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Opisuju sa oligonuklcotidy schopné $pecificke) hybri-
dizacie s DNA alcbo RNA, ktoré obsahuju linedrnu
sckvenciu kovalentne viazanych nukle-ozidovych jed-
notiek, pricom sckvencia obsahuje prvi nukleozidovu
subsckvenciu, ktord ma 2°-0-CH,-CH»-O-CHj sachari-
dové ¢asti, a druhd nukleozidovu subsekvenciu, ktora
m4 2°-deoxy sacharidové ¢asti; a nukleozidové jednot-
ky prvej a druhej subsckvencie su kovalentne viazané
fosfodiesterovymi alcbo fosforotiodtovymi vizbami. V
tychto oligonukleolidoch aspoi nicktoré nukleozidové
jednotky nukleotidov st uréené na to, aby boli odolné
proti nukleaze, aspofi niektoré nukleozidové jednotky
nukleotidov obsahuji substituent, ktory podporuje hyb-
ridizaciu oligonukleotidu ku komplementarnemu vldk-
nu nukleovej kyseliny, a aspofi niektor¢ nukieozidové
jednotky nukleotidov  obsahuju  2’-deoxy-crytro-
pentofuranozyl sacharidovu ¢ast’.
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Sacharidmi modifikované prerusované oligonukleotidy

Oblast' techniky

Predlozeny vynalez sa tyka syntézy a pouzitia oligonukleotidov na vybudenie
aktivity RNazy H na Stiepenie protilahlého retazca. Vo vynaleze st zahrnuté
oligonukleotidy, priCom aspon niektoré nukleozidové jednotky nukleotidov su uréené
na to, aby boli odolné voCi nukleaze, aspon niektoré nukleozidové jednotky
nukleotidov obsahuju substituent, ktory podporuje hybridizaciu oligonukleotidu ku
komplementarnemu viaknu nukleovej kyseliny, a aspon niektoré nukleozidové
jednotky nukleotidov obsahuju 2’-deoxy-erytro-pentofuranozyl sacharidovd &ast'.

Oligonukleotidy su pouzitelné v terapii, diagnostike a ako reagenty vo vyskume.

Doterajsi stav techniky

Je zname, ze oligonukleotidy hybridizuju s jednovidknovymi DNA alebo RNA
molekulami. Hybridizacia je sled vodikovych vazieb medzi $pecifickymi bazovymi
pérhi nukleobaz oligonukleotidov a nukleobaz cielovej DNA alebo RNA. Takéto pary

nukleobaz sa oznacuju ako navzajom komplementarne.

Pri urCovani rozsahu hybridizacie oligonukleotidu s komplementarnou
nukleovou kyselinou mdze byt porovnavana relativna schopnost' oligonukleotidu
viazat’ sa s komplementarnou nﬁkleovou Kyselinou s teplotou topenia zistenou pre
urCity hybridizacny komplex. Teplota topenia T, charakteristicka fyzikalna viastnost
dvojzavitnice, oznacuje teplotu (v stuprioch Celzia), pri ktorej sa vytvara 50 % $piraly
(hybridizovana) k zavitu (nehybridizovany). T, je merana pouzitim UV spektra, za
ucelom determindcie vytvorenia a rozpadnuti.a (roztopenia) hybridizacného
komplexu. Usporiadavanie baz, ‘ktoré nastava pocas hybridizacie je sprevadzané
znizenim UV absorpcie (hypochromicita). Takze znizenie UV absorpcie naznaluje

vy$3iu Tp. Cim vy$Sia je Tr, tym vacsia je sila vézieb medzi vidknami.

Oligonukleootidy mozu byt pouzité na ovplyvnenie enzymatického Stiepenia
ciefovej RNA pouzitim intracelularneho enzymu RNazy H. Veri sa, e mechanizmus
takéhoto RN&aza H stiepenia vyzaduje, aby sa s cielovou RNA hybridizoval 2°-

deoxyribofuranozylovy oligonukleotid. Vysledny DNA-RNA duplex aktivuje RNaza H
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enzym a aktivovany enzym stiepi RNA viakno. Stiepenie RNA viakna destruuje
normalnu funkciu RNA. Veri sa, Ze tymto mechanizmom pracuji fosforotiodtové
nukleotidy. AvSak na to, aby DNA oligonukleotity boli pouZitelné na bunkovd
aktivaciu RNazy H, musia byt tieto vyhodne pomerne stabilné voéi nukledzam, aby
prezili v bunke podas doby postadujlicej na aktivaciu RN&zy H. Takato nukledzova
stabilita nemusi byt nevyhnutné pri nebunkovych pouzitiach, napriklad pri pouziti

oligonukleotidov ako reagentov vo vyskume.

Niekolko publikacii popisuje interakciu RNézy H a oligonukleotidov. Hlavne:
(1) Dagle et al., Nucleic Acids Research, 1990, 18, 4751; (2) Dagle et al., Antisense
Research And Development, 1991, 1, 11; (3) Eder et al., J. Biol. Chem., 1991, 266,
6472; a (4) Dagle et al., Nucleic Acids Research, 1991, 19, 1805. V stilade s tymito
publikaciami, DNA oligonukleotidy, ktoré maju tak nemodifikované fosfodiesterové
medzinukleozidové vazby, ako aj modifikované fosforotionatové medzinukleozidové
vazby s substratmi pre Stiepenie cielovej RNA Rnazou H. Avsak autori dalej
poznamenavaju, Ze v Xenopus embryach dochadza tiez k exenukleaznej degradécii
tak fosfodiesterovych ako aj fosfotionatovych vazieb. Takato nukl_eézové' dégradécia
je neziaddca, pretoze rychlo odcerpava dostupné oligonukleotidy na aktivaciu
RNazy H.

Ako je popisané v publikaciach (1), (2) a (4), boli konstruované 2°-deoxy
oligonukleotidy majice kratku sekciu nukleozidov spojenych fosfodiesterovou
vazbou, ktord je umiestnend medzi sekciami s fosforamidovou, alkyl fosfatovou
alebo fosfotriesterovou véazbou, za Ucelom stabilizicie oligonukieotidov voci
nukleazovej degradacii, pricom aby tietqstéle fungovali ako aktivatory RNazy H.
Hoci boli fosforamidat obsahujtice oligonukleotidy stabilné vodi exonukleééam, v
publikacii (4) autori poznamenavajy, ze vysledkom kazdej fosforamidatovej vazby bol
pokles o0 1,6 °C v meranej hodnote Tn, fosforamidat obsahuijlcich oligonukleotidov.
Takyto pokles hodnoty Tr indikuje pokles hybridizacie medzi oligonukleotidom a

jeho ciefovym vlaknom.

Ini autori tiez publikovali, Ze mdze dbjst k takejto strate hybridizacie medzi
oligonukleotidom a jeho cielovym vlidknom. Saison-Behmoaras et al. (EMBO Journal,

1991, 10, 1111) zistili, Ze hoci oligonukleotid aj mohol byt substratom pre RNazu H,
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ucinnost’ Stiepenia RNazou H bola nizka koli slabej hybridizacii s mRNA. Autori ties
poznamenavaju, ze zaClenenie akridinovej substitlcie na 3’koniec oligonukleotidu

ochranilo oligonukleotid vo&i exonukleazam.

US patent ¢. 5 013 830 vydany 07.05.1991 popisuje zmie$ané oligoméry
obsahujuce RNA oligomér alebo jeho derivat, konjugovany s DNA oligomérom cez
fosfodiesterovd vazbu. RNA oligoméry tiez nest 2-O-alky! substituenty. Avsak, tym,

ze oligoméry maju fosfodiesterovd vazbu, st pristupné nukledzovému tiepeniu.

Eurdpska patentova prihlaSka ¢. 339 842 podana 03.04.1989 popisuje 2°-O-
substituované  fosforofiodtové  oligonukleotidy,  vratane  derivatov  2°-O-
metylrioboligonukleotid fosforotioétu. Vy3$Sie uvedena prihlaska tiez popisuje 2°-O-

metyl fosfodiesterové oligonukleotidy, ktoré nie su rezistentné vodi nukleaze.

US patent €. 5 149 797 vydany 22.09.1992 popisuje zmie$ané oligonukleotidy
s fosfatovym skeletom, ktoré obsahuju vnitornu ¢ast' z deoxynukleotidov spojenych
fosfodiesterovymi vézbami a oharniCent z kazdej strany Castami modifikovanych
.DNA alebo RNA sekvencii. OhraniCujlice sekvencie obsahuiju métyl foéfonétové,

fosforomorfolidatove, fosforopiperazida-tové alebo fosforoamidatové vazby.

US paent €. 5 256 775 vydany 26.10.1993 popisuje zmiesané oligonukleotidy,
ktoré obsahuju fosforamidatové vazby a fosforotiodtové alebo fosforoditioatové

vazby.

Hoci je zname, Ze Stiepenie ciefového RNA vidkna pouzitim oligonukleotidu a
RNazy H by bolo uZitoéné, je vo vyvoji terapeutickych oligonukleotidov velmi
. dolezitéd odolnost’ nukleotidov vodi hukleézam a presnost’ hybridizacie. V sudlade s
tym, pretrvava uz diho pocitovand potreba spdsobov a metdd, ktoré by mohli
aktivovat RNazy H a naproti tomu udrziavat' alebo zlepSovat' hybridiza&né vlastnosi
a poskytnut' rezistenciu voci nukledzam. Takéto oligonukleotidy st tiez Ziadané ako

reagenty vo vyskume a ako diagnostické cinidla.

Podstata vynalezu

V sdlade s jednym uskutotnenim vynalezu s poskytnuté oligonukleotidy

vytvorené zo sekvencie nukleozidovych jednotiek. Oligonukleotidy obsahuju aspon
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jednu nukleozidovi jednotku, kterd je urCena na zvySenie nukledzovej rezistencie
oligonukleotidov. Navy$e aspon niektoré nukleozidové jednotky oligonukieotidov su
so substituénymi skupinami urCené na zvySenie vazobnej afinity oligonukleotidov k
cielovym RNA, a aspon niektoré nukleozidové jednotky maju 2°-deoxy-erytro-

pentofuranozylové sacharidové Casti.-

Vo vyhodnych oligonukleotidoch podla predlozeného vynalezu, nukleozidové
jednotky, ktoré su uréené na zvySenie vazobnej afinity, obsahuju 2°-substituéné
skupiny. Vo vyhodnych uskuto¢neniach 2°-substitu¢né skupiny zahfnaju fluoro, C,-
Cx alkoxy, C;-Cs aminoalkoxy, vrétane aminopropoxy alkoxy, imidazolylalkoxy a
polyetylén glykol. Vyhodné alkoxy substituoenty zahfiaju metoxy, etoxy a propoxy.
Vyhodna aminoalkoxy jednotka je aminopropoxy. Vyhodny imidazolylalkoxy
substituent je imidazolylpropoxy. Vyhodny polyetylén glykol substituent je -O-etyl-O-
metyl alebo metoxyetoxy (-O-CH,-CH;-O-CHj).

..

Oligonukleotidové jednotky podla predlozeného vynalezu obsahuju
nukleozidové jednotky spojené nabojovymi fosforovymi vézbami vybranymi zo

skupiny pozostavaijticej z fosfodiesterovych a fosforotioatovych vazieb.

Oligonukieotidy podl'a prediozeného vynalezu obsahuju mnozstvo zviazanych
nukleozidovych jednotiek nesucich substitucné skupiny, ktoré zvySuji vézobnu
afinitu oligonukleotidov ku komplementarnemu viaknu nukleovej kyseliny. V uritych
_ vyhodnych uskutocneniach oligonukleotidova sekvencia, ktora ma nukleozidové
jednotky, ktoré nesu takéto substituenty, mdze byt rozdelena na prva subsekvenciu
a druhi subsekvenciu. Prva subsekvencia ma spojené nukleozidové jednotky
nestce  2’-substituované-erytro-pentofuranozyl  sacharidové  cCasti.  Druha
subsekvencia ma spojené nukleozidové jednotky nesuce 2°-deoxy-erytro-
pentofuranozyl sacharidové cCasti. Vyhodne mé& druhd subsekvencia aspon tri
nukleozidové jednotky a vyhodnejSie aspon pat’ nukleozidovych jednotiek. V dalsich
vyhodnych uskutoCneniach existuje tretia subsekvencia nukleozidovych jednotiek,
ktoré su vybrané z tych, z ktorych mozno vyberat' prvi subsekvenciu. Vyhodné je,
aby druha subsekvencia bola umiestnena medzi prvou a tretou subsekvenciu.
Takéto oligonukleotidy podla predloZzeného vynadlezu su tiez oznacované ako

"chiméry" alebo "chimerické" alebo "prerusované" oligonukleotidy.
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V dalSich vyhodnych oligonukleotidoch podla vyndlezu st nukleozidové
jednotky nesuce substituenty, ktoré zvysuju vézobnu afinitu, umiestnené na jednom
alebo na oboch z 3"alebo 5" konci oligonukleotidu. Moze tam byt od jednej do
Gsmych nukleozidovych jednotiek, ktoré st substituované substituénymi skupinami.
Vyhodne aspori pat’ nukleozidovych jednotiek nesie 2’-deoxy- erytro- pentofuranozyl

sacharldove Casti.

Nukleozidové jednotky oligonukleotidov podla predlozeného vynalezu
obsahuju nukleobazy spojené s 2°-substituovanymi a 2"-deoxy-erytro-pentofuranozyl
sacharidovymi Castami fosforovymi véazbami, ako napriklad fosfodiesterovymi a
fosforotionatovymi vazbami. Vyhodné nukleobazy podia vynalezu zahfhaju puriny a
pyrimidiny ako napriklad adenin, guanin, cytozin, uridin a tymin, ako aj iné
syntetické a prirodzené nukleobazy ako xantin, hypoxantin, 2-aminoadenin, B-metyl
a iné alkyl derivaty adeninu a guaninu, 2-propyl a iné alkyl derivaty adeninu a
guaninu, S5-halouracil a cytozin, 5-propyny! uracil a cytozin, 6-azo uracil, cytozin a
tymin, 5-uracil (pseudouracil), 4-fiouracil, 8-halo, amino, tiol, tioalkyl, hydroxyl a iné
8-substituované adeniny a guaniny, 5-trifluorometyl a iné 5-substituované uracily a
cytoziny, a 7-mety|guém’n. f)éléie puriny a pyrimidiny zahffaju tie, ktoré st popisané
v US patente &. 3 687 808, tie, ktoré st popisané.v Concise Encyclopedia Of
Polymer Science And Engineering, str. 858-859, Kroschwitz, J.1., ed. John Wiley and
Sons, 1990, a tie, ktoré su popisané v English et al., Angewandte Chemie,

medzinarodné vydanie, 1991, 30, 613.

Vynalez tiez poskytuje spdsob na lietbu organizmu, ktory ma chorobu, pre
ktord je charakteristicka produkcia neZelaného protelnu Tieto spdsoby zahfiaju
kontaktovame organizmu s oligunukleotidom, ktory méa sekvenciu’ nukleozidovych
jednotiek schopnych $pecificky hybridizovat' s komplementarnym vidknom nukleovej
Kyseliny, pricom aspori jedna nukleozidova jednotka je uréend na zvySenie
nukleazovej rezistenticie oligonukleotidu, a oligonukleotid tiez obsahuje substituénu
skupinu na zvy$enie vazobnej afinity oligonukleotidu ku komplementarnemu vigknu
nukleovej kyseliny, a kde mnoZstvo nukleozidovych jednotiek ma 2’-deoxy-erytro-

pentofuranozyl sacharidové éasti.
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PredloZeny vynélez dalej poskytuje kompozicie obsahujice farmaceuticky
ucinné mnozstvo oligonukleotidu, ktory ma sekvenciu nukleozidovych jednotiek
schopnych $pecificky hybridizovat' s komplementarnym vlaknom nukleovej kyseliny,
pricom aspon jedna nukleozidova jednotka je uréena na zvysSenie nukleazovej
rezistenticie oligonukleotidu, a mnozstvo nukleozidovych jednotiek ma substituénu
skupinu na zvy$enie vazobnej afinity oligonukleotidu ku komplementarnemu vidknu
nukleovej kyseliny, a kde mnoZstvo nukleozidovych jednotiek m4 2’-deoxy-erytro-
pentofuranozyl sacharidové casti. Kompozicie navy$e obsahuju farmaceuticky

prijatelné riedidlo alebo nosic.

Viynalez dalej poskytuje spdsob in vitro modifikaciesekvenéne Specifickej
nukleovej kyseliny, ktory zahifna kontaktovanie testovacieho roztoku obsahujuceho
enzym RNaza H a uvedenu nukleovy kyselinu, s oligonukleotidom, ktory ma
sekvenciu nukleozidovych jednotiek schopnych Specificky hybridizovat' s
komplementarnym vidknom nukleovej kyseliny, pricom aspor jedna nukleozidova
jednotka je urcena na zvy$enie nukledzovej rezistenticie oligonukleotidu, a mnozstvo
nukleozidovych‘jednotiek ma substitucni skupinu na zvysenie vazobnej afinity
oIiéonukleoﬁdd ku korhplementérnemu vlaknu nukleovej kyseliny, a kde mnoZstvo

nukleozidovych jednotiek ma 2’-deoxy-erytro-pentofuranozy! sacharidové &asti.

Tiez su poskytnuté spdsoby na stCasné zosilnenie hybridizacie a aktivaciu
RNaza H enzymu v oraganizme, ktoré zahifnaju kontaktovanie organizmu s
- oligonukleotidom, ktory ma sekvenciu nukleozidovych jednotiek schopnych
Specificky hybridizovat' s komplementarnym vidknom nukleovej kyseliny, pricom
aspon jedna nukleozidova jednotka je uréena na zvysenie nukleazovej rezistencie
oligonukleotidu, a mnozstvo n'ukleozidovych jednotiek ma 'substituéni skupinu na
zvy$enie vézobnej afinity oligonukleotidu ku komplementarnemu viaknu nukleovej
kyseliny, a kde mnozZstvo nukleozidovych jednotiek ma 2’-deoxy-erytro-

pentofuranozyl sacharidové ¢asti.

Vynélez dalej poskytuje diagnostické spdsoby na detekciu pritomnosti alebo
absencie abnormalnych RNA moiekdl, alebo abnormainej alebo nevhodne; expresie

normalnych RNA molekdl v organizmoch alebo v bunkach.



Podrobny popis vynalezu

V sulade s predmetom vynalezu su poskytnuté oligonukleotidy, ktoré maju
zvySenu nukleazovu rezistenciu, zvySenu vazobnu afinitu ku komplementarnemu
vlaknu nukleovych kyselin, a ktoré su substratom pre RNazu H. Oligonukleotidy
.podl’a vynalezu s poskaldané z mnoZstva nukleozidovych jednotiek. Kazdy
oligonukleotid podla vynalezu obsahuje aspor jednu nukleozidovi jednotku, ktora je
uréena na’ zvySenie nukledzove] rezistencie nukleotidu. Dalej v urcitych
uskutocneniach vynélezu nesu aspon niektoré nukleozidové jednotky substitudnd
skupinu, ktora zvySuje vazobnu afinitu oligonukleotidu ku komplementarnemu viaknu
nukleovej kyseliny. Navy$e aspon niektoré z nukleozidovych jednotiek obsahuju 2'-

deoxy-erytro-pentofuranozyl sacharidové &asti.

V sulade s hlavnou liniou uvedenou vyssie, kazda nukleozidova jednotka
oligonukieotidu podla vynélezu, volitelne oznadovana ako "nukleozid" alebo

“podjednotka” moze byt "prirodzenou" alebo "syntetickou" ¢astou. Takze v kontexte
tohto vynalezu vyraz “oligonukleotid" znamena oligomér vytvoreny z mnoZstva
spojénych nukl'eozidovych jedhotiek, Nukleozidové jednotky st spolu spojené
fosforovymi vézbami, ako napriklad fosfodiesterovymi alebo fosfotioatovymi
vazbami. Nukleozidové jednotky sd vytvorené z prirodzene a neprirodzene sa
vyskytujicich  nukleobdz a pentofuranozyl sacharidovych casti. Termin
“oligonukleotid” tak Géinne zahfia prirodzene sa vyskytujtice druhy alebo syntetické

druhy vytvorene z prirodzene sa vyskytujdcich nukleozidovych jednotiek.

