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KIVONAT

A taldlmany génkifejezést gatlé és RNS-hasitd oligo-
ribonukleotid- és ribozimanaldgokra vonatkozik, ame-
lyekben a terminalis egységek 3’-3’-, illetve 5°-5°-ko-

téssel kapcsolodnak egymashoz. 9w
A vegyiiletek az (I) altalanos képletnek felelnek meg, '-z -p= l
amelyben: )} 0 B
R! jelentése hidrogénatom vagy (II) altalanos képletii “QY
csoport és & 25
R2 jelentése hidrogénatom vagy (I1I) altalénos képletd L g
csoport azzal a megkétéssel, hogy R? és R! koziil L
legalabb az egyik (II), illetve (III) &ltaldnos képletd
csoportot jelent; o

B jelentése természetes ribonukleinsavbazisok (A, C,

G, L),

X jelentése OH-csoport,
R3 jelentése fluoratom vagy OH-csoport,
W és W’ jelentése egymasto] fiiggetleniil oxigén- vagy

kénatom,

Z és 7’ jelentése 2-ciano-etoxi-csoport és
n értéke 5-t8l 60-ig, eldnyodsen 10-t61 40-ig, kiilondsen
elényosen 15-t6l 25-ig terjedd egész szam.

A leiras terjedelme 16 oldal (ezen beliil 9 lap dbra)
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A taldlmény oligoribonukleotid- és ribozimanaldgokra
vonatkozik, amelyekben a terminilis egységek 3’-3’-,
illetve 5’-5"-kotéssel kapcsolodnak egymashoz. Az igy
megvaltoztatott molekulak, kozottik ribozimek is, sta-
bilizalodnak, anélkiil, hogy tulajdonségaik, kozottiik
adott esetben katalitikus aktivitasuk, hatranyosan meg-
véltoznanak.

Ellentétes értelmii oligonukleotidnak azt a nuklein-
savfragmenst nevezik, amelynek a szekvencidja egy kiil-
donc RNS kodolo- vagy ,.sense” lancaval, illetve a DNS
kédolélancaval komplementer. Az ilyen oligonukleo-
tidok novekvd mértékben alkalmazast nyernek a génkife-
jezédés — tobbnyire terapids szempontbdl kivanatos —
gatlasdra, in vitro, sejttenyészetben és in vivo egyarant
[1. E. Uhlmann, A. Peyman, Chem. Rev. 90 (1990)
543-584; 2. J. Goodchild, Bioconjugate Chem. 1 (1990)
165-187; 3. L. Whitesell, A. Rosolen, L. Neckers, Anti-
sense Research and Development 1 (1991) 343].
vannak:

I. Tripel-hélixet képez6 oligonukleotidok: olyan nuk-
leinsavfragmensek, amelyek tripla hélixképzdése
kozben a DNS-szalhoz kapcsolodhatnak, és az at-
irast lehetetlenné téve a génkifejezést modulal-
jék [J. Chubb és M. Hogen, TIBTECH 10 (1992)
132-136].

II. Ribozimek: enzimes aktivitassal rendelkezd ribo-
nukleinsavfragmensek; az enzimes aktivitas abban
all, hogy a ribozim, miutin fajlagosan odako6todott
a cél-RNS-hez, példaul egy m-RNS-hez, ezt a cél-
RNS-t hasitja [T. R. Cech, J. A. Med. Assoc. 260
(1988), 3030].

Ahhoz, hogy ellentétes értelmii oligonukleotidok,
tripla hélixet képz6 oligonukleotidok és ribozimek al-
kalmazhatok legyenek biologiai rendszerekben, az alab-
bi elbfeltételeknek fenn kell allniuk [E. Uhlmann, A.
Peyman, Chem. Rev. 90 (1990) 543-584].

1. A vegyiiletek vizben jol oldodjanak, ugyanakkor a
lipofil sejtmembréanon kell kdnnyen keresztiiljussa-
nak,

2. sejten beliili lebontassal szemben eléggé stabilnak
kell lenniiik, azaz nukleaz ne bontsa Oket,

3. asejten belilli nukleinsavakkal fiziologiai h6mérsék-
leten stabil hibrideket kell, hogy alkossanak,

4. a hibridizacionak szelektivnek kell lennie; a jO és a
,hibas” parositast ado oligonukleotidok disszocia-
ci6s hémérséklete kozott annyi kiillonbség kell le-
gyen, hogy az utobbi még szelektive lemoshato,

5. aribozim katalitikus aktivitasa ne sz{injon meg.
Nem modositott oligonukleotidokat, kiilondsen

nem modositott oligoribonukleotidokat a nukleazok

erGsen bontanak. Ezért mar koran kezdték vizsgalni az
oligonukleotidok szerkezetének olyan moddositasait,
amelyek a molekulit a fenti kovetelményeknek job-
ban megfelel6vé, féleg nukledzokkal szemben védet-
té teszik. E célbdl — részben Oriasi szintézisraforditas-
sal — rengeteg oligonukleotidanalogot allitottak eld

[E. Uhlmann, A. Peyman, Chem. Rev. 90 (1990)

543-584); J. Goodchild, Bioconjugate Chem. 1 (1990)

165-187].
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Nemrég megéallapitottdk, hogy a termindlisan 3°-
3’-, illetve 5°-5’-kapcsolast oligodezoxinukleotidok, il-
letve analégjaik a nukleazokkal szemben fokozottan sta-
bilak [1. H. Seeliger, A. Frohlich, M. Montenarh: Nuc-
leosides & Nucleotides 10 (1991) 469-477; 2. H.
Résch, A. Frohlich, J. Ramalho-Ortiga, J. Flavio, M.
Montenarh, H. Seeliger: EP 0464638A2]. Meglep6 mo-
don azt talaltuk, hogy ez a tipusu, konnyen szintetizal-
haté terminalis kotés képes
a) asokkal kevésbé stabil oligonukleotidokat is stabili-

zalni a nukledzokkal szemben,

b) ribozimeket (kiilénds szekvenciaju oligoribonukleo-
tidokat) is stabilizalni nukledzokkal szemben,

