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Antiszensz oligonukleotidok és eljdrdsok humain ras-gének
gatlasira, valamint eljarasok raksejt-proliferacio gatlasara és
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A talalmany targyat a ras-gén expresszidjanak gatlasara szolgalo
stabilizalt - antiszensz  oligonukleotidok  képezik, valamint olyan
oligonukleotidok, melyeket ugy moédositottak, hogy affinitasuk a ras-RNS-
célpont vonatkozasaban fokozodjék, valamint olyan oligonukleotidok, me-
lyeket tovabb modositottak a ras-RNS-célpont szekvenciaspecifikus eliminé-
lasanak céljara. A taldlmany targyat képezik a talalmany szerinti
oligonukleotidokat tartalmaz6 diagnosztikai €s gyogyaszati készitmények is.

A talalmany targyat képezi tovabba egy eljaras a ras-gén aktivalt for-
maja  expressziojanak  specifikus gatlasara a  talalmany szerinti
oligbnukleotidok alkalmazasaval. A talalmany targyat képezik a taldlméany
szerinti oligonukleotidok alkalmazasan alapul6 eljarasok is, a ras-gén nor-
malis és aktivalt formajanak sejtekben és szovetekben torténd kimutatasara,
és szintén a talalmany targyat képezik az ilyen eljarasok végrehajtasara al-
kalmas - mind kutatdsi mind diagnosztikai célokra szolgald - reagensek €s
reagenskészletek. A talalmany targyat képezik ezen felill eljarasok a ras-gén
aktivalodasabol szarmazo6 rendellenességek kezelésére.
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A talalmany targyat a ras-gén expresszidjanak gatlasara alkalmas
gyogyaszati készitmények és eljarasok képezik. A ras-gén egy természetben
eldforduld gén, mely esetenként aktivalt formajuva alakul at, és ennek az
atalakulasnak szerepe van a tumorképzddésben.

A taldlmany targyat képezik kozelebbrdl a ras-gén expressziojanak
gatlasara szolgalé stabilizalt antiszensz oligonukleotidok, valamint olyan
oligonukleotidok, melyeket (igy modositottak, hogy affinitdsuk a ras-RNS-
célpont vonatkozasaban fokozodjék, valamint olyan oligonukleotidok, me-
lyeket tovabbmodositottak a ras-RNS-célpont szekvenciaspecifikus elimind-
lasanak céljara. A taldlmany targyat képezi tovabba egy eljaras a ras-gén
aktivalt formaja expresszidjanak specifikus gatlasira a taldlmany szerinti
oligonukleotidok alkalmazéséaval. A talalmany targyat képezik tovabba a ta-
lalmany szerinti oligonukleotidok alkalmazésan alapulé eljarasok a ras-gen
normalis és aktivalt formajanak sejtekben és szovetekben torténd kimutata-
séara, és szintén a taldlméany targyat képezik az ilyen eljarasok végrehajtasara
alkalmas - mind kutatasi mind diagnosztikai célokra szolgalo - reagensek €s

reagenskészletek. A talalmany targyat képezik ezen feliil eljarasok a ras-gén
aktivalodasabol szarmazo rendellenességek kezelésére.

Aktaszamunk: 81252-7976/PA
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A talalmany szerinti oligonukleotidokat tartalmazo diagnosztikai és
gybgyaszati készitmények alkalmasak a ras-gének kiilonboz6 fontos muta-
ci6inak kimutatasara &s az ilyen mutéciok folytan kialakult tumoros elvélto-
zasok kezelésére.

A sejtek novekedését ¢és differencialodasat kozvetlenill vagy kozvetett
médon szabalyozo celluralis gének modosulasait a rakos megbetege;dések
okozdjanak tekintik. Azonositottak kb. 30 géncsaladot, az onkogéneket,
melyek szerepet jatszanak az emberi tumorok kialakulasaban. Az egyik
ilyen géncsalad, a ras-géncsalad tagjait gyakran talaljak human tumorokban
elmutalva. Amennyiben a ras-gének normalisan miikddnek, az altaluk ter-
melt fehérjékrol feltételezik, hogy szerepet jatszanak a normalis sejtnoveke-
désben és az érési folyamatokban. A ras-gén olyan mutaciéi, melyek a fehér-
jetermék harom kritikus pozicija kozil valamelyikben aminosav-eltérést
okoznak olyan fehérjeformat eredményeznek, amely szerepet jatszik a tumor
kialakuldsaban. Az olyan gént, amely ilyen mutaciét szenvedett
"aktivalodott" génnek nevezik. Feltételezik, hogy a ras-gének aktivalodasat
eredményezé pontmutaciokat karcigonének vagy egyéb komyezeti faktorok
indukaljak. A vizsgalt hasnyalmirigy adenokarcinomak tSbb mint 90 %-
dban, a vastagbel adenomak és adekarcindmak kb. 50 %-ban, a tiidd
adenokarcinomék ¢és pajzsmirigy-karcinomak kb. 50 %-dban, €s a veér rakos
megbetegedéseinek - mint példaul akut mineolid leukémia €s mielo-
diszplazias szindréma - jelent6s hanyadaban talaltak aktivalodott ras-onko-
géneket. Elmondhatd, hogy az osszes huméan tumorok kb. 10-20 %-aban a
héarom ras-gén koziil (H-ras-, K-ras és N-ras) legalabb egy mutaciot szenve-
dett.
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Jelenleg feltételezik, hogy amennyiben egy adott tumorsejtben gétol-
juk az aktivalédott onkogének expresszidjat, a sejt normalisabb novekedési
sajatsagokkal fog rendelkezni. Feramisco €s mtsai. [Nature 314, 639 (1985)]
példaul kimutattak, hogy amennyiben olyan sejtekbe, melyeket aktivalt ras-
gén bejuttatasaval malignus allapotiva transzformaltak, a ras-gén fehérje-
termékéhez kotddd ellenanyagot mikroinjektalnak, a sejtek proliferacios ra-
taja lelassul, és normélisabb megjelenésiive valnak. Ezt az eredményt a
szerzOk ugy interpretaltak, hogy a kisérlet alatamasztja azt az allitast, hogy
az aktivalt ras-gén fehérjetermeke szerepet jatszik a raksejtekre jellemzd
szabalyozatlan novekedésben.

A H-ras-génrol legujabb kimutattak, hogy szerepet jatszik egy
"hosszuQ-T-szindromanak" nevezett siilyos kardialis aritmiaban, amely egy
orokletes rendellenesség, ami azonnali kezelés hidnyaban gyakran hirtelen
halalt eredményez. Erre a rendellenességre jellemzd, hogy gyakran semmi-
lyen szimptéma nem elézi meg az eratikus szivdobogas megindulasat. Az
még nem vilagos, hogy pontosan a H-ras-gén felelos-e a hossziQ-T-
szindroma kialakulasaért. Mindazaltal rendkiviil nagy az egybeesés ennek a
szindromanak az 6roklddése, valamint a 11. kromoszoma H-ras-gén koril-
vevd régidjaban egy bizonyos varidns jelenléte kozott. Eppen ezért a
hossziQ-T-szindréma kovetkeztében fellépd hirtelen szivhalal bekovetkezé-
sének fokozott veszélyét jelzé indikatorként alkalmazhat6 a H-ras-geén.

Nagy az igény olyan készitmények el6allitdsara, melyek a ras-gen
expresszidjat képesek befolyasolni, és kilondsen nagy az igény olyan ké-
szitmények eléallitasara, melyek a ras-gén aktivalt formajanak expresszidjat

képesek modulalni. Szintén nagy az igény az allati ras-gén diagnéziséra €s
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detektalasara alkalmas eljarasok kifejlesztésére. Szintén nagy igény van
olyan diagnosztikai és kezelési eljarasok kifejlesztésére, melyek a ras-gen
aktivalodasabol eredd rendellenességek vonatkozasaban alkalmazhatok.
Szintén szikkség van olyan tovabbfejlesztett kutatasi reagensekre €s
reagenskészletekre, melyek alkalmasak a ras-gen kimutatisara és tanulma-
nyozasara.

Az onkogén expresszidjanak gatlasat megvalOsitottdk  olyan
retroviralis vektorok, vagy plazmidvektorok alkalmazasaval, melyek a Ki-
ras protoonkogén RNS egy 2 kb-os szegmensét expresszaltdk, antiszensz
orientaciéban [Mukhopadhyay, T. és mtsai.. Cancer Research 51, 1744
(1991); PCT szabadalmi bejelentés PCT/US92/01852 (WO 92/15680)].

A kiilonbozd onkogén csalddok szerepének tanulményozasaban hasz-
nos eszkoznek bizonyult az onkogének antiszensz oligonukleotidokkal tor-
ténd gatlasa. Az antiszensz oligonukleotidok olyan rovid oligonukleotidok,
melyek egy adott gén "szensz" vagy kodolo szalaval komplementerek, €s
ennek kovetkeztében a génrél készillt mRNS-transzkriptummal is komple-
menterek, és ezért képesek vele stabilan és specifikusan hibridizalodni. Holt
és mtsai. [Mol. Cell. Biol. 8, 963 (1988)] kimutattak, hogy a c-myc-onkogén
mRNS transzkriptumaival specifikusan hibridizalodni képes antiszensz
oligonukleotidok, amennyiben azokat HL60-jelii tenyésztett leukémias sej-
tekhez adtak, képesek voltak a proliferaciét gatolni €s a differencialodast in-
dukalni. Anfossi és mtsai. [Proc. Natl. Acad. Sci. 86, 3379 (1989)] kimutat-
tak, hogy a c-myb-onkogén mRNS-transzkriptumaival specifikusan hibridi-
z4l6dni képes oligonukleotidok gatoljak huméan mieloid leukémia sejtvona-
lak proliferaciojat. Vickstrom és mtsai. [Proc. Nat. Acad. Sci. 85, 1028
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(1988)] kimutattak, hogy a c-myc-mRN S-sel specifikusan hibridizalédni ke-
pes antiszensz oligonukleotidok gatoljak a c-myc onkogén fehérjetermékeé-
nek expressziéjat, valamint a HL60-jeld tenyésztett leukémia sejtek
proliferaci6jat. A 4.871.838 szamu amerikai egyesilt allamokbeli szaba-
dalmi leiras (Bos és mtsai.) egy olyan oligonukleotidot tar fel, melynek
szekvencidja az N-ras-gén 13. kodonjaban talalhato mutacié komyezetében
komplementer, és ennek a mutdcionak a kimutatasara szolgal. A 4.871.838
szam amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leiras (Bos és mtsai.) feltar
olyan molekulékat, melyek alkalmasak ras-fehérjét kodolo DNS-ben talalha-
t6 mutdci6 kimutatasara alkalmas hibridizacios probaként tortend felhaszna-
lasra.

Az dsszes vizsgalt esetben a modositatlan oligonukleotidok instabili-
tasa jelentds problémanak bizonyult, mivel ezeket celluralis enzimek képe-
sek degradalni. A PCT/US8/01024 szamu szabadalmi bejelentés (Zon €s
mitsai.) olyan foszforotioat oligonukleotidokat tar fel, melyek képesek hibri-
dizal6dni az amplifikalodott c-myc-onkogén transzlacios iniciacids régioja-
val, és kimutatja, hogy ezek az oligonukleotidok képesek HL60 leukémias
sejtek novekedését, és a sejtekben DNS-szintézist gatolni. Tidd és mtsai.
[Anti-Cancer Drug Design 3, 117 (1988)] olyan metil-foszfonat antiszensz
oligonukleotidokat vizsgaltak, melyek specifikusan hibridizalodtak az akti-
valt N-ras onkogénhez, és azt talaltak, hogy bar az oligonukleotidok bioké-
miai degradacioval szemben rezisztensek voltak ¢s nem voltak toxikusak te-
vizsgalt sejtekre semmilyen hatdssal nem voltak. Chang és mtsai. kimutat-
tak, hogy az egér Balb-ras-gén mRN S-transzkriptumaival specifikusan hib-
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ridizalodni képes metil-foszfonat és foszforotioat oligonukleotidok képesek
voltak gitolni a gén fehérjetermékének transzlacidjat in vitro [Chang €s
mtsai.: Anti-Cancer Drug Design 4, 221 (1989); Brown és mtsai.: Oncogene
Research 4, 243 (1989)]. A kozleményben megjegyezték, hogy a vizsgalt
oligonukleotidok Tp-értéke nem jol korrealt az oligonukleotidok antiszensz
aktivitasaval, melyet a ras-p21-proteintermék in vitro transzlaciojanak gatla-
sa tjan hatéroztak meg. Mivel a Chang ¢s mtsai. altal vizsgalt antiszensz
oligonukleotidok a ras-gén transzlacios iniciacios régidjaval hibridizalodtak
specifikusan, nem varhato, hogy ezek az oligonukleotidok barmilyen szelek-
tivitast mutassanak az aktivalt ras-gén irdnydban, és az oligonukleotidok
kotodsképességét nem hasonlitottak dssze a normalis (vad tipusu) és a mu-
talt (aktivalodott) ras-gének vonatkozasaban.

Helene és mtsai. beszamoltak egy aktivalt H-ras-mRNS (12. kédon
G—T muticid) expresszidjanak szelektiv gatlasardl, egy kilenctagi
foszfodiészter oligonukleotid alkalmazaséaval, amelyhez egy akridin-tipusu
interkalalodo agens és/vagy egy hidrofob farok volt kapcsolva. Ez a vegyi-
let szelektiven tdmadta a mutdns ras-mRNS-t, mind RNaz-H, mind
sejtpoliferacids vizsgélati eljarasokban, alacsony mikromoralis koncentraci-
6kban [Saison-Behmoaras, T. és mtsai.. EMBO J. 10, 1111 (1991)]. Chang
és mtsai. beszamoltak egy mutans H-ras-mRNS szelektiv megtamadasarol;
ebben az esetben a 61. H-ras kédon szenvedett A—T mutéciét, és az alkal-
mazott oligonukleotid vagy egy 11-tagii metil-foszfonat oligonukleotid, vagy
pedig ennek az oligonukleotidnak a pszoralen-szdrmazéka volt. Ezekr6l a
vegyiiletekrdl, melyek aktivitashoz szitkséges koncentracioja 7,5-150 umol/1
volt, immunprecipitacios eljarassal kimutattak, hogy szelektiv modon gatolja
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a mutans H-ras-P21-expresszitjat, a normalis P21 expresszidhoz viszonyitva
[Chang és mtsai.: Biochemistry 30, 8283 (1991)].

Az olyan modositott oligonukleotidok, melyek nem péarosodd bazisok
esetén novelik a AAG®37-értéket, alkalmasak a szelektivitas novelésére. Azt
talaltak, hogy a AAG®y-értékek 1-2 kcal/mol-tol (a legstabilabb nem paro-
sod6 bazist tartalmazé oligonukleotidok esetén) 5-6 kcal/mol-ig valtoznak (a
legkevésbé stabil nem parosodd bazisokat tartalmazo oligonukleotidok ese-
tén). Eppen ezért amennyiben lehetscges oly moédon maximalizalhatjuk a
szelektivitast a mutans célpont vonatkozasaban, azok a mutaciok, melyek
stabil nem-parosodé bazisokat eredményeznek (példaul G—A) kevésbé eld-
nydsek, mint azok a mutaciok, melyek kevéssé stabil nem-parosodd béziso-
kat eredményeznek (példaul C—»G, U-G, A—C). Ezt a jelenséget egy
sroklddd Alzheimer-korral asszocialt dominans autoszomalis mutdcio példa-
jan szemléltethetjik. A B-amiloid prekurzor-gén harom killonbozo
pontmutaciojarél kimutattak, hogy egyiitt szegregalodik ezzel a betegséggel.
Ezek a pontmutaciok a kovetkez6k: G—>A (AAG®37= +1,2 kcal/moél) G—T
(AAG®37=3,9 kcal/mol), és TG (AAG’y7=+3,6 kcal/mol)* [Goate és mtsai.:
Nature 349, 704 (1991); Murrel és mtsai.: Science 254, 97 (1991); Chartier-
Harlin és mtsai.: Nature 844, 353 (1991)]. Ebben az esetben a T>G muta-
ci6 megcélzasa eredményezi feltételezhetden a legnagyobb szelektivitast a
mutans B-amiloid-gén vonatkozasaban, antiszensz oligonukleotid alkalmaza-
saval.

Azok a DNS-oligonukleotidok, melyek modositatlan foszfodiészter
internukleozid kotéseket vagy modositott foszforotioat internukleozid koté-

seket tartalmaznak, a cellularis RN4z-H szubsztratjai, ami azt jelenti, hogy



_8-
aktivaliak a megcélzott RNS RNéz-H-enzim altal torténd hasitasat [Dagle.
JM. Walder, JA. és Weeks, D.L.: Nucleic Acids Research 18, 4751

(1990); Dagle, J.M., Weeks D.L. €s Walder, J.A.: Antisense Research And
Development 1, 11 (1991); és Dagle, .M., Andracki, M.E., DeVine, R.J. €s
Walder, J.A.: Nucleic Acids Research 19, 1805 (1991)]. Az RNaz-H egy
olyan endonukleaz, amely elhasitja az RNS:DNS-duplexek RNS-szalat. En-
nek az enzimnek az aktivalasa éppen ezért az RNS célpont elhasitasat ered-
ményezi, és ez a jelenség nagy mértékben fokozza az antiszensz
oligonukleotidoknak a célpont RNS expresszidjat gatlo képességét. Walder
és mtsai. megjegyzik, hogy Xenopus embriokban mind a foszfodiészter ko-
tések, mind pedig a foszforotioat kotések egzonukleazos degradacié targyai.
Az ilyen nukleazos degradéci6 a gatlas szempontjabol karos, mivel gyorsan
elfogyasztja az RNaz-H aktivalashoz sziikséges oligonukleotid-mennyiséget.
A W089/05358 szamu PCT kozzétételi iratban Walder és mtsai. olyan
DNS-oligonukleotidokat tdmak fel, melyeknek 3'-végi internukleozid koteé-
sét modositottak, hogy rezisztenssé tegyék enzonukledz emésztéssel szem-
ben, ugyanakkor a modositott oligonukleotidok az RNaz-H enzimnek
szubsztratjai maradtak.

Azok a kisérletek, melyek azt a célt szolgaltdk, hogy egy adott
oligonukleotidon beliil kihasznéljék a modositasok adta eldnyos lehetésége-
ket, ugyanakkor az oligonukleotid az RN4z-H enzim szubsztratja is marad-
jon, kiméra-oligonukleotidok kialakitasahoz vezettek [Giles, R.V. és mtsai.:
Anti-Cancer Drug Design 7, 37 (1992); Hayase Y. és mtsai.: Biochemistry
29, 8793 (1990); Dagle, J.M. és mtsai.. Nucleic Acids Research 18,4751
(1990); Dagle J. M. és mtsai.: Nucleic Acids Research 19, 1805 (1991)]. A
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kiméra-oligonukleotidok ketté vagy tobb kémiailag kiilonbozo régidt tartal-
maznak, melyek mindegyike legaldbb egy nukleotidot tartalmaz. Ezek az
oligonukleotidok 4ltalaban tartalmaznak egy médositott nukleotidokbol allo
régiot, amely az oligonukleotidnak egy vagy tobb elényos sajatsagot kolcso-
noz (mint példdul megnovekedett nukleédzrezisztencia, fokozott bejutas a
sejtekbe, fokozott kotési affinitds az RNS-célpont vonatkozasaban), vala-
mint egy moédositatlan régiot, amely megdrzi az oligonukleotid RNaz-H-
hasitast aktivalo képességét. Ezt a megkozelitést kilonfele oligonukleotid-
gerincmodositasok esetén alkalmaztak, leggyakrabban metilfoszfonat koté-
seket is tartalmazé oligonukleotidok esetén, mivel a kizarélag metilfoszfonat
kotéseket tartalmazo oligonukleotidok nem szubsztratjai az  RNaz-H-nak.
Azokrol a metil-foszfonat oligonukleotidokrol, melyek RNaz-H szenzitiv
foszfodiészter kotéseket is tartalmaznak, kimutattak, hogy in vitro képesek a
célpont RNS RN4z-H altali hasitasat indukalni. E. coli eredetii RNaz-H en-
zim alkalmazasaval azt talaltak, hogy a célpont RNS-szélak hatékony RNaz-
H hasitasahoz az antiszensz oligonukleotidban legaldbb harom vagy négy
egymast kovetd foszfodiészter kotésnek jelen kell lenni [Quartin, R.S. és
mtsai.: Nucleic Acids Research 17, 7253 (1989); Furdon, P.J. és mtsai..
Nucleic Acids Research 17, 9193 (1989)]. Hasonlo kisérleteket végeztek
emldseredetii RNaz-H-val végzett in vitro hasitasi vizsgélatokkal [Agrawal,
S. és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 1401 (1990)]. Ebben az esetben
olyan oligonukleotidok hasitdsaktivalé hatékonysagat vizsgaltak, melyek
kiillonboz6 gerincmodositasokat (a metil-foszfonatokat is beleértve), vala-
mint kilonbozd hosszisagh foszfodiészter kotéseket tartalmazo szakaszokat
foglaltak magukban. A vizsgalt oligonukleotidok esetén azt talaltak, hogy



-~

-10 -

minimum 6t egymas melletti foszfodiészter kotés volt szikséges az RN4z-H-
hasitas hatékony indukaldsahoz. Legujabban kimutattak, hogy metil-
foszfonat/foszfodiészter kimérak fokozott specifitassal és hatékonysaggal
rendelkeznek a célpont RNS hasitéas aktivaldsanak tekintetében, E. coli ere-
detii RNaz-H alkalmazasan alapul6 in vitro vizsgalati eljarasokban [Giles,
R.V. és mtsai.: Anti-Cancer Drug Design. 7, 37 (1992)]. A vizsgalt vegyile-
tekrol azt is kimutattak, hogy Xenopus oocitdkban és tenycsztett emldssej-
tekben is hatékony antiszensz inhibitorok [Dagle J.M. €s mtsai.. Nucleic
Acids Res. 18, 4751 (1990); Potts J.D. és mtsai.. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88, 1516 (1991)].