Oligonukleotidy podl'a vynalezu mézu tieZ zahifiat modifikované podjednotky.
Modifikécie sa modzu vyskytovat' v nukleobazovej Casti nukleozidu, v sacharidove;

casti nukleozidu alebo vo vazbe épéjajﬂcej dany nukleozid s dal§im.,

V predloZzenom vynaleze bolo zistené, Ze vazbova afinita oligonukleotidov.
podia predlozeného vynalezu mdze byt zvysena vélenenim substitu¢nych skupin do
nukleozidovych jednotiek oligonukleotiduov. Vyhodnymi substitucnymi skupinami su
2’substituéné skupiny, napr. substituéné skupiny umiestnené na 2° pozicii
pentofuranozyl sacharidovych ¢asti nukleozidovych jednotiek oligonukleotidov podia

predlozeného vynélezu. V stgasnosti zahffiaji vyhodné substituéné skupiny fluoro,
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alkoxy, aminoalkoxy, alyloxy, imidazolylalkoxy a polyetylén glykol. Alkoxy a
aminoalkoxy skupiny vo véeobecnosti zahffiaju nizsie alkylové skupiny, hlavne Cy-Cq
alkyl. Polyetylén glykoly maju truktiru (O-CHp- CH,),-O-alkyl. Velmi vyhodnou
substituénou skupinou je polyetylén glykolovy substituent vzorca (O-CHz- CH,),-0-
alkyl, kde n = 1 a alkyl je CHa.

Vazbova afinita moze byt zvySena tiez pouzitim urditych modifikovanych
nukleobdz v nukleozidovych jednotkéach, ktoré vytvaraju oligonukleotidy podta
vynalezu. Takéto modifikované nukleobdzy mozu zahifat 5-substituované
pyrimidiny, 6-azapyrimidiny a N-2, N-6 a O-6 substituované puriny vratane 2-
aminopropyladeninu, 5-propynyluracilu a 5-propynylcytozinu. Ocakéva sa, ze aj iné
modifikované pyrimidinové a purinové bazy zvysuji vazobnu afinitu oligonukleotidov

ku komplementarnemu vlaknu nukleovej kyseliny.

Pouzitie 2’-substitunych skupin zvySuje vazobnl afinitu substituovanych
oligonukleotidov podla predlozeného vynalezu. Publikovana stddia (Synthesis an
Biophysical Studies of 2’-dRIBO-F Modified Oligonucleotides, Konferencia o
terapeutikdich na béze nukieovych kyselin, Clearwater, FL 13. januar 1991)
popisovala zvySenie vézobnej ;aﬁnity 0 1,6 °C na substituovand nukieozidovi
jednotku 15 méru fosfodiesterového oligonukleotidu, ktory ma 2°-fluoro substituéné
skupiny na piatich nukleozidovych jednotkach oligonukleotidu. Ked nieslo 2'-fluoro
substitucné skupiny 11 nukleozidovych jednotiek oligonukleotidu, vazbova afinita sa

zvysila na 1,8 °C na substituovani nukleozidovi jednotku.

Vo vyssie uvedenej Studii bol derivatizaciou 15-méru fosfodiesterového
oligonukleotidu vytvoreny kore$pondujici-fosforotioatovy analdg. Ked sa porovnal
15-mérny fosfodiestorovy oligonukleotid s jeho fosforotioatovym analégom, vazbova
afinita fosforotioatového analogu predstavovala priblicne len 66 % 15-mérneho
fosfodiesterového oligonukieotidu. Povedané inym spdsobom, derivatizaciou
oligonukleotidu na jeho fosforotiotovy analdg sa vézbova afinita znizila. Avsak, ked
bol umiestneny 2°fluoro substituent na 11 nukleozidov 1 5-mérneho
fosforotiodtového oligonukleotidu, vazbova afinita 2’-substituénych skupin viac ako
prekonala pokles pozorovany pri derivatizacii 15-mérneho oligonukleotidu na jeho

fosforotioatovy analég. V tejto zliGenine, teda 15-mérnom fosforotioatovom
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oligonukleotide, ktory ma 11 nukleozidovych jednotiek substituovanych 2 -fluoro
substituCnymi skupinami, sa  afinita zvysila na 2,5 °C na substituénu skupinu. V tejto
Studii sa nepokusali zaclenit vhodnU nepreru$ovant sekvenciu nukleozidovych
jednotiek, ktoré maju 2°-deoxy-erytro-pentofuranozy! sacharidové ¢asti, a ktoré by
vyvolali Rndza H enzymatické stiepenie cielovej RNA  komplementérnej k

Studovanému oligonukleotidu.

Na vyvolanie Rnaza H enzymatického Stiepenia cielovej RNA musia
oligonukleotidy podla vynalezu obsahovat' segment alebo subsekvenciu, ktora je
segmentom DNA typu. Povedané inym spdsobom, aspori niektoré nukleozidové
podjednotky oligonukleotidov podia vynalezu musia obsahovat’ 2°-deoxy-erytro-
pentofuranozyl sacharidové Gasti. Na vyvolanie aktivity RNazy H hybridizaciou s
oligonukleotidom podla vynalezu s cielovou RNA je nevyhnutna sekvencia, ktora ma
viac ako tri za sebou napojené nukleozidové podjednotky, ktoré obsahuju 2 -deoxy-
erytro-pentofuranozyl. Vyhodnou je sekvencia troch alebo viacerych nukleozidovych
podjednotiek obsahujlcich 2°-deoxy-erytro-pentofuranozyl v oligonukleotide podla
vynalezu. Vyhodnym ; je hlavne pouzitie aspon piatich neprerusovanych

nukleozidovych podjednotiek obsahujtcich 2’-deoxy-erytro-pentofuranozyl.

Mechanizmus, ktorym Gcinkuje RNaza H je rozoznanie DNA-RNA duplexu, po
ktorom nasleduje Stiepenie RNA vidka v tomto duplexe. Ako bolo uvedené vyssie, v
Casti Doterajsi stav techniky, modifikované DNA vidkna boli pouzité na ovplyvnenie
nukleazovej stability DNA viakna. Na tento Gcel boli pouzité modifikované fosforové
vazby, ktoré spbdsobuji zvySenie stability vodi nukledzam, ale uberaju z

hybridizaénych vlastnosti.

Predlozeny vynélez definuje urcité kritéria, ktoré musia byt splnené na to, aby
RNaza H rozoznala a vyvolala Stiepenie RNA vlakna. Prvym je, ze RNA vlakno musi
mat' v Stiepnom mieste nukleozidové jednotky spojené fosforovou vazbou, ktora
nesie negativny naboj. Dalej sacharidova ¢ast' v nukleozidoch v Stiepnom mieste
musi byt B-pentofuranozy! sacharidova ¢ast a tiez musi byt v 2°endo konformacii.
Jediné nukleozidy, ktoré spinaja tieto kritéria su 2’-deoxy-erytro-pentofuranozyl
nukleozidy spojené fosfodiesterovymi, fosforotioatovymi a fosforoditioatovymi

vézbami.
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Vhodné nukleobézy, ktcré mozu byt pouZité na pripravu takychto
Strukturalnych jednotiek zahffiaju puriny a pyrimidiny ako napriklad adenin, guanin,
cytozin, uridin a tymin, ako aj iné syntetické a prirodzené nukleobazy ako xantin,
hypoxantin, 2-aminoadenin, 6-metyl a iné alkyl derivaty adeninu a guaninu, 2-propy!
a iné alkyl derivaty adeninu a guaninu, 5-halouracil a cytozin, 5-propynyl uracil a
cytozin, 6-azo uracil, cytozin a tymin, 5-uracil (pseudouracil), 4-tiouracil, 8-halo,
amino, tiol, tioalkyl, hydroxyl a iné 8-substituované adeniny a guaniny, 5-
trifluorometyl a iné 5-substituované uracily a cytoziny, a 7-metylguanin. DalSie
puriny a pyrimidiny zahffaju tie, ktoré su popisané v US patente €. 3 687 808, tie,
ktoré su popisané v Concise Encyclopedia Of Polymer Science And Engineering, str.
858-859, Kroschwitz, J.1., ed. John Wiley and Sons, 1990, a tie, ktoré su popisané v
English et al., Angewandte Chemie, Medzinarodné vydanie, 1991, 30, 613.

Oligonukleotidy podla predlozeného vynalezu obsahuju metoxyetoxy (-OCH,
CH, CHs;) na 2" pozicii aspon jedného nukleozidu. Bolo dokazané, Ze tato
modifikacia zvySuje tak afinitu oligonukleotidu k jeho cielu, ako aj rezistenciu
oligonukleotidu voci nukleazam. Oligonukleotidy podia vynélézu vyhodne obsahuju
od 5 do 50 nukleozidovych jednotiek. V kontexte tohto vynalezu sa rozumie, ze to
zahfia neprirodzene sa vyskytujice oligoméry, ktoré boli popisané vyssie, majlce 5
az 50 nukleozidovych jednotiek. VyhodnejSie obsahuju oligonukleotidy podla
vynalezu od 15 do 25 nukleozidovych jednotiek. Treba zdoraznit, Ze "nukleozidova
jednotka” je kombinacia nukleobazy a sacharidu vhodne spojena s nasledujucou
podjednotkou fosforovou vazbou. Vyraz “"podjednotka” je pouzivany zamenitelne s
vyrazom “nukleozidova jednotka". Na vyvolanie RNaza H odpovede, tak ako je
Specifikované vyssie, je do celkovej dizky oligonukleotidovej sekvencie zadlenena,
subsekvencia viac ako troch, vyhodnejSie piatich alebo viacerych neprerusovanych

spojenych nukleozidovych jednotiek obsahujtcich 2°-deoxy-erytro-pentofuranozyl.

Vyhodné je do oligonukleotidu zaclenit’ nukleozidovu sekvenciu obsahujlcu
2’-deoxy-erytro-pentofuranozyl! tak, ze st vo vnutri oligonukleotidu umiestnené iné
nukleozidové sekvencie obsahujtce 2°-substituovany pentofuranozyl, ktoré st po
stranach nukleozidovych sekvencii obsahujucich 2°-deoxy-erytro-pentofuranozyl. V

takejto konstrukcii sa nukleozidova sekvencia obsahujuca 2°-deoxy-erytro-



-11-

pentofuranozyl nazyva tiez "centralna oblast” a nukleozidové sekvencie obsahujuce

2°-substituovany pentofuranozy! sa nazyvaju "ohranicujuce oblasti”.

V uréitych uskutodneniach vyndlezu ak kazda zo zvysnych nukleozidovych
jednotiek obsahuje 2’ -substituéni skupinu na zvySenie vazobnej afinity, tak
nukleozidova sekvencia obsahujdca 2 -deoxy-erytro-pentofuranozyl je umiestnena
medzi prvou sekvenciou nukleozidovych jednotiek, ktoré maju 2’-substitu¢né skupiny
a druhou sekvenciou nukleozidovych jednotiek, ktoré maju 2'-substituéné skupiny.
Mozné st aj iné konstrukcie vratane umiestnenia nukleozidovej sekvencie
obsahujucej 2'-deoxy-erytro-pentofuranozyl bud na 3° alebo na 5° koniec

oligonukleotidov podia vynalezu.-

Oligonukleotidy pouzité v stlade s vynalezom mdzu byt vyrobené beznym a
rutinnym sposobom, dobre znamou technikou syntézy na pevnej faze. (Martin, Helv.
Chim. Acta, 1995, 78, 486-504). Vybavenie na takéto syntézy je predavané
niekolkymi maloobchodnikmi vrétane Applied Biosystems. Pouzity mbdze byt tiez
akykolvek iny prostriedok na takito syntézu. Syntéza oligonukleotidov je dobre
znama medzi odbornikmi v oblasti. Tiez je dobre zname pouzitie podobnych technik
na pripravu inych oligonukleotidov, ako napriklad fosforotioatov a alkylovanych
derivatov. Tiez je dobre zndme pouzitie podobnych technik a komercne dostupnych
amidinov a produktov skla s uréenou velkostou pérov (CPG) ako napriklad biotinu,
fluoresceinu, akridinu alebo amidinov modifikovanych psoralinom a/alebo CGP
(dostupné od Glen Research, Sterling VA) na syntézu fluorescencne znacenych,

biotinylovanych alebo inych konjugovanych oligonukleotidov.

ZlUgeniny podia vynalezu mdzu byt pouzité ako diagnostika, terapeutika a
ako reagenty a kity vo vyskume. MdZu byt pouzité vo farmaceutickych kompoziciach
pridanim G¢inného mnozstva oligonukleotidu podia vynalezu do vhodného
farmaceuticky prijatefného riedidla alebo nosica. Dalej mdzu byt pouzité na lie¢bu
organizmu, ktory ma chorobu, pre ktorU je charakteristickd produkcia nezelaného
proteinu;'Organizmus moze byt kontaktovany s oligonukleotidom podla vynalezu,
ktory ma sekvenciu schopnt $pecificky hybridizovat' s viaknom cielovej nukleovej

kyseliny, ktoré kéduje nezelany protein.
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ZloZenie terapeutickych kompozicii a ich nasledné podanie spada do
doterajsieho stavu techniky. Vo vSeobecnosti pri terapeutikach, je pacientovi, ktory
potrebuje takito terapiu, podévany oligonukleotid podla vynalezu, beZne vo
farmaceuticky prijatelnom nosici, v davke od 0,01 ug do 100 g na kg telesnej
hmotnosti, v zavislosti od veku pacienta a rozsahu choroby, ktord ma byt' lie¢ena.
LieCebny rezim moze trvét"poéas doby, ktora variruje v zavislosti od povahy
konkretnej choroby, jej rozsahu a celkovej kondicie pacienta, a moze byt' v rozsahu
od raz denne do raz kazdych 20 rokov. Nasledne po liebe je pacient monitorovany
z hladiska jeho kondicie a zmiernenia symptomov choroby. V pripade, Ze pacient
dostato€ne neodpoveda na aktualnu davku, mdze sa davka oligonukleotidu zvysit,
alebo v pripade, Ze je pozorované zmiernenie symptémov choroby alebo ak je

chorobny stav odstraneny, moze byt davka znizena.

V  niektorych  pripadoch moze byt GCinnejsie lieGenie pacienta
oligonukleotidom podfa vynalezu spolu s inymi tradiénymi terapeutickymi sposobmi.
Napriklad pacientovi liecenému na AIDS mbéze byt oligonukleotid podavany v
spojeni s AZT, alebo pacient s arteriosklerdzou moze byt lieCeny oligonukleotidom
podla vynéalezu, po ktorom naéleduje angioplastika, aby sa predislo reokldzii

oSetrenych ciev.

Na to, aby sa zabrénilo opatovnému vyskytu chorobného stavu, madze byt po
Uspesnej lietbe zelatelné, aby pacient podstupil udrziavaciu terapiu. Pri nej je
oligonukleotid podavany v zotrvavajlcej davke v rozsahu od 0,01 pug do 100 g na kg

telesnej hmotnosti, od raz alebo viac krat denne do raz kazdych 20 rokov.

Farmaceutické kompozicie podia vyndlezu mdzu byt podavané mnohymi
sposobmi, v zavislosti od toho, ¢i je Ziadlce lokélne alebo systemické odetrenie a v
zavislosti od miesta, ktoré méa byt oSetrené. Podanie mdze byt topické (vratane
oftalmickeého, vaginalneho, rektaineho, intranazalneho, transdermalneho), orélne
alebo parenterdine. Parenterdine podanie zahffia intravendzne kvapkanie,
subkutannu, intraperitonealnu alebo intramuskularu injekciu alebo intratekalne

alebo intraventrikularne podanie.
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Formulacie na topické podanie mdzu zahfnat' transdermalne naplasti, masti,
pletové vody, krémy, gély, kvapadla, Cipky, spreje, tekutiny a prasky. Nevyhnutné
alebo zelatelné modzu byt tiez bezné farmaceutické nosiCe, vodné, praskové alebo
olejové bazy, stuzovadla a podobne. Pouzitelné mozu byt tiez obalené kondomy,

rukavice a podobne.

Kompozicie na orélne podanie obsahuju prasky alebo granule, suspenzie
alebo roztoky vo vodnych alebo nevodnych meédiach, kapsule, parfémové prasky
alebo tablety. Zelatelné modzu byt tiez stuzovadld, ochucovacie ¢inidla, riedidla,

emulzifikatory, latky napomahajuce disperzii alebo spojiva.

Kompozicie na intratekélne alebo intraventrikuldrne podanie mozu zahfnat
sterilné vodné roztoky, ktoré moézZu tiez obsahovat' timivé roztoky, riedidla a iné

vhodné aditiva.

Kompozicie na parenteraline podanie moze zahrnat' sterilné vodné roztoky,

ktoré mozu tiez obsahovat timivé roztoky, riedidia a iné vhodné aditiva.

Davkovanie zavisi od rozsahu a responzivity choroby, ktora mé byt’ lieéené,
pricom oSetrenie trva od niekolkych dni do niekolkych mesiacov, alebo pokial nie je
lieCba ucinna alebo pokial nie je dosiahnuté znizenie chorobného stavu. Optimalny
rozpis davkovania moze byt stanoveny z akumulacie lieCiva v tele pacienta.
Priemerny odbornik v oblasti mdze 'ahko urcit' optimalne davky, spdsob davkovania
a intervaly opakovani. Optimalne davky modzu varirovat' v zavislosti od relativnej
potencie individualnych oligonukleotidov a vo vSeobecnosti mdzu byt odhadnuté na
zaklade ICsp, pre ktoré sa zisti, Ze su uéinné in vitro a in vivo na Zzivoc¢isnych
modeloch. Vo véeobecnosti je davka v rozmedzi od 0,01 ug do 100 g na kg telesne;j
hmotnosti, a mdze byt podavana raz alebo viac krat denne, tyzdenne, mesacne

alebo roCne, alebo aj raz kazdé 2 az 20 rokov.

Takéto terapeutické oSetrenie mdze byt pouzité pri roznych organizmoch v
rozmedzi od jednobunkovych prokaryotickych a eukaryotickych organizmov az po
mnohobunkové eukaryotické organizmy. Pristupnym pre takéto terapeutické a/alebo
profylaktické oSetrenie je akykolvek organizmus, ktory pouziva DNA-RNA

transkripciu alebo RNA-protein translaciu ako fundamentalnu cast svojho
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dedicného, metabolického alebo bunkového systému. Tymto spdsobom modzu byt
oSetrené zdanlivo diverzné organizmy ako napriklad baktérie, kvasinky, protozoa,
riasy, rastliny a vyssie zivo&isne formy, vratane teplokrvnych Zivogichov. Dalej kedze
kazda bunka mnohobunkovych eukaryotov tiez zahffia tak DNA-RNA transkripciu
ako aj RNA- protein translaciu ako integralnu Cast' svojej bunkovej aktivity, je mozné
pouzit' takéto terapeutiké a/alebo‘diagnostiké tiez na takéto bunkové populacie.
NavySe vela organel v eukaryotickych organizmoch ako napriklad mitochondrie a
chloroplasty, tiez obsahuju transkriptné a translacné mechanizmy. TakZe do
definicie organizmov, ktoré mozu byt oSetrené terapeutickymi alebo diagnostickymi
oligonukleotidmi podla vynédlezu mozu byt zahrnuté samostatné bunky, bunkové
populdcie alebo organely. Terapiou je v tomto vyndleze myslené odstranenie
chorobného stavu, zni¢enie organizmu napriklad baktéridinej, protozoa alebo inej
infekcie, alebo kontrola nenormaineho alebo nezelatelného rastu buniek alebo

expresie.