¢) kémiai médositassal nukleazokkal szemben védetté
tett oligoribonukleotidokat, illetve ribozimeket jaru-
lékosan stabilizalni.
A taldlmany (I) altalanos képletl oligoribonukleo-
tidokra vonatkozik, ahol
R! jelentése hidrogénatom vagy (II) altaldnos képletd
csoport és
R? jelentése hidrogénatom vagy (III) ltalanos képletii
csoport azzal a megkdtéssel, hogy R? és R! kéziil
legalabb az egyik (II), illetve (III) altalanos képletii
csoportot jelent;

B jelentése természetes ribonukleinsavbazisok (A, C,

G, 1),

X jelentése OH-csoport,

R3 jelentése fluoratom vagy OH-csoport,

W és W’ jelentése egymastol fiiggetleniil oxigén- vagy
kénatom,

Z és Z’ jelentése 2-ciano-etoxi-csoport és

n értéke 5-t61 60-ig, eldonydsen 10-t6l 40-ig, kiilondsen

elényosen 15-t6] 25-ig terjedd egész szam.

A talalmany a fenti vegytiletek fiziologiailag elvisel-
hetd soira is vonatkozik.

Az olyan oligoribonukleotidok el6nydsek, amelyek
bazissorrendje (B1, B2...Bn) a ribozimek szekvencija-
val szemben fennéllé kovetelményeknek megfelel. Itt
killonosen az aldbbiakat emeljik ki: ,Hammerhead”
ribozimek [lasd példaul Uhlenbeck, Nature 328 (1987)
596; Haseloff, Gerlach, Nature 334 (1988) 585], a
,Hairpin” ribozimek [példaul Hampel és munkatarsai,
Nucl. Acids Res. 18 (1990) 299], a humén hepatitis O-
virus ribozim [példaul Branch, Robertson, Proc. Natl.
Acad. Sci. Amerikai Egyesiilt Allamok 88 (1991)
10 163] és az RNaz P ,external guide sequence”-jelen-
tése [példaul Forster, Altman, Science 249 (1990) 783],
kiiléndsen azonban a ,.hammerhead” ribozimek.

Igen eldnyosek az olyan (I) altalanos képletii oligo-
ribonukleotidok, amelyekben R2 jelentése (III) altala-
nos képletii csoport és R! jelentése hidrogénatom. Az
(I) altalanos képletii oligoribonukleotidokat jaruléko-
san a sejtbe valo bejutast eldsegitd csoportokkal, vagy
in vivo vagy in vitro jelz6csoportként hasznalhat6 cso-
porttal és/vagy az oligoribonukleotid biolégiai DNS-sel
vagy RNS-sel torténd hibridizacidja sordn ezeket a
DNS- vagy RNS-molekulakat kotés vagy bontas atjan
megtamado csoportokkal szubsztitualhatjuk.

A sejtbe vald bejutast eldsegité csoportok példaja-
ként az aldbbiakat soroljuk fel: lipofil csoportok, pél-
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daul legfeljebb 18 szénatomos alkilcsoportok, vagy a
koleszteril- vagy a tirkoleszterilcsoport [E. Uhlmann,
A. Peyman, Chem. Rev. 90 (1990) 543-584; J. Good-
child, Bioconjugate Chem. 1 (1990) 165-187; B. Ober-
hauser, E. Wagner, Nucl. Acids Res. 20 (1992) 533; C.
MacKellar és munkatarsai, Nucl. Acids Res. 20 (1992)
3411], vagy természetes hordozorendszereket (carrier)
hasznosité konjugatumok, példaul epesav vagy a meg-
felelG receptorhoz valo peptid (példaul receptor kozveti-
tette endocitozis). JelzGcsoportok lehetnek példaul fluo-
reszkalo csoportok (példaul akridinil-, denzil-, fluoresz-
ceinilcsoport) vagy kemolumineszkalé csoportok, pél-
daul akridinium-észter-csoportok.

Nukleinsavakhoz kot6d6 vagy azokat lebont6 oligo-
nukleotidkonjugétumokat az alabbi irodalom ismer-
tet: E. Uhlmann, A. Peyman, Chem. Rev. 90 (1990)
543-584; 1. Goodchild, Bioconjugate Chem. 1 (1990)
165-187; Helene, Toulme, Biochim. Biophys. Acta
1049 (1990) 99. A konjugatumban partnerként egyebek
kozott akridin, pszoralén, klor-etil-amino-aril, fenantri-
din, azido-fenazil, azido-proflavin, fenazin, fenantro-
lin/Cu, Porfin/Fe, benzo[e]pirido-indol, EDTA/Fe szere-
pel [Mergny és munkatarsai, Science 256 (1992) 1681].

A talalmany szerinti oligoribonukleotidok jellemzd
szerkezeti modositasa abban all, hogy a nukleotidok
egymas kozti Osszekapcsolodasa a lancvégeken megval-
tozott: a biologiai 3°-5-kotés helyett 3°-3°-, illetve 5°-
5’-kotések vannak jelen. Meglepd modon ez a minima-
lis szerkezeti modositas elegendd ahhoz, hogy a vegyii-
leteket védetté tegye a nukleazokkal szemben, ugyanak-
kor mas tulajdonsagaikat, példdul az enzimaktivitast
nem rontja.

