4-4’-dimeto-
xytritylkation odStiepi a meranim absorpcie roztoku pri
498 nm sa podl'a vzorca

ODase/mi x 10 ml x 14,3 (kondt)

mg nosita

nechd vypotitat' zataZenie nosita v pmél/g.
Vysledky:
3°-DMTr-dT-nosic: 23 pmol/g
3" -DMTr-dG'™-nosi¢: 21 umél/g
3-DMTr-dA%nosig: 21 umélig
3"-DMTr-dC"nosic: 15 umél/g

Na blokovanie nezreagovanych aminoskupin sa zat’a-
Zeny nosi¢ 1 hodinu pri teplote miestnosti trepe s roztokom
1 ml anhydridu kyseliny octovej a 50 mg dimetylaminopy-
ridinu v 15 ml absolitneho pyridinu, potom sa odsaje, pre-
myje metanolom a éterom a susi sa.

Priklad 5
a) Syntéza oligonukleotidov s terminalnou 3°-3"- a 5°-5'-
-vizbou

Syntézy sa vykonavaju v DNA-syntetizéri firmy Ap-
plied Biosystems, Forster City, USA, Modell 381A, s pou-
Zitim 0,2 pmél $tandardného programu pre kondenzaéné
kroky. Syntézny cyklus je ukazany skér (str. 11). Ako nos-
ny materiél slazi CPG 10-1400 opisany v priklade 4. Kon-
denzicie sa vykonavaju s beznymi estermi kyseliny nukle-
ozid-3"-fosforitej, iba v poslednom reakénom cykle sa na-
sadia v priklade 1 opisané esteramidy kyseliny 3°-O-
-DMTr-nukleozid-5"-O-(N,N-diizopropylamino--kyano-
etoxy)-fosforitej. Po odstiepeni oligonukleotidu z nosica
konc. NH, a odstranenia vetkych fosfatovych a bazickych
ochrannych skupin zahrievanim amoniakélneho roztoku na
60 °C cez noc sa vzorka odsoli vyzraZanim v etanole a cie-
Fovy ret'azec sa elektroforézou na polyakrylamidovom géli
Cisti od krat3ich fragmentov.

Pre pokusy sa syntetizoval eikosatymidylat s iba 3°-5"-
-véizbami ako i termindlnymi 3°-3'- a 5’-5’-viizbami. Ok-
rem toho sa zvolili retazce zo SV40-genému. Boli synteti-
zované nasledujice oligonukleotidy:
dTao;
dTy(37-37,57-57),

SV40TS17: 17-mér, retfazec v zmysle kodu zo SV40-
-genému na polohach 5159 — 5176,

5-AGC TTT GCA AAG ATG GA-3’

SV40TAS17:  17-mér, retazec proti zmyslu kédu
k SV40TS17;

5'-TCC ATC TTT GCA AAG CT-3’

SV40TAS17 (3°-3"-, 5'-5'): 17-mér, refazec proti zmyslu
kdédu k SV40TS17 s 3°-3"-, pripadne 5°-5"-vézbou na kon-
coch;

3°.T(5°-5")CC ATC TTT GCA AAG C (3°-3)T-5
SV40TS35: 35-mér, retazec v zmysle kédu zo SV40-
-gendmu na polohach 5142 - 5176;

5°-AGC TTT GCA AAG ATG GAT AAA GTT TTA
AAC AGA AG-3’

SV40AS35: 35-mér, retazec proti zmyslu kodu
k SV40TS35;

5"-TCT CTG TTT AAA ACT TTA TCC ATC TTT

GCA AAG CT-3

SV40TAS35 (3°-3°, 5°-5"): 35-mér, retazec proti zmyslu
kddu k SV40TS35 s 3°-3’-, pripadne 5'-5"-véizbou na kon-
coch;

3°-T(5°-5")CT CTG TTT AAA ACT TTA TCC ATC
TTT GCA AAGC(3'-3")T-5°
b) Syntéza oligonukleotidov s terminalnou 3°-3’-vazbou
Ako nosny material slazi CPG 10-1400 opisany v priklade
4. Kondenzicia sa vykona sbeZnymi cstermi kyseliny
nukleozid-3 -fosforite;.