V kontexte tohto vynalezu "hybridizacia" znamena spajanie vodikovymi
vazbami, ktorymi moézu byt Watso'n-Crickové, Hoogsteenové alebo reverzné
| Hoogsteenové vodikové véazby medzi komplementérnymi nukleobazami. Napriklad
adenin a tymin su komplementarnymi nukleobdzami, ktoré sa paruji vytvaranim
vodikovych vazieb. "Komplementarny" a "schopny Specifickej hybridizacie", ako sa
pouziva v predlozenom vynaleze, oznaCuji sekvenénd komplementaritu medzi
dvoma nukleovymi kyselinami obsahujicimi nukleozidové jednotky, pricom jedna
nukleova kyselina je oligonukleot-id a druha nukleova kyselina je cielovd DNA alebo
RNA molekula. Napriklad ak nukleobaza na uritej pozicii v oligonukleotide je
schopna vytvorit' vodikovi vézbu s nukleobazou na rovnakej pozicii v DNA alebo
RNA moleku'l;e, potom su oligonukleotid a DNA alebo RNA molekula povaZované za
vzéjomne komplementarne v tejto pozicii. Oligonukleotid a DNA alebo RNA molekula
su navzajom komplementérne ak je dostatocné mnozstvo zodpovedaijlicich pozicii v
kazdej molekule obsadenych nukleobdzami, ktoré mdzu navzajom vytvarat
vodikové vazby. Takze "schopny Specifickej hybridizacie" a "komplementarny" su
vyrazy, ktoré su pouzité na vyjadrenie dostatocného stupnia komplementarity, pri
ktorom sa vytvara Specifické spojenie medzi oligonukleotidom a cielovou DNA alebo

RNA molekulou. Samozrejme, ze oligonukleotid nemusi byt' 100 % komplementarny
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s jeho cielovou DNA sekvenciou na to, aby bol schopny Specifickej hybridizacie.
Oligonukleotid je schopny Specificke] hybridizacie, ked naviazanie oligonukleotidu
na cielovi DNA alebo RNA molekulu interferuje s normainou funkciou cielovej DNA
alebo RNA molekuly a tak spdsobuje stratu pouzitelnosti, priCom naviazanie je v
dostato¢nom stupni komplementarne, aby sa vyhlo nespecifickému naviazaniu
oligonukleotidu na sekvencie, ktoré nie su cielom, v podmienkach, pri ktorych je
pozadované Specifické naviazanie, napr. vo fyziologickych podmienkach v pripade in
vivo experimentov alebo terapeutickej liecby, alebo v pripade in vitro experimentov v

podmienkach, v ktorych je experiment uskutocriovany.

Na ucely ilustracie boli zlu€eniny podla vynalezu pouzité v ras-luciferazovom
fuznom systérﬁe, ktory vyuziva transaktivaciu ras-luciferazy. Ako je popisané v
medzinarodnej zverejnenej prinlaske ¢. WO 92/22651, zverejnenej 23. decembra
1992, a ktora je tu vClenena ako referencia, ras onkogény su ¢lenmi génovej rodiny,
ktora koduje pribuzné proteiny umiestnené na vnutornej strane plazmatickej
membrany. Bolo preukazané, ze ras proteiny su vysoko konzervovang, a Ze viazu
‘GTP s vysokou afinitou a Specifitou a vykazuju GTPazovd aktivitu. Hoci bunkova
funkcia produktov ras génov nie je zﬁéma, ich.biochemické vlastnosti spolu s ich
signifikantnou sekvencnou homoldgiou s triedou signal prenasajlcich proteinov,
zndmych ako GTP viazuce proteiny alebo G proteiny, naznacuje, ze produkty ras
génov hraju fundamentéinu dlohu v zakladnych bunkovych regulaénych funkciach

tykajucich sa prenosu extracelularnych signalov cez plazmatické membrany.

V cicav€om gendme boli identifikované tri ras gény oznacované ako H-ras, K-
ras a N-ras. CicavCie ras gény nadobudaju transformaciu indukujice vlastnosti
bodovymi mutaciami vo vadtri ich kddovacych sekvencii. Mutacie v prirodzene sa
vyskytujucich ras onkogénoch mozu byt lokalizované v koddonoch 12, 13 a 61.
NajbeznejSie detegovanou mutaciou aktivujicou ras, ktora bola najdena v ludskych
nadoroch je kodon 12 v H-ras géne, v ktorom vysledkom bazovej zmeny z GGC na
GTC je substiticia glycinu na valin v regulacnej doméne GTPazy ras proteinového
produktu. Tato zamena jednej aminokyseliny je povazovana za pri¢inu toho, Ze je
zrusena normélna kontrola funkcie ras proteinu, ¢im sa konvertuje normalne

regulovany bunkovy protein na protein, ktory je nepretrzito aktivny. Veri sa, Ze
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takato deregulacia normalnej funkcie ras proteinu spbsobuje transformaciu z

normalneho na maligny rast.

Oligonukleotidy podla predlozeného vynalezu boli tiez pouzité na modulaciu
expresie raf génu, prirodzene sa vyskytujiceho bunkového génu, ktory prilezitostne
konvertuje na aktivovani formu, ktord je zapojend do abnormélinej proliferacie

buniek a vytvarania nadoru.

Oligonukleotidy podla predlozeného vynalezu su tiez schopné $pecifickej
hybridizacie s nukleovymi kyselinami vztahujucimi sa k proteinkinaze C (PKC). Bolo

zistené, ze tieto oligonukleotidy moduluju expresiu PKC.

Prehl'ad obrazkov na vykresoch

Obr. 1]je Ciarovy graf znazoraujuci aktivitu davok oligonukleotidov podla vynalezu a

porovnavanej zluceniny.

Obr. 2je stipcovy graf zndzorfujdci aktivitu davok oligonukleotidov podia vynélezu a

porovnavanej zluceniny..

Obr. 3je stipcovy graf znazorfiujuci Gcinky niekolkych 2°-O-metyl chimerickych
oligonukleotidov na hladiny PKC-o. mRNA. Pruhované stipce znézorauju 8,5

kb transkript a &isté stipce znazorfujt 4,0 kb transkript.

Obr. 4je stipcovy graf znazorfujuci Gginky niekolkych 2°-O-metyl a 2°-O-propyl
chimerickych oligonukleotidov na hladiny PKC-o. mRNA. Pruhované stipce

znézorfujl 8,5 kb transkript a &isté stipce znazornuju 4,0 kb transkript.

Obr. 5je stipcovy graf znazorfiujuci G&inky niekolkych 2°-O-metyl a 2°-O-propyl
chimerickych oligonukleotidov na hladiny PKC-a« mRNA. Pruhované stipce

znézornuju 8,5 kb transkript a &isté stipce znazorfiujl 4,0 kb transkript.

Obr. 6a a 6b su Ciarové grafy znazoriujice Ucinok 2 -metoxyetoxy modifikovanych
oligonukleotidov majlicich sekv. €. 30 na hladiny PKCa mRNA v A549

bunkach. Obrdzok 6a zndzoriuje Gcinok SIS 9605 v porovnani s
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deoxyfosforotiodtovou zlticeninou ISIS 3521. Obrazok 6b znazornuje Udinok

- ISIS 9606 v porovnani s deoxyfosforotioatovou zltc¢eninou SIS 3521.

Obr. 7a a 7b st Ciarové grafy znazornujlice Ucinky oligonukleotidov so sekv. &. 30 na
rast humanneho karcindmu hrubého Creva (Colo 205) v nadorovych
xenostepoch v nahych myé'iach. Obrazok 7a zndzornuje Gc&inok
deoxyfosforotioatovej zliceniny ISIS 3521. Obrazok 7a znazorfuje G&inok 2-

metoxyetoxy modifikovanej zltéeniny ISIS 12723.

Obr. 8a a 8b su Ciarové grafy znazorfujuce G&inok ISIS 5132 (obr. 6a) a CGP 69845
Co je 2"-metoxyoetoxy (2°0-CH,-CH,-O- CHs) verzia rovnakej sekvencie (obr.

Bb), na rast A549 plticnych nadorovych xenostepov v nahych mysiach.

Obr. 9 je Ciarovy graf zndzorAujlci koncentracie kontrolnej zlGdeniny a dvoch
zliCenin podla vynalezu v my3ej plazme. Koncentracia v plazme je vztiahnuta

k Casu.

Obr. 10 je trojrozmerny sti’pcovy graf zndzorujuci distriblciu kontrolnej zlu€eniny v
roznych tkanivach mysi. Konkrétne tkaniva st zndzornené na jednej osi, éas
na druhej a % davky na tretej. Zlicenina bola vnesend intravendznou

injekciou.

Obr. 11 je trojrozmerny sti'pcovy graf znazorfiujuci distriblciu zlu€eniny podia
vynalezu v roéznych tkanivach my$i. Konkrétne tkaniva st znazornené na
jednej osi, Cas na druhej a % davky na tretej. Zligenina bola vnesena

intravendznou injekciou.
Obr. 12 je trojrozmerny stl’pcovy graf znazorfujdci distriblciu dalsej zliéeniny pod'a
vynalezu v rdznych tkanivach mysi. Konkrétne tkaniva su zndzornené na

jednej osi, ¢as na druhej a % davky na tretej. Zli¢enina bola vnesena

intravendznou injekciou.

Priklady uSkutoénenia_vynélezu

Nasledujlce priklady a postupy ilustruju predioZzeny vynalez bez toho, aby ho

obmedzovali.
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Priklad 1
Syntéza oligonukleotidu

Nesubstituované a substituované oligonukleotidy boli syntetizované na
automatickom DNA syntetizéry (Applied Biosystems model 380B) pouzitim
étan'dardnej foéforamidovej 'chémie s oxidaciou jodom. Na fosforotioaciu
oligonukleotidov bola standardna oxida¢na flasa vymenena za 0,2 M roztok 3H-1,2-
benzoditiol-3-6n 1,1-dioxyde v acetonitrile na postupnu _tia’ciu fosfitovych vézieb.
Tiacny vyckavaci krok bol predizeny na 68 sek a po fiom nasledoval krok, v ktorom
sa vytvarala Ciapocka. Po vystiepeni z CPG kolony a odblokovani v koncentrovanom
amoénium hydroxide pri 55 °C (18 hod.), oligonukleotidy boli purifikované
dvojnasobnou precipitaciou s 2,5 objemom etanolu z 0,5 M NaCl roztoku. Analyticka
gélova elektroforéza bola uskutociiovana v 20 % akrylamide, 8 M mo&ovine, 454 mM
Tris-boratovom timivom roztoku, pH = 7,0. Dika oligonukleotidov a fosforotioatov
bola na zaklade polyakrylamidovej gélovej elektroforézy odhodnotena na dihiu ako

80 % celkovej dizky materialu.
Priklad 2

Oligonukleotid majici 2°-substituované oblasti ohrani¢ujice centralnu 2’-deoxy

fosforotioatova oblast’

15 mérna RNA cielova molekula so sekvenciou 5'GCGTTTTTTTTTTGCG 3

(sekv. €. 28) bola pripravena normainym spdsobom na DNA sekvenatore pouzitim
RNA protokolov. Série komplerﬁentérnych foforotioatovych oligonukloetidov, ktoré
‘maju 2"-substituované oligonukleotudové jednotky v oblastiach, ktoré ohranicuju 2'-
deoxy oblast, boli pripravené pouzitim 2'-substituovanych nukleozidovych
prekurzorov pripravenych podlia postupov zndmych z literatdry, napr. 2'-O-metyl
alebo podlia postupu z medzinarodnej zverejnenej prihlasky &. WO 92/03568,
zverejnenej 5. marca 1992. 2"-substituované nukleozidy boli normainym spdsobom
dané do DNA syntetizéra vo forme ich 5°-O-dimetoxytrityl-3°-fosforaminov.

Komplementarne oligonukleotidy maji sekvenciu 5' CGC AAA AAA AAA AAA ACG

C 3' (sekv. C. 29). 2"-substituent bol umiestneny v CGC a CG oblastiach tychto
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oligonukleotidov. Boli pouzité nasledujice 2’-O-substituenty: 2 -fluoro; 2°-O-metyl:
2'-O-propyl;  2°-O-alyl;  2°-O-aminopropoxy;  2°-O-(metoxyetoxyetyl); 2°-O-

imidazolbutoxy a 2°-O-imidazolpropoxy.
Priklad 3
Zostévenie ras-luciferazového reporterového génu

Ras-luciferazové reporterove gény popisané v tejto $§tudii boli zostavené
pouzitim PCR technolégie. Na to aby sa mohli klonovat pomocou PCR 5 oblasti
exonu 1 tak mutovaného (kodén 12) ako aj nemutovaného (divy typ) ludského H-ras
génu, boli syntetizovane oligonukleotidové primery. Templat H-ras génu bol ziskany
z American Type Culture Collection (ATCC ¢. 41000 a 41001) v Bethesda, MD. V
Standardny PCR reakciach, kde boli pouzité mutované a nemutované H-ras gény
ako templaty, boli pouzité oligonukleotidové PCR primery ##5'-ACA-TTA-TGC-
TAG-CTT-TTT-GAG-TAA-ACT-TGT-GGG-GCA-GGA-GAC-CCT-GT-3! (sense)
(sekv. € 15) a 5'-GAG-ATC-TGA-AGC-TTC-TGG-ATG-GTC-AGC-GC-3' .
(antisense) (sekv. €. 16). Predpokladalo sa, Ze tieto primery vytvaraju DNA produkt s
dizkou 145 bazovych parov, ktory koresponduje so sekvenciami od -53 do +65
(poCitané od miesta iniciacie 'translécie) normalneho a zmutovaného H-ras,
ohrani¢eného miestami pre Nhel a Hind Il restrikéné endonukleazy. PCR produkt bol
gélovo purifikovany, precipitovany, premyty a znovu rozsuspendovany vo vode

pouzitim Standardnych postupov.

PCR primery na klonovanie P. pyrali (svatojanska muska) luciferazového
_' genu boli navrhnuté tak, aby PCR produkt kodoval celt dizku luciferazoveho
proteinu s vynimkou aminoterminalneho metioninového zvysku, ktory bol nahradeny
dvoma aminokyselinami, a to aminoterminalnym lyzinovym zvyskom, po ktorom
nasleduje leucinovy zvySok. Oligonukleotidové PCR primery, ktoré boli pouzité na
klonovanie luciferdzového génu sU 5'-GAG-ATC-TGA-AGC-TTG-AAG-ACG-CCA-

AAA-ACA-TAA-AG-3' (sense) (sekv. €. 17) a 5' -ACG-CAT-CTG-GCG-CGC-CGA-
TAC-CGT-CGA-CCT-CGA-3'(antisense) (sekv. ¢&. 18), pricom boli pouzité

Standardné PCR reakcie a komerCne dostupny plazmid (pT3/T7-Luc) (Clontech)

obsahujuci luciferazovy reportérovy gén ako templat. Predpokladalo sa, Ze tymito
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primermi sa ziskal priblizne 1,9 kb produkt koresponduijlici s luciferazovym génom,
ktory bol ohrani¢eny Stiepnymi miestami pre Hindill a BssHIl restrikcné
endonukledzy. Tento fragment bol gélovo purifikovany, precipitovany, premyty a

znovu rozsuspendovany vo vode pouzitim $tandardnych postupov.

Na kompletizaciu ras-luciferazovej fuzie boli PCR produkty reportérového
génu, ras a luciferdzy Stiepené prislusnymi restrikCnymi endonukleazami a
klonované Iiga'ciou troch ¢asti do expresného vektora obsahujiceho MMTV prométor
indukovatelny steroidmi z virusu mySieho prsného nadoru, pouzitim restrikCnych
endonukledz Nhel, Hindlll a BssHII. Vysledny klon mal inzert H-ras 5’sekvencie (od
-53 do +65) fluzovany v &itacom rémci s luciferazovym génom svatojanskej musky.
Vysledny expresny vektor kéduje ras-luciferazovy flzny produkt, ktory je

exprimovany pod kontrolou steroidom indukovatelného MMTV prométora.
Priklad 4
Transfekcia buniek plazmidovou DNA

Transfekcia bola uskutoéiovana ako popiéuje Greenberg (Current Protocols
in Molecular Biology, Ausubel et al., eds., John Wiley and Sons, NY) s nasledujucimi
modifikaciami: HelLa bunky boli umiestnené na 60 mm misky s hustotou 5 x 10°
buniek/misku. Na kazdu misku bolo pridané celkovo 10 pg DNA, z ktorych 9 ug bol
ras-luciferazovy reporterovy plazmid a 1 pg bol vektor exprimujuci potkani
glukokortikoidny receptor pod kontrolou konstitutivneho Rous sarkéma virusového
(RVS) prométora. Po 16 az 20 hodinach boli odstranené fosforeCnan vapenaty-DNA
koprecipitaty premytim s Tris-pufrovanym fyziologickym roztokom (50 mM Tris-Cl .
(pH 7.,5) 150 mM NaCl)) obsahujicim 3 mM EGTA. K bunkam bolo potom pridané
Cerstvé médium doplnené 10 % fetalnym bovinnym sérom. Pred aktivaciou
reporterového  génu  dexametazonom boli  bunky oSetrené antisense

oligonukleotidmi.
Priklad 5

Osetrenie buniek oligonukleotidmi
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Okamzite po transfekcii boli bunky trikrdt premyté s OptiMEM (GIBCO) a
predhriate na 37 °C. Na kazdu misku sa pridali 2ml OptiMEM obsahujiceho 10 pg/ml
N-(1-(2,3-dioleyloxy)propyl)-N,N,N-trimetylaménium chloridu (DOTMA) (Bethesda
Research Labs, Gaithersburg, MD), priamo boli dané oligonukleotidy a misky boli
inkubované 4 hod. pri 37 °C. OptiMEM bol potom odstraneny a nahradeny médiom
vhodnym pre rast buniek, ktoré obsahovalo oligonukleotidy. Zaroven bola aktivovana
expresia reporterového génu oSetrenim buniek s dexametazonom vo vyslednej

koncentracii 0,2 pM. Bunky boli zozbierané 12 az 16 hodin po o$etreni steroidom.
Priklad 6
Luciferazovy experiment

Z buniek bola luciferaza extrahovana lyzou detergentom Triton X-100, ako
popisuje Greenberg (Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel et él., eds.,
John Wiley and Sons, NY). Na meranie vrchola luminiscencie po pridani luciferinu
(Sigma) do 625 uM bol pouzity Dynatech ML100 luminometer. Na to, aby sa zaistilo
zachytenie udajov v linedrnom rozsahu, bola pre kazdy extrakt luciferazova skuska

uskutocnovana v roznych €asoch a pouzitim réznych mnozZstiev.
Priklad 7
Inhibicia expresie ras-luciferazového génu antisense oligonukleotidom

Pouzitim ras-luciferazoveého reporterového génového systému, ktory bol
popisany v predchadzajlcich prikladoch, bola testovana séria fosforotioatovych
oligonukleotidov cielenych na bodovd mutéciu v kodéne12 aktivovaného H-ras.
lTa’to séria obsahovala zakladnu sekvenciu a analdgy zakladnej sekvencie. Aktivita
zakladne] sekvencie bola znama z medzindrodnej zverejnenej prihlagky ¢ WO
92/22651, ktora bola popisana vyssie. Tak v zakladnej sekvencii ako al v je
analdégoch, kazda nukleozidova jednotka zahfnala fosforotiodtovi vazbu, ktora
poskytuje nukledzovl rezistenciu. Kazdy z analégov obsahoval nukleozidové
| jedhotky, ktoré obsahovali 2°-O-metyl substituenty a 2’-deoxy-erytro-pentofuranozyl
sacharidové Casti. V analégoch boli subsekvencie podjednotiek obsahujucich 2°-

deoxy-erytro-pentofuranozy! sacharid ohranitené na oboch koncoch subsekvenciami
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2-O-metyl substituovanych podjednotiek. Analdgy sa navzijom odliSovali dizkou
subsekvencie podjednotky obsahujucej 2°-deoxy-erytro-pentofuranozyl sacharid. 2°-
deoxy-erytro-pentofuranozy! nukleozidové subsekvencie boli umiestnené do stredu

bodovej mutécie v kodéne 12 aktivovaného ras.