Ahogy az alabbiakban leirjuk, a csak csekély szerke-
zeti modositas olyan hibridizaciés viselkedést okoz,
amely majdnem a biologiai oligoribonukleotidokéval
azonos. EbbG] adddik a vegyiiletek génkifejezés-gatlo-
kénti 4ltalanos alkalmazhatdsaga is.

Az (I) altalanos képletl vegyiiletek eldallitasa
ugyanigy, mint biologiai oligonukleotidok szintézise
oldatban vagy el6nydsen szilard fazison térténik, adott
esetben automata szintéziskésziilék segitségével.

A fentiek értelmében a talalmany trgyahoz eljaras is
tartozik az (I) éltalanos képletd oligoribonukleotidok
el6allitasara, mely eljarasra jellemzd, hogy

a) 3’-, illetve 5’-terminalis foszfor(Ill)- vagy fosz-
for(V)csoporttal rendelkez ribonukleotidegységet vagy
aktiv és/vagy védett szarmazékat 3’-, illetve 5’-termi-
nalis szabad hidroxilcsoporttal rendelkezé masik ribo-
nukleotidegységgel vagy védett szarmazékéaval reagil-
tatunk, vagy

b) az oligoribonukleotidot az a) eljarassal analog
moédon, de tobb ribonukleotidegységet magukban fog-
lalé fragmensekbdl épitjiik fel,

majd adott esetben az a) vagy b) eljaras szerint ka-
pott oligoribonukleotidokrol egy vagy tobb ideiglenes
védbesoportot lehasitunk és a kapott (I) altalanos képle-
tl oligonukleotidokbdl kivant esetben fiziologiailag el-
viselhetd sot képziink.

A terminalisan megforditott (3°-3’)-kotést tartalma-
z6 oligoribonukleotidok elallitasa soran kiindulasi kom-
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ponensként a szilard fazisi szintézis esetén hordozo-
gyantat alkalmazunk, amelyhez az elsé nukleotid-
monomer az 5’-OH-csoporton keresztiil kapcsolodik. E
komponens elBallitasara az irodalombdl ismert médon
[T. Atkinson, M. Smith, Oligonucleotide Synthesis, M.
J. Gait (ed), 35-49 (1984)] eldallitott hordozogyanta,
elényosen kovasavgél vagy aminocsoportokkal funk-
cionalizalt, hatdrozott porusméreti iiveg (controlled
pore glass) alkalmazhat6. A kovetkezé nukleozidszar-
mazékot a nukleobazison és a 3’-OH-csoporton védett;
5’-p-nitro-szukcinatta alakitisa utin a hordozoval rea-
galtatjuk. A bézis véddesoportja lehet elénydsen acil-
csoport, példaul benzoil-, izobutil- vagy fenoxi-acetil-
csoport. A 3’-helyzetet elényosen dimetoxi-tritil-vedd-
csoporttal védjiik, mely csoport M. D. Matteucci, M. H.
Caruthers Tetrahedron Letters 21 (1980) 3243—3246. ol-
dalan megjelent cikke szerint vezethet be a vegyiiletbe.

Az oligoribonukleotidlanc tovabbi épitése, egészen
az utolsé el6tti lancszemig, az irodalombol ismert mo-
don [Beaucage, Iyer, Tetrahedron 48 (1992) 2223] torté-
nik, elényosen az 5’-OH-csoporton dimetoxi-tritil-cso-
porttal védett nukleozid-3’-foszforossav-észter-amidok
vagy nukleozid-3’-H-foszfonatok felhasznilasaval.
A 2’-hidroxil-csoportot elénydsen terc-butil-metil-szi-
lil-csoporttal védjiikk [M. Lyttle és munkatarsai, J. Org.
Chem. 56 (1991) 4608; Scaringe és munkatarsai, Nucl.
Acids Res. 18 (1990) 5433]. A 2’-aminocsoportot (R3
helyén aminocsoportot tartalmazo vegyiiletek szintézi-
se) elényosen trifluor-acetil-csoporttal védjikk [Ben-
seler és munkatarsai, Nucleosides & Nucleotides 11
(1992) 1333]. Utolsé lancszemként ismét egy, a 3’-
OH-csoporton elénydsen dimetoxi-tritil-csoporttal vé-
dett nukleozid-5’-foszforossav-észter-amidot vagy nuk-
leozid-H-foszfonatot alkalmazunk. Az oligoribonuk-
leotidlanc itt leirt elGallitasat, a terminalisan elforditott
internukleotidkotés 1étrehozasat az 1. reakciévazlat ab-
razolja (foszfor-amidit-ciklus a végeken 3°-3°- és 5°-5’-
kotést tartalmazo oligonukleotidok el6allitasara). A 3°-
3’- vagy 5’-5’-kotést oligoribonukleotidok elballitasa
hasonloképpen torténik.

A 2’-modositott ribonukleotidegységek, példaul a
2’-O-alkil-2’-dezoxiribonukleotidok beépitése szintén
ismert eljaras szerint térténik [Iribarren és munkatarsai,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87 (1990) 7747; Sproat,
Lamond: Oligonucleotides and Analogues: F.
Eckstein (Ed) IRL Press, Oxford (1991)]: 2’-F- és 2’-
NH,-2’-deoxyribonucleotidon, Benseler és munkatar-
sai, Nucleosides & Nucleotides 11 (1992) 1333; Pieken
és munkatarsai, Science 253 (1991) 314; Olsen és mun-
katarsai, Biochemistry 30 (1991) 9795].