Po odstiepeni oligonukleotidu z nosi¢a konc. NH; a odstra-
neni vietkych fosfatovych a bazickych ochrannych skupin
zahrievanim amoniakélneho roztoku na 60 °C cez noc sa
vzorka odsoli vyzraZanim v etanole a cielovy retazec sa
elektroforézou na polyakrylamidovom géli &isti od krat-
kych fragmentov.

SV40TAS17(3°-3"): 17-mér, retazec proti zmyslu kddu
k SV40TS17 s 3°-3"-vizbou na konci

3-TCC ATC TTT GCA AAG C(3'-3")T-5’
¢) Syntéza oligonukleotidov s termindlnou 5°-vézbou a 2
termindinymi tiofosfatovymi zvyskami

Ako nosny material slizi komerény CPG-material s 5'-
-O-dimetoxytrityltymidinom viazanym cez 3 "-hydroxysku-
pinu. Kondenzicia sa vykona s beZnymi estermi kyseliny
nukleozid-3’-fosforitej; iba v poslednom reak&nom cykle sa
nasadia esteramidy kyseliny 3’-O-DMTr-nukleozid-5"-O-
-(N,N-diizopropylamino-f-kyanoetoxy)-fosforitej opisané
v priklade 1.

Pri prvych dvoch reakénych cykloch sa namiesto bez-
nej oxidacie jodom vykona oxidécia elementarnou sirou
(W. Stecetal. J. A. C. S. 106, str. 6077, 1984).

Po odstiepen{ oligonukleotidu od nosi¢a konc. NH; a
odstraneni vietkych fosfatovych a bazickych ochrannych
skupin zahrievanim amoniakalneho roztoku na 60 °C cez
noc sa vzorka odsoli vyzraZanim v etanole a cielovy reta-
zec sa &isti od krat$ich fragmentov elektroforézou na poly-
akrylamidovom géli.

Syntetizuje sa nasledujici oligonukleotid:
SV40TAS17(5°-5"): 17-mér, retazec proti zmyslu kodu
k SV40TS17 s 5°-5"-viizbou na 5'-konci a dvoma tiofosfat-
internukleotidovymi vizbami na 3°-konci

3'-T(5°-5")CC ATC TTT GCA AAG (P;) C(P)T-3’

Priklad 6
Analyza §truktary a retazca oligonukleotidu s terminalnou
3'-3'-a5'-5"-viizbou

Analyza retazca oligonukleotidu sa vykondva metédou
Maxama a Gilberta (A. M. Maxam a W. Gilbert, Methods
in Enzymology 65, 499 — 560 (1980)). Vzdy 100 pmol
vzorky sa v pritomnosti (y-**P)-ATP/T4-polynukleotidki-
nazy na 5"-OH-skupine radioaktivne znaci, a potom sa vy-
konaju nasledujuce bazicky $pecifické reakcie:
(A+G)-reakcia:  protonécia baz kyselinou mravéou

G-reakceia: reakcia s dimetylsulfatom
(T+C)-reakcia: hydrazinolyza

C-reakcia: reakcia s hydrazinom v pritomnosti 5 M
NaCl

Pdsobenim 1M piperidinu pri 95 °C sa oligonukleoti-
dové retazce Stiepia na modifikovanych miestach; zlomky
sa mdZu elektroforézou na polyakrylamidovom géli oddelit
(20 % akrylamidu, 7 M mo&oviny) a autoradiografiou dete-
kovat. Obr. 1 ukazuje autorddiogram analyzy retazca
SV40TS17, SV4A0TAS17 a SV40TAS17(3"-3", 5°-5") (opis
oligonukleotidov pozri priklad 5). PretoZe si retazce na 5'-
-OH skupine znatené, méze sa sled baz iba pri 3'-5'-
-viibach odpotitat’ v smere 3'-5"-smere. V désledku 37-3"-
-konca ma v3ak oligonukleotid SV40TAS17 (3°-37, 5°-57)
radioaktivne znaceni 5°-OH skupinu na svojej koncovej
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Casti; smer odpo&itania retazca sa tym otaca (obr. 1). To je
tieZ dokaz pre 5°-5"-fosfodiesterovil viizbu na 5°-koncovej
Lasti retazca s vol'nou 3'-OH skupinou, ktora sa enzymom
polynukleotidkinazy neméze fosforylovat'.