Foehler és mtsai. a W090/15065 szami PCT kozzétételi iratban
olyan kiméra-oligonukleotidokat tarnak fel, melyek a 3'- és/vagy 5'-végiikkon
meg vannak "sapkazva" foszforamidit, foszforotioat vagy foszforoditioat
kotéseket tartalmazé régiokkal, abbol a célbol, hogy az oligonukleotidok
RNaz-H-aktivald képessége megmaradjon, ugyanakkor az exonukleaz
emésztéssel szemben stabilak legyenek. A W091/12323 szamu PCT kozze-
tételi iratban Pederson és mtsai. olyan kiméra-oligonukleotidokat tarnak fol,
melyekben egy kozponti, RNaz-H-t aktivalo dezoxinukleotid-régiot ket
olyan régi6 szegélyez, melyekben az oligonukleotid-gerincet modositott
internukleozid kotések  alkotjak  (metilfoszfonat, foszforomorfolidat,
foszforopiperazidat vagy foszforamidat kotések), mely régiok nem aktivaljak
az RNaz-H-t. 2-dezoxi oligonukleotidokat oly modon stabilizaltak
nukleazos degradécioval szemben, az RNaz-H-aktivalo képesség megtartasa
mellett, hogy egy rovid foszfodiészter kotéseket tartalmazo régiot olyan
oligonukleotid régiok kozé helyeztek, melyekben az oligonukleotid-gerincet
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modositottak oly médon, hogy ezek a régiok foszforamidat, alkilfoszfonat
vagy foszfotriészter kotéseket tartalmaztak [Dagle, J M., Walder, J.A. ¢s
Weeks, D.L.: Nucleic Acids Research 18, 4751 (1990); Dagle, JM,,
Weeks, D.L. és Walder, J.A.: Antisense Research And Development 1, 11
(1991); és Dagle, IM,, Andracki, M.E., DeVine, RJ. és Walder, J.A.:
Nucleic Acids Research 19, 1805 (1991)]. Igaz ugyan, hogy a foszforamidat
kotéseket tartalmazé oligonukleotidok exonukledz emésztéssel szemben
stabilnak bizonyultak, ugyanakkor azonban minden egyes foszforamidat
kotés a mért T-értékben 1,6 °C-os csokkenést eredményezett [Dagle; IM,
Andracki, M.E., DeVine, R.J. és Walder, J.A.: Nucleic Acids Research 19,
1805 (1991)]. A Tn-értek emlitett csokkenése azt jelzi, hogy az
oligonukleotid és célpontja kozotti hibridizacios kolcsonhatés gyengiil.

Saison-Behmoaras és mtsai. [Saison-Behmoaras, T., Tocque, B. Rey,
1., Chassignol, M., Thuong, N.T. és Helene, C.: EMBO Joumal 10, 1111
(1990)] azt talaltak, hogy egy bizonyos oligonukleotid esetében, amely
szubsztratja volt az RNaz-H-nak, az RNéaz-H hasitasi hatékonysaga ala-
csonynak bizonyult, az mRNS-sel torténd gyenge hibridizaci6 miatt.

A kiméra-oligonukleotid kifejezés nem korlatozodik a gerinciikben
médositott oligonukleotidokra, bar az olyan kiméra-oligonukleotidokat, me-
lyek 2'-riboz-modositasokat és RNaz-H-érzekeny dezoxi-részleteket tartal-
maznak, nem jellemezték olyan részletességgel, mint a gerinciikben modosi-
tott kiméra-oligonukleotidokat. A 260,032 szamu europai kozzétételi iratban
Inoue és mtsai., valamint Ohtsuka és mtsai. [FEBS Lett. 215, 327 (1987)]
olyan 2'-O-metil oligonukleotidok (az ilyen oligonukleotidok magukban nem
szubsztratjai az RNaz-H-nak) alkalmazéasarél szamoltak be, melyek médosi-
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tatlan dezoxi szakaszokat ("dezoxi-rések") is tartalmaztak, és ezek az
oligonukleotidok in vitro az E. coli eredetii RN4z-H hasitasat a komplemen-
ter szal bizonyos specifikus részeire iranyitottak. Ezekben a vegyiletekben a
dezoxi-rés legalabb négy bazishosszisagu kellett hogy legyen ahhoz, hogy a
célpont RNS hasitasa hatékonyan megtorténjék. Mindazaltal az ilyen szer-
kezetii oligonukleotidokat nem vizsgaltak emlds eredetli RNaz-H hasitasi
hatékonysag vonatkozasaban, €s sejten beliili antiszensz aktivitdsukat sem
vizsgaltak. Ezeket az oligonukleotidokat nukleazos degradacioval szemben
nem stabilizaltak.

Az O-metil-médositasokon kiviil rendkivill kevés 2'-riboz-modositas
esetén vizsgaltak az oligonukleotidok RNaz-H-aktivalo képességét €s
antiszensz aktivitasat [Schmidt, S. és mtsai.. Biochim. Biophys. Acta 1130,
41 (1992)].

Bar azt folismerték, hogy egy célpont RNS-szal hasitasa antiszensz
oligonukleotid és RN4z-H alkalmazaséaval hasznos lennek, meg kell jegyez-
nink, hogy az oligonukleotidok nukleaz rezisztencidja és a hibridizacio
pontossaga 'is dont6 jelentdségii. Hosszi ideje nagy igény van olyan hatd-
anyagokra, melyek képesek aktivalni az RNaz-H-t, de ugyanakkor hibridi-
zZ4ci6s sajatsagaik valtozatlanok maradnak vagy javulnak, nukle4zos degra-
daci6val szemben pedig rezisztensek. Régota kielégitetlen igény van tehat
olyan eljarasokra ¢és hatéanyagokra, melyek az antiszensz aktivitast fokoz-
zak.

A talalmény targyat képezik a ras-mRNS-sel komplementer szekven-
ciaju oligonukleotidok, melyek képesek a ras-gén expresszidjat gatolni.
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A talalmany targyat képezik tovabba olyan ras-mRNS-sel komple-
menter oligonukleotidok, melyek specifikusan gétoljak a ras-gén aktivalt
(muténs) form4janak expressziojat.

A taldlmany targyat képezik tovabba a ras-geén expresszidjat gatolni
képes stabilizalt oligonukleotidok.

Szintén a talalmany targyat képezik olyan stabilizalt oligonukleotidok,
melyek szekvencidgja komplementer a ras-mRSN szekvencidjaval, és oly
moédon vannak modositva, hogy affinitdsuk fokozodik a ras-mRNS célpont
iranyaban, és amely oligonukleotidok a ras-gén expresszidjat gatoljak.

A taldlmany targyat képezik tovabba olyan oligonukleotidok, melyek
a ras-mRNS-sel komplementerek, mely oligonukleotidok az RNaz-H
szubsztratjai.

A talalmany targyat képezik tovabba olyan oligonukleotidok, melyek

Szintén a talalmany targyat képezik eljarasok rdksejtek proliferacio-
janak gatlasara.

A talalmany targyat képezik tovabba eljarasok olyan mutacidk kimu-
tatasara, melyek a ras-gén normalis (vad tipust) formajanak aktivalt formava
torténd atalakulasét idézik eld.

A talalmany targyat képezik tovabba hasonlo tipust tumorok vizsgala-
tara alkalmas differencialt diagnosztikai eljarasok, valamint olyan eljarasok,
melyek az aktivalt ras-gén jelenlétének kimutatdsa révén alkalmasak nagy

veszélyességii dllapotok azonositasara.
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A taldlméany targyat képezik tovabba a vad tipusu ras-gén mutans, ak-
tivalt formaju ras-génné torténd mutaciojanak kovetkeztében fellépod rendel-
lenességek diagnosztizéldsara és kezelésére szolgal6 eljarasok.

A talilmany targyat képezik olyan oligonukleotidok, melyek komple-
menterek a human ras-génbdl szarmazo DNS-sel vagy RNS-sel. A talalmany
egy eldnyos megvalositasi modjat jelenﬁk olyan oligonukleotidok, melyek a
humén H-ras-génbdl szarmazo DNS-sel vagy RNS-sel komplementerek.
El6nydsen ezek az oligonukleotidok a gén transzlacios iniciacios kodonjaval
komplementerek, és elénydsen ezek az oligonukleotidok tartalmaznak egy
CAT-szekvenciarészletet. A taldlmany egy masik elonyos megvaldsitasi
modjat jelentik olyan oligonukleotidok, melyek az aktivalt H-ras-gén 12.
kodonjaval komplementerek, mely oligonukleotidok elényosen tartalmaznak
egy GAC-szekvenciarészletet. A taldlmany egy masik eldnyds megvalositasi
modja szerinti oligonukleotidok komplementerek az aktivalt H-ras-gén elmu-
talt 12. kodonjaval, és azzal képesek preferaltan hibridizalédni. Az ilyen
oligonukleotidok el6nytsen tartalmaznak egy GAC-szekvenciarészletet. Az
ilyen oligonukleotidokat kényelmi szempontokbol elénydsen gyogyaszatilag
elfogadhato hordozdban szereljiik ki. A talalmany egy masik elényds megva-
16sitasi modja szerinti oligonukleotidok a human Ki-ras-génbdl szarmazo
DNS-sel vagy RNS-sel komplementerek. Ezek az oligonukleotidok €lonyod-
sen komplementerek a Ki-ras-gén 5'-végi nem transzlalodo régidjaval, 3'-
végi nem transzlalodo régiojaval, 12. kodonjaval vagy 61. kédonjaval. A
talalmany egy masik elonyos megvalositasi modja szerinti oligonukleotidok
az aktivalt Ki-ras-gén 12. kodonjaval komplementerek, €s elonyosen tartal-
maznak egy ACC-szekvenciarészletet. A talalmany egy masik elény6s meg-
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val6sitasi modja szerinti oligonukleotidok az aktivalt Ki-ras-gén elmutalt 12.
kodonjaval komplementerek, és ahhoz képesek preferaltan hibridizalodni.
Az ilyen oligonukleotidok  eldnydsen tartalmaznak egy ACC-
szekvenciarészletet. Az ilyen talalmény szerinti oligonukleotidokat kényelmi
szempontokbdl elénydsen gyogyaszatilag alkalmas hordozoban szereljuk Ki.

A talalmény szerinti oligonukleotidok elénydsen a nukleazos degra-
daciéval szembeni rezisztencia fokozasa céljabol modositva vannak. A
nukleazokkal szembeni fokozott rezisztenciat elénydsen ugy érjik el, hogy
az oligonukleotid tartalmaz legalabb egy kéntartalmu nukleotidot, legelonyo-
sebben egy foszforotioat vagy foszforoditioat nukleotidot.

A taldlmany egy masik el6nyos megvalositasi moédja szerinti
oligonukleotidok komplementerek a ras-mRNS-sel, képesek gatolni a ras-
expressziot, és ugyanakkor fokozott mértékben rezisztensek nukleazokkal
szemben, a ras-mRNS célponthoz fokozott kotési affinitassal birnak, €és
szubsztratjai az RNaz-H-nak.

A fokozott kotési affinitast elényosen ugy érjik el, hogy legalabb egy
nukleotidot moédositunk a cukorrész 2'-pozicidjaban, az oligonukleotidok
legelényosebben 2'-O-alkil-, 2'-O-alkilamino- vagy 2'-fluor-modositast tar-
talmaznak.

A taldlmany egy elonyos megvalositasi modja szerinti
oligonukleotidok kiméra-oligonukleotidok, melyek legalabb egy olyan régiot
tartalmaznak, melyet a komplementer ras-mRNS iranti kotési affinitas foko-
zésa céljabol modositottak, valamint egy olyan reégiot, amelyik az RNaz-H

hasitas szubsztratja. A talalmany egy eloényds megvalositasi modja szerinti
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oligonukleotidok tartalmaznak egy RN4z-H-szubsztrat-régiot, melyet két fo-
kozott ras-mRNS-kotd affinitasi régio szegélyez.

A talalméany egy més szempontja szerint a talalméany targyat képezik
eljarasok a human ras-geén kiilonbozé sejtekben vagy szovetekben torténd
expressziojanak moduléldsara, valamint eljarasok az aktivalt ras-gen
expressziojanak specifikus modulélaséra olyan sejtekben vagy szovetekben,
melyek feltehetoen hordoznak olyan mutéaciot, amely a ras-gén aktivaloda-
sahoz vezet.

A talalmany szerinti megoldas elonyos megvalositasai eljarasok a ras-
gén expresszidjanak gatlasara, valamint az aktivalt ras-gén expressziojanak
specifikus gatlasara. A talalmany egy kovetkezd szempontja szerint a talal-
many targyat képezik eljarasok a ras-gén kimutatasara sejtekben vagy szo-
vetekben, valamint eljardsok az aktivalt ras-gén specifikus kimutatdsara
olyan sejtekben, vagy szovetekben, melyekrdl feltételezhetd, hogy hordoz-
zak a mutalt gént. Az ilyen taldlmany szerinti eljarasok magukban foglalnak
egy olyan 1épést, amelyben a human ras-gént feltehetden tartalmazo sejteket
vagy szoveteket talalmany szerinti oligonukleotidokkal érintkeztetiink, a gén
kimutatasanak céljabol.

A taldlmany egy tovabbi szempontja szerint a talalmany targyat ké-
pezik eljarasok olyan allatok diagnosztizalasara és kezeléscre, melyek felte-
hetéen hordoznak olyan mutaciot, mely a ras-gén aktivalodasahoz vezet. Az
ilyen taldlmany szerinti eljarasok tartalmaznak egy olyan lépést, mely szerint
az allatot vagy az allat sejtjeit vagy szoveteit vagy valamely testnedvét ta-

lalmany szerinti oligonukleotidokkal érintkeztetjik, a gén expresszidjanak
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gatlasa céljabol, és ily modon a gén aktivalodasabol fakado rendellenessé-
geket kezeljiik, vagy az ilyen rendellenességeket diagnosztizaljuk.

Az alabbiakban roviden ismertetjiik a leirashoz csatolt abrakat. Az 1.
4brén egy oszlopdiagrammot lthatunk, amely egy ras-luciferdz fuzios fehér-
je expresszidja gatlasanak dozis-hatas-osszefiiggéseit abrazolja, a gatlast a
H-ras transzlacios iniciacios kodonjat (AUG) c€lzo oligonukleotidok alkal-
mazasaval értik el. Az expressziot a luciferaz-aktivitas mérésével jellemez-
tik, mely aktivitast luciferin hozzdadasa utan fénykibocsatas formajaban
detektaltunk.

A 2. 4bran egy oszlopdiagrammot lathatunk, amely egy ras-luciferaz
fzios fehérje expresszidja gatlasanak dozis-hatas-6sszefliggését abrazolja, a
gatlashoz olyan oligonukleotidokat alkalmaztunk, melyek célpontja az akti-
valt H-ras-gén elmutalt 12. kodonja korili régid volt. Az expressziot a
luciferaz-aktivitas mérésével jellemeztik, mely aktivitast luciferin hozzaada-
sa utan fénykibocsatas formajaban detektaltunk.

A 3. 4bran egy oszlopdiagrammot lathatunk, amely egy ras-luciferaz
fizios fehérje expressziojanak gatlasat abrazolja egyetlen dozis fuggvényé-
ben, a gatlast antiszensz foszforotioat oligonukleotidok alkalmazaséval értik
el. Az expressziot a luciferaz-aktivitas mérésével jellemeztikk, mely aktivi-
tast luciferin hozzaadasa utan fénykibocsatas formajaban detektaltunk.

A 4. abran egy tablazatot és egy oszlopdiagrammot lathatunk, melyek
13, az aktivalt H-ras-génnel specifikusan hibridizalodni képes antiszensz
oligonukleotiddal végzett kisérletek eredményeit foglaljak ossze. A tablazat-
ban megadjuk valamennyi oligonukleotid hosszat, az aktivalt ras-génnek azt

a régiojat, amellyel az oligonukleotid képes specifikusan hibridizalodni, va-



- 18-
lamint megadjuk az oligonukleotid aktivitasat a ras-luciferaz fuziés fehérje
expresszidjanak gatlasaban.

Az 5. 4bran egy tablazatot lathatunk, amely megadja a ras-mRNS
szekvencidjanak azt a részletét, amely az antiszensz oligonukleotiddk cél-
pontja (a szekvencidt 5'-3'-iranyban adtuk meg), valamint a H-ras-gén
transzldcios iniciaciés koédonjat (AUG) és a 12. kodon korili régiot célzd
antiszensz oligonukleotidok hibridizacids lokalizaciojat €s szekvenciajat. Az
antiszensz oligonukleotidok szekvencigjat 3'-5'-irdnyban adtuk meg. Az SA
abran lathatunk két 20-tagi oligonukleotidot (2502 és 2503), melyek cél-
pontja az AUG-kédon, valamint lathatunk egy egész sor oligonukleotidot,
melyek 5-25 taguak és célpontjuk a 12. kodon. Az 5B 4bran a 2502, 2503,
6186 és 2570 jelzésii oligonukleotidokat lathatjuk, megjelolve a ras-mRNS-
en talalhato célpontszekvencidikat is.

A 6. 4bran egy oszlopdiagrammot lathatunk, amely a ras-luciferaz fu-
zi6s fehérje expressziojanak gatlasat mutatja a 2502, 2503, 6186, valamint
ugyanezen foszforotioat oligonukleotidok egyscgesen 2'-O-metilalt valtoza-
tainak hataséra. Az oligonukleotidokbél kilonbszd dozisokat alkalmaztunk.

A 7. &bran egy oszlopdiagrammot lathatunk, amely a mutans
(vonalkézott oszlopok) és a normal (sotet oszlopok) ras-luciferaz fzios fe-
hérje expresszidjanak kilonbozé hosszisagl antiszensz oligonukleotidok
altal kivaltott antiszensz gatlasat dbrazolja.

A 8. abran nyolc grafikont lathatunk, melyek a ras-gatlas dozis-hatds-
osszefiggését abrazoljak. A folytonos vonalak a vad tipusi ras-génnel
szembeni aktivitast, a pontozott vonalak pedig az aktivalt ras-génnel szem-

beni aktivitast mutatjak.



-19-

A 9. 4bra két részletbdl all, és az antiszensz oligonukleotidok kotéde-
sét mutatja a 47-tagu hajtiialaku H-ras-mRNS célponthoz. A 9A abran egy
"gel shift" analizist lthatunk, az abrakon a hajtialaku RNS-célpont
elektroforetikus  mobilitasanak ~ valtozasait lathatjuk az alkalmazott
oligonukleotid-koncentraciok fiiggvényében. A baloldali dbran egységesen
2'-O-metil-modositasokat  tartalmazo oligonukleotidot alkalmaztunk
(dezoxiszam = 0), a jobboldali bran pedig egy olyan kisérlet eredmény¢t
lathatjuk, amelyben egy 2'-O-metil kiméra-oligonukleotidot alkalmaztunk,
amelyben egy 9 bazishossziisagu dezoxi-rés volt talalhat6 (dezoxiszam = 9).
Az 1-8. szamozott savok kiilonbozé koncentracidji oligonukleotidok alkal-
mazasaval végrehajtott  elektroforetikus futtatas eredményezi. Az
oligonukleotid-koncentraciok a kovetkez6k voltak: 1. sav: semmi; 2. sav:
10 molt: 3. sav: 1079 mol/l; 4. sav: 10° molA; 5. sav: 107 mol/l; 6. sav:
107 mol: 7. sév: 10° molA; 8. sav: 10°° mol.

A 9B abran egy grafikont lathatunk, amely a hajtlicélpont egy részle-
tének elektroforetikus mobilitasaban beallt véltozasokat mutatja kilénb6zo
antiszensz oligonukleotidok alkalmazasa esetén. Allo rombusz: dezoxiszim
= 17; »: dezoxiszam = 9; fekete alapjan allo haromszog dezoxiszam = 7; 0
dezoxiszam = 5; ires alapjan 4ll6 haromszog dezoxiszam = 3; M dezoxi-
szam = 1, O dezoxiszam = 0 (a grafikonban lathat6 inszert a 47-tagi hajtii-
alaka H-ras-célpont szekvencidjat mutatja a 2570. szamu oligonukleotid
szekvenciajaval egyiitt).

A 10. 4abran egy elektroforézis-gélrl készilt felvételt lathatunk,
amely a komplementer H-ras-mRNS RNaz-H-fiiggd hasadasat abrazolja,

amely 2'-O-metil kiméra-foszforotioat oligonukleotidok hatasara kovetkezett
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be. A savok jelolése az alkalmazott oligonukleotid kozpontjaban talalhato
dezoxi-rés hosszara utal.

A 11. 4bra két részletbdl all, és a ras-RNS 12. kodonja korih
szekvenciarészletet célzo 2'-O-metil foszforotioat kiméra-oligonukleotidok
antiszensz aktivitasat abrazolja. A 11A 4bran egy oszlopdiagrammot latha-
tunk, amely killonbozé oligonukleotidok aktivitasat mutatja egyetlen dozis
(100 nmél/) alkalmazasa esetén. A kovetkezd oligonukleotidokat alkalmaz-
tuk: egységesen 2'-O-metil oligonukleotidok,  egységesen dezoxi
oligonukleotidok, valamint 2'-O-metil kiméra-oligonukleotidok, melyek koz-
pontjukban 1-, 3, 5-, 7- vagy 9-bazishosszusagi dezoxi-rést tartaimaztak. A
11B 4bran egy grafikont lathatunk, amely kilénbozo oligonukleotidok ak-
tivitasanak dozis-hatas-osszefiiggését mutatja. Alkalmazott oligonukleoti-
dok: egységesen dezoxi (csticsan allo fekete haromszog), valamint 2'-O-
metil oligonukleotidok, amelyek kozépen elhelyezkedd dezoxi-réseket tar-
talmaztak, melyek hossziisaga 4-(Me), 5-(), 7-(+) vagy 9-bézis (alapjan
4116 fekete haromszog) hosszisagu volt.

A 12. 4bran egy oszlopdiagrammot lathatunk, amelyek egységesen
dezoxi foszforotioat oligonukleotidok, ~valamint roviditett kiméra-
oligonukleotidok antiszensz aktivitasat mutatja ras-luciferaz fuzios fehérjé-
vel szemben.

A 13. abran egy grafikont lathatunk, amely az oligonukleotidok
antiszensz aktivitisa és RNaz-H-aktivalo képessége kozotti osszefiggeseket
mutatja. A kisérletben ras-gént c€lz0 dezoxi-réscket tartalmazé 2'-O-metil
foszforotioat oligonukleotidokat alkalmaztunk, ¢s az eredményeket a dezoxi-
rés hosszanak fiiggvényében adtuk meg.
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A 14. 4bréan egy grafikont lathatunk, amely 7 -bazishossziisdgu dezoxi-
réseket tartalmazé 2-modositott foszforotioat kiméra-oligonukleotidok
antiszensz aktivitasanak dozis-hatas-0sszefiggéseit mutatja. Alkalmazott
oligonukleotidok: alapjan 4llo fekete haromszog: egységesen dezoxi
foszforotioat oligonukleotid; M : 2'-O-pentil kim€ra; © 2'-O-propil kiméra,
¢ - 2'-O-metil kiméra; csticsan all6 fekete haromszog : 2'-fluor kiméra.

A 15. abran egy grafikont lathatunk, amely kulonbozd kiméra-
oligonukleotidok ras-luciferaz expressziora kifejtett gatlo hatasanak dozis-
hatas-osszefiiggéseit mutatja. A kisérletben olyan kiméra-oligonukleotidokat
alkalmaztunk, amelyekben  kulonbozo kombinacidban  szerepeltek
foszforotioat és foszfotiészter-gerincrészletek, valamint 2'-O-metil és 2'-
dezoxi-részletek.