A szerkezeti és szekvenaloelemzés céljabol az
oligoribonukleotidokat terminalisan jeldljik, ahogy ezt
a 4. példaban leirjuk. A jelzés radioaktiv, elénydsen
5’=Y32-P-ATP/polinukleotid-kinizzal jeloljik a mole-
kulat, mégpedig a szabad 5’-OH-csoporton, azaz csak
biologiai 3’-5’-kotéseket tartalmazo oligonukleotidhoz
képest a nukleotidlanc atellenes végén.

A 3°-3°-kotéssel rendelkezd szekvencidknak mind-
két oldalan van 5°-OH-csoport, igy ezek részben mind-
két oldalan foszforilez6dnek.
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Az (I) altalanos képletii oligonukleotidok a hibridi-
zacios kémia teriiletén nyernek alkalmazést olyan elja-
rasokban, amelyek egy- vagy kétszali nukleinsavakhoz
valo kotédésen vagy az ilyen nukleinsavak lebontasan
alapulnak, és amelyekkel nukleinsavak biolégiai funk-
cidjat szabalyozni €s gatolni, virusosgenom-funkcié ki-
fejezését szelektive elnyomni lehet, azaz virusfunkciok
megelézésére és kezelésére, az onkogén funkciok
visszaszoritisara és a rik gyogyitasiban alkalmazhatok
a vegyiiletek.

Az (]) altalanos képletii oligonibonukleotidok stabilité-
sanak elbiralasara megnézziik az oldott vegyiilet lebonta-
sat. A tesztet a 4. példaban irjuk le. A 3°-5’-kétési oligo-
ribonukleotidokhoz képest a taldlmany szerinti oligo-
ribonukleotidok in vivo sokkal lassabban bomlanak le.

Az 5. példa azt mutatja, hogy a Hammerhead ribo-
zim szekvencidjival kapcsolatos kovetelményeknek
megfelel6 taldlmany szerinti vegyiiletek enzimes aktivita-
sa semmiben nem marad el a nem modositott enzimétol.

Az abrak tartalma:

1. dbra: p53-INV stabilitasa szérumban,

2. ibra: a szubsztraitumlebontas kinetikdja modositott
ribozim esetén,

p53-1 és p53-INV nukleolitikus lebontasa,
Fp53-INV és p53-F(UC),INV nukleolitikus le-
bontésa.

3. abra:
4. 4bra:

1. példa
A 2’-fluor-2 '-dezoxinukleozid-egységek szintézise
(1. reakcidvazlat)

5°-O-(Dimetoxi-tritil)-2 -fluor-2 -dezoxiuridin

50 ml-es Schlenk-lombikban 0,5 g (koriilbeliil
2 mmol)-2’-fluor-2’-dezoxiuridint és 2x 10 ml vizmen-
tes piridint egyiitt elparologtatunk. A széritott nukleo-
zidot 25 ml vizmentes piridinben felvessziik, majd szo-
bah6mérsékleten 0,66 g (koérilbeliil 2,2 mmol) dime-
toxi-tritil-kloridot és 10 mg dimetil-amino-piridint
adunk hozza. Harom Ora elteltével 1 ml metanolt adunk
az elegyhez, majd vékuumban szarazra paroljuk. Az
olajos maradékot 50 ml dikloér-metanban (aluminium-
oxiddal savmentesitett) oldjuk és az oldatot 3 x50 ml
vizzel extrahdljuk. A szerves fazist natrium-szulfattal
széaritjuk és az oldoszert eltavolitjuk. A nyerstermék szi-
lard hab alakjaban marad vissza. A tobb szililcsoportot
tartalmazo melléktermékek, valamint a tritanol eltavoli-
tasa érdekében a nyersterméket 40—50 °C-on 30 ml viz-
mentes benzollal digeraljuk.
0,75 g (az elméleti hozam 67%-a) cim szerinti terméket
kapunk fehér, szilard anyag alakjaban.

4-N-Acetil-2’-fluor-2 -dezoxicitidin

100 ml-es Schlenk-lombikban 1 g (koriilbeliil
4 mmol) 2’-fluor-2’-dezoxicitidin-hidrokloridot
2x20 mi vizmentes piridinnel, majd 2x10 ml vizmen-
tes acetonitrille] egyiitt elparologtatunk. A szaritott nuk-
leozidanyagot 40 ml vizmentes dimetil-formamidban
szuszpendaljuk, és a szuszpenzidhoz 0,6 ml (koriilbe-
liil 4,4 mmol) ecetsavanhidridet adunk. Egy nap alatt
0,5 ml (4,4 mmol) vizmentes trietil-amint csepegtetjiik
az elegyhez. Az oldoszert olajszivattyus vakuumban el-
tavolitjuk. A nyersterméket 50 ml dietil-éterrel mossuk,
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majd szaritjuk. A terméket oszlopkromatografiasan tisz-
titjuk (kovasavgél 60H, 4x10 cm-es oszlop, futtatd-
elegy: 0,1% piridint tartalmazé dikloér-metan, metanol-
gradiens); 8% metanoltartalom mellett elualodik a ter-
mék. Az olddszert eltavolitjuk, 0,83 g (az elméleti ho-
zam 71%-a) termék marad vissza.