Priklad 7

Skuska stability oligonukleotidu s 3°-3" a 5°-5"-koncami
v teste krvného séra

A) Kinazicia eikosatymidylatu s 3°-3"- a 5°-5"-koncami
Literatira: T. Mizuno, M. Y. Chou a M. Inouye, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81, 1966 — 1970 (1984)

Nasada:

1 ul  oligonukleotid (0,01 ODyg)

I pl 10 x kinaza — pufor

I ul  T4-polynukleotidkiniza

Inl y-*P-dATP (3pec. aktivita: 6000 Ci/mmél)

6ul H,O

Nésada sa 30 minat inkubuje pri 37 °C, potom sa pri-
danim 90 ul H,0 skondi a frakcionuje sa cez stipec ®Sep-
hadex G 50. Produkéné frakcie sa spoja a lyofilizuju sa.

B) Test krvného séra

Literatira. S M. Heywood, Nucleic Acids Res. 14, 6771 —
6772 (1986)

Nasada:

0,01 OD,g ridioaktivne fosforylovaného oligonukleotidu
pre kontrolna vzorku, 0,01 OD,4 Ty pre skasku

0,01 ODygTog s 37-3"- 2 5°-5"-koncovymi vizbami

50 pl Cerstvého udského séra

Sérum sa da k vzorke a kratko sa rugne trepe. Potom sa
hned’ kvdli O-hodnote odpipetuju 3 pl a daji sa do 3 pl
pufra s formamidom, aby sa prerusila aktivita enzymu. Po-
tom sa vzorka inkubuje pri 37 °C.

Pre kinetiku sa po urditych ¢asovych usekoch odobera
3 pl a prerusi sa, ako je opisané.

Kontrolna vzorka: 5 min., 8 min., 11 min., 15 min., 30
min.,
Skuaska: 5 min., 8 min., 11 min., 15 min., 30 min., 90 min.

Vzorky sa dajii na 20 % polyakrylamidovy gél, delia sa
elektroforézou na géli a potom sa autoradiografuju.
Autoradiogram §tiepenia s Cerstvym I'udskym sérom zlava
(pozri obr. 2):

Kontrolnd vzorka: O - hodnota, 5 min., 8 min.,, 11 min.,
15 min., 30 min.
Skugka: : O — hodnota, 5 min., 8 min., 1 min., 15 min.,
30 min., 90 min.

Uz po 5 minutach sa ukazuje, Ze zaCalo odbiiravanie
prirodného oligonukleotidu. Stiepenie sa zvySuje s pribu-
dajcim &asom. Modifikovany oligonukleotid zostava i po
90 minutach inkubicie prakticky nezmeneny. Slabé pasy,
ktoré vidiet pri vietkych hodnotich kinetiky, rezultuji
z aktivity endonukledz, ktoré su pritomné v sére. Toto Stie-
penie je doleZité na terapeutické pouZitie tychto oligonuk-
leotidov, pretoZe zaru¢uje pomalé odbiravanie Uéinnej sub-
stancie, a nemdZe tym dojst’ k akumulécii tychto substancii
v tele.

Priklad 8

Skigka spravania oligonukleotidov s termindlnou 3°-3'- a
57-5"-véizbou proti fosfodiesteraze z hadicho jedu

A) Kinazécia eikosatymidylatu s 3°-3"- a 5°-5"-koncami
Ako je opisané v priklade 7.

B) Hydrolyza eikosatymidylatu s 3°-3"- a 5°-5"-koncami
pomocou fosfodiesterazy z hadieho jedu

Literatira. A. Hirashima, S. Sawaki, Y. Inokuchi a M. Ino-
uye, PNAS USA 83, 7726 — 7730 (1986).

