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A taldlmany targyat a génkifejez0dés tanulmanyozasaban €s az
antiszensz  oligonukleotid ~ terdpidban  alkalmazhatd szintetikus
oligonukleotidok képezik. A talalmany targyat kozelebbrol olyan, az emlitett
alkalmazasok  vonatkozasaban  elényds  tulajdonsdgi  szintetikus
oligonukleotidok képezik, melyek elényos tulaj donségai az oligonukleotidok
cukor-foszfat-gerincének modositasaibol fakadnak.

Az antiszensz-oligonukleotid-terapids megkozelités gondolatat eldszor
harom 1977-78-ban publikalt tudomanyos kozleményben vetettek fel.
Paterson és mitsai. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 4370 (1978)] kimutattak,
hogy az mRNS sejtmentes kozegben végzett transzlacioja az mRNS-sel
komplementer oligonukleotid kotédése ttjan gatolhato. Zamecnik ¢€s
Stephenson [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75, 280 ¢és 285 (197 8)] kimutattak,
hogy a Rous-szarkémavirus (RSV) genomjanak egy részletével komplemen-
ter 13-tagu szintetikus oligonukleotid gatolja az RSV replikaciojat fert6zott
csirke-fibroblasztokban, valamint a primer csirke-fibroblasztok malignus
szarkomasejtekké torténd, RSV-kozvetitette atalakulasat.

Ezeket a korai felismeréseket - miszerint a szintetikus oligonukleotidok
alkalmasak virus-szaporodds és neoplazia gatlsara - a szintetikus
oligonukleotidok legkiilonbdzdbb virusok szaporodasanak gétlaséra torténd
alkalmazasa kovette. Goodchild és mtsai. a 4 806 463 sz. amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalmi leirasban (amelyben foglalt teljes feltaras a technika
allasahoz tartozé Kkitanitds részeként tekintendd) leirjdk a human
immundeficiencia virus (HIV) szaporodasanak a kilonbozd HIV-genom-
régiokkal komplementer szintetikus oligonukleotidokkal torténd gatlasat.
Leiter és mtsai. [Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 85, 7079 (1988)] arrél szamolnak be, hogy a

foszforotioat és a kiilonbozé foszforamidat-oligonukleotidok a hagyomanyos
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oligo-dezoxinukleotidoknal hatékonyabban gatoljak a HIV-1 szaporodasat.
Agrawal és mtsai. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 7790 (1989)] leirjak,
hogy korai és kronikusan fertézott sejtek esetén a foszforotioat
oligonukleotidok elényds gatloszerek.

Ezen felill kifejlesztettek kiméra-oligonukleotidokat is, melyek tobb
kilonbozd tipusu internukleotid kotést tartalmaznak. A kiméra-
oligonukleotidok csak dezoxiribonukleotidokat tartalmaznak, de vannak
olyan régioik is, melyekben killonbozd internukleotid kotések talalhatok.
Pederson és mtsai. az 5 XXX XXX szamu amerikai egyestilt allamokbeli
szabadalmi leirasban (bejelentés szdma: 07/480 269, megadva: 1991. 12.
24; amelyben foglalt teljes feltéras a technika lldsahoz tartozo kitanitas re-
szeként tekintend$) olyan kiméra-oligonukleotidokat irmak le, melyekben
egy belsé foszfodiészter- vagy foszforotiodt oligonukleotid-szekvenciat
foszforamidat-,  metilfoszfonat-  vagy  foszforamidat-oligonukleotid-
szekvenciak szegélyeznek. Furdon és mtsai. [Nucleic Acids Res. 17, 9193
(1989)] olyan kiméra-oligonukleotidokat irnak le, melyek foszforotiodt vagy
metilfoszfonat internukleotid-kotéseket tartalmazo régiokon kiviil tartalmaz-
nak foszfodiészter-kotéseket tartalmazé régiokat is. Quartin €s mtsai.
[Nucleic Acids Res. 17, 7523 (1989)] olyan kiméra oligonukleotidokrol
szamolnak be, melyek foszfodiészter és metilfoszfonét oligonukleotid régio-
kat tartalmaznak. Valamennyi fent emlitett vegyiiletben dezoxiribonukleotid-
foszforoioat-régiok talalhatok, melyek csokkent duplex-stabilitassal jelle-
mezhetdk. Atabekov és mtsai. [FEBS Letters 232, 96 (1988)] olyan kiméra
oligonukleotidokrél szamolnak be, melyekben valamennyi internukleotid
kotés  foszfodiészter-kotés, azonban  talalhatok  bennik  mind
oligoribonukleotid-kotés, mind pedig oligodezoxiribonukleotid-régiok.
Inoune ¢és mtsai. [FEBS Letters 215 (1987)] olyan kiméra
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oligonukleotidokr6l szamolnak be, melyek kizarolag foszfodiészter-
kotéseket tartalmaznak, de taldlhatéak bennik mind oligodezoxiribonuk-
leotid-, mind pedig 2'-OMe-ribonukleotid-régiok. Az emlitett, kizéarélag
foszfodiészter-kotéseket tartalmazé vegyiiletek egyike sem endonukleaz-
vagy exonukledz-rezisztens.