5°-O-(Dimetoxi-tritil)-4-N-acetil-2 '-fluor-2 ’-dezoxi-
citidin

100 mi-es Schlenk-lombikban 4 mmol 4-N-acetil-
2’-fluor-2’-dezoxicitidint 25 ml vizmentes piridinben
felvessziik, és az elegyhez szobahémérsékleten 1,3 g
(koriilbeliil 4,4 mmol) dimetoxi-tritil-kloridot és 20 mg
4-dimetil-amino-piridint adunk. Harom o6ra elteltével
1 ml metanolt adagolunk és az elegyet vakuumban sz4-
razra paroljuk. Az olajos maradékot 50 ml diklér-me-
tanban (aluminium-oxiddal savmentesitett) oldjuk és az
oldatot 3x50 ml vizzel extrahdljuk. A szerves fézist
natrium-szulfattal szaritjuk és az oldészert eltavolitjuk.
A nyerstermék szilard hab alakjaban marad vissza. Tisz-
titds céljabol a nyersterméket kromatografaljuk (kova-
savgél 60H, 2 x 20 cm-es oszlop, futtatéelegy: 0,1% pi-
ridint tartalmazé dikl6r-metdn, novekvé metanoltarta-
lommal. 3% metanoltartalom mellett a termék elualo-
dik. Az oldoszert eltavolitjuk, 1,39 g (az elméleti ho-
zam 59%-a) termék marad vissza fehér, habszerli szi-
lard anyag alakjaban.

A 2’-fluor-2’-dezoxinukleozidok foszforossav-ész-
ter-amidjai

1 mmol védett monomert 5 ml vizmentes diklor-
metéan és 1 ml vizmentes diizopropil-amin elegyében ol-
dunk, és az oldathoz argonlégkor alatt, eldobhato fecs-
kendezGvel 1,2 mmol klor-N,N-diizopropil-amino-f-
ciano-etoxi-foszfint adunk. Egy ora elteltével a reakcio
majdnem teljes, és 0,1 ml metanollal megszakithato. Az
elegyet 20 ml etil-acetatban oldjuk és az oldatot
3 x20 ml telitett NaCl-oldattal extrahaljuk. A szerves fa-
zist vizmentes néatrium-szulfittal szaritjuk, és az oldo-
szert eltavolitjuk. A nyersterméket 5 ml diklor-metan-
ban oldjuk és 400 ml vizmentes petroléterben szobahg-
mérsékleten kicsapjuk. A csapadékot leszivatjuk, olajszi-
vattyls vakuumban szaritjuk, majd —20 °C-on taroljuk.

5°-O-(Dimetoxi-tritil)-4-N-acetil-2 "-fluor-2 '-dezoxi-
citidin-diizopropil-amino-f3-ciano-etoxi-foszfin
Kiindulas: 0,59 g (1 mmol) 5’-O-(dimetoxi-tritil-4-N-
acetil-2’-fluor-2’-dezoxicitidin
Hozam: 0,60 g (0,78 mmol, az elméleti hozam 78%-a).

5°-O-(Dimetoxi-tritil)-2’-fluor-2 ’-dezoxiuridin-di-
izopropil-amino-B-ciano-etoxi-foszfin
Kiindulas: 0,55 g (1 mmol) 5’-O-(dimetoxi-tritil)-2’-
fluor-2’-dezoxiuridin
Hozam: 0,61 g (0,83 mmol, az elméleti hozam 83%-a).

2. példa
CPG 10-1400 hordozoanyag €s 3’-O-dimetoxi-tri-
til-dezoxiribonukleozid-egységek reakcidja (3. reak-
cidvazlat)
3"-O-DMTr-dezoxiribonukleozid-5 -O-szukcinat
Reakcidelegy: 1,0 mmol 3’-O-DMTr-dN
0,8 mmol borostydnkdésavanhidrid
(80 mg)
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0,5 mmol
(61 mg)

A borostyankdsavanhidrid ¢és a dezoxiribonukleo-
zid 5°-OH-csoportja kozotti reakciot 5 ml vizmentes pi-
ridinben, DMAP-katalizator jelenlétében jatszatjuk le
egy éjszakan at, szobahSmérsékleten. Miutan a reakci6
teljes, az oldatot betdményitjiik, és a piridint toluollal
végzett haromszoros azeotrop desztillalas utjan eltivo-
litjuk. A maradékot diklor-metanban oldjuk és az ol-
datot 10%-os jéghideg citromsavoldattal, majd vizzel
mossuk. A szerves fazist vikuumos rotacios szaritoban
oldoszermentesitjilk. A nyersterméket 3 ml toluolban
oldjuk és 200 ml n-hexanban kicsapjuk.

A hordozohoz valo kapcesolas
Reakcidelegy: 0,8 mmol 3’-O-DMTr-dezoxiribo-

nukleozid-5’-O-szukcinat
0,8 mmol p-nitro-fenol (112 mg)
2,0 mmol diciklohexil-karbodiimid
3g amino-propilezett CPG

10-1400 gyanta

A védett szukcinilezett dezoxiribonukleozidot p-
nitro-fenol 5 ml vizmentes dioxéannal és 0,2 ml piridin-
nel készitett oldatdhoz adjuk, majd DCCI-t adagolunk
kondenzal6szerként. Harom ora elteltével a reakcio tel-
jes. A kicsapott diciklohexil-karbamidot argonlégkor
alatt leszivatjuk és a sziirletet kozvetleniil a funkcio-
nalizalt hordozdanyag 15 ml vizmentes dimetil-forma-
middal készitett szuszpenzidjahoz adjuk. 0,8 ml trietil-
amin adagolasa utdn a reakcibelegyet egy éjszakan at
razzuk. A reagalt hordozét leszivatjuk, metanollal,
majd éterrel mossuk és exszikkatorban szaritjuk. El
nem reagélt aminocsoportok blokkolasa céljabél a hor-
dozét 1 ml ecetsavanhidrid és 50 mg dimetil-amino-
piridin 15 ml vizmentes piridinnel készitett oldatdban
szobah6mérsékleten egy Ordn at rdzzuk, utdna leszivat-
juk, metanollal, majd éterrel mossuk és szaritjuk.

dimetil-amino-piridin

3. példa

2’-Fluor-2’-dezoxiuridin-egységeket és a 3’-termi-
nalisan 3’-3’-foszfodiészter-kotést tartalmazo oligoribo-
nukleotid szintézise