Néasada:

5ul RNA-nosita

50 ul  SQ-pufra
lul  SVpdE (1,5 p/ul)

Réadioaktivne fosforylovana vzorka (Standard: T,
skiiska: Ty s termindlnou 3°-3'- a 5°-5"-vézbou) sa lyofili-
zuje, na to sa dd RNA-nosi¢ a SQ-pufor. Od tejto zmesi sa
pre O-hodnotu odpipetuje 5 pl, k zvy$ku roztoku sa prida
enzym a pri 37 °C sa inkubuje. Pre kinetiku Standardu sa
odoberie po 5 min., po 15 min. a po 30 min. po 5 pl, pre
kinetiku eikosatymidylatu s 3°-3’- a 5°-5"-koncami sa po
5 min., 30 min., 45 min., 60 min. a 90 min. odoberie po
5 ul. K dezaktivacii enzymu sa vzorky priamo po odbere
zahrievaju na vodnom kupeli 2 min. na 95 °C. Vzorky sa
lyofilizuju a nanesu sa na analyticky 20 % polyakrylamido-
vy gél. Po gelelektrolytickom deleni sa autoradiografuji.
Autoradiogram SVpdE — Stiepenie (pozri obr. 3).

Zlava: T,y (Standard), Ty s terminalnymi 3°-3’-a 5°-5'-
-viizbami,

Kinetika skusky: po 5 min., 15 min., 30 min., 45 min.,
60 min., 90 min., mix. z 0 min./15 min., mix z 0 min./30
min., kinetika §tandardu: po 5 min., 15 min., 30 min.,
45 min.

Vizba 5°-5" sa, ako je uZ opisané, ihned’ §tiepi. Ze dal-
Sie Stiepenie v porovnani so Standardom pokracuje eSte len
velmi pomaly, je zna¢ny Struktirny dokaz. Po Stiepeni 5°-
5’-fosfordiesterovej vizby vznikne molekula, ktord na
mieste Stiepenia nesie 5'-hydroxylovu funkciu. Na druhej
koncovej ¢asti je molekula 5°-fosforylovana. Obidve kon-
cové Casti su pre fosfodiesterazu z hadieho jedu nenapad-
nute'né. Pomalé, ale velmi znaéné d’allie odburavanie je
pravdepodobne, podla vyrobcu opisanych prisad (J. G. I-
zant a H. Weintraub, Cell 36, 1007 — 1015 (1984)), moZné
odvodzovat' od jednoretazcovej 3pecifickej endonukleazy,
ktora PM2 DNA meni na otvorené formy. Eahko mozno
odpotitat’ dizku retazca. Je viak mozné odpotitat’ iba 19
pasov, pretoze pri prvej hodnote kinetiky, po 5 min., je 5'-
-5'-fosfodiesterova vizba uz od3tiepena.

Priklad 9
Skudky hybridizatného spravania oligonukleotidov opatre-
nych termindlnymi 3°-3'- a 5’-5'-koncami

Kvéli skiiskam hybridizaéného sprivania sa zazname-
navaju krivky topenia vZdy ekvimolarneho mnozstva
(5,23 mmél) SV40TS17 a SV40TAS17 (3°-3"-, 57-5"-) (o-
pis oligonukleotidov pozri priklad 5), rozpustia sa v 1 ml
10 nM Na-kakodylatu/100 mM NaCl-pufra, pH 7,0, zahreje
sa na 70 °C a priebeh renaturicie sa zistuje pri pomalom
ochladzovani (1 stupefi/min.) meranim absorpcie roztoku.
Na zaznam krivky $tandardu sa pouZiju rovnaké mnoZstva
SV40TAS17. Analogicky sa v pufri mieda vidy 4,75 nmol
SV40TS35 a SV40TAS35, pripadne SV40TS35 a
SV40TAS35(3°-3"-, 5°-5'-), zahreje sa na 90 °C a absor-
pcia sa meria pri ochladzovani. Zistili sa krivky tavenia,
ktoré poskytuji nasledujice hodnoty T,

SV40TS17. SV40TAS17 54,1°C
SV40TS17 . SVA0TAS17(3°-37,5°-5") 53,3°C
SV40TS35 . SV40TAS35 65,5 °C

SV40TS35 . SV40TAS35(3"-3",5°-5) 64,2 °C
Teploty tavenia sa teda abiologickymi vazbami znizuji
len 0 0,6 °C pri 17-méri, pripadne pri 1,3 °C u 35-mériu.