V tabulke 1 st uvedené oligonukleotidové sekvencie, znadky sekvencii a
identifikacné Sisla sekvencii (vSetko su fosforotioatové analogy). V tejto tabulke
nukleozidy oznagené z ™ obsahujil 2°-O-metyl substituent a nukleozidy oznadené s

-¢ SU 2"-deoxy-erytro-pentofuranozylové nukleozidy.

Tabulka 1

Chimérne 2'-O-methyl P=S oligonukleotidy

OLIGO SEKVENCIA SEKV. cC.
c.:

2570 C.CsAy CaB,Cy CuGuA; C,G4G,4 C,G4Cq CiCq 1

3975 c'c'a" c'a"c" C'G"a, C"G'G" c'g"c" C'c” 1

3979 c'c"'a" ¢'atc" c"g,a, C.G'G" C'G'C" C'c” 1

3980 c'c'a® c"a"c" c,G,A; C.G.G" CUGCt 't 1

3985 c'c'a" C"a"C, C,GsA; C.G.G, C"G"c" c'c" 1

3984 C'C"A" C"'A,C, C,G4A,; C4G4G,; CG"C* C'c™ 1

Obrazok 1 znazorfiuje Udaje o davkovej odpovedi. Bunky boli oSetrené
fosforotioatovymi oligonukleotidmi podi'a tabulky 1. Oligonukleotid 2570 je cieleny na
kodén 12 bodovu mutaciu mutaninej (aktivovanej) H-ras RNA. Ostatné nukleotidy
maju na zvySenie vazobnej afinity 2°-O-metyl substituenty spolu s rdozne dlhymi
sekciami  prerusovanych  2’-deoxy-erytro-pentofuranozylovych*  nukleozidov.
Kontrolny oligonukleotid je ndhodny 20 mérny fosforotioatovy oligonukieotid.
Vysledky st vyjadrené v percentach vzhladom na luciferazovd aktivitu
transfekovanej bunky, ktora nebola osSetrena oligonukleotidom. Ako vidno na
obrazku, vysledkom oSetrovania buniek vzrastajicou koncentraciou oligonukleotidu
2570 bola davkovo zé.vislé inhibicia ras-luciferdzovej aktivity v bunkach

exprimujucich mutantni formu ras-luciferdzy v porovnani s normélnou formou.
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Z obrazku 1 je dalej zrejmé, ze kazdy z oligonukleotidov 3980, 3985 a 3984
vykazoval vySSiu inhibiciu ras-luciferdzovej aktivity ako oligonukleotid 2570.
Oligonukleotid 3985, ktory ma 7 mérnu subsekvenciu 2’-deoxy-erytro-
pentofuranozylovych nukleozidov, prejavil najvyssiu inhibiciu. Oligonukleotid 3980,
ktory ma 5 mérnu subsekvenciu 2°-deoxy-erytro-pentofuranozylovych jednotiek
vykazoval druhd najvySsi inhibiciu a nasledoval oligonukieotid 3984, ktory ma 9
mérnu  subsekvenciu  2°-2°-deoxy-erytro-pentofuranozylovych  nukleozidovych

jednotiek.

Obrézok 2 zobrazuje podobné vysledky ako obrazok 1, s tou vynimkou, Ze je
vo forme stipcového grafu. NavySe moZno na obrazku 2 vidiet aktivitu
oligonukleotidu' 3975 a oligonukleotidu 3979. Tieto oligonukleotidy maju
subsekvencie 2’-deoxy-erytro-pentofuranozylovych nukleozidovych jednotiek dihé 1
a 3 nukleozidy. Z obrazku 2 je‘zrejmé, ze ziadny z oligonukleotidov nevykazuje
signifikantnd aktivitu. Pri davke s najvySSou koncentraciou bola pozorovana

meratefna aktivita oligonukleotidu 3979, ktory ma 3 mérnu deoxy subsekvenciu.

ZvySena aktivita oligonukleotidov 3980, 3985 a 3984 v pbrovnam’ S
oligonukleotidom 2570 je prisudzovana zvySenej vazobnej afinite , ktora je tymto
zluCeninam dana 2°-O-metyl substituentami umiestnenymi v zliiéenine, a Rnaza H
aktivacii, ktora je tymto zlienindm dana zallenenim 2°-deoxy-erytro-
pentofuranozylovych nukleozidov do hlavnej sekvencie nukleozidov. Je zaujimavé
poznamenat, ze oproti aktivnym zluCeninam podla vynalezu, sekvencie identické s
tymi, ktoré maju aktivne oligonukleotidy 2570, 3980, 3985 a 3984, ale majuce
fosfodiesterové vazby namiesto fosforotioatovych, ktoré si v aktivnych
oligonukleotidoch podra 'vynélezu, nevykazuju Siadnu aktivitu. To je prisudzované'
tomu, ze fosfodiesterové zliCeniny sU substratom pre nukleazy, ktoré degradujd

fosfodiesterové zlG€eniny, ¢im predchadzaju potencionalnej aktivacii RNazy H.

Iné sacharidové modifikacie: Boli testované Udinky inych 2° sacharidovych
modifikacii okrem 2°-O-metyl substituentov na antisense aktivitu chimérnych
oligonukleotidov. Tieto modifikacie su uvedené v tabulke 2, spolu s hodnotami
teploty topenia ziskanych, ked 7 mérna deoxy subsekvencia (alebo 7 mérne deoxy

prerusenie) bola hybridizovana s 25 mérnym oligonukleotidovym komplementom,
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ako je popisané v priklade 8. Pri tychto oligonukleotidoch bola pozorovana suvislost

......

2’-fluoro chimérne oligonukleotidy vykazovali najvy$siu Tr, v sérii.
Tabulka 2

Korelacia T,, s antisense aktivitou 2°-modifikovaného 17 méru s 7-deoxy prerusenim

2' MODIFIKACIA T. (°C) IC,, (nM)
Deoxy 64.2 150
O-Pentyl 68.5 150
O-Propyl 70.4 70
O-Methyl 74.7 20
Fluoro 76.9 10

Tieto 2" modifikované 6Iigonukleotidy boli testované na antisense aktivitu voci ’
H-ras pouzitim transaktivaéného reportérového génového testu popisaného v
priklade 9. VSetky tieto 2 'modifikované chimérne zli&eniny inhibovali ras expresiy,
pricom 2"-fluoro 7 mérom prerusena zlicenina bola najaktivnejsia. Aktivny bol tiez

2’-fluoro chimérny oligonukleotid .s 5 mérnym centralnym deoxy prerusenim.

Chimeérne fosforotioatové oligonukleotidy so sekv. €. 1 majuce 2°-O-propyl!
subsekvencie ohrani¢ené 5 mérnymi alebo 7 mérnymi deoxy subsekvenciami, boli
porovnavané s 2'-O-metyl chimérnymi oligonukleotidmi. Expresia ras.v T24 bunkach
bola inhibovana tak 2°-O-metyl vako 3 2'—O;propyl chimérnymi oligonukleotidmi so 7
mernymi deoxy preruSeniami a jednotnou fosforotiodtovou kostrou. V pripade, ze
deoxy prerusenie pokleslo na 5 nukleotidov, ras expresiu inhiboval len 2°-O-metyl

oligonukleotid.

Inhibicia H-ras génovej expresie v nadorovych bunkach antisense
oligonukleotidom: boli testované dva fosforotioatové oligonukleotidy (2502, 2503)
komplementarne k ras AUG oblasti tak ako je popisané v priklade 10, spolu s

chimérnymi oligonukleotidmi (4998, 5122), ktoré maju rovnakl sekvenciu a 7 mérne
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deoxy subsekvencie ohrani¢erné 2°-O-metyl subsekvenciami. Tieto chimérne

oligonukleotidy su uvedené v tabulke 3.
Tabulka 3

Chimérne fosforotioatové oligonukleotidy majice 2°-O-metyl konce (hrubo vytlaéehé)_ |

a centralne deoxy prerusenie (AUG ciel)

OLIGO | #DEOXY SEKVENCIA SEKV. C.:
2502 20 CTTATATTCCGTCATCGCTC 2
4998 7 CTTATATTCCGTCATCGCTC 2
2503 20° TCCGTCATCGCTCCTCAGGG 3
5122 7 TCCGTCATCGCTCCTCAGGG 3

Zlucenina 2503 inhibovala ras expresiu v T24 bunkach o 71 % a chimérna
zli¢enina 4998 inhibuje MRNA este viac (84 % inhibicia). Zlucenina 2502, tiez
komplementarna k AUG aoblasti, znizuje ras RNA hladiny 0 26 % a chimérna verzia
tohto oligonukleotidu (5122) vykazuje 15 % inhibiciu. Do tohto testu boli tiez
zahrnuté oligonukleotidy cielené na mutantny kodén 12. ZlG€enina 2570 (sekv. €. 1)
znizovala ras RNA o 82 % a 2’-O-metyl chimérna verzia tohto oligonukleotidu s 7

mérnou deoxy subsekvenciou (3985) znizovala ras RNA 0 95 %.

Boli testovaneé tiez oligonukleotidy 2570 a 2503 na urcenie ich Géinku na ras
expresiu v HelLa bunkach, ktoré maju prirodzeny typ (to znamena nie aktivovany) H-
ras kodonu 12. Hoci oba tieto oligonukleotidy inhibovali ras expresiu v T24 bunkéach
(maju aktivovany koddn 12), len oligor{ukleotid 2503  schopny Specifickej
hybridizacie s ras AUG inhiboval ras expresiu v HelLa bunkach, pretoze tieto bunky

nemaju aktivovany koddn 12.

Oligonukleotid 2570, 17 meérny fosforotioatovy oiigonukleotid komplementarny
S oblast’du kodénu 12 aktivovaného H-ras, bol testovany na inhibiciu ras expresie
(ako je popisané v priklade 8) v T24 bunkach spolu s chimérnymi fosforotioatovymi
2°-0-metyl substituovanymi oligonukleotidmi 3980, 3985 a 3984, ktoré maju rovnaku

sekvenciu ako 2570 a maju deoxy subsekvencie 5, 7 a 9 nukleozidovych jednotiek
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(znazornené v tabulke 1). Uniformny 2°-deoxy oligonukieotid 2570 a tri chimérne
oligonukleotidy zniZzovali hladiny ras mRNA v T24 bunkach. Ziuceniny 3985 (7
mérne deoxy prerudenie) a 3984 (9 mérne deoxy prerusenie) znizovali ras mRNA o
81 %; zluCenina 3980 (5 mérne deoxy prerusenie) znizovala ras mRNA o 61 %.
Chimérne oligonukleotidy majice tito sekvenciu, ktoré ale maju 2'-fluoro
substituované nukleozidy ohranicujuce 5 mérne deoxy (4689) alebo 7 mérh'e'deoxy
(4690) sekvencie, inhibovali ras mRNA expresiu v T24 bunkach, pricom vyhodna je
ihibicia so 7 mérnym deoxy oligonukleotidom (82 % inhibicia versus 63 % inhibicia

2’-fluoro chimérneho oligonukleotidu s 5 mérnou deoxy subsekvenciou).

Inhibicia proliferacie nadorovych buniek antisense oligonukleotidom: Bol
testovany ucinok troch 17 mérnych oligonukleotidov s rovnakou sekvenciou (sekv. €.
1), ktora je komplementarna s oblastou kodénu 12 aktivovaného ras, na proliferaciu
T24 nadorovych buniek ako je popisané v priklade 11. Oligonukleotid 3985 je
uniformny fosforotioat so 7 mérnou deoxy sekvenciou ohrani¢enou 2°-O-metyl
substituovanymi nukleozidmi a 4690 je uniformny fosforotioat majlci 7 mérnu deoxy
subsekvenciu (prerudenie) ohranidend 2'-fluoro substitubvanymi nukleozidmi,
(CC'AF CTATC, C,G.A; C4G4G, C'GTCF CfCF, sekv. €. 1, pricom nukleozidy oznac';eﬁé
s "™ obsahuju 2"-fluoro substituent a nukleozidy oznadené s "' su 2’-deoxy-erytro-
pentofuranozylové nukleozidy). U&inok tychto oligonukleotidov na proliferaciu
nadorovych buniek dokazany Northern blot analyzou dobre koreluje s ich Géinkom
na expresiu ras mRNA: oligonukleotid 2570 inhiboval bunkovu proliferaciu o 61 %,

2°-O-metyl chimérny oligonukleotid 3985 inhiboval bunkovu proliferaciu o 93 %.

Pri studiu zavislosti bunkovej odpovede na davke tychto oligonukleotidov sa
ukézald, Ze inhibicia je zavisla na davke v rozmedzi od 25 nM do 100 nM. Hodnoty ' -
ICso 44 nM, 61 NM a 98 nM mohli byt priradené k oligonukleotidom 4690, 3985 a

2570. Pri testovani davok nemal nahodny oligonukleotid Ziadny ucinok.

Uginok ISIS 2570 na proliferaciu bunky je épecificky vzhladom na typ bunky.
Inhibicia prolyferacie T24 buniek tymto oligonukleotidom bola $tyri krat silnejsia ako
inhibicia Hel.a buniek rovnakym oligonukleotidom (koncentrécia oligonukleotidu bola

100 nM). ISIS 2570 je cielend na aktivovany (mutantny) ras kodén 12, ktrory je
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pritomny v T24 bunkach, ale chyba v Hela bunkach, ktoré maju prirodzeny typ
kodonu 12.

Chimérne oligonukleotidy s modifikovanou kostrou: oligonukleotidy
diskutované v predchadzajucich prikladoch mali uniformné fosforotiodtové kostry.
2'modifikované chimérne oligonukleotidy diskutované vyssie nie su aktivne ak maju
uniformné fosfodiesterové kostry. Chimérny oligonukieotid (ISIS 4226) bol
syntetizovany tak, ze mal 2’-O—fnetyl substituované oblasti ohranicujuce 5 mérne
deoxy prerusenie, pricom prerusenie ma P=8 vazby a ohranicujuce oblasti maju P=0
vazby. Bol tiez vyrobeny dalsi chimérny oligonukleotid (ISIS 4223), ktory ma P=0
kostru v preruseni a P=S v ohrani¢ujucich oblastiach. Tieto oligonukleotidy su

uvedené v tabul"ke 4,

Boli tiez syntetizované oligonukleotidy, ktoré maju uniformné 2°-deoxy
nukleozidové jednotky. Tieto oligonukleotidy maju fosforotioatové vézby bud s
jednou fosfodiesterovou (ISIS 4248), s dvoma fosfodiesterovymi (ISIS 4546), s troma
fosfodiesterovymi (ISIS 4551), so Styrmi fosfodiesterovymi (ISIS 4593), s piatimi
fosfordiesterovymi (ISIS 4606) alebo desiatimi fosfodiesterovymi (ISIS 4241)
vazbami v centralnej oblasti molekuly. Tieto oligonukleotidy su tiez uvedené v

tabul'ke 4.
Tabulka '4

Oligonukleatidy s chimérnou kostrou (P=S/P=0), ktoré maju 2°-O-metyl ohranitenia
(hrubo vyznacené) a centralne deoxy prerusenie (vazby su oznacené ako s (P=S)
alebo ako o (P=0)

OLIGO # P=S : | SEKVENCIA ' | SEKV. C.:
2570 16 CsCsAsCsAsCsCsGsAsCsGsGsCsGsCsCsC 1
4226 5 CoCoAoColAoCasCsGsAsCsGoGoCoGoCoCol 1
4233 11 CsCsAsCsAsCoCoGoAoCoGsGsCsGalaCsC 1
4248 15 CsCsAsCsAsCsCsGsAoCsGsGsCsGsCsCsC 1
4546 14 CsCsAsCsAsCsCsGoAoCsGsGsCsGsCsCsC 1
4551 13 CsCsAsCsAsCsCsGoA0CoGsGsCsGsCsCsC 1

4593 12 CsCsAsCsAsC-sCoGvoCoGsGsCsGsCsCsC 1
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4606 11 CsCsAsCsAsCsCoGoAoCoGoGsCsGsCsCsC 1

4241 6 CsCsAsCoAoCoCoGolAoCoGoGoCoGsCslsC 1

Oligonukleotidy boli inkubované v hrubych extraktoch pri 37 °C, aby sa urcila
ich senzitivita k nukledzovej degradacii ako je popisané v Dignam et al., Nucleic
Acids Res. 1983, 11, 1475-1489. Oligonukleotid (4233) s 5 mérnou fosfodiesterovou
centralnou oblastou a fosforotiovat/2"-O-metyl substituovanymi ohraniCujucimi
oblastami mal Ty, 7 hodin. . Oligonukleotid s 5 mérnou fosforotioatovou centralnou
oblastou a fosforotiovat/2’-O-metyl substituovanymi ohranicujucimi oblastami mal
T2 30 hodin. V sade oligonukleotidov, ktoré maju 1 az 10 fosfodiesterovych vazieb,
bol oligonukleotid (4248) s jednou fosfodiesterovou vazbou rovnako stabilny voci
nukledzam ako uniformny fosforotiodtovy oligonukleotid ISIS 2570, pricom
nevykazoval ziadnu degradaciu po 5 hodinach v extrakte Hela buniek.
Oligonukleotidy s 2-, 3- a 4-mérnou fosfodiesterovou centrélnou oblastou mali T
priblizne 5,5 hodiny, 3,75 hodiny, a 3,2 hodiny; oligonukleotidy s 5- a 10-mérnou

fosfodiesterovou centralnou oblastou mali T4z 1,75 hodiny a 0,9-hodiny.

Antisense aktivita chimérnych oligonukleotidov s modifikovanou kostrou:
Antisense aktivita navyzaduje uniformnu fosforotioatovl kostru. V ras-luciferazovom
reporterovom systéme bol testovany uc€inok ISIS 4226 a ISIS 4233 spolu s ISIS
2570 (uniformny fosforotioat/uniformny deoxy), ISIS 3980 (uniformny fosforotioat, 2°-
O-metyl ohraniCujlice oblasti s deoxy centrélnou oblastou) a ISIS 3961 (uniformny
fosfodiester, 2°-O-metyl ohraniCujuce oblasti s deoxy centralnou oblastou), na ras
expresiu. VSetky oligonukleotidy, ktoré maju P=S (to znamena rezistentnu voci
- nukleaze) pentrélnu oblast, inhibovali ras expresiu. Bola tiez testovana aktivita
dvoch uniformnych 2°’-deoxy oligonukleotidov, ktoré maju fosforotioatové vazby
obsahujuce bud jednu fosfodiesterova (ISIS 4248) alebo 10 fosfodiesterovych
vazieb (ISIS 4241) v centre molekuly. Oligonukleotid obsahujtici jednu P=0 bol
prave tak aktivny ako oligonukleotid obsahujuci len fosforotioatové vazby (uniformny
P=S oligonukleotid), zatial' ¢o rovnaky oligonukleotid obsahujuci 10 P=0 vazieb bol

Uplne neaktivny.

Boli vyrobené fosforotioatové chimérne oligonukieotidy so sekvenciou €. 1,

ktoré maju fosforotioatovu kostru v 7 mérnej centrélnej oblasti (preruSenie) a
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fosfodiesterové vazby v ohraniCujucich oblastiach, ktoré boli bud 2°-O-metyl alebo
2°-O-propyl  substituované. Oligonukleotidy s 2°-O-propyl substituovanymi

fosfodiesterovymi ohranicujucimi oblastami boli schopné inhibovat ras expresiu.
Priklad 8
Krivky teploty topenia

Krivky zavislosti absorbancie na teplote boli merané pri 260 nm pouzitim
Gilford 260 spectrofotometra riadeného pocitacom IBM PC a Gilford Response |I
spektrofotometrom. Timivy roztok obsahoval 100 mM Na®, 10 mM fosfat a 0,1 mM
EDTA, pH 7. Koncentracia oligonukieotidu pola 4 uM z kazdého vlakna, a bola
uréena z abso}bancie pri 85 °C a extintnych koeficientov vypo&itanych podla
Pulglisi a Tinoco, Methods in Enzymol., 1989, 180, 304-325. Hodnoty T., volnych
energii vytvéarania duplexu a asociatnych konstant boli ziskané z udajov
zodpovedajucich dvom modelom skupenstva s linearnymi zostupnymi zakladnymi
Ciarami, Petersheim, M. a Turner, D.H., Biochemistry, 1983, 22, 256-263. Uvadzané
parametre su priemerom aspon troch experimentov. Pri niektorych oligonukleotidoch
bola hodnota volnej energie vytvérania duplexu, ziskana tiez z grafov Tp," vs logso
(koncentracie), Borer P.N., Dengler, B., Tinoco, I., Jr, a Uhlenbeck, O.C., J. Mol.
Biol., 1974, 86, 843-853.