A mddositott ,,Hammerhead” ribozim (1. tablazat)
szintézisét 0,2 pmol-os léptékben a Gene Assemeber
Plus tipusi DNS-szintetizdloban (gyartja: Pharmacia
cég) végeztilk. A hordozd az 5’-hidroxilcsoporton ke-
resztiil kapcsolddo dezoxiadenozin-épitSelemet hordoz-
ta; a szintézis soran ebbdl megforditott szerkezet kelet-
kezik az oligonukleotid 3’-termindlisdn. A szintézis a
foszforossav-észter-amid-eljarasban, az oligonukleotid-
szintézisek szabvanyprotokollja szerint tortént.

p53-INV:5’-r(AAAGA UCUGA UGAGG CCGUU
AGGCC GAAAC AGGG)-3°-3°-dA-5°

Fp53-INV: 5’-rArArArGrA fUrCfUrGrA fUrGrArGrG
rCrCrGfUfU rArGrGrCrC rGrArArArC
rArGrGrG-3°-3’-dA-5’

1. tablazat
fN: 2’-fluor-2’-dezoxinukleozidok
rN: ribonukleozidok
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A 2’-fluor-2’-dezoxinukleozidok foszforossav-
észter-amidjait 0,12 M koncentracioban alkalmazzuk,
acetonitrilben. A lancmeghosszabbité 1épésben 0,1 ml
amidofoszfitot 0,37 ml tetrazololdatban (0,5 M) rea-
galtatunk az oligonukleotidhordozohoz kapcsolt 5°-
OH-csoportjaval. 12 perces reakcioidé utan szabvany
szerint kovetkezik a megszakitas, oxidalas és — a kovet-
kezd kondenzalési 1épés elbkészitése végett — a detri-
tilezés. A kondenzaci6 hozama éatlagosan 99%.

A bazissal szemben érzékeny védécsoportok lehasi-
tasa, valamint a hordoz6hoz val6 kotés megsziintetése
érdekében a hordozoét csavaros Eppendorf-edénybe
vissziik at €s ott 55 °C-on 12 6ran at 32%-o0s ammonia-
oldat és etanol 3:1 aranyban készitett elegyének 2 ml-
¢ében inkubdljuk. A feliiluszo részt leemeljiik, —20 °C-
ra hiitjik és ovatosan liofilizaljuk. A szaraz maradékot
0,4 ml tetrahidrofuranos, 1,1 mdlos TBAF-oldatban
szobahOmérsékleten tovabbi 16 O6ran at inkabaljuk.
A reakciot azonos térfogatl trietil-ammonium-acetat-
puffer (TEAA-puffer) adagolasaval megszakitjuk. Az
oldatot —70 °C-ra hitjitk és 6vatosan 0,4 ml-re betomé-
nyitjiik. 40 pl natrium-acetat, 1,4 ml etanol és 5 pl ecet-
sav adagoldsa utan a terméket egy éjszaka alatt
—20 °C-on kicsapjuk. Centrifugélas utan a feliiluszot el-
dobjuk. A sziraz oligonukleotidot formamidkékjelz6
és viz 1:1 arany0 elegyében felvesszik és 20%-o0s 7TM
karbamidos akrilamid gélre vissziikk. A terméksav azo-
nositdsa €és kivagasa céljabol a gélre cellofanfoliat he-
lyeziink. A terméket 40 °C-on ammoénium-acetat-oldat-
tal eludljuk. Ot éra elteltével az oldatot a fent megirtak
szerint kicsapjuk. Az oligonukleotidot 70%-os etanollal
mossuk, 70%-os etanolban Gjraszuszpendaljuk, majd
—70 °C-on taroljuk.

4. példa

A modositott ribozimek stabilitdsanak vizsgalata
vérszérumteszitel

p53 ribozimet, valamint a p53-INV és az Fp53-INV
modositott oligoribonukleotidot enzimesen, T4-poli-
nukleotid-kinaz-enzimmel 32-P-dATP (fajlagos akti-
vitds 4500 Ci/mmol) jelenlétében radioaktiv jelzéssel
latjuk el.

A 3’-3’-invertalt kotéssel rendelkezd szekvencidknak
mindkeét végén 5’-OH-csoport van, ezért részben mind-
két végiikon foszforilez6dnek.

A jelzett ribozimeket friss human szérummal kezel-
jik.
Elegy: 1 pmol foszforilezett ribozim
20 pl szérum

A mintakat 37 °C-on inkubaljuk. Az alabbi idépon-
tokban 2-2 pl-es mintikat vesziink és fenolizalunk :
p53:0,1,2,5, 10, 15, 30, 60 perc
pS3-INV és Fp53-INV: 0, 1, 2, 5, 10, 15, 30, 60, 120,
240 perc
A fenolizalt mintdkat liofilizéljuk, 95% formamid-loa-
ding-bufferben felvessziik és 20%-o0s, 8M karbamidos
poliakrilamid gélen 55 °C-on elektroforetikusan szétva-
lasztjuk.