Priklad 10

Inhibicia biosyntézy SV40 T-antigénu oligonukleotidmi
s terminalnou 3°-3" a 5°-5-vizbou

A) Bunkova kultira

Bunky COS1 sa v Eaglovom prostredi v Dulbeccovej mo-
difikéacii (DMEM) kultivuju s 10 % fetélneho tel'acicho se-
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ra. Misky na tkanivové kultiry sa inkubuju pri 37 °C a
7,5 °C CO,.

B) Radioaktivne znadenie a rozrudenie buniek

Asi 4 x 10* buniek sa ako monolayer da do misiek na tka-
nivové kultiry. Bunky sa trikrat premyji DMEM bez me-
tioninu, a potom sa znatia 100 pCi*>-S-metioninu. Na
skasky modulacie proti zmyslu kodu sa bunky stcasne
30 min. pri 37 °C inkubuji s oligonukleotidom
SV40TAS17 (37-3°,5'-5) a réadioaktivnym metioninom.
Potom sa bunky dvakrit premyjd DMEM obsahujicim
10 % fetalneho telacicho séra a neznaleny metionin a
v tomto prostredi sa nechaji d’al$ich 30 minat. Kvéli rozru-
Seniu sa na bunky pbsobi adovo studenym fosfatom pufro-
vanym fyziologickym roztokom NaCl (PBS); od misiek sa
odgkrabnti a 2 minaty sa pri 400 g odstred’uji. Usadenina
buniek sa potom 45 minat na Fade lyzuje 0,4 ml rozruSova-
ciecho pufra (0,5 % nonidetu P40, 100 mM tris-HCI,
pH 9,0, 0,1 M NaCl) pre 3 x 10° buniek. Na zamedzenie
proteolyzy sa k rozruSovaciemu pufru prida 1 % trazylolu a
fenylmetylsulfonyifluorid az do koneénej koncentracie
0,25 mg/ml. Lyzét sa potom 30 minut pri 4 °C v ultraod-
stredivke (105 000 g) odstred’ujc do ¢&ira. Podiel 10 pl sa
odoberie a meria sa obsah proteinu metédou Lowryho. Na
imunoprecipitaciu sa nasadi rovnaké mnoZstvo celkového
proteinu,

C) Imunoprecipitacia

Tak na imunoprecipiticiu SV40 T-antigénu, ako aj mu-
tantov antigénu lokalizovanych v cytoplazme sa pouZije
monoklonalna protilatka Pab108. Protilatka sa chromato-
grafiou na proteine A-sefaréze &isti od prebytku hybrido-
mu. Bunkovy extrakt sa predbeZne cez noc pri 4 °C zraza
100 pl 10 % suspenzie teplom inaktivovanych a formalde-
hydom fixovanych baktérii kmefia Staphylococcus aureus
(Cowan 1). Baktérie sa potom odstredia, zvySok sa aspon
2 hodiny pri 4 °C inkubuje s monoklonalnou protilatkou a
pridanim S. aureus sa tvoria vysokoSpecifické imunokom-
plexy. Tento postup sa 3x opakuje, aby sa zaistila uplné
precipiticia.