A 16. abran egy grafikont lathatunk, amely az ISIS-2503 jelzési
oligonukleotid tumorellenes aktivitasat mutatja, a csupasz egerekben fenn-
tartott A549-jelii human tumorral szemben.

A 17. 4bran egy grafikont lathatunk, amely az ISIS-2503-jelzésii
oligonukleotid tumorellenes aktivitdsat mutatja, csupasz egerekben fenntar-
tott A549-jelii huméan tumorral szemben. Az oligonukleotidot kationos
lipidek jelenlétében adtuk be.

A 18. 4bran egy oszlopdiagrammot lathatunk, amely kiilonb6zd
oligonukleotidok H-ras ellenes aktivitasat abrazolja. A kisérletben kiilonbo-
26 2'-cukormodositasokat tartalmazo foszfodiészter (P=0) gerinccel rendel-
kezd oligonukleotidok aktivitdsat hasonlitottuk ossze foszforotioat (P=S)

gerinccel rendelkez6 2'-dezoxinukleotidok aktivitasaval.
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A 19. 4bran egy oszlopdiagrammot lathatunk, amely a Ki-ras-mRNS
expressziéjanak antiszensz gatlasat 4brazolja harom kilénboz6 human vas-
tagbél-rak sejtvonal esetén, az alkalmazott sejtvonalak jelzése: Calul,
SW480 és SW620.

A 20. 4bran egy oszlopdiagrammot lathatunk, amely az SV480-jeli
human raksejtvonal proliferaciojanak gatlodasat mutatja az ISIS-6957 €s
ISIS-6958 jelzésii Ki-ras-specifikus oligonukleotidok hatasara.

A 21. abran egy oszlopdiagrammot lathatunk, amely a Ki-ras-mRNS
expresszi® szelektiv gatlodasat mutatja egyrészt az SV480-jeli human
raksejtvonalban, amely mutans Ki-ras-gént expresszal, masrészt HeLa-
sejtekben, melyek vad tipusi Ki-rast expresszalnak, a Ki-ras-gén elmutalt
12. kédonjat célzo oligonukleotid hatasara.

A rakos daganatok egy egész sor Iépésen keresztiil alakulnak ki, ezek
a 1épések olyan valtozast eredményeznek, melyek végiil a sejtosztodas sza-
balyozé képességének elvesztesét eredményezik, és ez az allapot a raksej-
tekre jellemzd, azaz a raksejtek képesek lesznek folyamatos szabélyozatlan
proliferaciora, a komyezé szovetek megtamadaséara, valamint kilonbozo
szerveknek metasztazisok kialakitdsara. Rendkiviil gondosan ellen6rzott in
vitro vizsgalatok segitettek azonositani azokat a faktorokat, amelyek jel-
lemzik a normalis és a neoplazias sejtek novekedését, €s ezek a vizsgalatok
olyan specifikus fehérjék azonositasat eredményezték, melyek szerepet jat-
szanak a sejtszaporodas és a differencialodas szabalyozasaban. Ezen felil az
a lehet6ség, hogy a sejtek transzformalodasat képesek vagyunk pontosan
ellenérzott kvantitativ in vitro eljardsok alkalmazaséval vizsgalni, olyan

specifikus gének felfedezéséhez vezetett, melyek képesek a transzformalt
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sejtfenotipust indukdlni. Az ilyen rakot okozé génekrdl, az onkogénekrol
feltételezik, hogy transzforméciét okozo sajatsagaikat olyan mutéaciok soran
nyerik el, melyek fehérjetermékik expressziojanak szabalyozasaban ered-
ményeznek valtozdsokat. Bizonyos esetekben ezek a valtozasok a nem-
Kkodolé DNS-szakaszokban taldlhato regulacios domenekben torténnek, pél-
daul promoterekben €s enhanszerekben, és ezek a valtozasok az onkogének
transzkripcios aktivitasaban valtozasokat idéznek eld, amely valtozasok a
géntermékek thltermelodesét vagy csokkent termelddését idézik eld. Mas
esetekben a mutaciok az onkogének kédolé régidiban torténnek, ¢s ezek a
valtozasok eltéré géntermékek megjelencset idézik el6, amely géntermékek
vagy inaktivak vagy tulzottan aktivak, vagy olyan aktivitassal bimnak, amely
a normalis (vad tipusu) géntermék aktivitasatol eltérd.

A mai napig tobb, mint 30 celluralis onkogén-csalddot azonositottak.
Ezek a géneket osztalyozhatjuk mind szubcelluralis lokalizacidjuk alapjan,
mind pedig proteintermékeik feltételezett hatasmechanizmusa alapjan. A ras-
onkogének egy géncsalad olyan tagjai, melyek hasonl6 szerkezeti fehérjéket
kédolnak, mely fehérjék a sejtmembran belsé feliletén helyezkednek el. A
ras-fehérjékrél kimutattak, hogy aminosav-szinten rendkiviil konzervaltak,
nagy affinitassal és specifitassal kotnek GTP-t, és GTPaz-aktivitassal bir-
nak. Bér a ras-géntermékek celluralis funkcidja nem ismert, biokémiai sajat-
sagaik, valamint a GTP-koto fehérjéknek vagy G-fehérjéknek nevezett szig-
nalt transzdukcidban szerepet jatsz6 fehérjecsaladdal valo jelentds
szekvenciahomologiajuk alapjan arra kovetkeztetink, hogy a ras-
géntermékek alapvetd szerepet jatszanak az extracelluralis jelzések sejt-

membréanon keresztiili transzdukciéjaval 6sszefiiggd alapvetd cellurélis sza-
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balyoz6 funkcidkban. A ras-géneket, melyek H-ras, K-ras és N-ras elneve-
zéssel lattak el, emlésok genomjdban azonositottdk. Az emlds ras-génekre
jellemzd, hogy transzformdaci6 indukalo sajatsagaikat kédold szekvenciaik-
ban létrejové pontmutaciok idézik el6. A természetben eléforduld ras-
onkogénekben azonositott mutaciok a 12., 13. és 61. kddont érintik. A H-
ras, K-ras és N-ras-gének szekvencidja ismert [Capon és mtsai.: Nature 302,
33 (1983); Kahn és mtsai.: Anticancer Res. 7, 639 (1987); Hall és Brown:
Nucleic Acids Res. 13, 5255 (1985)]. A human tumorokban leggyakrabban
azonositott aktivalédast eredményezd ras-mutdciot a H-ras-gén 12.
kédonjaban taldltdk, mely muticié a GGC-kédon GTC-kédonna torténd
valtozasat eredményezi, ami egy glicin-valin cserét eredményez, a ras-
proteintermék GTPaz szabéalyoz6 doménjében [Tabin, C.J. és mtsai.: Nature
300, 143 (1982); Reddy, P.E. és mtsai.: Nature 300, 149 (1982);
Taparowsky, E. és mtsai.: Nature 300, 762 (1982)]. Feltételezik, hogy ez az
egyetlen aminosavcsere elrontja a ras-fehérjemiikodés természetes szaba-
lyozasat, és ezéltal a természet szerint szabalyozott fehérje folytonosan ak-
tivva valik. Feltételezik, hogy a természetes ras-fehérjemiikodés szabalyoza-
sanak megsziinése felelds azért, hogy a sejt normalis szaporodasi sajatsagai
malignussa véltoznak.

A talalmany targyat képez6 oligonukleotidok alkalmasak a human ras-
gén expresszidjanak géatlasara. A talalmény szerinti oligonukleotidok
specifikusan hibridizdlédnak a human ras-génbdl szdrmazé kivalasztott
DNS- vagy mRNS-szakaszokkal. A taldlmany targyat képezik olyan
oligonukleotidok is, melyek a ras-gén mutans formajaban expresszidjat sze-

lektiven gétoljdk. Jelen leiras vonatkozasaban az "oligonukleotid" kifejezés
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ribonukleinsav vagy dezoxiribonukleinsav oligomerre vagy polimerre vonat-
kozik. Ez a kifejezés magaban foglal mint természetesen eléfordul6 béaziso-
kat, cukrokat és cukor kozotti (gerinc) kotéseket tartalmaz6 oligomereket,
mind pedig olyan oligomereket, melyekben talalhatok olyan természetben
nem eldforduléd részletek, melyek a természetben eléfordulé megfelelSikkel
hasonl6 modon funkciondlnak. Az ilyen modositott vagy helyettesitett
oligonukleotidok gyakran elénydsebbek a természetben eléforduld formak-
nal, mivel olyan sajatsagaik vannak, mint példdul fokozott bejutas a sejtek-
ben, valamint megndvekedett stabilitds nukle4dzok jelenlétében.

A taldlmany szerinti megolddsban alkalmazhato  elényos
oligonukleotidok tartalmazhatnak példaul foszforotioat, foszfotriészter,
metilfoszfonat, révidlanci alkil vagy cikloalkil cukor kozotti kotéseket, vagy
rovidlanci heteroatomos vagy heterociklusos cukor kozotti kotéseket. A
legeldnydsebbek azok az oligonukleotidok, melyek gerince az alabbi koté-
sek valamelyikét tartalmazza: CH,-NH-O-CH,, CH,-N(CH3)-O-CH,, CH,-
O-N(CH3)-CH,, CH,-N(CH;)-N(CH;)-CH, ¢és O-N(CH;)-CH,-CH, (a
foszfodiészter kotések hasonld elven igy jelolhetdk: O-P-O-CHz). Szintén
elénydsek azok az oligonukleotidok, melyek morfolino gerincszerkezettel
rendelkeznek (Summerton, J.E. és Weller, D.D.: amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalmi bejelentés szdma: 5,034,506). A taladlmany mas eld-
ny6s megvaldsitasi moédjai szerint, példdul a protein-nukleinsav-gerinc
(PNA) esetén az oligonukleotid foszfodiészter-gerincét poliamid-gerinccel
helyettesithetjiik, ebben az esetben a bazisok kozvetleniil vagy kozvetetten a
poliamid-gerinc nitrogénatomjahoz kapcsolodnak [P.E. Nielsen, M. Egholm,
R.H. Berg, O. Buchardt: Science 254, 1497 (1991)]. A taladlmény szerinti
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mds eldnyds oligonukleotidok tartalmazhatnak alkil és halogén szubsztitudlt
cukorrészeket, melyek a 2'-pozicidban az aldbb felsorolt szubsztituensek
valamelyikét tartalmazzdk: OH, SH, SCH;, F, OCN, O(CH.),NH, és
O(CH,;),CHs, ahol N értéke 1 és 10 kozotti; C,-Cyo kis szénatomszamu
alkil, szubsztitualt kis szénatomszdmu alkil, alkaril vagy aralkil; Cl; Br; CN;
CF3; OCF3; O-, S-, vagy N-alkil; O-, S-, vagy N-alkenil; SOCHj;; SO,CH3;
ONO;; NO,; N;3; NH,; heterociklo-alkil; heterociklo-alkaril; amino-alkil-
amino; polialkil-amino; szubsztitualt szilil; RNS-hasitécsoport; konjugatum;
jelzbesoport; interkalator; az oligonukleotid farmakokitenikai sajatsagait
javitd csoport; az oligonukleotid farmakodinamikai sajatsagait javitd cso-
port; valamint egyéb hasonld sajatsagu szubsztituensek. Az oligonukleotidok
tartalmazhatnak cukor-mimetikumokat is, mint példdul a pentafuranozil-
csoportokat helyettesitd ciklobutil-csoportok.

A taldlmény eldnyds megvaldsitasi modjai szerint az oligonukleotidok
tartalmazhatnak legaldbb egy moédositott bazist. Modositott bazisok példai-
ként a kovetkezOket emlitjik meg: 2-(amino)-adenin, 2-(metil-amino)-
adenin, 2-(imidazoil-alkil)-adenin, 2-(amino-alkil-amino)-adenin és egyéb
heteroszubsztitualt alkil-adeninek.

A taldlméany szerinti el6nyos oligonukleotidok tartalmazhatnak egy-
részt modositott nukleotidokat, melyek fokozzdk az oligonukleotid
nukleazokkal szembeni rezisztencidjat, tartalmazhatnak olyan moédositott
nukleotidokat, melyek novelik a ras-mRNS iranti affinitisukat, masrészt
tartalmazhatnak olyan nukleotidokat, melyek az RN4z-H szubsztratjai. A
talalméany egy el6nyds megvalositasi médja szerinti kiméra-oligonukleotid
tartalmaz legaldbb egy olyan régiot, melyet a ras-mRNS kotési affinitas fo-
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kozasa céljabsl médositottak, valamint egy olyan régiot, amelyik az RNaz-H
szubsztratja. Az oligonukleotid nukleazrezisztencia fokozasa c€ljabol is mo-
dositva van. A taldlmany egy eldnydsebb megvalésitasi médja szerint a ta-
lalmany szerinti oligonukleotidban egy olyan régiét, amely szubsztratja az
RNaz-H-nak két olyan régié szegélyez, melyet modositottak, a ras-mRNS-
kotési affinitas fokozdsa céljabol. Az ilyen médositasok nagy mértékben fo-
kozzék az antiszensz oligonukleotid ras-gén expressziogatld hatasat.

A talalmany szerinti oligonukleotidok elényosen kb. 8 €s kb. 50 ko-
zotti szamu nukleinsav alapegységet tartalmaznak. A taldlmany szerinti
oligonukleotidok elénydsebben kb. 8-30 nukleinsav-alapegységet, €s eld-
nydsebben kb. 13-25 nukleinsav-alapegységet tartalmaznak. Szakember
szamara kézenfekvd, hogy a nukleinsav-alapegység egy bazis-cukor kombi-
naciot jelent, amely megfelelé modon hozza van kotve a szomszédos nukle-
insav-alapegységhez, foszfodiészter- vagy egyéb kotésen keresztil.

A leiras vonatkozasaban a "hibridizacio" kifejezés a komplementer
bazisok kozotti hidrogénkotések kialakulasat jelenti, melyet Watson-Crick
bazisparosodasnak is neveznek, amely koélcsonhatas altalaban ellentétes €r-
telmi nukleinsavszalak kozott vagy egy nukleinsavszal két kiilonbozd régio-
ja kozott jon létre. A guanin és a citozin az ismert komplementer bazisok
egy példaja, melyekrol koztudomasi, hogy egymassal harom hidrogénkotést
képesek kialakitani.

A "képes specifikusan hibridizaloédni" kifejezés arra utal, hogy az
oligonukleotidban a komplementaritds mértéke elegendéen nagy ahhoz,
hogy a nem célpontszekvencidkhoz torténd nem specifikus kotddés elkeriil-

hetd legyen. Szakember szdmara kézenfekvd, hogy egy oligonukleotidnak
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nem kell 100 %-osan komplementernek lenne a célnukleinsav-szekven-
ciaval, ahhoz, hogy képes legyen specifikusan hibridizalédni.

A ras-luciferaz génexpresszio gatlasa antiszensz oligonukleotidokkal

Egy sor antiszensz foszforotioat oligonukleotidot vizsgaltunk at a 2-5.
példakban leirt ras-luciferaz-jelzégénrendszer alkalmazaséaval, mely oligo-
nukleotidok célpontja a H-ras-gén transzlaciods iniciacios kédonja vagy az
aktivalt H-ras-gén pontmutaciot tartalmazd 12. kédonja volt. A vizsgalt
oligonukleotidok koziil hatrol kimutattuk, hogy a ras-luciferaz-aktivitast je-
lentds mértékben, reprodukalhatéan gatoljak. Az 1. tablazatban megadjuk
ezen oligonukleotidok szekvencidjat, jelz6szamat, valamint szekvencia-

azonositd szamat.

1. tablazat
Jelzbszam szekvencia szekv. az. SZ.
2502 CTT-ATA-TTC-CGT-CAT-CGC-TC 1
2503 TCC-GTC-ATC-GCT-CCT-CAG-GG 2
2570 CCA-CAC-CGA-CGG-CGC-CC 3
2571 CCC-ACA-CCG-ACG-GCG-CCC-A 4
2566 GCC-CAC-ACC-GAC-GGC-GCC-CAC 5
2560 TGC-CCA-CAC-CGA-CGG-CGC-CCA-CC 6

Az 1. 4bra egy dozishatds-vizsgalat eredményét mutatja, amelyben
normalis  lac-luciferaz-jelzdgént vagy mutans lac-luciferaz-jelzdgént
expresszalo sejteket a 2503-jeli (szekvenciaazonositd szam: 2) foszforotioat
oligonukleotid ~ novekvo koncentracidival  kezeltink. Ennek  az

oligonukleotidoknak a H-ras RNS-transzkriptum transzlaciés iniciacids
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kodonja a célpontja. Amint azt az 1. dbran lathatjuk, amennyiben a sejteket
ezzel az oligonukleotiddal kezeltik, a ras-luciferaz-aktivitas dézisfiggd
gatlasat tapasztaltuk, a kapott 1C50-érték kozelitoleg 50 nmol/ volt, mind a
normalis, mind pedig a mutans ras-célpont esetén. A kontrollkisérletben egy
20 bazishosszisagn véletlenszerii  szekvencigju foszforotioat  oligo-
nukleotidot alkalmaztunk. Az eredményeket a kezeletlen transzfektalt sej-
tekben mérhetd luciferaz-aktivitas szdzalékaban adtuk meg. A kapott ered-
mény, miszerint a ras-transzlacios inicacios kédonjat célzo oligonukleotid
egyforman hatasos mind a mutans, mind pedig a normalis ras-gén
expresszidjanak gatlasaban, varhato volt, mivel a két kilonbozé célpont
szekvenciaja az AUG transzlacios iniciacios kédon kornyezetében azonos.
A 2. abran egy olyan dozis-hataskisérlet eredményeit lathatjuk, mely-
ben sejteket a 2570-jelii (szekvenciaazonositd szam: 3) foszforotioat oligo-
nukleotiddal kezeltink, mely oligonukleotid célpontja a mutans (aktivalt) H-
ras RNS 12. kédonjaban taldlhaté pontmutacié és komyeke. A kontroll ki-
sérletben egy véletlenszerl szekvencidji foszforotioat oligonukleotidot al-
kalmaztunk, amely 20. bazishosszusagu volt. Az eredményeket a kezeletlen
transzfektalt sejtekben mérhetd luciferaz-aktivitas szazalékéaban fejeztik ki.
Amint az abran lathatd, amennyiben a sejteket ennek az oligonukleotidnak
novekvé koncentracidival kezeltik, a ras-luciferaz-aktivitdsanak dozisfuggd
gatlasat tapasztaltuk, mind a muténs, mind pedig a normalis formaji ras-
luciferazt expresszalo sejtekben. Mindezéltal az eredmények alapos vizsga-
latabol kideril, hogy kis koncentracidban alkalmazva a 2570-jelit
oligonukleotid a ras-luciferdz mutans formaja iranyaban a normalis forméval

szemben kb. haromszoros szelektivitast mutat. Valdjaban a 2570-jeld
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oligonukleotid a ras-luciferaz mutans formajaval szemben 100 nmol/l-es
1C50-értékkel rendelkezik, mig ugyanezen oligonukleotid IC50-¢érteke a nem
mutans forméval szemben 250 nmol/l.

A 3. abran egy olyan tipikus kisérlet eredményeit lathatjuk, amelyben
a ras-luciferaz normalis és mutans formait expresszalo sejteket kezeltiink
egyetlen dézisban (0,5 pmol/) olyan oligonukleotidokkal, melyek célpontja
egyrészt a H-ras-gén transzlacios iniciacios kodonja volt, masrészt a 12.
kodonban talalhato pontmutacid. A vizsgalt foszforotioat antiszensz
oligonukleotidokat az 1. tablazatban foglaljuk 6ssze. A kontroll oligo-
nukleotid (2504) egy 20-bazishossziisagu véletlenszerii szekvencidju
foszforotoioat oligonukleotid volt. Az eredményeket az oligonukleotiddal
nem kezelt transzfektalt sejtekben mérhetd luciferdz-aktivitas sz4zalékaban
adtuk meg. Amint azt a 3. abran lathatjuk, a ras-luciferaz-aktivitas gatlasa-
ban a 2503-jelii vegyiilet (szekvenciaazonositd szam: 2) bizonyult a leghate-
konyabbnak, melynek célpontja a ras-gen transzlacios inicidciés kodonja
volt. A harom oligonukleotid kozill, melyek célpontja az aktivalt H-ras-gén
12. kédonjaban talalhaté pontmutici6 volt, csak a 2570-jelii (szekvencia-
azonositd szam: 3) 17-taga oligonukleotid mutatott szelektivitast a ras-
luciferaz gén mutalt formaja iranyaban, a normalis formaval sszehasonlitva.
Ezt az eredményt a 4. abrén is lathatjuk, amely abra Osszefoglalja 13 H-ras-
gén aktivalt formajaval komplementer oligonukleotid, valamint egy kevert
szekvenciaji oligonukleotid (1966) és egy, a vad tipusu ras-gén 12. kodonja
korili régioval komplementer kontroll oligonukleotid (2907) alkalmazasaval
kapott kisérleti eredményeket. Az dbran lathatjuk valamennyi alkalmazott
oligonukleotid hosszat, azt a régidt, mellyel az illetd oligonukleotid komp-
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lementer, valamint az oligonukleotidok aktivitasat a ras-luciferdz fizios fe-
hérje expresszidjanak gatldsaban. A 12. kédonban talalhaté pontmutéciot
célz6 hosszabb foszforotiodt oligonukleotidok a ras-luciferdz expresszio
gatlasaban jelentds antiszensz aktivitassal birtak, de nem bizonyultak sze-
lektivnek a ras-luciferaz fiizios fehérje muténs forméjui expresszidjanak gat-
l4saban. A 12. kédonban talalhaté pontmutaciét célzé foszforotioat
oligonukleotidok koziil azok, melyek 17 nukleotidnal rovidebbek voltak, a
ras-luciferdz gén egyik formajéval szemben sem mutattak aktivitast. Ezek az
eredmények igazoljak a taldlminy szerinti ras-szekvencidkat c€lz6
foszforotioat oligonukleotidok antiszensz aktivitasat.

A H-ras-gén AUG-kd6donjaval specifikusan hibridizaldédni képes antiszensz

oligonukleotidok
Harom darab 20-bazishosszisagu, a H-ras-gén AUG-kodonjat célz6

foszforotioat oligonukleotid ras-luciferaz expressziét gatlo hatasat hasonli-
tottuk Gssze egy tranziens transzfekcios vizsgalati eljaras alkalmazasaval,
melyet a 2-5. példakban leirtak szerint hajtottunk végre. Az eredményeket
az SA és SB abran foglaljuk Ossze. Az oligonukleotidokat - ISIS-2502
(szekvenciaazonosit6 szam: 1), 2503 (szekvenciaazonosito szam: 2) és 6186
(szekvenciaazonosito szdm: 7), adataik a 2. tablazatban lathatok - ras-
luciferaz  expressziégatld  hatasat HeLa-sejtekben vizsgaltuk, az
oligonukleotidokat egyetlen dozisban (100 nmol/l) alkalmazva. Mind a ha-
rom AUG-kédont célzé oligonukleotid hatékonyan gitolta a ras-luciferdz
expressziot. Ezt a harom foszforotioat oligonukleotidot eldallitottuk oly mo-
don is, hogy a bennik talalhato valamennyi cukoregyscg 2'-O-metil-
modositast tartalmazott. Az ISIS-2503 oligonukleotid (szekvenciaazonosito
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szam: 2) 2'-O-metilalt valtozata szintén gatolta a ras-luciferaz expressziot. A
kisérlet eredményét a 6. abran lathatjuk.