Priklad 9
ras Transaktivacia reporterového génového systému

. Expresny plazmid pSV2-oli, obsahujtici cDNA inzert s aktivovanym (koddn-12,
'GGC—HGTC) H-ras génom pod kontrolou konstitutivneho SV40 promoétora, bol
darom od Dr. Bruna Tocque (Rhone-Poulenc Sante, Vitry, France). Tento plazmid
bol pouzity ako templat na konstruckciu H-ras expresného plazmidu regulovaného
steroidom indukovatefnym MMTV prométorom z virusu mysieho prsného nadora,
pouzitim PCR. Aby sa ziskala H-ras kodujica sekvencia, bola pomocou PCR
amplifikovand 570 bp kddujlca oblast' H-ras génu. Na ulahéenie klonovania boli
navrhnuté PCR primery s unikatnymi miestami pre restrikéné endonukleazy v ich 5°
oblastiach. Pred klonovanim boli PCR produkty obsahujuce kddujuce oblasti H-ras
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onkogénu s mutaovanym kodénom 12, gélovo purifikované, stiepené a znova gélovo

purifikované. Kostrukcia bola ukoncena klonovanim inzertu do expresného plazmidu

pMAMneo (Clontech Laboratories, CA).

Na detekciu ras expresie bol pouzity ras-responzivny reporterovy gen
pRDO53, Owen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1990, 87, 3866-3870.

Priklad 10
In vivo Northern blot analyza ras expresie

Linia buniek ludského nadora mocového mechira T24 boola ziskana z
American Type Culture Collection (Rockville MD). Bunky rastli v McCoy’s 5A mediu
s L-glutaminom (Bibco BRL, Gaithersburg MD), doplnenom s 10 % fetalnym
hovadzim sérom, ktoré bolo inaktivované zahriatim, a 50 U/ml penicilinu a 50 U/ml
streptomycinu. Bunky boli vysiate na 100 mm platne. Oligonukleotidom boli
oSetrené, ked poryvali platniiu na 70 %. Platne boli premyté s 10 ml predhriateho
PBS a 5 mi OptiMEM - médiom so znizenym obsahom séra obsahujucim 2,5 ul
DOTMA. Potom boli do Ziaducej koncéhtrécie pridané oligonukleotidy. 4 hodiny po
oSetreni bolo médium nahradené McCoy médiom. 48 hodin po oSetreni
oligonukleotidom boli bunky pozbierané a bola z nich izolovand RNA pouzitim
standardnej -CsCI purifikatnej metédy. Kingston, R.E., v Current Protocols in
Molecular Biology, (F.M. Ausubel, R. Brent, R.E. Kingston, D.D. Moore, J.A. Smith,
J.G. Seidman a K. Strahl eds.), John Wiley and Sons, NY.

Bunkova linia l'udského epitelového karcindmu Hela 229 bola ziskana zo
zbierky American Type Culture Collection (Bethesda, MD). Hela bunky boli
udrziavané v monovrstve v é-jamkovych platniénach v Dulbeccovom modifikovanom -
Eaglovom médiu (DMEM) doplnenom s 10 % fetalnym bovinnym sérom a 100 U/ml
penicilinu. OSetrenie oligonukleotidmi a izolacia RNA boli v podstate také isté ako

bol popisané vyssie pre T24 bunkach.

Nothern hybridizacia: 10 ug z kazdej RNA bolo podrobenych elektroforéze na
1,2 % agar6zovom/formaldehydovom géli a cez noc prenaSanych na GeneBind 45
nylonovid membranu (Pharmacia LKB, Piscataway, NJ) pouzitim $tandardnych

metod. Kingston, R.E., v Current Protocols in Molecular Biology, (F.M. Ausubel, R.
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Brent, R.E. Kingston, D.D. Moore, J.A. Smith, J.G. Seidman a K. Strahl eds.), John
Wiley and Sons, NY. RNA bola pripevnena na membranu UV sprostredkovanymi
vézbami. Pouzitim Prime gény oznalujuceho kitu (Promega, Madison WI) boli
syntetizované dvojvlaknové sondy znacené *P. Ras sondou bol Sall-Nhel fragment
cDNA klonu z mRNA aktivovaného (mutantného) H-ras, ktory ma GGC naGTC
mutaciu v kodéne 12. Kohtrolnou.sondou bol G3PDH. Bloty boli prehybridizované 15
minut pri 68 °C s QuickHyb hybridizaénym roztokom (Stratagene, La Jolla, CA). Bola
pridand zahriatim denaturovana radioaktivna sonda (2,5 x 10° impulzov/2 m!
hybridizacného roztoku) zmieSana s 100 pl 10 mg/ml DNA z lososich ikier a
membrana bola hybridizovana 1 hodinu pri 68 °C. Bloty boli premyvané dva kréat po
15 mindt pri laboratérnej teplote v.2x SSC/0,1 % SDS a jeden krat pocas 30 minut pri
60 °C v 0,1 x SSC/0,1 % SDS. Bloty boli podrobené autoradiografii a intenzita
signalu sa kvantifikovala pouzitim ImageQuuant Phosphorlmagera (Molecular
Cynamics, Sunnyvale, CA). Northern bloty boli najpr hybridizované s ras sondou,
potom boli vyvolané prazky 15 minutovym povarenim v 0,1 x SSC/0,1 % SDS a
znova hybridizované s kontrolnou G3PDH sondou, aby sa skontrolovalo spravne

nalozenie vzoriek.
Priklad 11

Inhibicia expresie PKC-oo mRNA chimérnymi (deoxy prerusenymi) 2°-O-metyl

oligonukleotidmi

Oligonukleotidy so sekvenciou €. 4 boli syntetizovane ako uniformné
fosforotiodtové chimérne oligonukleotidy, ktore maju deoxy centralnu oblast' alebo
deoxy "prerusenie rézhej dizky, ktoré je ohraniéené 2°-O-metyl sub,stitu'o'vanymi
sekvenciami. Tieto oligonukleotidy (v koncentracii 500 nM) boli testovaneé z hl'adiska
u€inku na hladiny PKC-«« mRNA Northern blot analyzou. Vo vsetkych pripadoch
vykazovali maximalne znizenie hladin PKC-a mRNA (obolch transkriptov) deoxy
prerusenia s 8 a viach nukleozidmi. Oligonukleotidy s deoxy prerusenim v dizke 4
nukleozidov vykazovali znizenie PKC-a mRNA o priblizne 83 % a oligonukleotidy s
deoxy preruSenim v dizke 6 a viac nukleozidov vykazovali skoro Uplné zniZenie
PKC-: mRNA. |
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2°-O-metyl substituované chimérne oligonukleotidy so 4- a 6-mérnymi deoxy
preruSeniami mali 1Cs, redukcie PKC-o. mRNA (koncentracia oligonukleotidu
postacujica na 50 % znizenie hladin PKC-a mRNA) od 200 nM do 250 nM, tak isto
ako uniformny deoxy oligonukleotid (vSetky su uniformné fosforotioaty). 2°-O-metyl
substituovany chimérny oligonukleotid s 8-mérnym deoxy prerusenim mal ICso

priblizne 85 nM.

Z hladiska schopnosti znizit' hladiny PKC-o. mRNA bolo porovnavanych
niekolko vyriantov tohto chimérneho oligonukleotidu (sekv. & 4). Tieto

oligonukleotidy st uvedené v tabutke 5.
Tabulka 5

Chimérne 2°-O-metyl/deoxy P=S oligonukleotidy; 2°-O-metyl je hrubo vytladeny; s =

P=S vazba a o = P=0 vazba

OLIGO SEKVENCIA SEKV. C.:
3522 AsAsAsAsCsGsTsCsAsGsCsCsAsTsGsGsTsCsCsC 4
5352 AsAsAsAsCsGsTsCsAsGsCsCsASTsGsGsTsCsCsC 4
6996 A0A0A0RA0COGSsSTsCsAsGsCsCsAsTsGoGoToCoCol 4
7008 As8A0AOA0COGsTsCsAsGsCsCsAsTsGoGoToColsC 4
7024 As;l\.voAoCoGsToCsAoGsCoCsAsTsGoGoToCoCsC 4

Uginok tychto oligonukleotidov na hiadiny PKC-o. mRNA je znazorneny na
obrazku 3. Redukciu PKC-oc mRNA vykazu;u oligonukleotidy 7008, 3522 a 5352,

prlcom najaktivnejsim je 5353.

Bola syntetizovana séria 2°-O-propyl chimérnych oligonukleotidov majtcich

sekvenciu ¢. 4. Tieto oligonukleotidy si znazornené v tabulke &. 6.
Tabulka 6

Chimérne 2°-O-propyl/deoxy P=S oligonukleotidy; 2"-O-propyl je hrubo vytladeny; s =

P=S vazba a o = P=0 vazba
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OLIGO SEQUENCIA SEKV. C.:
7199 AsAsAsAsCsGsTsCsAsGsCsCsAsTsGaeGsTsCsCsC 4
7273 AoAo0A0A0COGSTsCsAsGsCsCsAsTsGoGoToCoCoC 4
7294 AsSAo0RAOA0COGSTsCsAsGsCsCsAsTsGoGoToCoCsC 4

7295 AsSsAoOAoOA0COGSToCsA0GsCoCsAsTsGoGoToCoCsC 4

Tieto 2°-O-propyl chimérne oligonukleotidy boli porovnavané s 2°-O-metyl
chimérnymi oligonukleotidmi. Z hladiska znizovanie hladin PKC-oo mRNA boli
oligonukieotidy 7273 a 7294 aktivnejSie ako ich 2°-O-metyl naprotivky. To je

znazorneneé na obrazkoch 4 a 5.
Priklad 13
Dalsie oligonukleotidy, ktoré znizuji expresiu PKC-o. mMRNA

Boli navrhnuté a syntetizované dalSie fossforotioatové oligonukleotidy, ktoré
boli mierené na 3’ netranslatovand oblast' [udskej PKC-a. Tieto sekvencie su

uvedené v tabulke 7.
Tabulka 7

Chimerne 2°-O-propyl/deoxy P=S oligonukleotidy cielené na PKC-a. 3"-UTR; hrubo je
vytlaceny 2°-O-propyl; s = P=S vazba a 0 = P=0 vazba

OLIGO SEKVENCIA SEKV. C.:
6632 TsTsCs TsCsGs CsTsGs GsTsGs AsGsTs TsTsC 5
6653 TsTsCs TsCsGs CsTsGs GsTsGs AsGsTs TsTsC 5
6665 ToToCo TsCsGs CsTsGs GsTsGs AsGsTo ToToC 5
7082 TsCsTs CsGsCs TSGSGS TsGsAs GsTsTs TsC 6
7083 TsCsTs CsGsCs TsGsGs TsGsAs GsTsTs TsC 6
7084 ToCoTo CsGsCs TsGsGs TsGsAs GsToTo ToC 6

Z hladiska znizovania hladin PKC-o mRNA su najaktivnejsie oligonukleotidy
6632, 6653, 7082 a 7083.

Priklad 14
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Uginok oligonukleotidov majtcich sekvenciu &. 30 na hladiny PKC-o mRNA

Bunky A549 boli oSetrené s fosforotioatovymi oligonukleotidmi s
koncentraciou 500 nM pocas 4 hodin v pritomnosti kationickych lipidov
DOTMA/DOPE, premyté a bolo im umoznené regenerovat’ pocast' nasledujucich 20
hodin. Bola extrahovana celkova RNA a 20 ug z kazdej bolo nanesenych na 1,2 %
géli a prenesenych na nylonové membrany. Tieto bloty boli overované s *P
radioaktivne znacenou PKC-o. cDNA sondou a potom boli vyvolané pasiky a vzorky
boli opét overované radioaktivne znacenou G3PDH sondou, aby sa potvrdilo
rovnomerné nalozenie RNA. Kazdy oligonukleotid (3520 - sekv. ¢. 31, 3521 - sekv.
C. 30, 3522 - sekv. €. 4 a 3527 - sekv. ¢. 32) bol pouzity duplicitne. Posudzované a
kvantifikované s Phosphorimager (Molecular Dynamics, Sunnyvale CA) boli dva
hlavné PKC-a transkripty (8,5 kb a 4,0 kb). ISIS 3521 (sekv. &. 30) vykazoval
priblizne 80 % redukciu mensieho transkriptu a viac ako 90 % redukciu vacsieho

transkriptu.

Boli syntetizované dva oligonukleotidy, ktoré maju sekvenciu ¢. 30 a 8-mérnu
centralnu deoxy oblast ohranicnend z kazdej strany nukleozidmi' majtcimi 2°-
OCH,CH,OCH; modifikaciu. Na ulahenie syntézy bol posledny nukleozid
deoxynukleozid. Tieto zli&eniny uvedené v tabulke 8 sa navzéjom lisia, ISIS 9606
ma uniformnu fosforotioatovu kostru, zatial' o ISIS 9605 ma fosforotiodtovl kostru v
centralnej oblasti (kostrové vazby 7 az 14) a fosfodiesterovid kostru v ohraniéujticich
oblastiach. Tieto oligonukleotidy boli testované z hladiska ich schopnosti inhibovat
expresiu PKC-ao mRNA v A549 bunkach v porovnani s fosforotioatovou zli¢eninou
ISIS 3521. Vysledky su znazornené na obrazkoch 6a a 6b. Pre tieto zltiéeniny boli
vyboéitané ICso (kdncentrécie 'oligonukléotidy zabezpeCujuce 50 % inhi'biciu).
Fosforotioatova zlucenina ISIS 3521 vykazovala ICsy priblizne 170 nM. Obe
metoxyetoxy zliceniny, ISIS 9605 a 9606, vykazovali ICsp priblizne 25 nM. Toto 6 a2
7 nasobneé zvySenie potencie metoxyetoxy modifikaciou indikovalo prekvapujdcu
aktivitu. Metoxyetdxy zliCeniny 9605 a 9606 su vyhodnymi kvoli ich extrémne

n izkym |Cso .

Tabulka 8
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Oligonukleotidy majuce sekv. €. 30

ISIS # SEKVENCIA

3521 GsTsTsCsTsCsGsCsTsGsGsTsGsAsGsTsTsTsCsA
9605 GoToToCoToCsGsC;TsGsGsTsGsAsGoToToToCoA _
9606 GeTsTs8Cs8TsCsGsCsTsGsGsTsGsAsGsT8Ts8TsCsA
12723 GoToToCoToCsGsCsTsGsGsTsGsAsGoToToToCoA

hrubo vytlacené je 2-OCH,CH,OCHj
s = fosforotioatova (P=S) vazba

o = fosfodiesterova (P=0) vazba

Priklad 15

Uginok 2'-metoxyetoxy oligonukleotidov 12723 na rast fudskych nadorov hrubého

creva Colo-205 v nahych mySiach

Podkoznou injekciou 5 x 10 ° Colo-205 buniek bol vneseny xenostep
subkutanneho fudského Colo-205 karcinému hrubého &reva do nahej mysi. Mysi boli
osetrené s ISIS 12723 (sekv. €. 30), oligonukleotidom, ktory mé& 8-mérnu deoxy
centrélnu_oblast’ ohraniCenu z kazdej strany 6-mérnou subsekvenciou majicou 2'-
OCH,CH,OCHs modifikéciu, pricom oligonukleotid ma fosforotiodtovd kostru v
centralnej oblasti (kostrové vézby 7 az 14) a fosfodiesterovi vazbu v ohraniéujlcich
oblastiach, alebo ISIS 3521 (sekv. &. 30) uniformnym fosforotioatom. Nukleotidy sa
podavali intravenézne jeden krét denne v davkach po 0,006, 0,06, 0,6 albo 6,0

mg/kg. V tejto studii ISIS 3521 inhiboval rast nadora o viac ako 95 % v porovnani s
| kontrolou v ktorej‘bol ako blacebo podavany fyziologicky roztok (obrézok 7b) a ISIS
3521 inhiboval rast nadora o viac ako 83 % v porovnani s kontrolou v ktorej bol ako
placebo podavany fyziologicky roztok (obrazok 7a). TakZe vyhodnou je metoxyetoxy
zluCenina ISIS 12723.

Priklad 16 -

Inhibicia expresie c-raf chimérnymi oligonukleotidmi
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Pomocou Genbank c-raf sekvencie HUMRAFR (Genbank zoznam x 03484)
boli navrhnuté chimérne oligonukleotidy so sekvenciou &. 7. Tieto boli syntetizované
a testované z hladiska inhibicie expresie c-raf mMRNA v T24 bunkdch nadoru
mocového mechtra pomocou Nortern bolt analyzy. Tieto oligonukleotidy maju
centralne "prerusenia” oblasti 6, 8 alebo 10 deoxy nukleozidov ohrani¢ené dvoma
oblastami 2"-O-metyl modifikovanych nukleozidov a st uvedené v tabulke 9. Kostry
boli uniformne fosforotioatové. V Nothern blot analyze, ktora je popisana v priklade
20, vykazovali vSetky tieto oligonukleotidy (ISIS 6720, 6-mérne deoxy prerusenie;
ISIS 6717, 8-mérne deoxy prerusenie; ISIS 6729, 10-mérne deoxy prerusenie) viac
ako 70 % inhibiciu expresie c-raf mMRNA v T24 bunkach. Tieto oligonukleotidy su
vyhodné. Oligonukleotid s 8-mérnym deoxy prerusenim (6717) vykazoval viac ako

90 % inhibiciu a je eSte vyhodnejsim.
Tabulka 9

Chimeérne 2"-O-metyl P=S deoxy “prerusené"” oligonukleotidy; hrubo je vytlaceny 2°-

O-metyl

OLIGO SEKVENCIA Cielové miesto SEKV. C.:
6720 TCCCGCCTGTGACATGCATT 3'UTR 7

6717 TCCCGCCTGTGACATGCATT 3'UTR 7

6729 TCCCGCCTGTGACATGCATT 3'UTR 7

Boli syntetizované dalSie chimérne oligonukleotidy s jednou alebo viacerymi
2°-O-metyl modifikdciami a uniformnymi fosforotiodtovymi kostrami. Tieto su
uvedené v tabulke 10. VSetky st fosforotioaty; hrubo sU oznadené 2°-O-metyl

modifikované qblasti. ’
Tabulka 10

Chimérne 2°-O-metyl P=S c-raf oligonukleotidy

OLIGO SEKVENCIA Cielové miesto SEKV. C.:
7848 TCCTCCTCCCCGCGGCGRET 5 'UTR 8
7852 TCCTCCTCCCCGCGGCGGRT 5'UTR 8

7849 CTCGCCCGCTCCTCCTCCCC 5'UTR 9
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7851 CTCGCCCGCTCCTCCTCCCC 5'UTR 9

7856 TTCTCGCCCGCTCCTCCTCC 5'UTR 10
7855 TTCTCGCCCGCTCCTCCTCC 5'UTR 10
7854 TTCTCCTCCTCCCCTGGCAG 3'UTR 11
7847 CTGGCTTCTCCTCCTCCCCT 3'UTR 12
7850 CTGGCTTCTCCTCCTCCCCT 3'UTR ' 12
7853 CCTGCTGGCTTCTCCTCCTC 3'UTR 13
9355 CGGGAGGCGGTCACATTCGG 5'UTR 19

Vyhodnymi su ISIS 7848, 7849, 7851, 7856, 7855, 7854, 7857 a 7853, ktoré
ked boli testované z hl'adiska ich schopnosti inhibovat' c-raf mRNA Northern blot
analyzou, vykdzovali viac ako 70 % inhibiciu. Z nich su este vyhodnejsie 7851,
7855, 7847 a 7853, ktoré vykazovali viac ako 90 % inhibiciu.