Potom sa imunoprecipitaty premyvaji: trikrat 50 mM
tris-HCI, pH 8,0, 500 mM LiCl, I mM DTT, | mM EDTA,
1 % trazylolu; dvakrat 50 mM tris-HCI, pH 7,4, 0,15 M
NaCl, 5 mM EDTA, 1 % nonidetu P40 a raz 50 mM
NH4HCO;. Potom sa 45 minat pri 4 °C eluuje 200 pl elu-
atného pufra (50 mM NHHCO;, 1 % SDS, 1 % pB-mer-
kaptoetanolu), lyofilizuje sa, 10 minitovym varom sa roz-
pusti v 20 pl pufra (65 mM tris-HCI, pH 6,8, 5 1 B-merkap-
toetanolu, 1 % glycerinu, 0,01 % brémfenolovej modrej) a
uloZi sa na 3 % polyakrylamidovy gél (10 % SDS). Protei-
ny sa rozdelia diskontinuainou elektroforézou na géli; pasy
sa moZu lokalizovat' fluorografiou na rontgenovom filme
(Kodak X-AR).

S oligonukieotidmi pripravenymi podfa vynélezu tak,
¥e prediZia zadiatok translacie pre T-antigén bola pri pou-
Ziti extrabunkovej koncentracie 30 p-molédrne registrovana
70 % inhibicia virusového rastu. To je protiklad k G¢innosti
zodpovedajucich retazcov, ktoré neboli stavané podla vy-
nalezu, t.j. refazcov bez 3°-3'- a 5°-5"-viizieb. Tu pri pou-
Ziti rovnakej koncentracie nebola zistend Ziadna inhibicia.
Obr. 4 ukazuje zjavnl inhibiciu T-Ag-biosyntézy pri ofet-
reni buniek 30 pM SV40TAS17 (3"-3"-a5"-5").

Priklad 11
Porovnanie sérovej stability oligonukleotidov, ktoré su mo-
difikované iba na 3"-konci, pripadne iba na 5'-konci inver-
tovanymi fosfodiesterovymi vizbami

Oligonukleotidy sa nukleazou odburavaju od svojej 3'-

-koncove;j ¢asti (J. P. Shaw, K. Kent, J. Bird, J. Fishback,
B. Froehler, Nucleid Acids Res., 19, 747 — 750 (1991)).
Malo by sa preto skaaf’, ¢ samotnd terminalna 3°-3'-
fosfodiesterova vizba stadi na stabilizaciu oligonukleotidu
v krvnom sére. PretoZe s 32p znadeny fosfatovy zvySok,
hlavne pri dlh§om pdsobeni sérom na vzorku, sa fosfota-
zami odStepuje, bol na detekciu oligonukleotidov pouzity
fluorescein.

Syntetizované boli nasledujiice retazce z gendomu Xe-
nopus levis.
Xelev 1: 3"-A(5"-5)GC CTC AAA C*AT GTG TGA CG-
=37
Xeley 2: 5'-AGC CTC AAA C*AT GTG TGA C (3°-3')-
-G-5

Syntézy sa vykonavaju, ako je opisané v priklade 5,
pri¢om sa pre 10. kondenzaciu nasadi esteramid kyseliny
cytidin-fosforitej C*, ktory umozZiluje dodatocnu kovalen-
tnd vézbu s fluoresceinom. Vostavba fluoresceinu sa vyko-
nadva podla navodu firmy Pharmacia (Pharmacia LKB
Biotechnology Auto Primer™ Synthesis Kit Instructions
(XY-023-00-01). Modifikované oligonukleotidy sa ¢istia
elektroforézou na polyakrylamidovom géli.
Sérovy test:
10 pmdl  oligonukleotidu
140 pli Zerstvého ludského séra

Vzorky sa inkubuji pri 37 °C. Po 15 min., 30 min,,
45 min., 60 min., 8 hodinach a 72 hodinach sa odoberie
vidy 20 pl, 2x sa extrahuje zmesou fenol/chloroformy/ izo-
amylalkohol 25 : 24 : 1 a oligonukleotidy sa zrazia etano-
lom. Produkty &tiepenia sa delia a detekujii na 16 % poly-
akrylamidovom géli v automatickom sekvenceri A.L.F.
(Pharmacia, Freiburg). Ako ukazuje obr. 5, iba retazec o-
patreny na 5°- konci md invertovani internukleotidovit
viizbu uZ po 15 min. pdsobenia séra produkty odbtirania a
po 60 min. je uz takmer uplne odburany. Oligonukleotid
»chraneny* na 3’-konci 3°-3"-vézbou je sam oproti tomu po
72 hodinach len ¢iastodne odburany.