2. tablazat

A mutans H-ras-gént c€lz6 antiszensz oligonukleotidok
(az oligonukleotidok szekvencidit 5'—3'-irdnyban adjuk meg)

oligonukleotid hossz célpont szekvencia szekv.az. sz.

2502 20 AUG CTTATATTCCGTCATCGCTC 1
2503 20 AUG TCCGTCATCGCTCCTCAGGG 2
6186 20 AUG TATTCCGTCATCGCTCCTCA 7
2563 5 CODON 12 CGACG 8
2564 7 CODON 12 CCGACGG 9
2565 9 CODON 12 ACCGACGGC 10
2567 11 CODON 12 CACCGACGGCG 11
2568 13 CODON 12 ACACCGACGGCGC 12
2569 15 CODON 12 CACACCGACGGCGCC 13
3426 16 CODON 12 CCACACCGACGGCGCC 14
3427 16 CODON 12 CACACCGACGGCGCCC 15
2570 17 CODON 12 CCACACCGACGGCGCCC 3
3428 18 CODON 12 CCCACACCGACGGCGCCC 16
3429 18 CODON 12 CCACACCGACGGCGCCCA 17
2571 19 CODON 12 CCCACACCGACGGCGCCCA 4
2566 21 CODON 12 GCCCACACCGACGGCGCCCAC 5§
2560 23 CODON 12 TGCCCACACCGACGGCGCCCACC 6
2561 25 CODON 12 TTGCCCACACCGACGGCGCCCACCA 18
907 17 CODON 12 CCACACCGCCGGCGCCC 19

(vad tipus)
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Az oligonukleotid hosszisaga befolyasolja_az antiszensz aktivitast €s a

specifitast ,
A Hras-gén 12. koédonjaban talalhato pontmutaciot  c€lzd

oligonukleotidok hatékonynak bizonyultak a ras-luciferdz expresszié gatla-
saban is. Eléallitottunk 11 foszforotioat oligonukleotidot, melyek hossza 5
és 25 bazis kozotti volt, és az oligonukleotidok mutans €s vad tipust lac-
luciferaz expressziot gatlo aktivitasat tranziens transzfekcios vizsgalati elja-
rasokban hatiroztuk meg, a 2-5. példakban leirtak szerint. Az
oligonukleotidok adatait a 2. tablazatban adjuk meg. A 15-tagi vagy anndl
hosszabb oligonukleotidok 100 nmol/l koncentracioban alkalmazva gatoltak
a mutans H-ras célpont expressziojat. A vad tipusi ras-luciferaz gén
expresszidjanak gatlasahoz kepest szelektiv gatlast mutattak a 15 és 19 ba-
zis kozotti hosszusagu oligonukleotidok. A legnagyobb szelektivitast a mu-
tans ras-luciferdz expressziojanak gatlasdban a vad tipusi forma gatlasahoz
képest a 2570-jeli (szekvenciaazonosito szam: 3) 17-tagi oligonukleotid
mutatta, a szelektivitas kb. 4-szeres volt. Annak igazolasa érdekében, hogy a
2570-jelii oligonukleotid szekvenciaspecifikus moédon hatott, megvizsgaltuk
ennek az oligonukleotidnak egy variansat is (2907, szekvenciaazonositd
szam: 19), mely oligonukleotidban a kozponti adenozint citozinra cseréltik,
és ily médon ez az oligonukleotid tokéletesen komplementer lett a vad tipu-
si H-ras célponttal. Az elmondottak értelmében amennyiben €z az
oligonukleotid a mutans H-ras-szekvenciaval  hibridizélodik, az
oligonukleotid/RNS-duplex kozéppontjaban talathato lesz két egymassal
nem parosodd bazis. Amint azt a 7. &bran lathatjuk a 2907-jeld

oligonukleotid szelektiven gatolta a vad tipust ras-luciferdz expressziojat a
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mutans ras-luciferazhoz képest, és a szelektivitas kb. 5-szords volt, 100
nmél/l-es oligonukleotid ddzisnal.

Vizsgaltunk egy 16-tagi és egy 18-tagu oligonukleotidot, melyek a
mutans 12. kédon koriili régiéval voltak komplementerek (5. abra, 2. tabla-
zat), a 2-5. példékban leirtak szerint. A 8. abran egy olyan kisérlet eredmé-
nyeit lathatjuk, amelyben 13, 15, 16, 17, 18 és 19 bazishosszisagu
oligonukleotidok antiszensz aktivitdsat €s mutans szelektivitasat vizsgaltuk
dozisfiggd modon. Az eredmények azt mutattdk, hogy a mutans H-ras-
szekvenciaval szemben aktiv oligonukleotidok szelektivnek is bizonyultak;
és a legnagyobb szelektivitast (sorrendben 4- €s 5-sz0ros szelektivitast) a 16
bazis (szekvenciaazonosité szam: 14 ¢s szekvenciaazonosito szam: 15) ésa
17 bazis (szekvenciaazonosité szam: 3) hosszusagu oligonukleotidok mutat-
tak. A 2568-jelii (szekvenciaazonositd szam: 12) oligonukleotid egyetlen
vizsgalt koncentracioban sem mutatott antiszensz aktivitast.

Dezoxi-réseket tartalmaz6 2'-O-metil kiméra-oligonukleotidok

sy

kiindulva szintetizaltunk egy sor 2-O-metil foszforotioat kimera-
oligonukleotidot, mely oligonukleotidok két szélsd régioja 2'-O-metil
nukleozidokat tartalmazott, a kozépsd régié pedig "dezoxi-rést" képezett. A
dezoxinukleozid-egységek szama O (teljes mértékben 2'-O-metil) és 17
(teljes mértékben dezoxi) kozott valtozott. Az oligonukleotidok adatait a 3.

tablazatban foglaljuk 0ssze.
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3. tablazat

2'.O-metil véezddéseket (félksréven szedve) és kdzponti dezoxi-rést tartal-

mazd foszforotioat kiméra-oligonukleotidok

(célpont: mutans 12. kdédon)

oligonukleotid dezoxiszdm szekvencia

4122 0 CCACACCGACGGCGCCC
3975 1 CCACACCGACGGCGCCC
3979 3 CCACACCGACGGCGCCC
4236 4 CCACACCGACGGCGCCC
4242 4 CCACACCGACGGCGCCC
3980 5 CCACACCGACGGCGCCC
3985 7 CCACACCGACGGCGCCC
3984 9 CCACACCGACGGCGCCC
2570 17 CCACACCGACGGCGCCC

3

3

Al

szekv.az.szam

A felsorolt oligonukleotidokat jellemeztiik hibridizaciés hatekonysag

szempontjabol - a 6. példaban leirtak szerint -, RN4z-H-hasitast aktivalo

hasitas szempontjabol - in vitro, emlés-RNéaz-H alkalmazésaval, a 8. példa-

ban leirtak szerint -, valamint antiszensz aktivitas szempontjabol. A teljes

hosszusagi H-ras-mRNS-sel szembeni antiszensz aktivitdst a 9. példaban

leirtak szerint hataroztuk meg, tranziens kotranszfekcids jelzOgénrendszer

alkalmazéasaval, amelyben a H-ras-gén expresszidjat egy ras-reszponziv

enhanszer szekvenciarészlet alkalmazasaval kovettik, mely szekvencia-

részlet a luciferaz-jelzgénhez volt kapcsolva.
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.....

RNS-célponthoz
Az 5. abran és a 2. tablazatban megadjuk 15 foszforotioat oligo-

ukleotid  szekvencidit, melyek célpontja a 12. kodonban G->U
pontmutaciot tartalmazé aktivalt H-ras-mRNS volt. Az oligonukleotidok
hossziisaga 5 és 25 bazis kozotti volt, és szekvenciajuk kozéppontjaban ta-
lalhat6 a pontmutaci6. Meghataroztuk ezeknek az  antiszensz
oligonukleotidoknak az olvadaspontjat (Tm) 25-tagh mutans és vad tipusi
RNS-célpont vonatkozasaban, 4 umol/l oligonukleotid koncentraciot alkal-
mazva. A Tn-értékek az oligonukleotidok hosszusagaval egyiitt novekedtek
és minden egyes nukleotid esetén a mutans célponthoz hibridizalt
oligonukleotid olvadaspontja nagyobb volt a vad tipusu célponthoz hibridi-
z4lt oligonukleotid olvadaspontjanal. A 2907-jelii oligonukleotid a 2570-jeli
oligonukleotid 17-tagi foszforotioat variansa, amelyben a kozponti
adenozint citozinra cseréltik, és ily médon ezt az oligonukleotidot a vad ti-
pusu H-ras célponttal tokéletesen komplementerré tettik. Ahogy az varhatd
volt, ha ezt az oligonukleotidot a vad tipusu célponthoz hibridizaltuk, a ki-
alakult komplex olvadaspontja magasabb volt, mint amikor az
oligonukleotidot a muténs célponttal hibridizaltuk, mivel a mutans célponttal
hibridizalva a kialakult oligonukleotid/RNS-duplex a pontmutacié helyén két
egymassal nem parosodo bazist tartalmaz. A mutans H-ras célponttal tokéle-
tesen komplementer 17-tagu foszforotioat oligonukleotid (2570) termodi-
namikai paramétereit kiszamitottuk a Tp-€rtek oligonukleotid koncentréaci6
fiiggésébsl. A kapott adatok felhasznalasaval —meghatiroztuk az

oligonukleotidok mutans célponttal torténd hibridizalédasa és a vad tipusi
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célponttal torténd hibridizalodasa kozotti szabadenergia-kiilonbségeket
(AAG®37). Egy adott nukleotid vonatkozasaban a AAG®s; értéket a Tr-érték
oligonukleotid koncentracio fuggésébol lehet meghatéarozni [Borer, P.N. €s
mtsai.: J. Mol. Biol. 86, 843 (1974)]. A 2570-jelii oligonukleotid AAG®37-
értéke +1,8 kcal/mol-nak adodott.

Az egyes oligonukleotidok vonatkozasaban a mutans és vad tipusu
ras-szekvenciak tamadasa kozotti szelektivitds maximalis mértéke jelentdsen
novekszik a AAG®;-érték novekedésével. Ezert elmondhatjuk, hogy az
antiszensz oligonukleotidok olyan kémiai modositasai, melyek novelik a
AAG®5-értéket, novelik a szelektivitast is. Egy ilyen lehetséges modositas a
2,6-diaminopurin bazis be¢pitese, amelyrdl feltételezik, hogy a dA-bazisnal
szorosabban kotodik az U-bazishoz, és a dA-bazisnal kevésbe szorosan
kotédik a G-bazishoz, és ezért az ilyen modositas esetén az A-U - A-G-
cseréhez viszonyitva a AAG;;-érték nagyobb lesz. A talalmany szerinti
megoldas alkalmazéasaval az RNaz-H-enzim szubsztrat specifitdsat szintén
kihasznalhatjuk szelektivitas fokozasa érdekeben. Amennyiben ez az enzim
nem képes kotni és hasitani nem-parosodd bazisokat tartalmazé duplexet, a
AAG®37-é1tékbol kovetkezd szelektivitasnal nagyobb szelektivitas érhetd el,
ha olyan kiméra-oligonukleotidokat alkalmazunk, melyekben az RNaz-H
felismerdhelye tartalmazza a nem parosodo bazisokat. Azt talaltuk, hogy
pontosan ez a valosagos helyzet; az RN4z-H valéban képes megkiilonboz-
tetni a csak parosodé bazisokat tartalmazé duplexet az olyan duplexektdl,

melyek tartalmaznak két egymassal nem parosodé bazist.
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A "dezoxi-rést" _tartalmazd oligonukleotidok hibridizalasa rovid

oligonukleotid célpontokhoz

A 6. példdban leirtak szerint végrehajtott hibridizaciés analizis,
amelyben egy dezoxi-rést tartalmazé 2'-O-metil oligonukleotid sorozat hib-
ridizaci6jat vizsgaltuk egy 25-tagu szintetikus oligoribonukleotid célponttal,
kimutatta, hogy egy adott oligonukleotid esetében a Tp-érték kozvetlenil
korrelacioban van a 2'-O-metil tartalommal. Amennyiben a 2'-O-metil moé-
dositott nukleotid-egységeket dezoxinukleotid-egységekre cseréltik, a Tm-
értekek modositasonként kb. 1,5 °C-al csokkentek. A kisérletekben megha-
térozoft T -értékek a 2'-O-metil-modositasokat tartalmaz6 oligonukleotidok
esetében magasabbak voltak, mint az azonos szekvencidju teljes mértékben
dezoxi oligonukleotidok T,-értékei.

Dezoxi-rést tartalmazo_oligonukleotidok hibridizacidja strukturdlt mRNS

célponthoz
Tovabbi kisérletekben oligonukleotidokat hibridizaltunk nagyobb me-

retii H-ras célponthoz, amely a 12. kédon korili régioban stabil hajtiiszerke-
zetet tartalmazott. A 2'-O-metil-modositasok strukturalt H-ras célponthoz
torténd antiszensz hibridizaciéra gyakorolt hatasait a 7. példaban leirtak
szerint "gél-shift" analizissel hataroztuk meg.

Amint az a 9. abran lathato, a teljes mértékben dezoxi 17-tagl
oligonukleotid képezte a legkevésbé stabil duplexet a hajtii-alaki célponttal,
a legstabilabb duplexet pedig a telijes mértékben 2'-O-metil 17-tagu
oligonukleotid képezte. A dezoxi-rés méretének csokkenése, ami egyidejii-
leg a 2'-O-metil modositott nukleotid-egységek szaméanak novekedését is

jelentette, a duplex stabilitast fokozdodasat eredményezte.
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Az RNS-célpont szekunder és tercier szerkezete befolyasolta az
antiszensz oligonukleotidok hibridizaciojat. Elsallitottunk egy sorozat 11-
tagin kiméra-oligonukleotidot, melyek a ras-hajtii célpont kiilénbozd régidi-
val voltak képesek hibridizalodni. Az ISIS-5055 oligonukleotid a hajtii sza-
ranak baloldali régiojahoz képes hibridizalédni (amennyiben a hajtti szerke-
otet a O 4bran ldthaté modon dbrazoljuk). Az ISIS-5056-jeld
oligonukleotid a hurok baloldalahoz képes hibridizalodni. Az ISIS-5091-jeli
oligonukleotid a hurok jobb oldaldhoz, az ISIS-5147-jelii oligonukleotid
pedig a hajtii szardnak jobboldaldhoz kepes hibridizalodni. Valamennyi
vizsgalt oligonukleotid-egységesen foszforotioat oligonukleotid volt, kozé-
pen 5 nukleotid-egységbdl allo dezoxi-rést tartalmaztak, melyeket 2'-O-metil
modositott régiok szegélyeztek. Csak az a 11-tagl oligonukleotid ko6tddott a
célponthoz mérheté modon, amely a hurok baloldalahoz volt képes hibridi-
zal6dni. A tobbi 11-taga oligonukleotid nem kotddott a célponthoz kimutat-
haté modon. Elkészitettik a vizsgalt oligonukleotidok meghosszabbitott
valtozatait is. A kialakitott 13-tagi oligoribonukleotidok mindegyike kimu-
tathatoan kotddott a hajtii célponthoz, és a gél shift vizsgalat alapjan megal-
lapitottuk, hogy a leger6sebb kotddést a hurok baloldalahoz hibridizalodd
oligonukleotid mutatta.

Dezoxi-rést tartalmazo oligonukleotidok altal kivaltott RNaz-H hasitas

A dezoxi-rést tartalmazo 2'-O-metil oligonukleotidok komplementer
szalon torténd RNaz-H-aktivalo képességét in vitro vizsgaltuk, RNaz-H for-
rasként HeLa-sejtek sejtmagkivonatat alkalmaztuk, a 8. példaban leirtak
szerint. Amint azt a 10. abran lathatjuk, nem tapasztaltunk hasitast a teljes

mértékben 2'-O-metil modositott oligonukleotid esetén, sem pedig az egyet-
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len dezoxi egységet tartalmazé oligonukleotid esetén. Azok az

oligonukleotidok, melyek harom, négy, ot, hét vagy kilenc nukleotid hosszi-
sagu dezoxi-rést tartalmaztak, képesek voltak RN4z-H hasitast eléidézni. A
felsoroltak kozill elényosek az ot, hét vagy kilenc nukleotid hosszisagu
dezoxi-rést tartalmazoé oligonukleotidok, legelonydsebbek pedig a heét vagy
kilenc nukleotid hosszisagi dezoxi-rést tartalmazok.

A dezoxi-rést tartalmazé oligonukleotidok antiszensz aktivitdsa teljes hosz-

sziusaen ras-mRNS-sel szemben

A 2'-O-metil-modositasokat tartalmazo oligonukleotidok fokozott cél-
pont affinitdsdban megnyilvanulo elényds sajatsagait ki lehet hasznalni
antiszensz ~ gatlas fokozasa céljabol is, feltéve, hogy ezek az
oligonukleotidok megfelelé hosszisigih RNaz-H érzekeny dezoxi-réseket
tartalmaznak. A dezoxi-réseket tartalmazé 2'-O-metil oligonukleotidok teljes
hosszisagh ras-mRNS-sel szemben mutatott antiszensz aktivitdsat a 9. pél-
daban leirt H-ras transzaktivacios jelzdgén rendszer alkalmazasaval vizsgal-
tuk. Az antiszensz kisérleteket eleinte egyetlen oligonukleotid koncentracié
(100 nmol/l) alkalmazasaval végeztik. Amint ez a 11. abran lathato, az 6t
vagy tobb nukleotid-egységnyi hosszisagu dezoxi-réseket tartalmazo 2'-O-
metil kiméra-oligonukleotidok gétoltak a H-ras-gén expressziojat. Ezeknek
az oligonukleotidoknak nagyobb aktivitasuk volt, mint az azonos szekven-
ciaju teljes mértékben dezoxi oligonukleotidoknak.

Dézishatas-kisérleteket végeztiink az aktiv oligonukleotidok, valamint
négy dezoxinukleotid-egységet tartalmazo 2'-O-metil kiméra-oligo-
nukleotidok alkalmazasaval. Amint azt a 11B ébran lathatjuk, a vizsgalt

oligonukleotidok a teljes hosszusagh H-ras-gén expressziojat dozisfuggd
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médon gatoltak. A legaktivabb vegyiilet a hét dezoxinukleotid-egységet tar-
talmaz6 kiméra volt, melynek aktivitdsa kb. 0tszor nagyobb volt, mint az
azonos szekvencidju teljes mértekben dezoxi oligonukleotide.

Roviditett kiméra-oligonukleotidok

Rovid kiméra-oligonukleotidok esetén is azt talaltuk, hogy a 2'-0-
metil-modositas noveli a célpont affinitast. Egy sor rovid 2'-O-metil kiméra-
oligonukleotid Tp-€rtéket €s antiszensz aktivitasat vizsgaltuk teljes hosszi-
sagu ras-gén vonatkozasaban, a 9. példaban leirtak szerint. A 4. tablazatban
ot vagy hét nukleotid-egység hossziisagu rést tartalmazé 11-, 13-, 15- és 17-
tagi nukleotidok Tr-€értekeit foglaltuk dssze. A teljes mértékben dezoxi 13-
tagn oligonukleotiddal éles ellentétben mindkét 13-tagi 2'-O-metil kiméra
gatolta a ras-expressziot, €s a 11-taga kimérak kozil is aktivnak bizonyult
az egyik. Ezeket az eredményeket a 12. 4bran lathatjuk.

4. tablazat

hosszusdag  Tm (°C) szekvencia

szekv.az.sz.

17 7722 CCACACCGACGGCGCCC 3
15 69.8 CACACCGACGGCGCC 13
13 62.1 ACACCGACGGCGC 12
1 473 CACCGACGGCG 11
17 74.6 CCACACCGACGGCGCCC 3
15 66.2 CACACCGACGGCGCC 13
13 58.0 ACACCGACGGCGC 12

11 27.7 CACCGACGGCG 11



-42 -

A viszonylagos antiszensz aktivitas €s az RN4z-H-hasitast aktivalo ké-
pesség a 2'-O-metil kiméra-oligonukleotidok vonatkozasaban in vitro jol
korrelalt a dezoxi-rés hosszaval (13. bra).

Aszimmetrikus dezoxi-rések alkalmazasa

Nem sziikséges, hogy a dezoxi-rés a kiméra-molekula kozéppontjaban
legyen. Azt talaltuk, hogy azok a kiméra-molekuldk, melyekben a
nukleotidok az egyik véghez kozeli régioban a 2'-pozicioban médositva van-
nak a kotéserdsség fokozasa céljabol, és a molekula tobbi része modositat-
lan (2'-dezoxi), képesek voltak gatolni a ras-expressziot. A 3.
azonositoszamii  szekvenciaval ~ bir6  oligonukleotidok  (17-tagu
oligonukleotidok, a mutans 12. kodon koriili régioval komplementerek),
melyekben a hét nukleotid-egységnyi hosszisagu dezoxi-rés a nukleotidnak
akar az 5'- akér a 3'-végére volt elhelyezve, akar pedig a molekula koz€psd
részén kiilonbozd poziciokban, képesek voltak RN4z-H-t aktivalni, €s ren-
delkeztek antiszensz aktivitassal. Mindazaltal azt talaltuk, hogy az ot
nukleotid-egységnyi hossziisagn dezoxi-rés esetében mar nem mindegy,
hogy a rés pozici6ja az oligonukleotidon belill milyen, mivel bizonyos rés-
poziciok esetén a kialakult duplex nem aktivalta megfeleléen az RNaz-H-t
és az ilyen oligonukleotidok gyenge antiszensz inhibitornak bizonyultak.
Eppen ezért a dezoxi-rés hossziisaga elénydsen hét nukleotid-egységnyi.

Egyéb cukormédositasok

Vizsgaltuk a 2'-O-metil-modositastol eltérd 2'-cukormddositasok ha-
tasat is a kiméra-oligonukleotidok antiszensz aktivitdsara. A vizsgalt mé-
dositasok felsorolasat az 5. tablazatban adjuk meg, ahol feltiintetjiik azokat a
T-értékeket is, melyeket a 6. példaban leirtak szerint ugy kaptunk, hogy az
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adott 17-tagu oligonukleotidot, amelyben egy het nukleotid-egységnyi
dezoxi-rést az adott 2'-modositott nukleotidok szegélyeztek, 25-tagi
oligoribonukleotid célponthoz hibridizaltunk. A vizsgalt oligonukleotidok
esetén osszefiggést vettiink észre a  Tp-érték €s a 2'-pozicioban talalhatd
alkil l4anc hossza kozott. Az alkil lanc hosszanak novekedésével a Ty-€rték
csokkent. A vizsgalt oligonukleotidok kozil a 2-fluor kiméra-oligo-

nukleotidok T-értéke volt a legmagasabb.