A rontgenfilmen 1évé savok intenzitasat 1ézerdenzi-
tométer segitségével hatdrozzuk meg (lasd 1. abra).
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A vizsgilt ribozimek felezési ideje (t1/2 Fp53-INV ese-
tén 30 perc, P53-INV esetén 1 perc és p-53, a bioldgiai
oligoribonukleotid (5. példa esetén <1 perc) vilagosan
mutatja a terminalis invertalas védGhatasat.

ben (pH 7,5) mérjiik. A reakciot 10 nM MgCl, adagola-
saval beinditjuk. A bontasi termék mennyiségét 1, 2, 5,
10 és 15 perc elteltével mérjiik. E kisérletbdl megkozeli-
t6leg megmértiik a K -értéket. A kezdGsebesség ponto-

5 sabb megmérése C. H. Suelter szerint (,A practical
5. példa Guide Enzymology” cimii monogréfidban, J. Wiley,
20 egységbdl allo szubsztratum-oligoribonuk- New York 1985, 231. oldal) torténik. Ennek soran
leotidot 40 nM enzim és 25 nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM,
-~ SB-1: 5’-r(GC CCC UGU CAU CUU UUG 500 nM, illetve 1000 nM szubsztratum hat kiilonb6z6
UCC)-3’ T4-polinukleotid-kiniz-enzimmel 32-P-ATP 10 reakcidjat vizsgaljuk meg kiilon-kiilén. Meghatirozott
(fajlagos aktivitas 4500 Ci/mmol) jelenlétében radioak- idékozonként 2 ul feliilaszot vételeziink mintaként, és
tiv jelzéssel latunk el. Az SB-1-szubsztratumot kiilon- areakciot fenol adagolasaval megszakitjuk.
b6z8 ribozimekkel az alabbiak szerint bontjuk: Ezt kdvetGen a mintakat denaturalt gélen (20% PAGE,
50 mmol trisz-HCI, pH 7,5, 20 mmol MgCl,, 50 °C. M karbamid) szétvalasztjuk és elemezziik.
A szubsztratum koncentracioja 0,025 uM (0,05, 0,1 és 15 Szubsztratum: SB-1 (5. példa)
0,25 uM varidcidkkal), a ribozim koncentracidja Ribozimek: p53-INV (3. példa)
0,02 uM. 1 perc, 5 perc, 10 perc, 15 perc, majd 30 perc p53-F(U;C)-INV: 5°-rArArArGrA fUfCfUrG
inkubaléds utdn egy-egy mintat vesziink és loading-buf- rAfUrGrArGrGfCfCrGfUfUrArGrGfC
ferrel kezeljilk. A mintdkat 20%-os, 8M karbamidos fCrGrArArAfCrArGrGrG-3’-3’-dA-5’
poliakrilamid gélen, 55 °C-on elekiroforetikusan szétva- 20 p53-1: 5’-r(AAA GAU CUG AUG AGG CCG UUA
lasztjuk. A rontgenfilmen lévé SB-1-sav intenzitasanak GGC CGA AAC AGG G)-3°
csokkenését 1ézerdenzitométerrel hatarozzuk meg. Az A kinetikai paraméterek meghatirozasa
alabbi ribozimeket hasznaljuk: Ot kiilonbozd szubsztratumkoncentricié mellett
p53: 5’-r(AAGA UCUGA UGAGG CCGUU AGGCC mérjiik a reakcié kezdGsebességét a progressziv gorbe
GAAAC AGGGA)-3’ 25 kezdeti szakaszaban, abban az idGpontban, amikor a
Fp53: 5’-r(AAAGA fUCfUGA fUGAGG termék idGegység alatt keletkez6 mennyisége linedris
CCGfUfU AGGCC GAAAC AGGGA)-3° Az SB-1- gorbét ad (a 4. perc utan). E kinetikai mérések tipikus
szubsztratum lebontasanak sebessége p53 és p5S3-INV eredményét a 2. abra mutatja. Tekintettel arra, hogy a
esetén azonos volt. Fp53 és Fp53-INV ugyancsak azo- reakciot két vegyértéki kationok adagolasaval beindi-
nos aktivitdst mutat, ez azonban koriilbeliil a p53 aktivi- 30 tottuk és igy az enzimkonformacié képzddésére nem
tasanak egyo6tod része. keriilhetett sor, a lag-fazist altalaban a reakcio kezdete
utani 5-10. percben figyeltik meg. Az alabbi enzi-
6. példa mes paramétereket Eadie—Hofstee-eljarassal hatiroz-
A szubsztratum bontdsanak kinetikai mérése tuk meg.
A reakci6 kezddsebességét 40 nM szubsztratum és 35
4 nM enzim 50 nM trisz-HCl-pufferrel készitett elegyé-
2. tablazat
Ribozim K, (M) V max (Perc=1) Koy (pere=1) K /Ky, (MM~1 perc—1)
pS3-1 24 8,6 0,2 8,75
p53-INV 230 523 1,30 5,65
p53-F(U,C),INV 180 40,9 1,02 5,56
7. példa nolos kicsapas utdn a mintdkat 20 nM EDTA-t, 0,01
Jelzés bromfenolkéket és 0,01% hilencianatot tartalmazo6
A szubsztratumot és az enzimeket [V-32-P]-ATP és 80%-o0s formamidban szuszpendaltuk. A bontasi termé-
polinukleotid-kinaz segitségével jeloltiik. Be nem épiilt keket 20%-o0s, 7 M karbamidos poliakrilamid gélen
nukleotidokat fenollal végzett extrahalds, majd ezt k- 50 (PAGE) szétvalasztottuk.
vetd etanolos kicsapas Utjan eltavolitottunk. A p53-1 és p53-INV inkubalasinak eredményeit a
A lebontas mértékének meghatarozasa 3. abra mutatja. Lathato, hogy mar a 3’-terminalisan in-
A moédositott ribozimekkel végzett lebontas kineti- vertalt szerkezet 6nmagéban a ribozimek szérummal
kajat igy hataroztuk meg, hogy a radioaktiv jelzéssel el- szembeni stabilitas4t néhany masodperctdl tobb percig
latott oligoribonukleotidot teljes, friss és nem higitott 55 noveli.