Boli pripravené a testované dalSie chimérne oligonukleotidy s réznymi 2
modifikaciami. SU uvedené v tabulke 11. VSetky st fosforotiodty; hrubo st oznacené

2" modifikované oblasti.
Tabulka 11

Chimérne 2 -modifikované P=S c-raf oligonukleotidy

OLIGO SEKVENCIA CIELOVE MIESTO MODIF.SEKV. C.:
6720 TCCCGCCTGTGACATGCATT 3'UTR 2'-0-Me 7
6717 TCCCGCCTGTGACATGCATT 3'UTR 2'-0-Me 7
6729 TCCCGCCTGTGACATGCATT 3'UTR 2'-0~-Me 7
8097 lTCTGGCGCTGCACCACTCTC' © 3'UTR - 2'-0-Me | 14
9270 TCCCGCCTGTGACATGCATT 3'UTR 2'-0-Prxr 7
9058 TCCCGCCTGTGACATGCATT 3'UTR 2'-F 7
9057 . TCTGGCGCTGCACCACTCTC 3'UTR 2'-F , 14

Z tychto su vyhodné oligonukleotidy 6720, 6717, 6729, 9720 a 9058. Este
vyhodnejSie su oligonukleotidy 6717, 6729, 9720 a 9058.

Priklad 17
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Ucinok 2"-metoxyetoxy oligonukleotidov so sekvenciou €. 7 na expresiu c-raf mMRNA

Boli syntetizované dva oligonukleotidy zo sekvenciou ¢ 7 a centralnou
subsekvenciou s 8-nukleozidovymi jednotkami, ktord obsahuje 2°-deoxy-erytro-
pentofuranozylové sacharidové Casti ohraniCené z kazdej strany subsekvenciami s
.6-nukleozidovou jednotkou, ktora ma 2°-0-CH,-CH-O,-CH modifikacie. Tieto
zlieniny sa navzadjom lisia v tom, Ze ISIS 10755 (tiez znama ako CIBA 1440) ma
uniformnu fosforotioatovu kostru; zatial' Co dalSia, ISIS 10754 (tiez znama ako CIBA
1439 alebo CGP 69845) ma fosforotioatoveé vazby v centralnej oblasti (vazby 7 az
14) a fosfodiesterové vazby v ohraniCujlcich oblastiach. Tieto oligonukleotidy boli
testované z hladiska ich schopnosti inhiboavat expresiu c-raf mMRNA v T24 bunkach.
Boli vypoditané hodnoty ICs, (koncentracia oligonukleotidu, ktora zabezpeci 50 %
inhibiciu) a su uvedené v tabulke 12 spolu s hodnotami T, ktoré poukazuju na
afinitu tychto oligonukleotidov k ich komplementu. Tak ISIS 10755 ako aj ISIS 10754
su vyhodnymi, kedze maju extrémne nizke [Cso. Oligonukleotidy pouzité v sulade s
vynalezom mdzu byt vyrobené rutinne, pouzitim dobre znamej techniky syntézy na
pevnej faze. (Martin, Helv. Chim. Acta, 1995, 78, 486-504.) Vybavénie na takudto
syntézu je predavané viacerimi dodavatelmi vratane Applied Biosystems. Na tuto

syntézu mdzu byt' tiez pouzité dalSie prostriedky zname zo stavu techniky.
Tabulka 12

Antisense aktivita T24 buniek a Tr,

ISIS # Modifikécia. " Tm (°C) IC,, (nM) SEKV. &.:

5132  deoxy/P=S 62.2 125 . 7

10755 2'-O—CH2CH20Cﬁ3/P=é 7‘6.1 20 7

10754 2'-0-CH,CH,OCH,/ 77.5 20 7
P=S/P=0

Priklad 18

Uginok ISIS 5132 a CGP 69845 na nadory ludského plticneho adenokarcinému
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Do samca nahej mysi typu Balb/c bol vneseny subkutanny xenostep ludského
A549 plticneho adenokarcinému. Tento Step bol odetreny s ISIS 5132 (sekv. ¢&. 7)
alebo s metoxyetoxy (2°-O-CH,-CH,-O-CHj3) verziou sekvencie &. 7 (CGP 69845),
pricom oba boli podévané denne, intravendznou injekciou v dévkach v rozmedzi od
0.006 do 6,0 mg/kg. ISIS 5132 znizoval velkost' nadoru vo vSetkych davkach; od
davky zavislym spdsobom, ako je zndzornené na obrazkoch 6a a 6b. Metoxyetoxy
(2°-0-CH,-CH,-0-CHj3) oligonukleotid, CGP 69845, mal podobny U&inok ako ISIS
5132 pri nizsich davkach a este vyssie inhibiéné Gginky ako ISIS 5132 pri davke 6,0

mg/kg.
Priklad 19
A549 xenostepy

Do vnutorného stehna nahej mySi boli subkutanne implantovanych 5 x 10°
A549 buniek. Oligonukleotidy (ISIS 5132 a CGP 69845, tiez znamy ako ISIS 10754)
rozsuspendované vo fyziologickom roztoku boli podavané raz denne intravenéznou
injekciou v davkach v rozmedzi od 0,006 do 6,0 mg/kg. ‘Vysledné nadory boli merané

po 9, 12, 17 a 21 drioch a boli vypocitané objemy nadorov.
Priklad 20
Northern blot analyza inhibicie expresie c-raf

Linia buniek ludského n&dora modového mechira T24 boola ziskand z
American Type Culture Collection (Rockville MD). Bunky rastli v McCoy’s 5A médiu
s L-glutaminom (Bibco BRL, Gaithersburg MD), doplnenom s 10 % fetalnym
hovadzim sérom, ktoré bolo inaktivované zahriatim, a 50 U/ml penicilinu a 50 U/ml" |
streptomycinu. Bunky boli vysiate na 100 mm platne. Oligonukleotidom boli
osetrené, ked poryvali platnfiu na 70 %. Platne bol; premyté s 10 ml predhriateho
PBS a 5 ml OptiMEM - médiom so znizenym obsahom séra obsahujucim 2,5 ul
DOTMA. Potom bol do Ziaducej koncentrécie pridané oligonukleotid s lipofektinom. 4
hodiny po o$etreni bolo médium nahradené McCoy médiom. Po 24 aZ 72 hodinach
po oSetreni oligonukleotidom boli bunky pozbierané a bola z nich izolovand RNA

pouzitim Standardnej CsCl purifikaénej metddy. Kingston, R.E., v Current Protocols
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in Molecular Biology, (F.M. Ausubel, R. Brent, R.E. Kingston, D.D. Moore, J.A.
Smith, J.G. Seidman a K. Strahl eds.), John Wiley and Sons, NY. Celkova RNA bola
izolovana centrifugaciou bunkovych lyzatov timenej CsCl. RNA vzorky boli
podrobené elektroforéze na 1,2 % agaréza-formaldehydovych géloch a prenesené
na hybridizacné membrany kapilarnou difiziou podas 12 az 14 hodin. RNA bola
upevnena na membranu vazbami sprostredkovanymi UV svetlom v Stratalinkeri
(Strategene, La Jolla, CA) a hybridizovana s nahodne primovanou *P oznaéenou c-
raf cDNA so'ndou (ziskanou z ATCC) alebo s G3PDH sondou ako kontrolou. RNA
bola kvantifikovana pouzitim Phosphorimagera (Molecular Dynamix, Sunnyvale,
CA).

Priklad 21
Oligonukleotidova inhibicia expresie rev génu

Chimeérne oligonukleotidy, ktoré boli pouzité v tomto experimente st uvedené

v tabulke 13 nizsSie.
Tabulka 13
Chimérne 2°-O-propyl/deoxy P=$ oligonukleotidy cielené na HIV rev gén

2°-O-propy! jé vytlaCeny tuCne; s = P=S vazba; 0 = P=0 vézba

OLIGO SEKVENCIA SEKV.ID C:
8907 UoA0GOGOAOGOASUSGsCsCsUsAsA0GoGoCoUoUolU 20
8908 GoCoUoAoUoGoUsCsGsAsCsAsCsCoCoAoRAoUoUoC 21

8909 CoAoUoAoGoGoASGsAsUsGsCsCsUoA0A0GoGoCoT 22

Transfekény a luciferazovy test: 3T3 bunky boli udrziavané v DMEM s
glukézou, L-glutaminom, pyruvétom sodnym a 10 % fetalnym bovinnym sérom
(GIBCO). Vo vsetkych experimentoch boli bunky predchadzajiicu noc nasadené do
6-jamkovych platni (Falcon) v hustote 75 000 buniek na jamku. Transfekcie boli
uskutoCniované pouzitim Standardnej CaPO4 met6dy. Pre kazdy subor replik sa
preipitovalo 15 pg/ml pSGS/rev plazmidu, 18 ug/ml pHIVenu-luc a 2 pg/mi Rep6az
toho bolo 200 ul nakvapkanych do kazdej jamky. Precipitat sa inkuboval s bunkami 7

hodin pri 37 °C. Médium bolo potom aspirované, bunky boli premyté jeden krat s
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PBS, a na inkubaciu cez noc bolo dodané Cerstvé kompletné médium. Po inkubacii
bolo médium odstranené, bunky boli premyté s 2 ml OPTIMEM (GIBCO) a 1 ml
OPTIMEM, ktory obsahoval 2,5 pg/mi lipofektinu (GIBCO-BRL) a bol pridany
oligonukleotid. Zmes bola inkubovana 4 hodiny pri 37 °C a v tom bode boli bunky
aspirované a bolo pridané kompletné medium. Dve hodiny po tomto osetreni bolo do
vSetkych jamiek pridanych 0,2 uM/mi dexametazénu (Sigma), aby sa umolinila‘

indukcia MMTV prométora pHiVenu-luc.

Lucifefézovy test bol uskuto&niovany o 24 hodin nasledovne: Jamky boli dva
krat premyté s PBS a bunky boli zozbierané zoskrabovanim do 200 ul lyzacného
timivého roztoku (1 % Triton, 25 mM glycylglycin, pH 7,8, 15 mM MgSO,, 4 mM
EGTA a1 mM be). Lyzat bol vycireny mikrocentrifugaciou pocas 5 minuat pri 11
500 rpm v chlade. 100 pl lyzacného timivého roztoku bolo potom na mikrotitracnej
platnicke spojenych s testovacim timivym roztokom (25 mM gycylglycin, pH 7,8, 15
mM MgSO,, 4 mM EGTA, 15 mM fosfore¢nen draselny, pH 7,8, 1 mM DTT a 7,5 mM
ATP). Luc detekcia bola uskutoCnovana pouzitim mikrotitracneho luminiscencného
&itata (Dynatech Laboratories). Reakcia bola odstartovana injekciou 50 pl 1 x
luciferdzového roztoku (Sigma). Pred pouzitim bol 1 x roztok nariedeny z 10 x Stoku
v luciferazovom timivom roztoku (25 mM glycylglycin, pH 7,8, 15 mM MgSQO,, 4 mM
EGTAa4 mM DTT). Vzorky boli-merané po 20 sekundach. Kinetiky svetelnej emisie
luc svéatojanskej musky sa vyznacuju bleskovou periddou trvajicou niekolko sekund,
po ktorej nasleduje peridoda svetelnej emisie s nizSou intenzitou trvajuca niekolko

minut.

Syntéza Rev a PRE RNA: pSG%-Rev obsahuje Rev gén, ktory nasleduje po
T7 prométore. Ako DNA templat na transkripciu s T7 RNA polymerézou bol pouzity
pSG5-Rev linedrnaizovany Bglll. Templat na produkciu PRE RNA bol vyrobeny
PCR. Na RNA syntézy boli pouzité DNA templaty v koncentracii od 0,2 do 1,0 mg/ml
s 5 mM ATP, CTP a GTP, 0,5 mM UTP, 10 mM DTT, 40 mM Tris-HCI, pH 7,5, 6 mM
MgCl,, 4 mM spermidinu, 500 U/ml RNAzinu s 20 U/pl, 2500 uCi/ml o®>P UTP s 10
mCi/ml a 100 U/m! T7 RNA polymerézy. Reakéna zmes bola inkubovana 1 hodinu
pri 37 °C. Transkripna reakcia bola ukonfena pridanim formamidového

nanasacieho timivého roztoku a bola zbehnuta na denaturanom polyakrylamidovom
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geli obsahujicom 8 M mocovinu. RNA bola eluovand z gélu postupom podla
Schwartza et al. (Gene, 1990, 88, 197).

Priklad 22
Imunotest na antiviralnu selekciu

NHDF bunky boli nasadené do 96 jamkovych kultivaénych platni v hustote 15
000 buniek na jamku v FGM bez séra. Vzniknuté monovrstvy boli pred infekciou
vopred cez noc oSetrené s oligonukleotidom v FGM. Po predosetreni bdli bunky tri
krat preplachnuté s cerstvym predhriatym FGM, a bol pridany virus v mnozstve 100
pl FGM na jamku tak, by sa dosiahla MOI 0,05 PFU/bunku. Po 2 hodinach inkubacie
pri 37 °C bol virus odstraney a bolo pridané Cerstvé médium (100 plfjamku)
obsahujuce oligonukleotid. 2 drﬁ po infekcii bolo médium zamenené za Cerstvé
médium obsahujuce oligonukleotid, a 6 dni po infekcii boli bunky fixované v
absolutnom etanole a vysudené v priprave na protilatkové farbenie. V niektorych
testoch bol pouzity modifikovany protokol, v ktorom FGM bolo nahradené s nizkymi
hladinami FBS (0,2 %)‘a inkubacna doba po infekcii bola skratena zo 6 na 3 dni.
Tento kratsi test eliminoval potrebu vymienat médium 2 dni po infekcii. Oba testy

mali porovnatelné vysledky pre koncentracie s 50 % Gcinnost'ou (EC50).

Fixované bunky boli blokované v roztoku PBS obsahujicom 2 % bovinného
sérového albuminu (BSA), a boli pridané mysie monoklonalne protilatky (1H10,
dodané Eisai Co., Ltd., Japonske) v riedeni 1:2000 v PBS-1% BSA. 1H10 protilatka
rozoznava velky neskory HSMV polypeptid s velkostou priblizne 65 kDa. Detekcia
naviazanej monoklonalnej protilatky bola ulahcena biotinylovanym kozim antimysim
imunoglobinom G abd s’cez streptavidin napojenu B-galaktozidazu (GIBCO-BRL,
Gaithersburg, MD). Ako substrat pre p-galaktozidazu bol pouzity chlorofenolovy
Cerveny B-D-galaktorpyranozid, a aktivita bola ur€ovana meranim optickej hustoty pri

575 nm v kazdej jamke s BioTex modelom EL312e mikroplatnickového ¢itaca.
Oligonukleotidy pouzité v tomto teste su uvedené v tabulke 14 nizsie:

Tabulka 14
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Inhibicia CMV replikacie chimérnym 2°-O-metyl P=S oligonukleotidmi

Hrubo je vytlaceny 2°-O-metyl

OLIGO SEKVENCIA : SEKV.ID C:
4325 GCG UUT GCT CTT CIT CUU GCG 23

4326 GCG UUU GCT CTT CTU CUU GCG 24
Priklad 23

Ohodnotenie oligonukleotidov 270 a 330 v HCV H8Ad17 proteinovom teste

Na zhodnotenie G€inkov oligonukleotidov na hladiny HCV jadrového proteninu
bol vyvinuty Western blot pouzivajuci afinitne purifikované ludské polyklonaine anti-

'%|_konjugovany kozi anti-ludsky 1gG namiesto predtym pouZivanych

HVC sérum a
ELISA testov. H8 bunky boli nasadené do 6 jamkovej platniéky v mnozstve 3,5 x 10°
buniek na jamku. Bunky rastii cez noc. Bunky boli 4 hodiny oSetrované
oligonukleotidom v Optimem obsahujicom 5 pg/ml lipofektinu. Bunky boli zasobené
2 ml H8 média a cez noc im bola unﬁbinené regeneracia. Bunky boli raz premyté §2
ml PBS, lyzované v 100 pl Laemmli timivého roztoku a zozbierané zoskriabanim. Na
elektroforézu boli bunkové lyzaty povarené a 10 az 14 pl bunkového lyzatu bolo
nanesenych do kazdej drahy 16 % polyakrylamidového gélu. Po elektroforéze boli
proteiny elektroforeticky prenesené na PVDF membranu. Membrana bola blokovana
v PBS obsahujucom 2 % kozie sérum a 0,3 % Tween-20, a inkubovana cez noc s
primarnou protilatkou (l'udskou anti-jadrovou protilatkou 2243 a krélicou anti-G3PDH
protilatkou). Membrana bola premyvana 5 x Sminut v timivom roztoku, potom bola
inkubovana so sekundarnymi protilétkar‘ni 4 a7 8 hodin ("*l-konjugovana kozia anti-
humannou a '*°l-konjugovana kozia anti-krélicou). Membrana bola premyvana 5 x 5
minat v timivom roztoku, zatavena do plastu a cez noc exponovana v
Phosphorimager-ovej kazete. Pruhy boli kvantifikované na Phosphorimager-i
: (Molebuiar Dynamics, Sunnyvale CA), normalizované na expresné hladiny G3PDH,

a vysledky boli vyjadrené ako percento kontrolnych neosetrenych buniek.

Oligonukleotidy hodnotené tymto Western blot testom s uvedené v tabulke

15. V uvedenych sekvenciach: velké pismena predstavuju bazova sekvenciu, malé
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pismena (o alebo s) predstavujd vnltronukleozidové vazby, bud fosfodiesterovd
(P=0) alebo fosforotiodtovd (P=S). Hrubo je vytlateny 2°-O-propyl. * = 2°-O-

butylimidazol. + = 2°-O-propylamin.

Tabulka 15

OLIGO SEKVENCIA : SEKV.ID C:

270A GsTsAsCsCsAsCsAsAsGsGsCsCsTsTsTsCsGsCsG 25

270B GsTsAsCsCsAsCsAsAsGsGsCsCsTsTsTsCsGsCsG 25
* % * *

270C GoToAoCoCoAoCoAoAoGoGoCoCoToToToCoGoCoG 25
+ + . + +

270D GoToAoCoCoAoCoA0RA0GoGoCoCoToToToCoGoCoG 25

330A GsTsGsCsTsCsAsTsGsGsTsGsCsAsCsGsGsTsCsT 26

330B GsTsGsCs8TsCsAsTsGsGsTsGsCsAsSCsGsGsTsCsT 26
* % * %

330C GoToGoCoToCoRoToGoGoToGoCoAoCoGoGoToCoT 26

o+ 4 + +
330D GoToGoCoToCoA0ToGoGoToGoCoA0CoGoGoToCoT 26
Priklad 24

Syntéza 2,6-diamino-9-(2-0-oktadecyl-B-D-ribofuranozyl)purinu

2,6-diamino-9-(B-D-r_ibofurariozy])purin (50 g, 180 mmol) a hydrid sodny (7 g)
v DMF (1 1) boli zohriate do varu na 2 hodiny. Pr'i 150 °C bol pridany jodooktadekan
(100 g) a reakcna zmes sa ochladila na laboratérnu teplotu. Reakéna zmes bola
mieSana 11 dni pri laboratérne;j teplote. Rozpustadio bolo evaporované a zvysok bol
purifikovany silikagélovou chromatografiou. Produkt bol eluovany s 5 %

MeOH/CH,Cl,. Aby sa ziskal produkt (11 g) boli vhodné frakcie evaporované.