5. tablazat

Osszefiiggés 7-taga  dezoxi-rést tartalmaz6 17-tagd 2'-moédositott

oligonukleotidok T,-¢értékeinek Osszefiiggése antiszensz aktivita-
sukkal

Szekvencia: CCACACCGACGGCGCCC (szekvenciaazonosité szam: 3)
2'-mébdositas Tm (°C) IC50 (nmdl/n)

deoxi 64,2 150

O-pentil 68,5 150

O-propil - 70,4 70

O-metil 74,7 20

fluor 76,9 10

Vizsgaltuk a felsorolt 2'-modositott oligonukleotidok H-rassal szem-
ben antiszensz aktivitasat, a transzaktivacios jelzogénrendszer alkalmazasa-
val, a 9. példaban leirtak szerint. Amint azt a 14. dbrén és az 5. tablazatban
lathatjuk valamennyi vizsgalt 2'-médositott kiméra-oligonukleotid gatolta a

ras-expressziot, és a 7-tagh dezoxi-rést tartalmaz6 2'-fluor oligonukleotid
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volt a legaktivabb. A kozépen elhelyezkedd 5-tagl dezoxi-rest tartalmaz 2'-
fluor kiméra-oligonukleotid szintén aktivnak bizonyult.

Osszehasonlitottuk  a 3. szekvenciaazonosito szamu kimeéra-
foszforotioat oligonukleotidot, amelyben 5- vagy 7-tagh dezoxi-rést 2'-O-
propil régiok szegélyeztek, 2'-O-metil kiméra-oligonukleotidokkal. A ras-
gén expressziojat T24-sejtekben gétoltdk azok a 2'-O-metil és 2'-O-propil
kiméra-oligonukleotidok, melyekben egy 7-taghi dezoxi-rés volt talathaté €s
gerinciik egysegesen foszforotioat kotéseket tartalmazott. Amennyiben a
dezoxi-rés hosszat o6t nukleotidra csokkentettilk, csak a 2'-O-metil
oligonukleotid gatolta a ras-expressziot.

A H-ras-gén expressziojanak gatlasa rakseitekben _antiszensz oligo-

nukleotidok alkalmazasaval

A 10. példaban leirtak szerint vizsgaltunk két foszforotioat
oligonukleotidot (2502, 2503), melyek szekvencidja komplementer volt a
ras-gén AUG-régiojaval, valamint két kiméra-oligonukleotidot (4998, 5122),
melyek szekvencidja azonos volt, €s 7-tagh dezoxi-rést tartalmaztak, melyet

2'-O-metil régiok szegélyeztek. Ezeket a kiméra-oligonukleotidokat a 6.

tablazatban mutatjuk be.
6. tablazat

Ko6zponti dezoxi-rést és 2'-O-metil végzddéseket (félkovéren szedve) tartal-
mazo kiméra-foszforotioat oligonukleotidok

(célpont: AUG)
oligo jele  dezoxi-rés  szekvencia szekv.az.sz.
2502 20 CTTATATTCCGTCATCGCTC 1
4998 7 CTTATATTCCGTCATCGCTC 1
2503 20 TCCGTCATCGCTCCTCAGGG 2
5122 7 TCCGTCATCGCTCCTCAGGG 2
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A 2503-jelii oligonukleotid T24-sejtekben 71 %-osan gatolta a ras-
expressziot, és a 4998-jelii kiméra-oligonukleotid a ras-mRNS expressziojat
még ennél is jobban gatolta (84 %-os gatlas). A 2502-jeld oligonukleotid,
amely szintén az AUG-régiéval komplementer, a ras-RNS szintet 26 %-al
csokkentette, és ennek az oligonukleotidnak a kiméra-valtozata (5122) 15
%-0s gatlast eredményezett. Az emlitett eljarassal vizsgaltunk két olyan
oligonukleotidot is, melyek célpontja a mutans 12. kodon volt. A 2570-jeli
oligonukleotid (szekvenciaazonosité szam: 3) a ras-RNS-szintet 82 %-al
csokkentette, ugyanennek az oligonukleotidnak a 2-O-metil kiméra-
véltozata, amely 7-tagli dezoxi-rést tartalmazott (3985) a ras-RNS-szintet 95
%-al csokkentette.

A 2570- és 2503-jelii oligonukleotidok ras-expressziora kifejtett hata-
sat HeLa-sejtekben is vizsgaltuk, melyek vad tipusu (azaz nem aktivalt) 12.
H-ras kédont tartalmaznak. Bar ezen oligonukleotidok mindegyike gatolta a
ras-expressziét T24-sejtekben (melyek aktivalt 12. kodont tartalmaznak),
HeLa-sejtekben a ras-expresszidt csak a 2503-jelii oligonukleotid gatolta,
amely a ras-AUG-kodon kornyezetével képes specifikusan hibridizalodni. A
2570-jelii oligonukleotid (szekvenciaazonositd szam: 3), amely az aktivalt
12. kodonnal képes specifikusan hibridizalni, nem gétolta a ras-expressziot
HeLa-sejtekben, mivel ezek a sejtek nem tartalmazzak az aktivalt 12. kodon
célpontot.

Vizsgaltuk a 2570-jelii oligonukleotid - egy 17-tagi foszforotioat
oligonukleotid, melynek szekvencidja az aktivalt H-ras-gén 12. koédonja ko-

ritli régioval komplementer - ras-expressziogatlo képességét (a 10. példaban
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leirtak szerint) T24-sejtekben, és ugyanebben a kisérletben vizsgaltuk a
3980-, 3985- és 3984-jelii kiméra-foszforotioat 2'-O-metil oligonukleotidok
ras-expressziogatlo hatasat is, az utobbi oligonukleotidok szekvencidja a
2570-jelii oligonukleotid szekvencidjaval azonos, €s sorrendben 5-, 7- €s 9-
tagh dezoxi-réseket tartalmaznak (ldsd 3. tablazat). Mind a 2570-jelii teljes
mértékben 2'-dezoxi oligonukleotid, mind pedig a harom kiméra-
oligonukleotid csokkentette a ras-mRNS-szintet T24-sejtekben. A 3985-jelii
(7-tagt dezoxi-rés) és a 3984-jelii (9-tagi dezoxi-rés) oligonukleotidok 81
94-al csokkentették a ras-mRNS-szintet, a 3980-jelii oligonukleotid (6ttagi
dezoxi-rés) a ras-mRNS-szintet 61 %-al csokkentette. Azok a kiméra-
oligonukleotidok, —melyek szekvencidja  azonos volt az eldbbi
nukleotidokkal, de 5-tagi dezoxi-rést (4689) vagy 7-tagi dezoxi-rést (4690)
szegélyezd 2'-fluor modositott régiokat tartalmaztak, szintén gatoltak a ras-
mRNS expressziojat T24-sejtekben, és a 7-tagl dezoxi-rést tartalmazo
oligonukleotid bizonyult aktivabbnak (82 %-os gatlas, az 5-tagl dezoxi-rést
tartalmazé 2'-fluor kiméra 63 %-os gétlast idézett €l0).

[P

Rakseitek proliferacidjanak gatlasa antiszensz oligonukleotidokkal

Vizsgaltuk harom 17-tagi oligonukleotid hatasat T24-raksejtek
proliferaciéjéra, a 11. példaban leirtak szerint. Az oligonukleotidok szek-
venciaja azonos volt (szekvenciaazonosito szam: 3) €s szekvencidjuk az ak-
tivalt ras-gén 12. kodonja koriili régiéval volt komplementer. Mindharom
vizsgalt oligonukleotid foszforotioat-gerincet tartalmazott, a 3985-jelii
oligonukleotidban egy 7-tagi dezoxi-rést 2'-O-metil nukleotidok szegélyez-
tek, és a 4690-jeli oligonukleotidban egy 7-tagh dezoxi-rest 2'-F
nukleoditok szegélyeztek. A vizsgalt oligonukleotidok hatasa a raksejtek



-47 -
proliferacidjara jol korrelalt ugyanazok oligonukleotidok ras-mRNS
expressziora kifejtett hatdsdval, melyet Northemn-blot analizissel hatdroztunk
meg: a 2570-jeli oligonukleotid a sejtproliferaciot 61 %-osan gatolta, a 2'-
O-metil kiméra-oligonukleotid (3985) a sejtproliferaciot 82 %-osan gatolta,
és a 2'-fluor kiméra analég a sejtproliferaciot 93 %-osan gatolta. A fenti
oligonukleotidok sejtproliferaciogatlo hatdsanak dozis-hatds-osszefliggéseit
is megvizsgaltuk, és kimutattuk, hogy az oligonukleotidok a 25 nm61/1-100
nmol/l koncentracié-tartomanyban a sejtproliferaciot dozisfiiggd modon gé-
toljak. A 4690-, 3985- és 2570-jelii oligonukleotidok IC50-értékei sorrend-
ben 44 nmol/l-nek, 61 nmol/l-nek és 98 nmoél/A-nek adédtak. A véletlenszerti
szekvencidju kontroll oligonukleotidok a vizsgalt dézisokban gatlo hatast
nem mutattak.

Az ISIS-2570-jelii oligonukleotid sejtproliferaciora kifejtett hatasa
sejtipus-specifikus volt. Ez az oligonukleotid a T24-sejtek proliferaciojat
négyszer olyan erésen gatolta, mint a HeLa-sejtekét, azonos oligonukleotid
koncentracié alkalmazisa esetén (100 nmoll). Az ISIS-2570-jeli
oligonukleotid célpontja az aktivalt (mutans) 12. ras-kodon, amely a T24-
sejtekben megtalalhato, viszont a HeLa-sejtekben nem, mivel a HeLa-sejtek
a vad tipusu 12. kédont hordozzak.

Gerincmoédositott kiméra-oligonukleotidok

Az el6zéekben targyalt oligonukleotidok egységes foszforotioat-
gerinccel rendelkeztek. Az el6bbiekben targyalt 2'-moédositott kiméra-
oligonukleotidok, amennyiben egységes foszfodiészter-gerinccel rendelkez-
nek, nem aktivak. Eldallitottunk egy kiméra-oligonukleotidot (ISIS-4226),

amelyben egy.S-tagi dezoxi-rést 2'-O-metil régidk szegélyeztek, és az
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oligonukleotid a dezoxi-rés régioban P=S-gerincet, a szegélyezo régiokban
pedig P=O-gerincet tartalmazott. El6allitottunk egy masik kiméra-oligo-
nukleotidot is (ISIS-4223), amely a rés régioban P=O-gerincet, a szegélyezd
régiéban pedig P=S-gerincet tartalmazott. Ezeket az oligonukleotidokat a
7. tablazatban mutatjuk be.

Szintetizaltunk tovabbi oligonukleotidokat is, melyek kizarolag 2'-
dezoxinukleotid-egységeket tartalmaztak, €és gerincik talnyomorészt
foszforotioat kotéseket tartalmazott, de a molekula kézéppontjdban volt
bennikk egy foszfodiészter (ISIS-4248), két foszfodi€szter (1SIS-4546), ha-
rom foszfodiészter (ISIS-4551), négy foszfodiészter (ISIS-4593), ot
foszfodiészter (ISIS-4606) vagy tiz foszfodiészter kotés is (ISIS-4241).
Ezeket az oligonukleotidok is a 7. tablazatban mutatjuk be.

7. tablazat
Ko6zponti dezoxi-rést és 2'-O-metil végzddéseket (félkdvér) tartalmazo

kiméra-gerincii (P=S/P=0) oligonukleotidok
[a gerincben talalhato kotéseket S (P=S) vagy O (P=0) betiikkel jeloltik;

célpont: mutans 12. koédon]

oligo jele  P=S szekvencia szekv.az.szam
2570 16 CsCsAsCsAsCsCsGecAsCsGsGsCsGsCsCsC 3
4226 5 CoC0A0C0A0CsCsGsAsCsGoGoCoGoCoCoC 3
4233 11 CsCsAsCsAsCoCoGoAoCoGsGsCsGsCsCsC 3
4248 15 CsCsAsCsAsCsCsGsAoCsGsGsCsGsCsCsC 3
4546 14 CsCsAsCsAsCsCsGoAoCsGsGsCsGsCsCsC 3
4551 13 CsCsAsCsAsCsCsGoAoCoGsGsCsGsCsCsC 3
4593 12 CsCsAsCsAsCsCoGoAoCoGsGsCsGsCsCsC 3
4606 11 CsCsAsCsAsCsCoGoAoCoGoGsCsGsCsCsC 3
4241 6 CsCsAsCoA0CoCoGoA0CoGoGoCoGsCsCsC 3
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Az oligonukleotidokat nyers HeLa-sejtkivonattal inkubaltuk 37 °C-on
nukleazos degradaciéval szemben érzékenységik meghatarozasanak célja-
bol, Dignam és mtsai. eljarasa szerint [Nucleic Acids. Res. 11, 1475
(1983)]. A 423-jelii oligonukleotid, amelyben egy S-tagi diészter rést
foszforotioat/2-O-metil régiok szegélyeztek, Tip-értéke hét oranak bizo-
nyult. A foszforotioat/2'-O-metil végzodések kozott 5-tagh foszforotioat rést
tartalmazo oligonukleotid Typ-értéke 30 ¢ranak adddott. Megvizsgaltuk egy
sorozat oligonukleotid nukleazérzékenységet is, melyek 1-10 diészter-kotést
tartalmaztak. A 4248-jelii oligonukleotid, amely egyetlen foszfodiészter ko-
tést tartalmazott, nukledzos degradacidval szemben ugyanolyan stabilnak
bizonyult, mint a kizarolag foszforotioat kotéseket  tartalmazd
oligonukleotid, az ISIS-2570, ¢s HeLa-sejtkivonatban 6t 6ras inkubacio utan
sem volt kimutathato a degradacioja. A kettd, harom, négy, ot ¢€s tiz dezoxi
kotést tartalmazo oligonukleotidok Tip-értékei sorrendben a kovetkezok
voltak: 5,5 ora, 3,75 6ra, 3,2 6ra, 1,75 6ra és 0,9 ora.

A gerincmddositott kiméra-oligonukleotidok antiszensz aktivitasa

Az antiszensz aktivitds meglétéhez nem szikséges, hogy az
oligonukleotid foszforotioat-gerinccel rendelkezzen. Az ISIS-4226- ¢s ISIS-
4233-jelii oligonukleotidok ras-expressziot gatlo hatasat a 2-5. példakban
leirtak szerint, ras-luciferaz-jelzégénrendszer alkalmazasaval vizsgaltuk.
Ugyanebben a rendszerben megvizsgaltuk az ISIS-2570 (kizérdlag
foszforotioat kotéseket tartalmazo, teljesen dezoxi oligonukleotid), az ISIS-
3980 (kizarélag foszforotioat kotéseket tartalmaz, a kozepen levd dezoxi-
rést 2'-O-metil régiok szegélyezik) és az ISIS-3961 jeli (kizéarolag

foszfodiészter kotéseket tartalmaz, a kozépsd dezoxi-rést 2'-O-metil régiok
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szegélyezik) oligonukleotidokat is. Valamennyi olyan oligonukleotid, amely
tartalmazott egy P=S (azaz nukledzrezisztens) rés-régiét, gatolta a ras-
expressziot. A kisérlet eredményeit a 15. 4bran lathatjuk. Megvizsgaltuk ket
teljes mértékben 2'-dezoxi oligonukleotid aktivitdsat is, melyek
foszforotioat-gerince vagy egyetlen foszfodiészter kotést (4248) vagy tiz
foszfodiészter kotést (ISIS-4241) tartalmazott. Az egyetlen P=0 kotést tar-
talmaz6 oligonukleotid ugyanolyan aktivnak bizonyult, mint a kizarolag P=S
kotéseket tartalmazé molekula, mig az azonos szekvenciajui oligonukleotid,
amely 10 P=0 kotést tartalmazott, teljesen inaktiv volt.

Eléallitottunk olyan 3. azonositoszamu szekvenciaji foszforotioat-
gerincet tartalmazo oligonukleotidokat is, melyek kizar6lag a 7-taga dezoxi-
résben tartalmaztak foszforoioat-gerincet, a szegélyezd régiokban pedig
foszfodiészter kotéseket tartalmaztak, az oligonukleotidok 2'-O-metil vagy
2'-O-propil-médositasokat tartalmaztak. Az az oligonukleotid, amely a 2'-
propil diészter szegélyez6 régiokat tartalmazta, képes volt ras-expressziot
gatolni.

A ras-luciferaz génexpresszio _gatlasa modositott bazisokat tartalmazd

antiszensz oligonukleotidokkal

Eloallitottunk egy sor foszforotiodt antiszensz oligonukleotidot, me-
lyek szekvencigja az aktivalt ras-gén pontmutaciot tartalmazé 12. kodonja
korilli régio szekvencidjaval volt komplementer, az ismertetett modon. Az
oligonukleotidok az elmutalt 12. kodon uracil béazisaval szemkozti pozicio-
aminocsoport talalhato, ez a bazis képes hidrogénkotést kialakitani az uracil
2-es pozicidjaban talalhat6 oxigénnel, és ily modon a szokasos két hidrogen



‘v
KOZZETETELI
* PELDANY
-51-

hid helyett harom hidrogén hid alakul ki. Ez a modositas nagy mértékben
stabilizalja a 2-(amino)-adenin-modositott antiszensz oligonukleotid aktivalt
ras-génhez torténd hibridizaciojat, mig ugyanezen modositas a vad tipusu
12. kédonhoz torténd hibridizaciot destabilizalja vagy semmilyen hatassal
nincs arra, mivel az ilyen hibridizacio esetében a kérdéses pozicioban egy
médositott A és egy G bazis taldlhato, melyek egymassal nem parosodnak.
Ez a moédositas tehat fokozza a modositott oligonukleotid kivant célpont
iranti specifitasat.

Azt talaltuk, hogy egy oligonukleotid, amely a kérdéses pozicioban
2,6-(diamino)-adenozint tartalmazott, €s egyébként modositatlan, kizarolag
foszforotioat kotéseket tartalmazé 17-tagi oligonukleotid volt (szekvencidja
azonos a 2570-jelii oligonukleotid szekvencidjaval, szekvenciaazonosito
szam: 3) legalabb olyan hatékony szubsztratja volt az RNaz-H-nak, mint a
2570-jelii oligonukleotid. Eppen ezért varhatoan ez az oligonukleotid egy
hat4sos antiszensz molekula. Kimutattuk, hogy az emlitett pozicidban 2,-
(diamino)-adenozint és egyebkent modositatlan  bazisokat tartalmazo
oligonukleotid, amely foszforotioat-gerincet és dezoxi-rést tartalmazott €s
szekvenciaja az eldzd oligonukleotidokéival azonos volt, szintén aktivalja az
RNaz-H-t.

Az oligonukleotidok in vivo antitumor aktivitasa

Megvizsgaltuk az ISIS-2503-jeli oligonukleotid (szekvenciaazonosito
szam: 2) in vivo aktivitésat human tumorokkal szemben, a 13. és 14. példa-
ban leirtak szerint. Ezekben a vizsgalatokban csupasz egerekbe szubkutan
beiiltetett human tiidéadenokarcinoma sejtvonalat (A549) alkalmaztunk, az

egerekben a beiiltetés helyén tumor novekedett. Mivel ezek a sejtek a HA-
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ras-génben nem tartalmaznak mutdciot, hanem normalis HA-rés-gént
expresszalnak, kizarolag az ISIS-2503-jelii oligonukleotid antitumor aktivi-
tasat vizsgaltuk, mivel ennek az oligonukleotidnak a célpontja az AUG-
kédon kdmyéke.

Az els kisérletsorozatban foszforotiodt oligonukleotidokat adtunk be
sooldatban, intraperitonealis injekcio formajaban, 20 mlkg-os dozisban. A
kezelést akkor kezdtink, amikor a tumorok el6szor valtak lathatova (a
tumorsejtbeiltetést kovetd 28. napon) €s a kezelést minden masodik nap
megismételtiik. Amint a 16. abrén lathatjuk, a nem hibridizalodd szekvencia-
jia ISIS-1082 jelii kontrol oligonukleotid alkalmazasa esetén a tumor nove-
kedésében semmiféle valtozast nem észleltink. A HA-ras-specifikus ISIS-
2503 (szekvenciaazonositd szam: 2) jeli oligonukleotid alkalmazésa esetén
azonban a tumomnovekedés jelentds gatlodasat figyeltik meg. A HA-ras-
specifikus oligonukleotid tumorellenes hatasét eloszor az els6 kezelést kove-
t 20. napon figyeltik meg, és a hatds megfigyelhet6 maradt egészen a kisér-
let befejezéséig.

Egy masodik kisérletsorozatban a foszforotioat oligonukleotidokat
pationos lipiddel egyttt szereltik ki (DMRIE:DOPE) ¢és a 15. példaban leir-
tak szerint a kezelést szubkutdn injektalassal végeztik. A kezelést a
tumorsejtek beiltetését kovetden egy het elteltével kezdtik meg, és csak
négy héten keresztiil folytattuk hetente harom kezelést végezve. A kapott
eredmények hasonloak voltak az €l6z6 kisérletsorozatban kapott eredmé-
nyekhez, a HA-ras-specifikus oligonukleotid (ISIS-2503; szekvencia-
azonosité szam: 2) alkalmazasa a tumor novekedésében jelentds csokkenést

eredményezett, a nem hibridizdlodé szekvencidji kontrol oligonukleotid
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(ISIS-1082) alkalmazasa a tumornovekedesre kimutathaté hatassal nem volt
(17. 4bra). A tumortérfogat csokkenését el6szor a lathat6 tumor megjelené-
sét kovetd 20. napon észleltik, és a csokkenés a kisérlet tovabbi részében is
megfigyelhet6 maradt.

A 2'-médositott foszfodiészter oligonukleotidok stabilitasa sejtekben

Ahhoz, hogy a sejtekben az antiszensz aktivitas kialakuljon, sziiksé-
ges, hogy az oligonukleotidokat uigy modositsuk, hogy nukledzos emésztés-
sel szemben stabilak legyenek. Azt taldltuk, hogy bizonyos modositasok a
cukoregység 2'-pozicidjaban olyan mértekii nukleaz rezisztenciat okoznak,
amely elégséges ahhoz, hogy az oligonukleotid sejtekben is antiszensz hat4-
stinak bizonyuljon, gerincmédositas nélkiil is. Amint az a 18. abran lathato,
egy egységesen 2'-propoxi modositott foszfodiészter oligonukleotid
(szekvenciaazonositd szam: 3) kimutathatéan gatolta a ,HA-ras expressziot
T24-sejtekben, 24 6raval az adagolas utén, a gatlas meérteke megegyezett az
azonos szekvenciaju foszforotioat 2'-dezoxi oligonukleotid altal kifejtett
gatlas mértékével. Az egységesen 2'-detoxi-modositasokat tartalmazo
foszfodiészter oligonukleotid is mutatott bizonyos aktivitdst. A 2'-pentoxi-
modositasokat tartalmazé oligonukleotid legalabb olyan aktivnak bizonyult,
mint a 2'-propoxi-modositasokat tartaimazo.