Priklad 12
Inhibicia expresie génov v in vitro-expresnom systéme
Aby sa kvantifikovala expresia génov INV-

oligonukleotidmi, skugal sa u¢inok zodpovedajicich oligo-
nukleotidov s retazcom proti zmyslu kddu na expresiu p53
v systéme in vitro, aby p53 obsahoval mRNA (E. Reihaus,
M. Kohler, S. Kraiss, M. Oren, M. Montenarli, Oncogene
5, 137 — 144 (1990)).

Syntetizovali sa retazce proti zmyslu kodu
NH,(CH,)s pTAA TCA GTC GTT GGT CCA CAC CTT
33T
a ako porovnavacia vzorka zodpovedajuci refazec v zmysle
kodu
NH,(CH,)s pAAA GGT GTG GAC CAA CGA CTG ATT
(3-3NA

Oligonukleotid s retazcom proti zmyslu kédu je riade-
ny proti zaliatku translacie onkoproteinu p53

Skiisali sa expresie proteinu
1. bez pridania oligonukleotidu
2. pripridani 30 uM ref'azca v zmysle kédu
3. pripridani 1 uM ret’azca proti zmyslu kodu
4. pri pridani 10 uM retazca proti zmyslu kddu

Na kvantifikaciu sa stanovilo ¢ierne sfarbenie proteino-
vych pasov denzitometricky (E. Reihaus, M. Kohler, S.
Kraiss, M. Oren, M. Montenarli, Oncogene 5, 137 — 144
(1990)).

Obr. 6 ukazuje, Ze pridavkom 10 pM oligonukleotidu
s refazcom proti zmyslu kodu k systému expresie sposobi
cca 70 % inhibiciu. Pri zniZeni koncentracie na 1 uM nie je
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viac moZné zistit' takmer Ziadnu inhibiciu, rovnako pri pri-
davku retazca v zmysle kodu, ktory neviaze na mRNA.

PATENTOVE NAROKY

1. Analdégy oligonukleotidov vieobecného vzorca (I)

alebo (II),
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pri¢om v&ak aspoii jeden zo zvyskov R' alebo R? predsta-
vuje zvySok vzorca (III) alebo (IV),

B predstavuje bazu, vybrani zo skupiny zahriiujlicej ade-
nin, cytozin, guanin alebo neprirodné bazy, purin, 2,6-dia-
minopurin, 7-deazaadenin, 7-deazaguanin, N*-etanocy-
tozin, pripadne ich prekurzorové formy,

W a W’ nezévisle od seba znamenaju kyslik alebo siru,

Z a Z’ nezévisle od seba znamenaji O; S; alkoxyskupinu s
1 aZ 18 atoémami uhlika, vyhodne alkoxyskupinu s 1 aZ 8
atémami uhlika, obzvladt’ vyhodne alkoxyskupinu s 1 az 3
atémami uhlika, hlavne metoxyskupinu; alkyl s 1 aZ 18 a-
tomami uhlika, vyhodne alkyl s 1 aZ 8 aldomami uhlika,
najmi vyhodne alkyl s 1 aZ 3 atémami uhlika, hlavne me-
tyl; NHR® s R® znamenajii vyhodne alkyl s 1 aZ 18 atomanmi
uhlika, obzvl43t' vyhodne alkyl s | aZ 8 atémami uhlika,
hlavne alkyl s 1 aZ 4 atémami uhlika alebo alkoxy-alkyl s 1
aZ 4 atomami uhlika v alkoxyzvysku a s | aZ 6 atdbmami
uhlika v alkylovom zvyku, vyhodne metoxyetyl; NR°R®,
kde R® mé uvedeny vyznam a R* znamena vyhodne alkyl s
1 a 18 atémami uhlika, najmé vyhodne alkyl s 1 aZ 8 at6-
mami uhlika, hlavne alkyl s 1 az 4 atdmami uhlika, alebo
kde R? a R* spolu s nosnym atémom dusika znamenaji 5-
az 6-¢lenny heterocyklicky kruh, ktory mdze navyse obsa-
hovat’ d’alii heteroatém z radu O, S, N, ako napriklad mor-
folin,