Priklad 25



Syntéza 2°-0-oktadexylguanozinu

2,6-diamino-9-(2-0-oktadecyl-B-D-rubofuranozyl)purin (10 g) v 0,1 M timivom
roztoku fosfore€nenu sodného (50 ml, pH 7,4), 0,1 M Tris timivom roztoku (1000 ml,
pH 7,4) a DMSO (1000 ml) bol oSetreny adenozin deamindzou (1,5 g) pri
Iaboratérnej' teplote. Na 3, 5 a 7 den bola pridana dal$ia aliquota (500 mg, 880 mg a
200 mg) adenozin deamindzy. Reakéna zmes bola premieSavana celkovo 9 dni a
produkt (2 g) bol vytazeny purifikaciou silikagélovou chromatografiou. Analyticka
vzorka bola rekrystalizovana z MeOH. 'H NMR (DMSO-d,) & 0.84 (t, 3,
CH,), 1.22 [s, 32, O-CH,-CH,-(CH,),], 5.07 (m, 2, 3'-OH and 5'-
OH); 5.78 (d, 1, 1'-H); 6.43 (s, 2, NH,), 7.97 (s, 1, 8-H) a
10.64 (s, 1, 'NHz). Anal. vyp. pre C,H,N.O.: C, 62.80; H, 9.16;
N, 12.95. N&ajdené: C, 62.54; H, 9.18; N, 12.95.

Priklad 26
Syntéza N-izobutyryl-2"-O-oktadecylguanozinu

2’—0-‘6ktadecylguariozin (1,9 g) v pyridine (150 ml) bol ochladeny v adovom
kupeli a oSetreny trimetylzilyl chloridom (2 g, 5 eq) a izobutyryl chloridom (2 g, 5 eq).
Reak¢éna zmes bola mieSana 4 hodiny a pocas tejto doby bolo umoznené aby sa
oteplila na laboratérnu teplotu. Roztok bol ochladeny, bola pridana voda (10 ml) a
bol premiesavany dalSich 30 minut. Bol pridany koncentrovany hydroxid aménny (10
mil) a roztok bol koncentrovany in vacuo. Zvy3ok bol purifikovany silikagélovou

chromatografiou (eluovany s 3 % MeOH/EtOAc) aby sa ziskalo 1,2 g produktu. *H

'NMR (DMSO-ds) & 0.85 (t, 3, CH)), 1.15 (m, 38, O-CH,CH,(CH,),,
CH(CH,),), 2.77 (m, 1, CH(CH),), 4.25 (m, 2, 2'-H and 3'-H);
5.08 (t, 1, 5'-0OH), 5.12 (d, 1, 3'-OH), 5.87 (d, 1, 1'-H),
8.27 (s, 1, 8-H), 11.68 (s, 1, NH,) a 12.08 (s, 1, NH,). Anal.
Vyp. pre C,H,NO,: C, 63.47; H, 9.09; N, 11.57. N&jdené: C,
63.53; H, 9.20; N, 11.52. Pred zacClenenim tohto produktu do

oligonukleotidu  bol  konvertovany na Nz—izobutyryl-S’-dimetoxytrityl—2'-O-
oktadecylguanozin a potom na fosforamidat podia postupov popisanych v

medzinaroznej zverejnenej prihlaske ¢. WO 94/02501, zverejnenej 3. februara, 1994.
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Priklad 27
Diagnosticky test na detekciu nadexpresie mMRNA

Po syntéze st oligonukleotidy radioaktivne znadené **P znacenim na 5°konci
s polynukleotid kinazou. Sambrook et al. ("Molecular Cloning. A Laboratory Manual,"
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, zv. 2, str. 11.31-11.32). Radioaktivne
znacené oligonukleotidy su kontéktované s tkanivovymi alebo bunkovyrhi vzorkami,
pri ktorych je podozrenie, Zze dochadza k nadexpresii mMRNA, napriklad so vzorkou z
pacienta, v podmienkach, v ktorych moze nastat' $pecificka hybridizacia a vzorky su
premyte, aby sa odstranili nenaviazané oligonukleotidy. Podobne sa zaobchadza s
kontrolou, kde je radioaktivne znaceny oligonukleotid kontaktovany so vzorkou
normalneho tkaniva alebo buniek v podmienkach, ktoré umoziuji $pecificku
hybridizaciu a vzorka je premytd aby sa odstrénil nenaviazany oligonukleotid.
Rédioaktivita, ktora zotrvava vo vzorke, indikuje naviazany oligonukleotid a je
kvantifikovana scintilaénym pocitanim alebo inym rutinnym spdsobom. Porovnavanie
zostatkovej radioaktivity vo vzorkdch z normainych a chorych buniek indikuje

nadexpresiu sledovanej mRNA.

Radioaktivne znacené oligonukieotidy podla vynalezu su tiez pouzitelné v
autoradiografii. Sekcie tkaniv st oSetrené s radioaktivne znadenym oligonukleotidom
a premyté ako bolo popisané vyssie, potom s vystavené fotografickej emulzii podia
Standardnych autoradiografickych postupov. Je tiez spracovana kontrolna vzorka z
normalnych buniek alebo tkaniva. Po vyvinuti emulzia vytvara obrazy striebornych
zfn nad oblastami nadexpresie mRNA, ktoré su kvantifikované. Rozsah mRNA
nadexpresie je kvantifikovany porovnanim striebornych zfn pozorovanych pri

normalnych a chorych bunkach.

Analogické testy fluorescenénej detekcie mMRNA expresie pouzivajl
oligonukleotidy podfa vynalezu, ktoré si znaCené fluoresceinom alebo inymi
fluorescennymi  priveskami. Zna¢ené oligonukleotidy su syntetizované na
automatickom DNA syntetizéri (Applied Biosystems model 380B) pouzitim
Standardnej fosforamidinovej chémie s oxydaciou jédom. B-kyanoetyldiizopropyl

fosforamidy su kupené od Applied Biosystems (Foste City, CA). Fluorescinom
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znalené amidy su kupené od Glen Research (Sterling, VA). Inkubacia
oligonukleotidu a biologickej vzorky je uskutoriovana ako je popisané pre
radioaktivne znacené oligonukleotidy, s vynimkou toho, ze namiesto scintilaéného
CitaCa, je na detekciu fluorescencie pouzity fluorescencny mikroskop. Porovnanie
fluorescenie pozorovanej vo vzorkach z normalnych a. chorych buniek umoznuje

detekciu nadexpresie mRNA.
Priklad 28
Detekcia abnormalne expresie mRNA

Tkanivové alebo bunkové vzorky, pri ktorych je podozrenie na expresiu
abnormalnej mFiNA, st najprv inkubované s **P alebo fluoresceinom znadenym
oligonukleotidom, ktory je cieleny na divy typ (normalnu) mRNA. Identicka vzorka
buniek alebo tkaniv je inkubovana s druhym znacenym oligonukleotidom, ktory je
cieleny na abnormalnu mRNA, v podmienkach, v ktorych moze nastat’ Specificka
hybridizacia. Vzorka je premyta, aby sa odstrénil nenaviazany oligonukleotid.
Znacenie zotrvavajuce vo vzorke indikujé naviazany oligonukleotid a moze byt
kvantifikované pouzitim scintilaného Ccitaca, fluorimetra alebo iného rutinného
prostriedku. Ak je pozorované naviazanie v pripade druhej ale nie prvej vzorky,

indikuje to pritomnost’ abnormainej mRNA.

Na Specifickil detekciu expresie abnormalnej mRNA moze byt' tiez pouzité
dvojité znacenie oligonukleotidov v spdsoboch podla vynalezu. Jedna tkanivova
vzorka je inkubovana s prvym *P znadenym oligonukleotidom, ktory je cieleny na
~ divy typ mRNA a s druhym fluoresceinom znacenym oligonukleotidom, ktory je
cieleny na abnormainu thNA, v podmienkach, pri ktorych moze déjét’ k Specifickej
hybridizacii. Vzorka je premyta, aby sa odstranil nenaviazany oligonukleotid a
znaCenia su detegované scintilanym pocitanim alebo fluorimetriou. Ak vzorka
neviaze *P-znadeny oligonukleotid (tj. nie je radioaktivna) ale drzi fluorescenéné

znacenie (t.j. je fluorescentna), indikuje to pritomnost abnormalinej mRNA.
Priklad 29

Prijem oligonukleotidov plazmou a ich distribucia v tkanive mysi
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Boli pripravené nasledujuice oligonukieotidy:

UsGsCsASTSCsCsCsCsCsAsGsGsCsCsAsCsCsAsT, SEKV. C.:27

UsGsCsAsTsCsCsCsCsAsGsGsCsCsAsCsCsAsT, SEKV. C.:27

UsGsCsAsTsCsCCCCAGGCsCsAsCsCsAsT, SEKV. &.:27

kde 2A’-O-propyl substituent je vytlageny tuéne, "s" znamena fosforotiodtovul vazbu a
absencia "s" indikuje fosfodiesterovd vazbu v odpovedajucich oligonuklebtidoch. Na
obrazkoch 9, 10, 11 a 12 je prvy oligonukleotid oznadeny ako ISIS 3082, druhy ako
ISIS 9045 a treti ako ISIS 9046. Oligonukleotidy boli tritiatované spésobom podla
Graham et al., Nuc. Acids Res., 1993, 16, 3737-3743.

Zivogisny a experimentalny postup: Pre kazdy $tudovany oligonukleotid bolo
nahodne priradenych do jednej zo Styroch oSetrovanych skupin dvadsat’ saméekov
Balb/c miSi (Charles River) s hmotnostou priblizne 25 g. Po jednotyzdnove;
aklimatizacii mysi dostali do chvostovej cievy injekciu *H-radioaktivne znaceného
oligonukleotidu (priblizne 750 nmol/kg; v rozmedzi od 124 do 170 uCi/kg), ktory bol
podavany vo fyziologickom', rbztbk_u timenom fosfatom, pH 70 Koncentracia
oligonukleotidu v roztoku davky bola priblizne 60 uM. Jedna retro-orbitalna vzorka
krvi (bud 0,25; 0,5; 2 alebo 4 hodiny po podani davky) a terminalna vzorka krvi (bud
1, 3, 8 alebo 24 hodin po podani davky) bola odobrana z kazdej skupiny. Terminélna
vzorka krvi bola odobrana srdcovou punktirou po ketamin/xylazinovej anestéze.
Alikvota z kazdej vzorky krvi bola uchovana na radioaktivnu determinaciu a zvySok
krvi bol preneseny do EDTA-potiahnutej zbernej skimavky a centrifugovany, aby sa
ziskala plazma. Od skupiny, ktora bola ukonena po 24 hodinach, bol zbierany mo¢

a vykaly v intervaloch (0 az 4, 4 az 8 a 8 az 24 hodin).

Pri usmrteni boli z kazdej mySi zhromazdené a odvazené pecen, oblicky,
slezina, pluca, srdce, mozog, vzorka kostrového svalu, ¢ast' tenkého ¢reva, vzorka
koze, pankreas, kost' (obe stehenné kosti obsahujtice kostni dren) a dve lymfatické
uzliny. Vykaly boli odvazené a potom homogenizované v pomere 1:1 s destilovanou
vodou pouzitim Brinkman Polytron homogenizéra (Westbury, NY). Plazma, tkaniva,

mo¢ a homogenét vykalov boli rozdelené na analyzu radioaktivity horenim a na
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urCenie obsahu intaktného oligonukleotidu. Po zozbierani boli vSetky vzorky

okamzite zmrazené na suchom l'ade a ulozené na -80 °C az do analyzy.

Analyza radioaktivity v plazme, tkanive a exkréte: Vzorky plazmy a moéu boli
odvazené priamo v scintilacnej nddobke a analyzované kvapalinovym scintilaénym
pocitanim po pridani 15 ml BetaBlend (ICN Biomedicals, Costa Mesa, CA). Vsetky
ostatné vzorky (tkaniva, krv a homogenizované vykaly) boli odvaZzené v nadobach na
horenie a oxidované v oxidizéry biologickych materidlov (Model 0X-100; R.J. Harvey
Instrument Corp., Hillsdale, NJ). *H,O bola zhromazdovana v 20 ml koktajle
zlozenom z 15 ml BetaBlend a 5 mL Harvey Tritium Koktajlu (R.J. Harvey Instrument
Corp., Hillsdale, NJ). Uginnost horenia bola uréovani denne horenim vzoriek
zmieSanych s rbztokom *H-manitolu a bola v rozmedzi od 73,9 do 88,3 %.
Kvapalinové scintilatné pocitanie bolo ukutoériované pouzitim Beckman LS 9800
alebo LS 6500 kvapalinového scintilaéného systému (Beckman Instruments,
Fullerton, CA). Vzorky boli pocitané po 10 minitach s automaticou zmierfiujicou
korekciou. Hodnoty dezintegracie za mintitu boli opravované kvoli efektivite procesu

horenia.

Analyza Udajov: radioaktivita vzoriek bola vyjadrena ako dezintegracie za
mindtu na gram vzorky. Tieto hodnoty boli vydelené hodnotou $pecifickej aktivity
radioaktivnej znacky tak, aby vyjadrovali (daj v nanomolarnych ekvivalentoch
celkového oligonukleotidu na gram vzorky, potom boli konvertované na percento
podavanej davky na orgdan alebo tkanivo. Predpokladajic ze hustota tkaniva je 1
g/ml, Gdaje v nmol/g boli konvertované na celkovl koncentraciu v puM. Aby sa
vypocital koncentracia intaktného oligonuk_leotidu v plazme, peceni alebo obli¢kach
v kazdom &asovom bode, boli prieme'rné celkové uM koncentracie vydelené
percentom intaktného oligonukieotidu v roztoku davky (82 az 97 %), potom
vynasobené priemernym percentom intaktného oligonukleotidu v kazdom &asovom
bode ako bol determinovany pouzitim CGE alebo HPLC. Tento udaj bol potom
pouzity na vypoCitanie tkanivového polasu rozpadu linedrnou regresiou a
porovnaval- sa s plazmovymi farmakokinetickymi parametrami  roznych

modifikovanych oligonukleotidov. Farmakokinetické parametre boli determinované



-50-

uUdajov bol na pouzitie vybrany model jednodielny bolusovy vstup, vystup prvého

prikazu (knizny model 1).

Vysledky testov plazmového prijimu a tkanivove] distriblcie su graficky

ilustrované na obrazkoch 9, 10, 11 a 12. Ako je vidno na obrazku 9, koncentracia

- kazdého z testovanych oligonukieotidov v plazme klesa potas 24 hodinovej

testovacej periddy z pociatocnych injekénych hladin na nizsie hladiny. Koncentracie
oligonukleotidov podfa vynalezu v plazme sa drzali na hladinach ekvivalentnych s
hladinami nekonjugétov nestcich fosforotioat. Vsetky testované zlueniny presli z
plazmy do tkaniv ako je ukdzané na obrazkoch 10, 11 a 12. ZluCeniny podla
vynalezu mali roznu distriblciu vramci roznych tkaniv. Obrdzok 10 znéazorfiuje
distribuCnt vzorku kontrolného oligonukleotidu oznadeného ako ISIS 3082,
fosforotioatového oligonukleotidu. Obrazok 11 znazornuje distribdénu vzorku prve;
zldceniny podfa vynalezu, oligonukleotidu oznadeného ako ISIS 9045, ktory ma 2°-
substituent na kazdom oligonukleotide. Obrazok 12 znazornuje distribuénu vzorku
dalsej zlGceniny podia vynalezu, "prerusovaného" oligonukleotidu oznadeného ako
ISIS 9046, ktory ma 2°-substituent a fosfodiesterové vézby, na kazdom

olfgohukleotide v. "ohraniéujuc}ch" sekciach  oligonukleotidu a  2°-deoxy |

fosforotioatové nukleozidy v centréinej alebo prerusenej oblasti.
Priklad 30
2,2°-Anhydro[1-(B-D-arabinofuranozyl)-5-metyluridin]

S-metyluridin  (ribozyltymin, komeréne dostupny cez Yamasa, Choshi,
Japonsko) (72,0 g, 0,279 M), difenyluhlicitan (90,0 g, 0,420 M) a uhli¢itan sodny (2,0
g, 0,024 M) boli dané do DMF (300 ml). Zmes bola zahriata na reflux, pricom sa °
mieSala, o umoznilo uvolnenie vytvoreného oxidu uhligitého kontrolovanym
spbsobom. Mierne stmavnuty roztok bol po jednej hodine koncentrovany za
znizeného tlaku. Vysledny sirup bol vliaty do dietyléteru (2,5 1) pricom sa miesal.
Produkt vytvoril gumu. Eter bol dekantovany a zvy$ok bol rozpusteny v miniméalnom
mnozstve metanolu (okolo 400 ml). Roztok bol vliaty do &erstvého éteru (2,5 1), aby
sa ziskala tuha guma. Eter bol dekantovany a guma bola vysusena vo vakuovej

susiarni (60 °C pri 1 mm Hg na 24 hod.), aby sa ziskala pevna latka, ktora bola
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rozdrtena na svetly trieslovy prasok (57 g, 85 % surovy vytazok). NMR spektrum
zodpovedalo Struktire kontaminovanej fenolom vo forme jeho sodnej soli (okolo 5
%). Material bol pouzity v tomto stave na dalSie reakcie (alebo mdze byt dalej
purifikovany na kolénovej chromatografii pouzitim gradientu metanolu v etylacetate

(10 az 25 %), aby sa ziskala biela pevna latka, tt 222 az 224 °C).
Priklad 31
2°-0-Metoxyetyl-5-metyluridin

2,2"-anhydro-5-metyluridin (195 g, 0,81 M), tris (2-metoxyetyl)borat (231 g,
0,98 M) a 2-metoxyetanol (1,2 1} boli pridané do-2 | nefarbenej ocelovej tlakovej
nadoby a umiestnené do predhriateho olejového kupela na 160 °C. Po 48 hodinach
zahrievania na 155 az 160 °C bola nadoba otvorena a roztok bol evaporovany do
sucha a rozmelneny v MeOH (200 mi). ZvySok bol suspendovany v horticom
acetone (1 1). Nerozpustné soli boli filtrované, premyté s acetonom (150 ml) a filtrat
bol evaporovany. ZvySok (280 g) bol rozpusteny v CH;CN (600 ml) a evaporovany.
Silikagélovd koldna (3 kg) bola nalozena v CH;CN/aceton/MeOH (20:5:3)
obsahujucom 0,5 % EtNH. ZvySok bol pred nanesenim na kolonu rozpusteny v
CHsCl; (250 ml) a adsorbovany na silicu (150 g). Produkt bol eluovany obalovym
roztokom a ziskalo sa 160 g (63 %) produktu. Dal§i material bol ziskany

prepracovanim necistych frakcii.
Priklad 32

2’-Ometoxyetyl-5°-O-dimetoxytrityl-5-metyluridin

2’-O-metoxyétyl-s-metylufid|'n (160 g, 0,506 M) bol evaporovany spolu s
pyridinom (250 ml) a vysuseny zvySok bol rozpusteny v pyridine (250 ml). Do zmesi
bola pridana prva aliquota dimetoxytrityl chloridu (94,3 g, 0,278 M) a zmes bola
premieSavana pri laboratérnej teplote jednu hodinu. Do reakénej zmesi bola pridana
druhd aliquota dimetoxytrityl chloridu (94,3 g, 0,278 M) a miesala sa daliu hodinu.
Na zastavenie reakcie bol 'potom pridany metanol (170 ml). HPLC ukazala
pritomnost’ priblizne 70 % produktu. Roztok bol evaporovany a rozmelneny s CH;CN
(200 ml). Zvysok bol rozpusteny v CHCIl3 (1,5 I) a extrahovany s 2 x 500 m!
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nasyteneho NaHCO; a 2 x 500 ml nasyteného NaCl. Organicka faza bola vysusena
na Na,SO, filtrovana a evaporovana. Ziskalo sa 275 g zvy$ku. Zvy$ok bol
purifikovany na 3,5 kg silikagélovej koléone naloZenej a eluovanej s
EtOAc/hexan/acetén (5:5:1) obsahujicom 0,5 % Et;NH. Cisté frakcie boli
evaporovang, &im sa ziskalo 164 g produktu. Dal$ich priblizne 20 g bolo ziskanych z

necistych frakcii, ¢im sa dosiahol celkovy vytazok 184 g (57 %).
Priklad 33
3"-0-Acetyl-2°-0O-metoxyetyl-5-O-dimetoxytrityl-5-metyluridin