A Kl-ras-génnel szemben aktiv antiszensz oligonukleotidok

El6allitottunk olyan oligonukleotidokat is, melyek a human Kl-ras
onkogén 5'-végi nem transzlalodo régiojaval, 3'-végi nem transzlalodo régio-
javal és a gén kodolo régiojaval voltak komplementer szekvencidjuak
[McGrath, J.P. és mtsai.: Nature 304, 501 (1983)]. A kédolén région beliil

az eldallitott oligonukleotidok célpontja egyrészt a 12. és 61. kodon volt,
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mely koédonokban bekovetkezd mutaciokrél kimutattak, hogy Kl-ras koz-
vetitette transzformaciohoz vezetnek, masrészt a 38. kodon, amelyrél nem
ismeretes, hogy szerepe volna a transzforméacioban. Az eloallitott

oligonukleotidokat a 8. tablazatban mutatjuk be.

8. téblazat

A human Ki-ras-génnel komplementer szekvenciaju antiszensz

oligonukleotidok
Oligo jele szekvenciaja célpont szekv.az.szam
6958 CTG CCT CCG CCG CCGCGG CC 5 UTR/S' cap 20
6957 CAG TGC CTG CGC CGC GCT CG 5-UTR 21
6956 AGG CCT CTC TCC CGC ACC TG 5-UTR 22
6953 TTC AGT CAT TTT CAGCAG GC AUG 23
6952 TTA TAT TCA GTC ATT TTC AG AUG 24
6951 CAA GTT TAT ATT CAGTCATT AUG 25
6950 GCC TAC TCC ACC AGC TCC AAC 12. kddon (WT) 26
6949 CTA CGC CACCAGCTCCA 12. kodon (WT) 27
6948 G TAC TCC TCT TGA CCT GCT GT 61 kodon (WT) 28
6947 CCT GTA GGA ATC CTC TAT TGT 38. kddon 29
6946 GGT AAT GCT AAA ACA AAT GC 3-UTR 30
6945 GGA ATA CTG GCA CTT CGAGG 3-UTR 31

7453 TAC GCC AAC AGC TCC 12. kodon (GoT mut) 32
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12 Ki-ras-specifikus oligonukleotid antiszensz aktivitasat vizsgaltuk
harom olyan vastagbél karcionoma sejtvonal vonatkozéasaban, melyek a Ki-
ras onkogén 12. kédonjaban mutaciot tartalmaztak, és az aktivitast a‘Ki-ras-
mRNS-szint mérése alapjan értékeltik. Amint az a 19. abran lathatd, a vizs-
galt oligonukleotidok fele jelentds aktivitast mutatott (legalabb 40 %-os
gatlas). A Ki-ras transzkriptummal szemben, a legaktivabbnak azok az
oligonukleotidok bizonyultak, melyek célpontja az 5'- ¢és a 3'-végl nem
transzlalodo régiokban volt. Jelentds Ki-ras expressziogatlast figyeltink meg
azok oligonukleotidok esetében is, melyek célpontja a vad tipusu 12. vagy
61. kédon volt. A jelentds aktivitasu oligonukleotidok mindharom vizsgalt
karcinéma sejtvonallal szemben hatasosak voltak.

Az eldallitott oligonukleotidok dozis-hats-analizise alapjan azt talal-
tuk, hogy a Ki-ras-gén leghatasosabb inhibitorai a vizsgaltak koziil az ISIS-
6958 ¢és az ISIS-6957 jeliiek voltak, melek célpontja az 5'-végi nem
transzlalodé régioban volt. Ezeket az oligonukleotidokat megvizsgaltuk,
hogy képesek-¢ Ki-ras transzformdlt sejtvonalak proliferacidjat gatolni. Az
SV480-jeli  vastagbél  karcinoma sejtvonal  sejtjeit egyetlen
dézisoligonukleotiddal kezeltik (200 nmol/), és azutdn a sejtszamot Ot na-
pon keresztiil meghataroztuk. Amint azt a 20. abran lathatjuk, mindkét Ki-
ras-specifikus oligonukleotid az SV480-sejtek proliferdicojanak hatékony
inhibitora volt, és az ISIS-6957 (szekvenciaazonosito — szam: 21)
oligonukleotid nagyobb aktivitasinak bizonyult, mint az ISIS-6958 jeli
(szekvenciaazonosité szam: 20). Ez az aktivitasban megfigyelhetd kiilonb-
ség jol korrelal a Ki-ras-mRNS expresszi6 gatlasanak mértékevel (19. abra).
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A mutans Ki-ras-gén szelektiv géatlasa normalis Ki-ras-génhez viszonyitva

Megvizsgaltuk a Ki-ras-gént c€lzo oligonukleotidok normalis Ki-ras-
génhez viszonyitott szelektiv gatlo hatasat mutdns Ki-ras-gen vonatkozasa-
ban. A vizsgalatban két kilonbdzo sejtvonalat alkalmaztunk: egyrészt az
SV480-sejtvonalat, amely mutans Ki-ras-gént expresszal (elmutalt 12. ko-
don, G — T mutécid), masreszt a HeLa-sejtvonalat, amely normalis Ki-ras-
gént expresszal. Két kiilonbozd oligonukleotidot vizsgaltunk: ISIS-6957
(szekvenciaazonositd szam: 21), 20-tagu foszforotioat oligonukleotid, mely-
nek célpontja a Ki-ras-gén 5'-végi nem transzlalodo régidjaban van, €s ISIS-
7453  (szekvenciaazonosito —szam: 32), egy 15-tagu foszforotioat
oligonukleotid, melynek célpontja a Ki-ras-gén 12. kodon korili régidja. A
Ki-ras-mRNS-szintet a kezelést kovetden 24. draval mértilk. A 12. kédont
célzé6  oligonukleotid hatékonynak bizonyult a mutans Ki-ras-gént
expresszald sejtvonalban. Amint azt a 21. abran lathatjuk, a Ki-ras-gén 5*-
végi nem transzl416do régiojat célzé oligonukleotid mindkeét sejtvonal esetén
hatékonyan gatolta a Ki-ras expresszi6t. Azt talaltuk, hogy a mutans Ki-ras-
gén iranti szelektivitas fiiggott egyrészt az oligonukleotid alkalmazott kon-
centraciojatol, masrészt az oligonukleotid RNS-célpont iranti affinitasatol.

Dezoxi-réseket tartalmazd Ki-ras-specifikus oligonukleotidok

Elsallitottunk olyan foszforotioat oligonukleotidokat
(szekvenciaazonositd szam: 21; célpont: a Ki-ras-gén 5'-végi nem
transzlalodo régioja), melyekben egy hat vagy nyolc nukleotid hossziisagu
2'_dezoxi-rést 2'-O-metil moédositott Tégiok szegélyeztek. Amint azt
Northern-blot analizissel megallapitottuk, mindkét dezoxi-rést tartalmazo

oligonukleotid aktivnak bizonyult Ki-ras expressziéval szemben. Egy egyse-
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gesen 2'-O-metil-modositast tartalmazé oligonukleotid (melyben nem volt
dezoxi-rés) inaktivnak mutatkozott. Azt talaltuk, hogy egy tovabbi
oligonukleotid, az ISIS-7679 jeli (szekvenciaazonosito szam: 33, a Ki-ras-
gén 5'-végi nem transzlalodo régiojaval és az AUG-régiojaval komplemen-
ter) szintén aktiv, amennyiben hat vagy nyolc tagi dezoxi-rést tartalmaz.

A talalmany szerinti oligonukleotidokat kényelmesen €s rutinszeriien
eléallithatjuk a szakember szdmara jol ismert szilardfazisu szintetikus eljara-
sok alkalmazasaval. Ilyen szintézisek végrehajtasara alkalmas berendezése-
ket tobbek kozott az Applied Biosystems forgalmaz. Az oligonukleotidok
eléallitasara alkalmazhaté egyéb szintetikus eljaras is, mindezaltal az alkal-
mazhaté eljarasok ismerete a szakember koteles tudasahoz tartozik. Szak-
ember szamara jol ismert hasonlo eljarasok alkalmazasaval eldallithatunk
masfajta oligonukleotidokat is, példaul foszforotioat és alkilalt szarmazéko-
kat.

A talalmany szerinti oligonukleotidokat ugy terveztiik, hogy szekven-
cigjuk komplementer legyen a H-ras-génbdl szarmazé messenger-RNS
szekvenciajaval, és igy képesek legyenek az emlitett messenger-mRNS-sel
hibridizalodni. Amennyiben létrejon az ilyen hibridizacio, az megakadalyoz-
za a messenger-mRNS normélis mikodéset, €s ennek kovetkeztében a
messenger-mRNS altal kédolt funkci6 a sejtbd] hidnyozni fog. A talalmany
szerinti oligonukleotidok karosithatjak a messenger-mRNS barmely 1étfon-
tossagh funkcidjat, ilyenek lehetnek tobbek kozott: az RNS transzlokécioja
a protein transzlacié helyszinére, az RNS templaton folyo proteintranszlacio,
az RNS egy vagy tobb mRNS molekulaféleséget eredményezo érési folya-
mata, és az adott RNS-hez kapcsolodo esetleges fiiggetlen katalitikus aktivi-
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tas. A talalméany szerinti oligonukleotidok némelyikeét ugy terveztik, hogy
aktivaljak a ras-mRNS RNaz-H éltal torténd hasitésat.

A tobbi emlds ras-gén, az N-ras és a K-ras fehérje termékének szek-
venciaja az elsd 85 aminosav tekintetében azonos a H-ras fehérjetermék
szekvencigjaval. A harom ras-gén nukleinsav szekvencidja ismert, €és bar
ezek nem azonosak, szakember a jelen leirasban adott kitanitas felhasznéla-
saval képes olyan oligonukleotidokat eléallitani, melyek képesek
specifikusan hibridizalédni az N-ras és a K-ras-génekkel. Bér a talalmany
elényds megvalositasi modjait olyan antiszensz oligonukleotidok jelentik,
melyek képesek specifikusan hibridizalodni a H-ras-mRNS 12. kodonjaval,
szakember a leirasban adott kitanitds alkalmazéasaval kepes olyan
oligonukleotidokat eloallitani, melyek képesek specifikusan hibridizalodni a
ras-gén egyéb pontmutacidival, kilonosen a H-ras, N-ras és a K-ras-gének
12., 13. és 61. kddonjaiban talalhato pontmutaciokkal, melyek szekvencidja
jol ismert.

A talalmany szerinti oligonukleotidok alkalmazhatok diagnosztiku-
mokban, gyogyaszati készitményekben €és kutatasi reagensekben, valamint
reagenskészletekben. Mivel a taldlmany szerinti oligonukleotidok képesek a
ras-génnel hibridizalodni, alkalmazésukkal konnyen kifejleszthetiink szend-
vics-tipust és egyéb vizsgalati eljarasokat. Tovabba, mivel a taldlmany sze-
rinti oligonukleotidok preferencidlisan a ras-onkogen mutans (aktivalt) for-
majahoz képesek hibridizalodni, alkalmazasukkal kifejleszthetdk olyan vizs-
galati eljarasok, melyek alkalmasak sejtek €s szovetek vizsgalatara, abbol a
célbol, hogy hordozzak-e a ras-gén vad tipusubol aktivalt formajuva torténd

atalakulasat okozo mutaciokat. Az ilyen vizsgalati eljarasok alkalmazhatok
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morfolégiailag hasonlé tumorok differencialis diagndziséra, valamint a ras-
gén aktivalodasabol szarmazé fokozott rak kialakulasi veszély kimutatasara.
Az oligonukleotid ras-génhez torténé hibridizacidjanak kimutataséra alkal-
mas eljarasok végrehajtasa szakember szimara nem okoz gondot. A hibridi-
z4ci6 kimutatasa megvalosithaté az oligonukleotid enzimhez torténd konju-
galdsa vagy radioaktiv jelzése utjan, vagy barmely mas alkalmas kimutatasi
rendszer alkalmazasaval. Eldallithatok olyan reagenskészletek is, melyek
alkalmasak a ras-gén vagy az aktivalt ras-gén jelenlétének vagy hianyanak
kimutataséra.

Az alabbi példakkal tovabb kivanjuk szemléltetni a talalmany szerinti
megoldast, anélkiil azonban, hogy igényiinket az ismertetettekre korlatoz-

nank.

1. példa

Oligonukleotid-szintézis

A szubsztitualt és szubsztitudlatlan dezoxi oligonukleotidokat auto-
matikus DNS-szintetizatoron szintetizaltuk (Applied Biosystems, 380B mo-
dell), kozismert foszforamidalt kémiat alkalmazva, az oxidaciot joddal ve-
geztilk. Foszforotioat oligonukleotidok eldallitasakor a standard oxidacios
edényt olyan edényre cseréltitk, amely 3H-1,2-benziditiol-3-on-1, 1-dioxid
0,2 mol/l-es acetonitriles oldatat tartalmazta, a foszfit kotések Iépésenkénti
tidlasa céljabol. A tialasi lépés idGtartamat 68 masodpercre hosszabbitottuk
meg, amelyet egy "sapkazo" 1épés kovetett. Miutdn a megszintetizalt
oligonukleotidokat a CPG-oszloprdl lehasitottuk, majd a véddcsoportokat 55

°C-on tomény ammoniumhidroxiban eltavolitottuk (18 o6ra alatt), az
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oligonukleotidokat kétszer kicsapassal tisztitottuk, 0,5 mol/l NaCl-oldatbél
2,5 térfogatetanollal  csaptuk ki oket. Ezt koOvetben anéllitikai
gélelektroforézist hajtottunk végre, 20 %-os akrilamid gélben, 8 mol/l kar-
bamidot tartalmazé 454 mmol/l-es Tris-borat puffer alkalmazasaval
(pH=7,0). A poliakrilamid gélelektroforézis alapjan megallapitottuk, hogy a
reakciotermékek tobb, mint 80 %-ban a teljes hosszuséagt oligonukleoti-
dokat tartalmaztak.

Az oligo ribonukleotidokat automata szintetizator alkalmazasaval
szintetizaltuk, 5'-dimetoxi-tritil-2‘-terc-butil-dimetil-szilil-3'-O—foszforamidi-
tek felhasznélasaval (American Bionetics, Hayward, CA). Az A, C €s G
bazisok exociklusos aminjainak védécsoportjai fenoxi acetil csoportok vol-
tak [Wu, T., Oglivie, K.K. ¢és Pon, R.T.: Nucl. Acids Res. 17, 3501 (1989)].
A szokasosan alkalmazott szintézisciklust modositottuk, és a tetrazol bejut-
tatasat kovetd varakozasi lépést 900 masodpercre hosszabbitottuk meg. Az
oligonukleotidokrél a véddesoportokat metanolos ammoniaban tavolitottuk
el, egy éjszakan at végzett szobahémérsékleten torténd inkubalassal. Az
oligonukleotidokat ezutan vdkumban megszaritottuk, és a 2'-szilil csoportot
egy ¢jszakan 4t szobahomérsékleten vegzett inkubacioval tavolitottuk el, 1
mél/l-es tetrabutil-ammonium-fluorid oldatban (Aldrich, Milwaukee, WI), az
oldatot tetrahidrofuranban készitettik. Az oligonukleotidokat egy C18-jeli
"Sep-Pak" oszlopon (Waters, Milford, MA) tisztitottuk, majd etanolos ki-
csapas kovetkezett. Analitikai denatural6 poliakrilamid gélelektroforézissel
kimutattuk, hogy a reakciétermékek tobb, mint 90 %-ban a teljes hosszusagu
RNS-oligonukleotidokat tartalmaztak.
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2. példa

Ras-luciferaz-jelzégénrendszer

A leirasban bemutatott ras-luciferaz-jelzégéneket PCR-technoldgia
alkalmazasaval allitottuk eld. Olyan lancindito oligonukleotidokat allitottunk
eld, melyek alkalmasak voltak a human H-ras-gén mind mutans (12. kédon),
mind nem mutans (vad tipusi) formaja 1. exonja 5'-végi régidinak PCR-
Klonozasara. A pT24-C3-plazmidot - amely tartalmazta a C-H-rasl aktivalt
onkogént (12. kédon, GGC-GTC) - €s a pbc-N1-plazmidot - amely tartal-
mazta a C-H-ras proto-onkogént - az "American Type Culture Collection”
intézettsl (Bethesda, MD) szereztik be. A pT3/T 7-luc-plazmidot - amely
tartalmazta az 1,9 kb-os szentjanos bogar luciferaz gént - a Clontech
Laboratories-tdl (Palo Alto, CA) szereztik be. A PCR-lancindito
oligonukleotidokat szokasos PCR-reakciokorilmények kozott hasznaltuk,
templatként pedig mutans és nem mutans H-ras-gént alkalmaztunk. Az al-
kalmazott lancinditok egy 145 bazisparos DNS-termék amplifikalodasat
idézték eld, melynek szekvencidja megegyezett a normalis vagy mutans H-
ras-gén -53 - + 65 nukleotidjainak szekvencidjaval (a transzlacios kezdo-
ponthoz viszonyitva), €s ezt a szekvenciarészletet a DNS-terméken egy
NHel és egy HindIIl restrikcios endonukleaz hasitohely szegélyezte. A
PCR-terméket gélbol tisztitottuk, a DNS-t kicsaptuk, a csapadékot mostuk,
majd vizben felszuszpendaltuk, szokasos eljarasok alkalmazédsaval.

A P. pyralis (szentjanosbogar) luciferdz génjének klonozaséra alkal-
mas PCR-lancinditkat ugy terveztiik, hogy a keletkezd PCR-termék a teljes
hosszisagu luciferaz fehérjét kodolja, kivéve az aminoterminalis metionint,

amely aminosavat két masik aminosavval helyettesitettik egy amino-
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terminalis lizinnel €s egy azt kovetd leucinnal. A luciferaz gén klonozasara

alkalmas PCR-lancinditd oligonukleotidokat standard PCR-reakciokban
hasznaltuk, templatként pedig egy kereskedelmi forgalomban beszerezhetd
plazmidot (pT3/T7-Luc; Clontech) alkalmaztunk, amely tartalmazta a
luciferaz-jelz6gént. Az alkalmazott lancinditok a luciferaz génnek megfeleld
kb. 1,9 kb hosszisagh termék kialakulasat idézték eld, melyet egyed
HindIII és BssHII restrikcios endokukleaz hasitohelyek szegélyeztek. A ka-
pott PCR-fragmenst gélbdl tisztitottuk, kicsaptuk, mostuk €s vizben fel-
szuszpendaltuk, szokdasos eljarasok alkalmazasaval.

A ras-luciferaz fizios jelz8gén osszeallitasat ugy fejeztiik be, hogy a
ras és a luciferaz géneket hordozé PCR-termékeket a megfeleld restrikcios
endonukleazokkal megemésztettilk, és az emésztett fragmenseket egy harom
résztvevds ligalasi reakcioban egy olyan expressziés vektorban klénoztuk,
amely tartalmazta a szteroiddal indukélhato egér eml6rak-virus MMTV-
prométerét, a klénozashoz Nhel, HindIII és BssHII enzimeket hasznaltunk.
A kialakitott plazmidban a H-ras-gén 5'-végi szekvenciai (-53 - +65) azonos
leolvasasi fazisban fuzionalodtak a szentjanosbogar luciferdz génnel. Az
el6zbek szerint kialakitott expresszios vektor egy ras-luciferaz fuzids terme-
ket kodol, melynek expresszioja a szteroiddal indukathat6 MMTV-promoter
szabalyozasa alatt all. A kialakitott plazmidkonstrukcidk tartalmazzak az
aktivalt (RA2) vagy normalis (RA4) formdju H-ras fehérje els6 22 aminosa-
vat kodold szekvenciarészletet, amely a szentjanosbogar luciferazt kodolo
szekvencidkkal azonos leolvasasi fazisban van fiizionalva. A ras-luciferaz
fiizios mRNS transzlacidjanak inicidcioja a természetes H-ras-eredetii AUG-

kodonon torténik. Mind a mutans, mind a normalis szekvenciakat tartalmazo
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H-ras-luciferaz fuzios konstrukciok szekvencidjat ellendriztiik, szokasos el-

jarasok szerint végrehajtott DNS-szekvenciaanalizissel.

3. példa
Seitek transzfektaldsa plazmid DNS-sel

A transzfekcios kisérleteket Greenberg eljarasa szerint hajtottuk végre
["Current Protocols in Molecular Biology", szerk.: F.M. Ausubel, R. Brent,
R.E. Kongston, D.D. Moore, J.A. Smith, J.G. Seidman és K. Strahl, John
Wiley and Sons, NY], az alabbi moédositasokkal. A HeLa-sejteket 60 mm-es
tenyésztotalcakra széleztettik, 5x10° sejt/talca koncentrdcioban. Minden
egyes talcan talalhaté sejtekhez 10 vagy 12 pg DNS-t adtunk, ezen beliil 1
pg mennyiségben egy olyan vektort, amely a patkany glukokortikoid recep-
tort expresszalta, a konstitutiv Rous-féle szarkoma-virus (RSV)
promoterének szabalyozésa alatt, a sejtekhez adott DN'S-mennyiség fennma-
radé részét a ras-luciferaz-jelz6plazmid tette ki. A sejtekr6l a
kalciumfoszfat-DNS csapadékot 16-20 ora elteltével tavolitottuk el, Tris-
szel pufferelt sooldattal [S0 mmoéi/1 Tris-HCI (pH=7,5) 150 mmol/1 NaCl]
végzett mosassal, a mosooldat tartalmazott 3 mmol/1 EGTTA-t is. A sejtek-
hez ezutan 10 % magzati borjiisavot is tartalmazé Tris-taptalajt adtunk. Eb-
ben az idépontban a sejteket a jelzogeén expresszié dexamethason-nal torte-

nd aktivalasa elétt antiszensz oligonukleotidokkal elékezeltik.
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4. példa
A seitek kezelése oligonukleotidokkal

A plazmidokkal végrehajtott transzfekciot kovetden a sejteket foszfat-
tal pufferelt séoldattal mostuk, melyet 37 °C-ra eldmelegitettiink, és minden
egyes talcdhoz (mélyiletenként 1,0 ml mennyiségben) "Opti-MEM"-oldatot
adtunk, amely tartalmazott 5 pg/ml N[1-(2,3-dioleiloxi)-propil]-N,N,N-
trimetil-ammonium-kloridot (DOTMA). Az oligonukleotidokat 50 umol/ml-
es torzsoldatokbol adtuk a talcakba, majd a talcakat 37 °C-on 4 6ran keresz-
tiil inkubaltuk. A taptalajt ezutan eltavolitottuk a sejtekrél és 10 % magzati
borjusavot tartalmazo DMEM-téaptalajjal helyettesitettik, ezutan a sejteket
tovabbi két oran keresztil 37 °C-on inkubaltuk a megfeleld
oligonukleotiddal a jelzett koncentraciokban, majd a jelz6gén expresszijat
a sejtekhez 0,2 umol/l végkoncentracioban adott dexametazonnal aktivaltuk.
A sejteket a dexametazonos aktivalast kovetoen 15 oraval begytjtottik €s

luciferaz-aktivitasukat meghataroztuk.