Y znamend zvy$ok z radu —O-Si(R),, OCH,, C(O)NR alebo
OCH,-C(0), kde R predstavuje alkyl s 1 az 6 atémami uh-
lika, aryl alebo cykloalkyl s 5, pripadne 6 atémami uhlika,
a

n znamena celé &islo 5 az 60, vyhodne 10 aZ 40 a hlavne 15
az 25, ako 1 ich fyziologicky znasanlivé soli.

2. Oligonukleotidy vzorca (I) podl'a naroku 1, kde R?
predstavuje zvySok vzorca (IV) a R! znamena vodik; R',
pripadne R?, predstavujii zvy$ok vzorcov (III), pripadne
(IV); alcbo R? znamena vodik a R! znamena zvyok vzorca

11

(II1), pricom bud’ W alebo Z v poslednom pripade nezna-
menaji kyslik.

3. Oligonukleotidy vzorca (I) podl'a narokov 1 alebo 2,
kde W predstavuje kyslik alebo Z a W obidva znamenaji
kyslik.

4. Oligonukleotidy vzorca (I) podl'a nérokov 1 az 3, kde
R? predstavuje zvy$ok vzorca (IV) a R' znamena vodik.

5. Oligonukleotidy vzorcov (I) a (II) podla narokov 1
aZ 4, obsahujuce skupiny, ktoré podporuji intrabunkovy
prijem, ktoré sluZia ako znagiace skupiny in vitro alebo in
vivo a/alebo skupiny, ktoré pri hybridizacii oligonukleotidu
na biologické DNA alebo RNA tieto DNA- alebo RNA-
-molekuly za viazania alebo $tiepenia napadaju.

6. Spdsob vyroby oligonukleotidov vzorca (I) podla na-
rokovliaz5vyznacujhiaci sa tym,iZe
sa
a) nukleotidova jednotka s 3'-, pripadne 5'-terminalnymi
skupinami fosforu (III) alebo fosforu (V), alebo jej aktivo-
vany derivat necha reagovat’ s d’alfou nukleotidovou jed-
notkou s 3'-, pripadne 5’-terminalne vol'nou hydroxyskupi-
nou, alebo
b) oligonukleotid pripravi z fragmentov rovnakym spdso-
bom, v oligonukleotidoch ziskanych podFa (a) alebo (b) sa
pripadnc jedna alebo nickolko ochrannych skupin zavede-
nych doZasne kvoli ochrane ostatnych funkcii odStiepi a
takto ziskané oligonukleotidy vzorca (I) sa pripadne preve-
da na svoju fyziologicky znasanlivu sof.

7. Analogy oligonukleotidov vzorca (I) a (IT) podla na-
rokov 1 aZ 5, na vyrobu lickov pre hybridizaéno — chemic-
ky postup regulécie alebo na potlaganie biologickych funk-
cif nukleovych kyselin spocivajuci na adicii na nukleové
kyseliny s dvojitym alebo jednoduchym retazcom, ako i na
selektivne potladanie expresie funkcii virusového gendému a
na profylaxiu a terapiu virusovych funkcii, na potlatanie
nadorovej funkcie a na terapiu rakovinovych ochoreni.

8. Farmaceutické prostriedky, potlacajuce funkciu
nukleovych kyselin, vyznadujice sa
t ¥ m , Ze ako ucinnu latku obsahuji jeden alebo niekolko
anal6gov oligonukleotidov podla narokov 1 aZ 6, pripadne
spolu s fyziologicky znaSanlivymi pomocnymi a/alebo nos-
nymi latkami, hlavne na intravendznu alebo topicki aplika-
ciu.

6 vykresov
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Obr.5
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