2°-O-metoxyetyl-5"-O-dimetoxytrityl-5-metyluridin (106 g, 0,167 M),
DMF/pyridin (750 mi 3:1 zmesi pripravenej z 562 ml DMF a 188 ml pyridinu) a
anhydrid kyseliny octovej (24,38 ml, 0,258 M) boli spojené a premie$avané 24 hodin
pri laboratdrnej teplote. ReakEna zmes bola monitorovana na tic, najprv ochladenim
tlc vzorky pridanim MeOH. Pri ukonceni reakcie, podla postdenia tic, bol pridany
MeOH (50 ml) a zmes bola evaporovana pri 35 °C. Zvy3ok bol rozpusteny v CHCI;
(800 ml) a extrahovany s 2 x 200 ml nasyteného uhligitanu sodného ‘é 2 x 200 ml
nasyteného NaCl. Vodné vrstvy boli znovu extrahované s 200 mi CHCls. Spojena
organicka Cast' bola vysusena siranom sodnym a evaporovand, &¢im vzniklo 122 g
zvysku (priblizne 90 % produktu). Zvysok bol purifikovany na 3,5 kg silikagélovej
koléne a eluovany pouzitim EtOAc/hexan (4:1). Cisté frakcie produktu boli
evaporovang, ¢im sa ziskalo 96 g (84 %). Dalsieho 1,5 g sa ziskalo z neskorsich

frakcii.
Priklad 34
3’-O-Acetyl-2°-O-metoxyetyl-5°-O-dimetoxytrityl-5-metyl-4-triazoleuridin

Bol pripraveny a odlozeny na bok, prvy roztok rozpustenim 3’-O-acetyl-2"-0O-
metoxyetyl-5"-O-dimetoxytrityl-5-metyluridinu (96 g, 0,144 M) v CHsCN (700 ml). Do
roztoku triazolu (90 g, 1,3 M) v CHsCN (1 1) bol pridany trietylamin (189 ml, 1,44 M),
roztok bol ochladeny a miesany 0,5 hodinu pouzitim vrchnej mieadky. Pocas 30
minut bol po kvapkach pridavany POCI; do premie$avaného roztoku, udrziavaného

na 0 az 10 °C, a vysledna zmes sa miesala dalSie 2 hodiny. Do tohto roztoku bol
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pocas 45 minat priddvany po kvapkach prvy roztok. Vysledna reakéna zmes bola
uskladnena cez noc v chladnej miestnosti. Z reakénej zmesi boli odfiltrované soli a
roztok bol evaporovany. ZvySok bol rozpusteny v EtOAc (1 |) a nerozpustné pevné
latky boli odstranené filtraciou. Filtrat bol premyty s 1 x 300 ml NaHCO3; a 2 x 300 ml
nasyteného NaCl, vysuSeny sirariom sodnym a evaporovany. ZvySok bol rozmelneni

s EtOAc, ¢im sa ziskala zlu¢enina uvedené v nazve.
Priklad 35
2°-O-Metoxyetyl-5"-O-dimetoxytrityl-5-metylcytidin

Roztok 3°-O-acetyl-2°-0O-metoxyetyl-5"-O-dimetoxytrityl-5-metyl-4-triazoleuri-
dinu (103 g, 0:141 M) v dioxane (500 ml) a NHOH (30 ml) boli miesané pri
laboratornej teplote 2 hodiny. Dioxanovy roztok bol evaporovany a zvysok bol
azeotropovany s MeOH (2 x 200 ml). ZvySok bol rozpusteny v MeOH (300 ml) a
preneseny do 2 | nefarbenej ocelovej tiakovej nadoby. Bol pridany MeQOH (400 ml)
syteny s NHj3 plynom a nédoba bola zahrievand na 100 °C pocas 2 hodin (tlc
ukazovala kompletnd konverziu). Obsah nédoby bol do éucha evaporovany a zvysok
bol rozpusteny v EtOAc (500 ml) a raz premyty s nasytenym NaCl (200 ml).
Organické latky boli vysuSené siranom sodnym a rozpustadlo bolo evaporované,

¢im sa ziskalo 85 g (95 %) zliceniny uvedenej v nazve vynalezu.
Priklad 36
N*-Benzoyl-2"-O-metoxyetyl-5-O-dimetoxytrityl-5-metylcytidin

2°-O-metoxyetyl-5"-O-dimetoxytrityl-5-metylcytidin (85 g, .0,134. M) bol
rozpusteny v DMF (800 ml) a za stdleho miesania bol pridany anhydrid kyseliny
benzoovej (37,2 g, 0,165 M). Po 3 hodinovom miesani tic ukazoval, Ze reakcia je
kompletna priblizne na 90 %. Rozpustadlo bolo evaporované a zvy$ok
azeotropovany s MeOH (200 ml) . ZvySok bol rozpusteny v CHCI; (700 ml) a
extrahovany s nasytenym NaHCO; (2 x 300 ml) a nasytenym NaCl (2 x 300 ml),
vysusSeny na MgSO4 a evaporovany, ¢im sa ziskal zvySok (96 g). ZvySok bol

podrobeny chromatografii na 1,5 kg silikagélovej koléne pouzitim EtOAc/hexanu
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(1:1), ktory obsahuje 0,5 % EtsNH, ako eluéného rozpustadia. Cisté frakcie produktu

boli evaporované, ¢im sa ziskalo 90 g (90 %) zlG€eniny uvedenej v nazve.
Priklad 37
N“—Benzoyl-2’-O-metoxyetyl-5'-O'—dimetoxytrityl-5-metylcytidin-3 “-amidit

N*-benzoyl-2’-O-metoxyetyl-5'-O-dimetoxytrityl-5-metylcytidin (74 g, 0,10 M)
bol rozpusteny v CH,Cl, (1 I). Za stadleho mie$ania, v dusikovej atmosfére boli
pridané tetrazol diizopropylamin (7,1 g) a 2-kyanoetoxy-tetra-(izopropy!)fosfit (40,5
ml, 0,123 M). Vysledna zmes bola mieSana 20 hodin pri laboratérnej teplote (tlc
ukazovalo, Ze reakcia je kompletna na 95 %). Reak¢na zmes bola extrahovana s
nasytenym NaHCO; (1 x 300 ml) a nasytenym NaCl (3 x 300 ml). Vodné premyvania
boli znovu extrahované s CH,Cl, (300 ml) a extrakty boli spojené, vysu$ené na
MgSO, a koncentrované. Ziskany zvySok bol podrobeny chromatografii na 1,5 kg
silika kolone, pouzitim EtOAc/hexanu (3:1), ako eluéného rozpustadia. Cisté frakcie

produktu boli spojené, ¢im sa ziskalo 90,6 g (87 %) zlG€eniny uvedenej v nazve.
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ZOZNAM SEKVENCTII
(1) VSEOBECNE INFORMACIE:
(i) PRIHLASOVATEL: ISIS Pharmaceuticals, Inc. & Novartis AG

(ii) NAZOV VYNALEZU: Sacharidmi modifikované preruSované
oligonukleotidy ‘

(iii) POCET SEKVENCII: 32

(iv) ADRESA PRE KORESPONDENCIU: _
' (A) ADRESAT: Woodcock Washburn Kurtz Mackiewicz & Norris
(B) ULICA: One Liberty Place - 46th Floor
(C) MESTO: Philadelphia
(D) STAT: pA
(E) KRAJINA: U.S.A.
(F) ZIP: 19103

(v) FORMA CITATELNA POCITACOM:
(A) MEDIUM TYP: 3.5 inch disk, 720 Kb
(B) POCITAC: IBM PC compatible
(C) OPERACNY SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: WordPerfect 5.1

(vi) ODAJE O AKTUALNEJ PRIHLASKE:
(p) CIsto PRIHLASKY: N/A
(B) DATUM PODANIA: 12.08.1998
(C) KLASIFIKACIA: N/A

(vii) ODAJE O PREDCHADZAJUCEJ PRIHLASKE:
(n) CISLO PRIHLASKY: 60,011,620
(B) DATUM PODANIA: 14 Februir 1996

(viii) INFORMACIE O ZASTUPCOVI:
(A) MENO: Joseph Lucci
(B) REGISTRACNE CIsLo: 33,307
(C) zZNACGKA/CIsLO spIsSU:

, .
i {(ix) TELEKOMUNIKACNE INFORMACIE:

(A) TELEFON: 215-568-3100

(B) FAX: 215-568-3439

(2) INFORMACIE O SEKV. &.1: _

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 17 béaz
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: line&drna

(iv) ANTI-SENSE: &no

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. C.:1:
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CCACACCGAC GGCGCCC

(2) INFORMACIE O SEKV. C.2:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(n) DLZKA: 20 baz
(B) TYP: nukleovi kyselina
(c) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: linedrna
(iv) ANTI-SENSE: &no
(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. C.:2:

CTTATATTCC GTCATCGCTC

(2) INFORMACIE O SEKV. C.3:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20 baz
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: linedrna
(iv) ANTI-SENSE: &no
(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. C.:3:

TCCGTCATCG CTCCTCAGGG

(2) INFORMACIE O SEKV. C.4:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20 baz
(B) TYP: nukleova kyselina
(c) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: linedrna
(iv) ANTI-SENSE: &no
(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. C.:4:

AARACGTCAG CCATGGTCCC

(2). INFORMACIE O SEKV. &.5:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
() DLZKA: 18 baz
(B) TYP: nukleovad kyselina
(c) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: linedrna
(iv) ANTI-SENSE: &ano
(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. {.:5:

TTCTCGCTGG TGAGTTTC

(2) INFORMACIE O SEKV. C.6:
{i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
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(A) DLZKA: 17 baz
(B) TYP: nukleovad kyselina
(c) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: linedrna
{iv) ANTI-SENSE: &no
(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. C.:6:

TCTCGCTGGT GAGTTTC

(2) INFORMACIE O .SEKV. C.7:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20 baz
(B) TYP: nukleova kyselina
(c) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: linedrna
(iv) ANTI-SENSE: &no
(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. C.:7:

TCCCGCCTGT GACATGCATT

(2) INFORMACIE O SEKV. C.8:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20 baz
(B) TYP: nukleova kyselina
(c) POCET VLAKIEN: jedno
: (D) TOPOLOGIA: linedrna
(iv}) ANTI-SENSE: &no
(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. C.:8:

TCCTCCTCCC CGCGGCGGGT

(2) INFORMACIE O SEKV. C.9:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20 baz
{B) TYP: nukleovad kyselina
(c) POCET VLAKIEN: jedno
. (D) TOPOLOGIA: lineé&rna
(iv) ANTI-SENSE: &no :
(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. C.:9:

CTCGCCCGCT CCTCCTCCCC

(2) INFORMACIE O SEKV. C€.10:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20 baz
(B) TYP: nukleovad kyselina
(c) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: linedrna
(iv) ANTI-SENSE: &no
(xi) DOPIS SEKVENCIE: SEKV. .:10:
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TTCTCGCCCG CTCCTCCTCC

(2) INFORMACIE O SEKV. C.11:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:

(A) DLZKA: 20 baz
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: linedrna

(iv) ANTI-SENSE: &no

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. C.:11:

TTCTCCTCCT CCCCTGGCAG

(2) INFORMACIE O SEKV. &.12:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20 baz
(B) TYP: nukleovad kyselina
(¢) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: linedrna

(iv) ANTI-SENSE: &no

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. &.:12:

CTGGCTTCTC CTCCTCCCCT

(2) INFORMACIE O SEKV. (.13:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
() DLZKA: 20 baz
(B) TYP: nukleova kyselina
(c) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: linedrna

(iv) ANTI-SENSE: &no

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. &.:13:

CCTGCTGGCT TCTCCTCCTC

(2) INFORMACIE O SEKV. C.14:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20 baz
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: lineédrna

(iv) ANTI-SENSE: &no

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. C.:14:

TCTGGCGCTG CACCACTCTC

(2) INFORMACIE O SEKV. C.15:
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(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 47 baz
(B) TYP: nukleovid kyselina
(c) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: line&rna
(iv) ANTI-SENSE: nie
(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. C.:15:

ACATTATGCT AGCTTTTTGA GTAAACTTGT GGGGCAGGAG ACCCTGT

(2) INFORMACIE O SEKV. C.16:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(a) DLZKA: 29 baz
(B) TYP: nukleova kyselina
(c) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: linedrna
(iv) ANTI-SENSE: &no
(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. C.:16:

GAGATCTGAA GCTTCTGGAT GGTCAGCGC

(2) INFORMACIE O SEKV. C.17:
(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(a) DLZKA: 35 baz
(B) TYP: nukleova kyselina
(¢) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: linedrna
(iv) ANTI-SENSE: nie
(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. &.:17:

GAGATCTGAA GCTTGAAGAC GCCAAAAACA TAAAG

(2) INFORMACIE O SEKV. C.18:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:

(n) DLZKA: 33 baz
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) POSET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: linedrna

(iv) ANTI-SENSE: &no

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. &.:18:

ACGCATCTGG CGCGCCGATA CCGTCGACCT CGA

(2) INFORMACIE O SEKV. €.19:
(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
() DLZKA: 20 baz
(B) TYP: nukleovid kyselina
(C) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: linedrna
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{iv) ANTI-SENSE: &ano
(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. C.:19:

CGGGAGGCGG TCACATTCGG

(2) INFORMACIE O SEKV. C.20:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(R) DLZKA: 20 baz
(B} TYP: nukleova kyselina
(c) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: linedrna
(iv) ANTI-SENSE: &no
(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. C.:20:

UAGGAGAUGC CUAAGGCUUU

(2) INFORMACIE O SEKV. C.21:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20 baz
{B) TYP: nukleova kyselina
(c) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: linedrna
(iv) ANTI-SENSE: &no
(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. C.:21:

GCUAUGUCGA CACCCAAUUC

(2) INFORMACIE O SEKV. C.22:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
() DLZKA: 18 biz
(B) TYP: nukleovi kyselina
(C) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: linearna
(iv) ANTI-SENSE: ano
(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. {.:22:

CAUAGGAGAU GCCURAGGCT

(2) INFORMACIE O SEKV. (.23:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
() DLZKA: 21 biz
(B) TYP: nukleova kyselina
() PoCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: line&rna
(iv) ANTI-SENSE: 4no
(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. C.:23:

GCGUUTGCTC TTCTTCUUGC G
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(2) INFORMACIE O SEKV. C.24:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
() DLZKA: 21 baz
(B} TYP: nukleova kyselina
(c) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: linedrna

(iv) ANTI-SENSE: &ano

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. C.:24:

GCGUUUGCTC TTCTUCUUGC G

(2) INFORMACIE O SEKV. C.25:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20 baz
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: linedrna
(iv) ANTI-SENSE: &no
(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. C.:25:

GTACCACAAG GCCTTTCGCG

(2) INFORMACIE O SEKV. C.26:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20 baz
(B) TYP: nukleova kyselina
(¢) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: linedrna
(iv) ANTI-SENSE: &ano
(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. C.:26:

GTGCTCATGG TGCACGGTCT

(2) INFORMACIE O SEKV. C.27:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(n) DLZKA: 20 baz
(B) TYP: nukleovi kyselina
(c) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: line&rna

(iv) ANTI-SENSE: &ano

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. C.:27:

UGCATCCCCC AGGCCACCAT

(2) INFORMACIE O SEKV. {.28:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 16 baz
(B) TYP: nukleovi kyselina
(c) POCET VLAKIEN: jedno
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(D) TOPOLOGIA: line&rna
(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. {.:28:

GCGTTTTTTT TTTGCG

(2) INFORMACIE O SEKV. C.29:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(n) DLZKA: 19 b4z
(B) TYP: nukleova kyselina
(¢} POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: lineérna
(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. &.:29:

CGCAARAARA AAARAACGC

(2) INFORMACIE O SEKV. C.30:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20 baz
(B) TYP: nukleova kyselina
(c) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: linedrna
(iv) ANTI-SENSE: &no
(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. {.:30:

AAAACGTCAG CCATGGTCCC

(2) INFORMACIE O SEKV. &.31:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(n) DLZKA: 20 baz
(B) TYP: nukleova kyselina
(¢) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: lineérna
(iv) ANTI-SENSE: &no
(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. C.:31:

CCCCAACCAC CTCTTGCTCC

(2) INFORMACIE O SEKV. C.32:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(2) DLZKA: 20 biz
(B) TYP: nukleovi kyselina
(c) POCET VLAKIEN: jedno
(D) TOPOLOGIA: linedrna
(iv) ANTI-SENSE: &no
(xi) POPIS SEKVENCIE: SEKV. {.:32:

GAGACCCTGA ACAGTTGATC
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PATENTOVE NAROKY

Oligonukleotid schopny Specifickej hybridizacie s DNA alebo RNA, ktory zahina
linearnu sekvenciu kovalentne viazanych nukleozidovych jednotiek, pricom
sekvencia obsahuje prva nukleozidovu subsekvenciu, ktord ma 2 -0O-CH,-CH,-O-
CHs sacharidoveé Casti, a druhd nukleozidovd subsekvenciu, ktora ma 2°-deoxy
sacharidové Casti a tretiu nukleozidovu subsekvenciu, ktord ma 2°-O-CH,-CH,-
O-CHj; sacharidové Casti, pricom druha subsekvencia je umiestnena medzi prvou
a tretou subsekvenciou; a nukleozidové jednotky prvej a druhej subsekvencie su

kovalentne viazané fosfodiesterovymi alebo fosforotioatovymi vazbami.

Oligonukleotid podla naroku 1, v ktorom su nukleozidoveé jednotky prvej a druhej

subsekvencie kovalentne spojené fosforotiodtovymi vazbami.

Oligonukleotid podla naroku 1, vktorom su nukleozidové jednotky prve;j
subsekvencie kovalentne spojené fosfodiesterovymi vazbami a nukleozidové

jednotky druhej subsekvencie su kovalentne spojené fosforotioatovymi vazbami.

Oligonukieotid podla ndroku 1, vktorom s nukleozidové jednotky prvej
subsekvencie kovalentne spojené fosforotiodtovymi vdzbami a nukleozidové

jednotky druhej subsekvencie st kovalentne spojené fosfodiesterovymi vazbami.

Oligonukleotid podla naroku 1, v ktorom druha subsekvencia obsahuje aspon tri

nukleozidove jednotky.

Oligonukleotid podfa naroku 1, v ktorom druhd subsekvencia obsahuje aspon

pat' nukleozidovych jednotiek.
Oligonukleotid podfa néroku 1, kiory ma 5 az 50 nileozidovych jednotiek.

Oligonukleotid podia néroku 1, v ktorom st nukleozidové jednotky prvej, druhej a

tretej subsekvencie kovalentne spojené fosforotiodtovymi vazbami.

Oligonukleotid podfa naroku 1, v ktorom st nukleozi “avé jednotky prvej a tretej
subsekvencie kovalentne spojené fosfodiesterovymi vazbami a nukleozidové

jednotky druhej subsekvencie su kovalentne spojené fosforotioatovymi vazbami.
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10. Oligonukleotid podfa naroku 1, v ktorom su nukleozidové jednotky prvej a tretej
subsekvencie kovalentne spojené fosforotioatovymi vézbami a nukleozidové

jednotky druhej subsekvencie su kovalentne spojené fosfodiesterovymi vazbami.

11. Oligonukleotid podla naroku 1, v ktorom druha subsekvencia obsahuje aspon tri

nukleozidové jednotky.

12. Oligonukieotid podla néroku 1, v ktorom druh& subsekvencia obsahuje aspon

pat’ nukleozidovych jednotiek.

13. Oligonukleotid podla naroku 1, ktory ma 5 az 50 nukleozidovych jednotiek.
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VELKOST NADORA, cm3
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VELKOST NADORA, cm3
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