5. példa

A luciferaz-aktivitds meghatdrozasa

A luciferazt a sejtekbdl a sejtek triton X-100 detergenssel torténd
lizaltatasa utjan kivontuk, Greenberg, M.E. eljarasa szerint ("Current
Procols in Molecular Biology", szerk.. F.M. Ausubel, R. Brent, R.E.
Kingston, D.D. Moore, J.A. Smith, J.G. Seidman és K. Strahl, John Wiley
and Sons, NY). A luminesszencia cstcsértékét luciferin (Sigma) hozzéadasa
(625 pmol/l végkoncentracidban) utan mértik, "Dynatech ML1000"

luminométer alkalmazasaval. Valamennyi sejtkivonat esetén tobb izben el-
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végeztik a luciferdz-aktivitas meghatarozasat, oly modon, hogy az extrak-
tumbol killonbozd mennyiségeket hasznaltunk, ily modon biztositva azt,

hogy az aktivitas meghatdrozasahoz hasznalt adatok a vizsgalati eljaras line-

aris szakaszabol szarmazzanak.

6. példa

A duplexek olvadaspontjanak meghatarozasa

Az abszorbancia hémérsékletfiggését 260 nm-en hataroztuk meg, egy
IBM PC szamitogéphez kapcsolt "Gilford 260" spektrofotométer alkalmaza-
saval, valamint "Gilford Response II" spektrofotometer alkalmazasaval. Az
alkalmazott reakciopuffer osszetétele a kovetkezd volt: 100 mmol/1 Na*, 10
mmoél foszfat, 0,1 mmol1 EDTA, pH=7. Az oligonukleotid koncentracio
mindkét szal vonatkozasaban 4 pmol/l volt, a koncentracié a 85 °C-on mért
abszorbancia értékbol szamitottuk az extincids koefficiens ismeretében,
Puglisi és Tinocco eljarasa alapjan [Methods in Enzymol, 180, 304 (1989)].
A T.-értékeket, a duplex kialakulasanak szabad energiajat, és az asszocia-
ci6s konstans értékét oly modon hatéroztuk meg, hogy a mért adatokat egy
kétallapotu modellel feleltik meg, linearisan emelkedd alapvonal alkalmaza-
saval [Petersheim, M. ¢és Tumer, D.H.: Biochemistry 22, 256 (1983)]. A
megadott kisérleti eredményeket legalabb hérom fiiggetlen kiscrlet atlaga-
ként kaptuk meg. Bizonyos oligonukleotidok esetében a duplex kialakulasa-
nak szabadenergia értékét oly modon is meghataroztuk, hogy dbréazoltuk a
T-értékek reciprokat, a logio (koncentracio) értékek fiiggvényében [Borer,
P.N., Dengler, B., Tinoco, I, Jr., €s Uhlenbeck, O.C., J. Mol. Biol., 86, 843
(1974)].
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7. példa
"G¢l shift" vizsgalati eljardsok

A strukturalt ras-transzkriptum célpontot - egy 47 nukleotid hossziisa-

gu hajtiialaku szerkezetet, amely tartalmazta az elmutalt 12. kédont - Lima
és mtsai. eljarasa szerint - allitottuk el6 és térképeztik. A hibridizacios re-
akciokat 20 ul térfogatban végeztik, a reakcidelegy osszetétele a kovetkezd
volt: 100 mmol/l natrium, 10 mmol/1 foszfat, 0,1 mmoél/l EDTA, 100 cpm
T7-generalt mRNS (kb. 10 pmol/l) valamint antiszensz oligonukleotid 1
pmol/ és 10 umol/l kozotti koncentracioban. A reakcidelegyeket 24 orén at
34 °C-on inkubaltuk. A hibridizaciot kovetéen a reakcidelegyekhez
felvivopuffert adtunk, és a reakciotermékeket 20 %-os nativ poliakrilamid
gélen elvalasztottuk, melyet 1 mmol/l MgCl,-t tartalmaz6 45 mmol/l-es Tris-
borat pufferben (TBM) készitettiink. Az elektroforézist 10 °C-on végeztik,
és a géleket "Molecular Dynamics Phosphorimager" alkalmazéasaval értékel-

8. példa
Az RNaz-H aktivitdsdnak meghatdrozasa
Az RN4z-H enzim aktivitasanak meghatérozasat egy kémiailag szin-

tetizalt 25 bazis hossziisagu oligoribonukleotid alkalmazasaval végeztik,
melynek szekvenciaja az aktivalt (12. kodon G — U) H-ras-mRNS +24 -
+47 nukleotidjai kozotti szekvencianak felelt meg. Az 5'-végén jelolt RNS-t
20 nmél/l koncentréciéban alkalmaztuk, és tizszeres moleralis feleslegben
1évo antiszensz oligonukleotidokkal inkubaltuk, a kovetkezd Osszetételii re-

akcidelegyben: 20 mmol/l Tris-HCL, pH = 7,5, 100 mmol/1 Kcl, 10 mmol/l
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MgCl,, 1 mmél/ ditiotreitol, 10 pg tRNS, és 4 E Rnazin, a reakcidelegy
térfogata 10 ul volt. A reakcidelegyet 15 percig 37 °C-on eldmelegitettiik,
majd lassan engedtiik szobahdmérsékletre hiilni. Az emldseredetii RNaz-H
forrdsaként HeLa-sejtek sejtmagjainak kivonatat alkalmaztuk. A reakcidkat
2 ug sejtmagkivonat (5 pl) hozzdadasaval inditottuk, és a reakcidkat 10
percig 37 °C-on engedtiikk lejatszodni. A reakciokat ezutan fenol/kloro-
formos extrakcioval allitottuk le, és az RNS-t etanollal kicsaptuk. A reakcio-
termékekbdl egyenld radiodaktivitasi mennyiségeket 7 mol/l karbamidot tar-
talmazo 20 %-os poliakrilamid gélre vittiink, és a hasitasi termékeket
elektroforézissel elvalasztottuk, majd autoradiografidval lathatova tettiik. A
hasitasi termékek mennyiségét egy "Molecular Dinamics" éltal forgalmazott

denzitométerrel hataroztuk meg.

9. példa

Ras-transzaktivacios jelzégén rendszer

A pSV2-oli expresszios plazmidot, amely egy aktivalt (12. kéddon,
GGC — GTC) H-ras cDNS-inszertet tartalmazott a konstitutiv SV40-
promoéter szabdlyozésa alatt, dr. Bruno Tocque ajandéka volt (Rhone-
Poulenc Sante, Vitry, France). Ezt a plazmidot hasznaltuk templatként egy
H-ras expressziés plazmid kialakitdsdt célzo0 PCR-reakcidban, amely
expresszios plazmidban a H-ras-gén a szteroiddal indukalhat6 egér emldrak
virus (MMTYV) promoéter szabdlyozasa alatt allt. A H-ras kédolo szekvenciat
gy allitottuk €ld, hogy a H-ras-gén 570 bazispar hosszusagi kodold régidjat
PCR-eljarassal amplifikdltuk. A PCR-lancinditokat Ggy terveztiik, hogy

egyedi restrikciés hasitohelyeket tartalmazzanak 5'-végi régiojukban, a
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kl6nozas megkonnyitése céljabol. A PCR-terméket, amely tartalmazta a 12.
kodonban mutans H-ras onkogén kodolo régiojat, gélbdl tisztitottuk, meg-
emésztettik, ismét gélbol tisztitottuk, majd a megfeleld plazmidban
klénoztuk. A kivant konstrukciot ugy éllitottuk eld, hogy az eldzdek szerint
izolalt fragmenst a pMAMneo-plazmidba (Clontech Laboratories, CA)
klénoztuk.

A ras expresszio kimutatasara a pRDOS53-jeld ras reszponziv jelz6-

gént hasznaltuk [Owen és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci.,, U.S.A,, 87, 3866
(1990)].

10. példa

Az in vivo ras-expresszié vizsgalata Northern-blot analizissel

A T24-jelii human hugyholyagrdk sejtvonalat az "American Type
Culture Collection” intézettdl szereztiik be (Rockville, MD). A sejteket L-
glutamint tartalmaz6 McCoy-féle SA-taptalajban tenyésztettiik (Gibco BRL,
Gaithersburg, MD), amelyet 10 % hovel inaktivalt magzati borjuszérummal
egészitettiink ki, valamint 50 E/ml penicillinnel és 50 E/ml sztreptomicinnel.
A sejteket 100 mm-es tenyésztStalcakra oltottuk le. Amikor a sejtek 70 %-
os konfluencidig novekedtek, oligonukleotidokkal kezeltiik oket. A talcakat
10 ml el6melegitett PBS-oldattal és 5 ml redukalt szérumtartalmu Opti-
MEM taptalajjal mostuk, amely 2,5 ul DOTMA-t tartalmazott. Ezutan a ki-
vant koncentracioban oligonukleotidokat adtunk a sejtekhez. Négy orés in-
kubécio utdn a taptalajt McCoy-féle taptalajra cseréltik. A sejteket az
oligonukleotidos kezelés utdn 48 oraval begyijtottiik, és a kozismert CsCl-
os tisztitasi eljaras alkalmazasaval RNS-t izolaltunk beldlik (Kingston, R.E.
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eljarasa a "Current Protocols in Molecular Biology" kézikdnyvben: Ausubel,
F.M. és mtsai., John Wiley and Sons, NY).

A HeLa-229-jeli human epiteloid karcinoma sejtvonalat az
"American Type Culture Collection" intézettél szereztik be (Bethesda,
M.D.). A HeLa-sejteket hat mélyiiletii tenyésztotalcdkon egy rétegben te-
nyésztettik, Dulbecco-féle modositott Eagle-taptalajpan (DMEM), melyet
10 % magzati borjusavéval és 100 E/ml penicillinnel egészitettink ki. Az
oligonukleotidos kezelést és az RNS-izolalast 1ényegében a T24-sejtek ese-
tén alkalmazott fent leirt eljaras szerint végeztik. Northern-hibridizacio: az
izolalt RNS-mintakbol 10 pg-ot 1,2 %-os agardz/formaldehid-gélben
elektroforetizaltunk, majd az elvalasztott RNS-mintakat egy éjszaka alatt
atvittik GeneBind-45 nylon membranra (Pharmacia LKB, Piscataway, NJ),
kozismert eljarasok alkalmazasaval (Kingston, R.E. eljardsa a "Current
Protocols in Molecular Biology" kézikonyvben: Ausubel, F.M. és mtsai.,
John Wiley and Sons, NY). Az RNS-t UV-fény alkalmazasaval a membran-
hoz kotottiik. Kettdsszala **P jelzett probakat szintetizaltunk a "Prime a
Gene" DNS jelolo reagenskészlet (Promega, Madison, WI) alkalmazasaval.
Ras-specifikus hibridizacidés probaként az aktivalt (mutans) H-ras-mRNS-
bol szarmaz6d cDNS klon Sall/Nhel-fragmensét alkalmaztuk, a kiindulasi
mRNS GGC — GTC mutécidt hordozott a 12. kédonban. Kontroll hibridi-
zacios probaként a G3PDH-jelii probat alkalmaztuk. A membranra kotott
mRNS-t 68 °C-on 15 percig el6hibridizaltuk a "QuickHyb" hibridizacios ol-
dat alkalmazasaval (Stratagene, La Jolla, CA). A hdvel denaturalt radioaktiv
hibridizacios prébat (2,5 x 10° beiités/2 ml hibridizaciés oldat), melyet 100
ul 10 mg/ml-es lazacsperma-DNS oldattal kevertiink 6ssze, a membranhoz
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adtuk, és a hibridizaciot egy oran at 68 °C-on végeztik. A membranokat
ezutan szobahdmérsékleten 2 x 15 percig mostuk 2 x SSC/0,1 % SDS-
oldatban, majd egyszer 30 percig 60 °C-on 0,1 x SSC/0,1 % SDS-oldatban.
A membranokat ezutan autoradiografaltuk, és a jelintenzitast mennyiségileg
egy "ImageQuant Phosphorlmager (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA)
alkalmazasaval értékeltiik ki. A Northern-blotokat tartalmazé membranokat
elészor a ras-specifikus hibridizacios probaval hibridizaltuk, majd a kotodott
hibridizaciés probat 0,1 X SSC/0,1% SDS-oldatban 15 percig tart6 forralas-
sal eltavolitottuk, és a membranokat ujrahibridizaltuk a G3PDH kontroll

hibridizaciés probaval, a megfeleld mintafelvitel ellendrzése céljabol.

11. példa

“ g0y

Rakseitek proliferacidjanak gatlasa antiszensz oligonukleotidokkal

Sejteket tenyésztettiink és oligonukleotidokkal kezeltiik ket 1ényege-
ben a 10. példaban szerint. A sejteket 60 mm-es tenyésztStalcakra oltottuk
le, majd miutan elérték a 70 %-os konfluenciat, DOTMA jelenlétében
oligonukleotidokkal kezeltiik 6ket. A kisérlet idobeli lefolyasa a kovetkez
volt: az elsd napon a sejteket egyetlen dozis oligonukleotiddal kezeltiik 100
nmol/l végkoncentracioban, A taptalajt naponta egyszer cseréltik, majd a
harmadik naptol kezdédben a sejteket 6t napon keresztil minden nap meg-
szamoltuk, sejtszamlalé kamra alkalmazasaval. A dozis-hatés-0sszefiiggést a
kovetkezd kisérlettel vizsgaltuk: a sejtekhez killonbozd koncentracioban
oligonukleotidokat adtunk (10, 25, 50, 100 vagy 250 nmoé1/1), majd a sejteket
harom nappal késGbb begyiijtottik és megszamoltuk 6ket. A 2570-, 3985-
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és 4690-jelii oligonukleotidok T24-jelii raksejtek proliferacijara kifejtett

hatasat vizsgaltuk meg.

12. példa

2-(amino)-adenin-szubsztitualt oligonukleotidok szintézise

Az oligonukleotidokat az 1. példaban leirtak szerint szintetizaltuk, a
kovetkezd eltéréssel: azokban a pozicidkban, ahova a 2-(amino)-adenint be
kivantuk juttatni, a szokasos foszfor-amiditet kereskedelmi forgalomban be-

szerezhetd 2-amino-dezoxiadenozin-foszforamiditre cseréltikk (Chemgenes).

13. példa
AS549-sejtek tenyésztése

Az A549-sejteket [az "American Type Culture Collection" (Bethesda
MD) intézettdl szereztiik be 6ket] konfluencidig novesztettilkk 6 mélyiileti
tenyésztotalcakban (Falcon Labware, Lincoln Park, NJ), Dulbecco-féle mo-
dositott Eagle-taptalajban (DME), amely 1 g/l gliko6zt tartalmazott, valamint
10 % magzati borjisavot (FCS, Irvine Scientific, Santa Ana, CA).

14. példa

Intraperitonedlis injekcioval csupasz egerekben juttatott human tumorsejtek

kezelése oligonukleotidokkal

Az A549-jelii human tidokarcinoma-sejteket begyiijtottik, és 5 x 10°-
sejtet (200 ul) szubkutan csupasz egerek belsé combjaba injektaltunk. A
kitapinthat6 tumor a beoltast kévetoen kb. egy honappal alakult ki. Az ege-
reknek intraperitonedlisan 20 mg / testsily kg dézisban ISIS-2503 és 1082-
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jelii (nem hibridizalodé kontrol oligonukleotid) foszforotioat oligo-

nukleotidokat adtunk be, minden mdasnap kb. tiz héten keresztiil. Ezalatt az

id6 alatt ellendriztiik az egerekben a tumor novekedését.

15. példa

Csupasz egerekben kationos lipidekkel egyiitt szubkutan injekcioban bejut-

tatott human tumorseijtek kezelése oligonukleotidokkal

Az A549-jelii humén tidskarcinoma sejteket begytijtottik és 5 x 10°
sejtet (200 pl) szubkutan csupasz egerek belsdé combjdba injektaltunk. Ta-
pinthat6 tumorok kb. egy honap elteltével alakultak ki. A kationos lipidben
kiszerelt (DMRIE/DOPE, 60 mg/kg) foszforotioat szerkezetii ISIS-2503-
jelii oligonukleotidot, valamint a nem hibridizalod6 ISIS-1082-jeli kontroll
oligonukleotidot szubkutan adagoltuk, a tumor helyén (5 mg/kg dozisban). A
kezelést a tumorsejtek beoltdsat kovetden egy héttel kezdtik meg, és a keze-
léseket hetente kétszer, minddssze négy héten at végeztik. A tumor-

novekedést kilenc héten 4t kisértilk figyelemmel az egerekben.

16. példa
A 2'-médositott oligonukleotidok stabilitasa T24-sejtekben

A T24-jelii hugyholyagrék-sejteket a 10. példaban leirtak szerint te-
nyésztettilk. A sejteket egyetlen dozis (1 umol/l) oligonukleotiddal kezeltik,
és 24 oraval késébb Northern-blot eljarassal vizsgaltuk a sejtek H-ras-
mRNS-expresszidjat. A vizsgalt oligonukleotidok az ISIS-2570-jelii
oligonukleotid (szekvenciaazonosité szdm: 3) analdgjai voltak, amely egy

17-tagn oligonukleotid, melynek célpontja a 12. H-ras kddon.
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17. példa
A Ki-ras-specifikus _oligonukleotidok _aktivitasa vastagbélrak-sejtekkel

szemben

A Calu-1, SV480- és SV620-jelii human vastagbélrak-sejtvonalakat
az "American Type Culture Collection (ATCC)" intézettd] szereztik be, €s a
10. példdban a HeLa-sejtek vonatkozasaban leirtak szerint tenyésztettikk €s
tartottuk fent éket. A sejteket egyetlen dozis oligonukleotiddal kezelttik (200
nmol/l) és a Ki-ras-mRNS expresszidjat 24 6raval késébb Northern-blot
analizissel vizsgaltuk. A proliferacios kisérletek soran a sejteket egyetlen
dozis oligonukleotiddal kezeltik (200 nmol/l) a nulladik napon, és a sejt-

szamot ot napig kisértiik figyelemmel.

18. példa
A mutéans és vad tipusu Ki-ras-gének gétlasa oligonukleotidok alkalmazasa-

val

Az SV480-sejteket az el6zé példaban leirtak szerint tenyésztettik. A
HeLa-sejteket a 10. példaban leirtak szerint tenyésztettik. A sejteket egyet-
len dézis oligonukleotiddal kezeltik (100 nmél/), és az mRN S-szinteket 24

6raval késébb Northern-blot analizis alkalmazaséaval hatdroztuk meg.
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SZEKVENCIALISTA

AZ 1. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:

A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

HOSSZA: 20 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linedris

ANTISZENSZ: nem

AZ 1. AZONOSITO SZAMU SZEK VENCIA LERASA:
CTTATATTCC GTCATCGCTC 20

A 2. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL

A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

HOSSZA: 20 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA.: linearis

ANTISZENSZ: nem

A 2. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
TCCGTCATCG CTCCTCAGGG 20

A 3. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
HOSSZA: 17 bézispar
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TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 3. AZONOSITO SZAMU SZEK VENCIA LEfRASA:
CCACACCGAC GGCGCCC 17

A 4. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL

A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

HOSSZA: 19 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAIJA: lineéris

ANTISZENSZ: igen

A 4. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
CCCACACCGA CGGCGCCCA 19

AZ 5. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL
A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

HOSSZA: 21 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen
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AZ 5. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
GCCCACACCG ACGGCGCCCAC 21

A 6. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL

A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

HOSSZA: 23 bazispar

TiPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 6. AZONOSITO SZAMU SZEK VENCIA LEIRASA:
TGCCCACACC GACGGCGCCC ACC 23

A 7. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 20 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

ANTISZENSZ: igen

A 7. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
TATTCCGTCA TCGCTCCTCA 20
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A 8. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL
A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

HOSSZA: 5 bazispar/

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 8. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
CGACG

A 9. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOL

HOSSZA: 7 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 9. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
CCGACGG

A 10. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL
A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

HOSSZA: 9 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy
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TOPOLOGIAJA: linearis
ANTISZENSZ: igen
A 10. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LE[RASA:

ACCGACGGC 9

A 11. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL

A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

HOSSZA: 11 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 11. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
CACCGACGGC G 11

A 12. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL

A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

HOSSZA: 13 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAIJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 12. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
ACACCGACGG CGC 13



-79 -
A 13. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL
A SZEKVENCIA JELLEMZOL:
HOSSZA: 15 bazispar
TIPUSA: nukleinsav
HANY SZALU: egy
TOPOLOGIAJA: linearis
ANTISZENSZ: igen
A 13. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
CACACCGACG GCGCC 15

A 14. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:

A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

HOSSZA: 16 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 14. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
CCACACCGAC GGCGCC 16

A 15. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOL

HOSSZA: 16 bazispar

TiPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy
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TOPOLOGIAIJA: lineéris
ANTISZENSZ: igen
A 15. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
CACACCGACG GCGCCC 16

A 16. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL

A SZEKVENCIA JELLEMZOL

HOSSZA: 18 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAIJA: lineéris

ANTISZENSZ: igen

A 16. AZONOSITO SZAMU SZEK VENCIA LEIRASA:
CCCACACCGA CGGCGCCC 18

A 17. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL

A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

HOSSZA: 18 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

ANTISZENSZ: igen

A 17. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
CCACACCGAC GGCGCCCA 18
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A 18. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL
A SZEKVENCIA JELLEMZOL
HOSSZA: 25 bazispar
TIPUSA: nukleinsav
HANY SZALU: egy
TOPOLOGIAJA: lineéris
ANTISZENSZ: igen
A 18. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
TTGCCCACAC CGACGGCGCC CACCA 25

A 19. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL

A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

HOSSZA: 17 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linedris

ANTISZENSZ: igen

A 19. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
CCACACCGCC GGCGCCC 17

A 20 AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL
A SZEK VENCIA JELLEMZOL

HOSSZA: 20 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy
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TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 20. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
CTGCCTCCGC CGCCGCGGCC 20

A 21. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL

A SZEKVENCIA JELLEMZOL

HOSSZA: 20 bazispar

TiPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linedris

ANTISZENSZ: igen

A 21. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
CAGTGCCTGC GCCGCGCTCG 20

A 22. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL

A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

HOSSZA: 20 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 2. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
AGGCCTCTCT CCCGCACCTG 20
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A 23. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL
A SZEKVENCIA JELLEMZOL
HOSSZA: 20 bazispar
TiPUSA: nukleinsav
HANY SZALU: egy
TOPOLOGIAJA: linearis
ANTISZENSZ: igen
A 23. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LE{RASA:
TTCAGTCATT TTCAGCAGGC 20

A 24. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL

A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

HOSSZA: 20 bézispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 24. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
TTATATTCAG TCATTTTCAG 20

A 25. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 20 bézispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy
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TOPOLOGIAJA: lineéris
ANTISZENSZ: igen
A 25. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
CAAGTTTATA TTCAGTCATT 20

A 26. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL

A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 21 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

ANTISZENSZ: igen

A 26. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LE{RASA:
GCCTACGCCA CCAGCTCCAAC 21

A 27. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 17 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 27. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
CTACGCCACC AGCTCCA 17
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A 28. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL

A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

HOSSZA: 21 bazispar

TiPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

ANTISZENSZ: igen

A 28. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LE[RASA:
GTACTCCTCT TGACCTGCTG T 21

A 29. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL

A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

HOSSZA: 21 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

ANTISZENSZ: igen

A 29. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
CCTGTAGGAA TCCTCTATTG T 21

A 30. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 20 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy
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TOPOLOGIAJA: lineéris

ANTISZENSZ: igen

A 30. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
GGTAATGCTA AAACAAATGC 20

A 31. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL

A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

HOSSZA: 20 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linedris

ANTISZENSZ: igen

A 31. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LE[RASA:
GGAATACTGG CACTTCGAGG 20

A 32. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL

A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

HOSSZA: 15 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

ANTISZENSZ: igen

A 32. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
TACGCCAACA GCTCC 15
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A 33. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL
A SZEKVENCIA JELLEMZOL:
HOSSZA: 20 bézispar
TIPUSA: nukleinsav
HANY SZALU: egy
TOPOLOGIAJA: linearis
ANTISZENSZ: igen
A 33. AZONOSITO SZAMU SZEK VENCIA LEIRASA:
TTTTCAGCAG GCCTCTCTCC 20
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Oligonukleotid, amely 8-30 nukleotid-egységbdl all, és keépes
specifikusan hibridizalédni a human ras-génbél szarmazo kivalasztott DNS-
vagy mRNS-molekuldkkal, azzal Jjellemezve, hogy képes a H-ras-gén
expresszidjat gatolni.