humdn szérumban oldottuk 20 000 cpm/pul végkoncent-
racidig. Kezdeti minta vétele utin a reakcioelegyet
37 °C-on inkubaltuk. Meghatarozott idGkozonként egy-
egy 1 pl-es mintat vettiink a felliliszobol, és a reakcidt

A vizsgalatokat 1 pmol nem modositott (p53-1) és
modositott (p53-INV) ribozimekkel végeztiik 10 pm hi-
gitatlan human szérumban, 37 °C-on. A gél szélén fel-
tiintetett szdmok megfeleld hosszusagh etalonok pozi-

fenollal megszakitottuk. A fenol extrahélasa és az eta- 60 cidinak felelnek meg.
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Az Fp53 és p53-F(U,C)-INV inkubalasinak eredmé-
nyeit a 4. dbra mutatja. Lathato, hogy p53-F(U,C)-INV,
higitatlan szérumban 4 6éran &t inkubdlva ép marad,
nem bomlott le, és 48 ora elteltével a bomlas nem érte
el a 10%-ot. A modositott ribozim mennyisége 1 pmol
volt. Fp53 a 3’-terminalisan invert szerkezetl, és az
U6, U8, U11, U19 és U20 pozicidkban fluorozott. p53-
F(U,C)-INV ezen tilmenden még a C7 és C30 citozin-
csoportokban fluorozott.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. (I) altalénos képletii oligoribonukleotidok, ame-

lyek képletében

R! jelentése hidrogénatom vagy (I} altalanos képletii
csoport €s

R2 jelentése hidrogénatom vagy (III) altalanos képletii
csoport azzal a megkotéssel, hogy R? és R! koziil
legalabb az egyik (II), illetve (III) altalanos képleti
csoportot jelent;

B jelentése természetes ribonukleinsavbazisok (A, C,
G, U),

X jelentése OH-csoport,

R3 jelentése fluoratom vagy OH-csoport,

W és W’ jelentése egymadstol fiiggetleniil oxigén- vagy
kénatom,

Z és 2’ jelentése 2-ciano-etoxi-csoport €s
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n értéke 5-t6l 60-ig, elénydsen 10-t61 40-ig, kiiléndsen
elénydsen 15-t6l 25-ig terjedd egész szam, és fiziolo-
giailag elviselhetd soik.

2. Az 1. igénypont szerinti oligoribonukleotidok, az-
zal jellemezve, hogy azok 5°- és/vagy 3’-végiikon inver-
talt ribozimek.

3. Eljaras az 1. igénypont szerinti oligoribonukleo-
tidok és fiziologiailag elviselhetd soik elGallitasara, az-
zal jellemezve, hogy

a) 3’-, illetve 5’-termindlis foszfor(Ill)- vagy fosz-
for(V)csoporttal rendelkezd ribonukleotidegységet vagy
aktiv és/vagy szdrmazékat 3’-, illetve 5’-terminalis sza-
bad hidroxilcsoporttal rendelkezd masik ribonukleotid-
egységgel vagy védett szarmazékaval reagaltatunk,vagy

b) az oligoribonukleotidot az a) eljarassal analog
modon, de tobb ribonukleotidegységet magukban fog-
lalo fragmensekbdl épitjiik fel,

majd adott esetben az a) vagy b) eljaras szerint ka-
pott oligoribonukleotidokrél egy vagy tobb, ideiglenes
védBesoportot lehasitunk és a kapott (I) altalanos képle-
tli oligonukleotidokbdl kivant esetben fizioldgiailag el-
viselhetd sot képziink.

4. Eljaras el6nyosen intravénasan vagy helyileg al-
kalmazhatd gyodgyszerkészitmény elballitasara, azzal
Jjellemezve, hogy egy, az 1. igénypont szerinti (I) altala-
nos képletl oligoribonukleotidot fiziologiailag elvisel-
het6 segéd- és/vagy hordozoanyagokkal dsszekeverjik
és gyogyszerkészitménnyé alakitjuk.
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1. reakcidvazlat
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1. reakcidvazlat (folytatas)
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1.ABRA
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2. ABRA
[E]:p53 - INV; LOnM

[S): 40nM 80nM

012 4L 8122030 01 2 4 8 1220130
.-H-!--H.I -.-.-l.w. S

P2

[$]: 200nM 400nM
2 L 812223 01 2 4 8122030

- .%.l.j.i.w owe .*.F-H.ﬁ 5
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3.ABRA
p 53-1 p53- INV
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2. reakciovazlat
21-fluor-2'-dezoxicitidin~ (A) és 2'-fluor-2'-

dez-oxiuridin-foszforossav-észteramid (B) szintézise
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o ritflezés 0 A ouTro
MTr-a / _—m - —t— °
[}
o F 1 (1) / Ew'pry
0 F
!
NC(CH2)7~0 7" \M—<
foszfitilezés
HO o ) DMTrO
tritflezés o oMo
i Q
DM Tr= ——me
1 r=-Q / Pyidin ) 7 £ o
F 2
o F
!
NC(CH ) y—0 \N—<
QX <I:
P
NC(CHy)7—0 " \u—<
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3. reakciovazlat

3'-O-DMTr-dezoxiribonukleozid-5'-0-szukcinil-p-nitrofenil-
észter szintézise é&s hordozéhoz (controlled pore glass) vald

kapcsoléasa

Be Th‘ymm
N - Benzoyladenin
N2 - Benzoylcyosin
N® - Isooutyryiguanin

OMTr = 4.4 - Dimethoxytntyl
| o
o-si OMHW o 8
X3
O-.T»i O~

Kiadja a Magyar Szabadalmi Hivatal, Budapest
A kiadasért felel: Tordcsik Zsuzsanna fGosztalyvezetd-helyettes
Windor Bt., Budapest
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