2. Az 1. igénypont szerinti oligonukleotid, azzal jellemezve, hogy a
nukleotid-egységek kozotti kotdcsoportok legalabb egyike foszforotioat-
modositast tartalmaz.

3. Az 1. igénypont szerinti oligonukleotid, azzal jellemezve, hogy
nukleotid-egységeinek legaldbb egyike a 2'-pozicioban modositva van.

4. A 3. igénypont szerinti oligonukleotid, azzal jellemezve, hogy a
2'-pozicioban 2'-O-alkil- vagy 2'-fluor-moédositast tartalmaz.

5. Az 1. igénypont szerinti oligonukleotid, azzal jellemezve, hogy a
H-ras- vagy Ki-ras-génbdl szarmaz6 DNS vagy mRNS molekuldhoz képes
specifikusan hibridizalodni.

6. Az 5. igénypont szerinti oligonukleotid, azzal Jellemezve, hogy a
humén H-ras-gén transzlacios inicidcios helyével vagy 12. kédonjaval képes
specifikusan hibridizalodni.

7. A 6. igénypont szerinti oligonukleotid, azzal Jellemezve, hogy ké-
pes szelektiven gatolni az aktivalt human H-ras-gént.

8. A 7. igénypont szerinti oligonukleotid, azzal jellemezve, hogy
szekvencidja megegyezik a 3., 4., 13., 14,, 15, 16. és 17. azonositoszamu

szekvenciak valamelyikével.
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9. Az 5. igénypont szerinti oligonukleotid, azzal jelleme:ve, hogy
képes specifikusan hibridizalédni a human Ki-ras-gén S'-végi nem
transzlal6do régisjaval, 3'-végi nem transzlalodo régiojaval, 12. kédonjaval
vagy 61. kddonjaval.

10. A 9. igénypont szerinti oligonukleotid, azzal jellemezve, hogy
képes szelektiven gatolni az aktivalt human Ki-ras-gént.

11. A 10. igénypont szerinti oligonukleotid, azzal jellemezve, hogy
szekvencidja megegyezik a 32. azonositoszamu szekvenciaval.

12. Az 5. igénypont szerinti oligonukleotid, azzal jellemezve, hogy
szekvencidja megegyezik az 1., 2., 3., 4.,5.,6., 7, 11, 12., 13, 14, 15,,
16., 17., 18, 19, 20., 21., 22, 26., 28, 31, 32. és 33. azonositoszamu
szekvenciak valamelyikével.

13. Oligonukleotid, azzal jellemezve, hogy szekvencidja megegyezik
a 2. azonositoszamu szekvenciaval.

14. Oligonukleotid, azzal jellemezve, hogy szekvencidja megegyezik
a 3. azonositdszami szekvencidval.

15. Oligonukleotid, azzal jellemezve, hogy szekvencidja megegyezik
a 21. azonositészamu szekvenciaval.

16. A 13., 14. vagy 15. igénypont szerinti oligonukleotid, azzal jel-
lemezve, hogy tartalmaz legalabb egy 2'-O-alkil- vagy 2'-fluor-modositast.

17. Oligonukleotid, amely 8-30 nukleotid-egységbdl all, €s képes
specifikusan hibridizalodni valamely humén ras-génbél szarmazo6 kivéalasz-
tott DNS- vagy mRNS-molekulaval, azzal jellemezve, hogy szubsztratja az
RNaz-H-enzimnek, és tartalmaz legalabb egy olyan médositast, amely no-
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veli nukleaz rezisztenciajat, és legalabb egy olyan modositast, amelyik no-
veli a kivalasztott DNS vagy mRNS-molekula irdnti affinitasat.

18. Kiméra-oligonukleotid, amely 8-30 nukleotid-egységet tartalmaz,
és képes specifikusan hibridizalodni valamely human ras-génbdl szarmazo
kivalasztott DNS- vagy mRNS-molekulaval, azzal jellemezve, hogy stabili-
zalva van nukledzos emésztéssel szemben, és tartalmaz egy elsé régiot,
amely magaban foglal legalabb egy olyan nukleotidot, amely a célszekvencia
iranti affinitas fokozasa céljab6l modositva van, €s tartalmaz egy masik ré-
gi6t, amely az RNéaz-H-enzim szubsztratja.

19. A 18. igénypont szerinti kiméra-oligonukleotid, azzal jellemezve,
hogy azt a régiot, amely az RNaz-H-enzim szubsztratja, olyan régidk szege-
lyezik, melyeket a célszekvencia iranti affinitas fokozasa céljabol modositot-
tak.

20. A 18. igénypont szerinti kiméra-oligonukleotid, azzal jellemezve,
hogy célszekvencia-affinitasanak novelése céljabol modositott régidja tar-
talmaz legalabb egy nukleotidot, amely a 2'-poziciéban modositva van.

21. A 20. igénypont szerinti kiméra-oligonukleotid, azzal jellemezve,
hogy 2'-poziciéban talalhaté mddositasként 2'-O-alkil- vagy 2'-fluor-
moédositast tartalmaz.

22. A 18. igénypont szerinti kiméra-oligonukleotid, azzal jellemezve,
hogy abban a régidjaban, amely szubsztrtja az RNéz-H-enzimnek, tartal-
maz 4-9 darab 2'-dezoxinukleotid-egységet.

23. A 18. igénypont szerinti kiméra-oligonukleotid, azzal jellemezve,
hogy a nukleotid-egységei kozotti kotbesoportok kozil legalabb az egyik

foszforotioat-modositast tartalmaz.
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24. A 18. igénypont szerinti kiméra-oligonukleotid, azzal jellemezve,
hogy H-ras- vagy Ki-ras-génbdl szarmazd DNS- vagy mRNS-molekulaval
képes specifikusan hibridizal6dni.

25. A 24. igénypont szerinti kiméra-oligonukleotid, azzal jellemezve,
hogy képes specifikusan hibridizalodni a H-ras-gén transzlacids inicidcios
helyével vagy 12. kédonjaval.

26. A 24. igénypont szerint kiméra-oligonukleotid, azzal jellemezve,
hogy képes specifikusan hibridizalédni a humén Ki-ras-gén 5'-végi nem
transzlalédé régiojaval, 3'-végi nem transzlalodo régidjaval, 12. kodonjaval
vagy 61. kédonjaval.

27. A 24. igénypont szerinti kiméra-oligonukleotid, azzal jellemezve,
hogy szekvencidja megegyezik az 1.,2,3.,4,5,6.,7,11,12,13, 14,
15., 16., 17, 18., 19, 20,, 21., 22,, 26., 28, 31, 32. €s 33. azonositdszamu
szekvencidk valamelyikével.

28. Eljaras human ras-gén expresszidjanak gtlasara, azzal jellemez-
ve, hogy a human ras-gént tartalmazé szoveteket vagy sejteket az el6z0
igénypontok barmelyike szerinti oligonukleotiddal érintkeztetjik.

29. Eljards human ras-gén kimutatasara sejtekben vagy szovetekben,
azzal jellemezve, hogy a sejteket vagy szoveteket az 1-27. igénypontok
barmelyike szerinti oligonukleotiddal érintkeztetjik, €s a hibridizacié esetle-
ges megtorténtét kimutatjuk.

30. Eljaras raksejtek proliferaciojanak gétlasara, azzal Jellemezve,
hogy a raksejtet az 1-27. igénypontok barmelyike szerinti oligonukleotiddal
érintkeztetjiik, és ily modon a sejtek proliferacidjat gatoljuk.
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31. Eljaras aktivalt H-ras-gén kimutatasara, aktivalt H-ras-gén vonat-
kozaséaban differencidlis affinitassal rendelkezé oligonukleotidok alkalmaza-
saval, azzal jellemezve, hogy a feltételezhetben aktivalt H-ras-gént tartal-
maz6 sejtek vagy szovetek egy részletét olyan oligonukleotiddal érintkeztet-
juk, melynek szekvencidja megegyezik a 3., 4., 13, 14., 15, 16. és 17.
azonositdszamu szekvencidk valamelyikével, és az emlitett sejtek vagy szo-
vetek egy masik részletét az eldbbiekkel azonos modon olyan
oligonukleotiddal érintkeztetjiik, melynek szekvencidja megegyezik az 1., 2.,
5., 7., 18. vagy 19. azonositdszamu szekvencidk valamelyikével.

32. Eljaras aktivalt Ki-ras-gén kimutatasara, aktivalt Ki-ras-gén vo-
natkozasaban differencidlis affinitdssal rendelkezd oligonukleotidok alkal-
mazasaval, azzal jellemezve, hogy a feltételezhetden aktivalt Ki-ras-gént
tartalmazo sejtek vagy szovetek egy részletét olyan oligonukleotiddal érint-
keztetjilk, melynek szekvencidja megegyezik a 32. azonositoszami szek-
venciaval; és az emlitett sejtek vagy szovetek egy masik részletét az elébbi-
ekkel azonos médon olyan oligonukleotiddal érintkeztetjiik, melynek szek-
vencidja megegyezik az 20., 21., 22., 26., 28., 31. vagy 33. azonositoszamu
szekvencidk valamelyikével.

33. A 31. vagy 32. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
oligonukleotidként legalabb egy olyan oligonukleotidot alkalmazunk, amely-
~ ben legalabb az egyik nukleotid-egységek kozotti kotéesoport foszforotioat-
modositast tartalmaz.

34. A 31. vagy 32. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve, hogy
oligonukleotidként legalabb egy olyan oligonukleotidot alkalmazunk, mely-
nek legalabb egyik oligonukleotid-egysége a 2'-poziciéban mddositva van.
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35. A 34. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy
oligonukleotidként legalabb egy olyan oligonukleotidot alkalmazunk, mely-
nek legalabb egy oligonukleotid-egysége a 2'-pozicioban 2'-O-alkil- vagy 2'-
fluor-modositast tartalmaz.

36. A 31. vagy 32. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy
oligonukleotidként legalabb egy olyan oligonukleotidot alkalmazunk, amely
szubsztratja az RNaz-H-enzimnek, és tartalmaz legalabb egy olyan mddosi-
tast; ami nukleaz rezisztencidjat fokozza, és legalabb egy olyan modositast,
amely az aktivalt H-ras-DNS vagy -mRNS irdnti affinitdsat fokozza.

37. A 31. vagy 32. igénypont szerinti ¢ljaras, azzal jellemezve, hogy
oligonukleotidként legalabb egy olyan oligonukleotidot alkalmazunk, amely
kiméra-oligonukleotid, és amely nukledzos emésztéssel szemben stabilizalva
van, és tartalmaz egy els6é régiét, amely magéaba foglal legalabb egy olyan
nukleotidot, amely célszekvencia-affinitdsanak fokozasa céljabél van mo-

dositva, valamint egy masodik régiot, amely az RN4az-H-enzim szubsztratja.

“ & A meghatalmazott:
Yook .

C\_?/\ o - szabadalmlésVédleg fd{KC
N TR N \ LLQ

ooV
/ \l’/;/‘\



N - v /\y L

KOZZETETELI
PELDANY

F
L

[N [
[N

ONNN

!
!

[
[
ol

\\\\\\\\\\\

AEREE

s L

. ////////

LWZ> Wwo>onwdwx

Mutans

Normal

Kontroll

Koncentracié (pmoél/l)

[IJos

Yoo XJoso [Jwo  [(J25

Mo (ZJooxs

1. abra



i

KOZZETETE]L

PELDANY

NN

L L

L |

! IJII

l |

1o

120

777 ////////ﬂ
NANNSNSS ~

LWZ> wo>nwdwy

Mutans

Normal

Kontroll

Koncentraci6 (umé/l)

(LDbos

CJdow XJoso [ [J2s

(23 0025

BN o

2. abra



KOZZETETEL?
PELDANY

LwZ> Wwo>nwddwx

2570 2571 2566
Antiszensz-oligo (0,5 umé/l)

2502

2503

2504

NINCS

ZZ Mutans

_ Normal

3. abra



3
( TETELI
PELDANY

3

‘\

|

KOZZE

I 4

4122

SYLIAILMIN3ZS

00’y
sL'o
st'0
s2'0
010
ALY WIN
ALYV WaN
ALYV N3N

AJLYV W3N

AJLYV W3N

AJLV WaN
50'0
$L°0

inowr %9

sueynN (7)) |ewioN EE
(17ow g‘g) oBijo-zsuazsiuy

elqe 'y

L ] 0o 9 ] 0 6 &« ¢ S v ¢ f 2 9 o
o 9 9 9o ¢t ¢ 9 9 9 9 9 9 0 0 9 v
6 ¢ §$ 9 § § 6 6§ 6 6 6 6§ 6 6 6 ©O 1
¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢t ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 4+ v N
0 1
% \ b}
“ | \ \ \
. - 02 v
7 (]
‘ l‘ H _\ / L/
- /| / . b
V ﬁ oy 3
L/ 9
L, / L/ T . 09 3
s S
’ g 1% on A
“ f\ [
/ 0ot E]
A
ozl N
3
E
INOd 13 195t
iNOd 124 0951
INOd 74 29§
1NOd 6t 1ese
iNOd L oSt
INOd S 6961 -
INOd 147 8951
1NOd (7] 941
ANOd 6 1349
INOd L ISt -
INOd S 0194 -
onv ol 111143
ony ot {1194
1NOdT130 ZSSOH o9110 -.ZE::?E-vuuuan__ua...:. 103020 IndndInoPernencudVdvn ) vI23¢d 080232521

esepeuwe} zsuazsyue yoloejnwyuod-gyy v



KOZZETETELI
PELDANY

¢
{

C2XCCUGIE P PAUC acg pr i aa WL EVELVEEVESECECCEUCLLuguERECA (2 puReEOVg

Clegctacigectoaranne
BEIMXLICLE 1 A € Lgeet
gesge
ggeages
cggeagees
[ 21,2142
cpepgeageencs
egepeageTca
e gegreageeacace
ecegegpesgeeacas
€TC §TpLTIEER AT
T LT LLCALCR 22T
acegegpeapeeacact
acTLgCpgcageCac e
Cacex e ggeagesacacey
€XICTT YT LTI R 2 METL §1
SEC.HCTK §X L£<2 pOCaLacEr gN

€O ¢ £ £ OX POK AC K

5A abra

3428

(34

un

- w N

-

OLIGO HOSSZ CELPONT

AUG
AUC
12. KODON
12. KODON
12. KODON
12. KODON
12. KODON
12. KODON
12. KODON
12. KODON

12. KODON
12. KODON
12. KODON
12. KODON
12. KODON
12. KODON
12. KODON

12. KODON
(vad tipus)



6/22

L4

KOZZETETELI
PELDANY

eiqe gg

—
——

‘9819

! €0t !

| l I l
! 0LsT L ! o5t !

O<<UOOO.—.O.FOOU.—..OUUOUOOO#OO#ODFOO.—.UO<<..-.<.-.<<OOU<O.—.<QUO<DO<O._.U.UUUQUI|||0.n




RRRR AV

LDA

KOZZETETELI
PE

1122

eige 9
ONO 0819 2819 ®NO €0S2 €0se ONO 2¢0Se c0S8¢ TIOMLNON
. 1 - 02
A4 .
- OY
1 1
1
L 09
Bt
. 08
1
1
1 1
Z N
\\n _ 001!
1 1 4
L 021

inowd 00§ P77 newl 002

o 05 Y
)jose}jsopow souoze

esejljuoseyazsso yopnoapnuobijo-apy-0-,z S9 Yopnospnuobijoixozag



/

ELI

TET

V4

29

\

KO7ZE

|

4

JANY

PELD

8/22

14

\NH— m s
EE]
A w mu.”
7433
[
284 M 3 ANu
-]
T d
\\N\\\\\\\\N\N\\\E\\N\\\\\\N\\\\\\A mm
\\N\\\\\\\\\\\\\\\\\\\E\\\\N\\\\\\\\. wm
g\&\\é\\k\&\&\\\ mm

123

[ 2777777} w 2
REEEE\E&&
L v v T R
8 2 S 3 °

% llosuoy

7. abra



{ 4 N

A

v -

1

KOZzZET I 1T

PELDANY

€ e

N ot

I [ ................
P J

jo e
wh Kein
....... .
!‘4\{ .......... ! {
v nr
.
b
.D
. - -

8. abra




I B '

A ERTR R T
KOZZETETELI
PELDANY 10722

DEZOXI-SZAM = 0 DEZOXI-SZAM = 9
M 23 4585678]|

| . . -~ Komplex

‘.'... <— ras-RNS

123
¥
100 b o 4
by 5
[ o
-~ 6
ca A.
» v
2 . o %<
3 LS
9 ({23
[+ e
£ Wl E
:g » .o
[ o
&£
:l 4
s r .
|
. .
12 " al] 4 < 14 L $ -4

LOG(OLIGONUKLEOTID) (mél1)

9. abra



KOZZETETELI
PELDANY

Nexowe)
Isejisey

11/22

T
O
C
©
@
x

VNY seld —»

10. abra



KOZZETETELI
PELDANY 12/22

125

100

32 75
S
-
S so0
X
25
0
Kontroll 20Me Dezoxi 1-Dezoxi 3-Dezoxi 5-Dezoxi 7-Dezoxi 9-Dezoxi
B OLIGO
125
100
N 75
S
S
S so
X
25

0 100 200 300 400 500 600
Oligo koncentracio (/umol/l)

11. abra



KOZZETETELI
PELDANY

1,0

ln\
o

Y

ST \\\\\\\\\\\\’\

N o

125

% l1o13uo)j

17-7

17-6

1.7 13-8 13-7

11-6

13/22

OLIGO

12. abra



14722

KOZZETETELI
PELDANY

sejAnye-H-ZeNy

eiqe "¢l
wezs-1Xozap
02 9l 4 8 b 0
0 0
ve r SBIAIDE ZSUBZSIJUY S¢
8y | 1 0§
sejlAie-H-ZeNy
2Lt / 5.
96 | 00}
0zt G2l

Yo sau-1xozap-|1d9N-0-.C
ESE}|UOSBYIZSSQ SEHAIE-H-ZENY Ze S ZSUazSHuE Zy

se}IAIpe-sel



KOZZETETELI
PELDANY

500

400

300

200

100

14. abra



EOT

1

KOZ

I 4

ZETETELI

16/22

I 4

l d

PELDANY

eiqe ‘Gl

(Inow) g19enu8sU0Y-06110
009 00S 00b (0]0] 00¢ 00t 0
T | | T T

y 6-d Pu|w:si-|x0Zep/ON 0,2
[1) -

9-d'$91-|x0Z0p/0-d'oW0,Z

A~ T

S-d PUW/IXOZop pujw

0O-d PUIWISYI-[XOZOP/OWO.Z T

/z - 4

< _ T

O-d'$93-1x020p/S-d'9OW0.Z
]

—Q—+-0—
C

ceey

——3— 8eey —pH— 086€° —y— 196¢ —O— 045¢ —f—

S¢

0§

SL

©-9, ||OJ3UO) U3|}ajazoy



Tumortérfogat (mm?)

- KOZZETE
PELDANY TELL

4000
3600 | 1082 kontroll / [
~ [

3200 ~s
2800 | s6s kontroll

2400 1

kezelés kezdete

2000

1600 r

1200

800

400 r

Id6 (napok )

16. abra



Tumortérfogat (mm?)

3000

2700

2400

2100

1800

. 1500

1200

900

600

300

0

J

0

S

1082 kontroll

lipid kontroll

kezelés

10

A= 1

e

© ey olige

15 20 25§

30 35 40 45

Id6 (napok)

17. abra

¢ 55 60 65 70

75



' 2-médositott Médositatian 2-médositott
[ ANEEY]

’ AP U [AEEERY

100

H-ras-expresszi6 ™' T

Metoxi Propoxi | 2-cukor

o

| Dezoxi
e, S

i ) szdrnyak
Py Bacitnen,

°
o
-~
°

18. abra



20/22

Ner el | AL TRGTS TN S e

120

(ueqe-o, uajjsjezay e) o1zssasdxs

80

60 1

-SNYw-se.-y)

0050 6948 ¢844 €042 g0y 804

Con 68058 6957 6956 603y 6052 €931

oligonukleotid

19. abra



Sejt/mélyiilet (x 10 000)

KOZZETETEL]L
) 21/22
800 1
700 1
600 | ERB Kontroll
500 1
V74 6957
a00
6958
300
200 1
100 1
7
s WL 78|
o |
1 2 3 4 >
Napok

20. abra



Ki-ras-mRNS-expresszi6 (a kezeletlen %-aban)

Jreen’

KOZZETETEL] 22/22
PELDANY

120

100 1

80

Swago

60 1 Hela

40

20 {

Comre s nta 12, KGDON Conwver S wia 12. KODON

Oligo-célpont (100 pmésuy

21. abra



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