A felsorolt modositott oligonukleotidok koziil sok hozzajarult az
antiszensz oligonukleotid terapias megkozelités potencialis hatékonysagéanak
javitasahoz. Mindazaltal valamennyi ismert oligonukleotid rendelkezik bizo-
nyos hétranyos tulajdonsagokkal €és ezek a hatranyos tulajdonsagok meg-
akadalyozhatjak, hogy az ilyen oligonukleotidokat hatékony terapias agens-
ként alkalmazzuk. Wickstrom, J. [Biochem. Biophys. Methods 13, 97
(1986)] beszamol arr6l, hogy a foszfodiészter-oligonukleotidok nukleaz-
kozvetitette degradaciora érzékenyek. Ez a nukleaz-érzékenység korlatoz-
hatja az emlitett oligonukleotidok in vivo hozzaférhetdseget. Agrawal és
mtsai.; [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 1401 (1990)] beszamolnak arrol,
hogy a foszforamidat- és a metilfoszfonat-oligonukleotidok RNS-hez hibri-
dizalédva nem aktivaljak az RN-4z-H-t, amely enzim aktivitasa fontos lehet
az antiszensz oligonukleotidok mitkddése szempontjabol. Agrawal és mtsai..
[Nukleosides & Nucleotides 8, 5 (1989)] arrol is beszamolnak, hogy a
foszforotioat oligodezoxinukleotidok RNS-hez hibridizalédva csokkent
duplex-stabilitassal rendelkeznek.

Az elmondottakbol tehat belathatd, hogy sziikkség van olyan javitott
oligonukleotidokra, melyek nem bimak a technika éllasa szerint ismert
oligonukleotidok ~ felsorolt  hatranyos  tulajdonsdgaival. Az ilyen
oligonukleotidok ide4lis esetben nukleolitikus degradaciéval szemben rezisz-
tensek, RNS-sel stabil duplexeket alkotnak, valamint RNS-hez hibridizal6d-
va aktivaljak az RN-4z-H-t.
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A taldlmany targyat olyan hibrid oligonukleotidok képezik, melyek
nukleolitikus degradaciéval szemben rezisztensek, RNS-sel €s DNS-sel
stabil duplexet képeznek és RNS-hez hibridizalédva aktivaljak az RN-4z-
H-t. A talalmény szerinti oligonukleotidok azért rendelkeznek az ismertetett
sajatsagokkal, mert talalhatok benniik foszforotioat és/vagy foszforoditioat
internukleotid kotések, valamint oligodezoxiribonukleotid régidk csakigy,
mint oligoribonukleotid régiok vagy 2'-szubsztitualt oligoribonukleotid régi-
6k. A leirasban hasznalt értelemben a "2'- szubsztitualt" kifejezés azt jelenti,
hogy a rib6z molekula 2'-OH-ja szusztitudlva van példaul: 2'-OMe-, 2'-allil-,
2'-aril-, 2'-alkil- vagy 2'-amino-csoporttal, vagy 2'-halogénatommal, de a 2’-
szubsztituens minden esetben hidrogénatomtodl eltérd, és az allil-, aril- vagy
alkil-csoportok vagy szusztitualatlanok vagy szubsztitudltak, példaul: halo-
génatommal, hidroxi-, trifluor-metil-, cianid-, nitro-, acil-, aciloxi-, alkoxi-,
karboxil-, karbalkoxil-vagy aminocsoportokkal.

A talalmany szerinti megoldas egyik célja olyan oligonukleotidok
eldallitasa, melyek alkalmasak arra, hogy segitségiikkel megvizsgaljuk és
megmagyarazzuk az antiszensz oligonukleotidok hatékonysagaban a kovet-
kezd paraméterek jelentdségét: nukledz-rezisztencia, duplex-stabilitds és
RN-az-H-akvitdlas. A talalmany szerinti megoldds masik célja olyan
oligonukleotidok el6allitdsa, melyek alkalmasak arra, hogy a cellurdlis, a
patogén-eredeti vagy a virdlis génexpresszio6 mRNS-szinten torténé szaba-
lyozaséara. Célul tiiztikk ki tovabba olyan oligonukleotidok el6allitasat, me-
lyek alkalmasak nagy hatékonysagu antiszensz oligonukleotidokon alapuld
terapias kezelések végrehajtasara. A taldlméany szerinti oligonukleotidok
megvaldsitjdk valamennyi ismertetett célkitlizéstinket.

A kovetkezdkben roviden ismertetjiik a leirashoz csatolt abrakat.
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Az 1. abran nukleaz-kezelt oligonukleotidok ioncserélé HPLC-
analizisének eredményeit lathatjuk. Az abra A-részén lathato A-, B- €s C-
gorbék sorrendben az F-, C- és A-oligonukleotidokrol késziiltek 420 perces
SVPD-emésztés utan. Az 4bra B-részén az A-gorbe egy emésztetlen
foszfodiészter oligonukleotidrol készillt, a B-gorbe pedig ugyanarrol az
oligonukleotidrol késziilt, egyperces SVPD-emésztés utan

A 2. 4bra a 4. példa szerinti oligonukleotidokkal végzett RN-az-H ak-
tivalasi vizsgalatok eredményeit mutatja.

A talalmény szerinti oligonukleotidok egyrészt alkalmasak azoknak a
paramétereknek a tanulméanyozaséra, melyek az antiszensz oligonukleotidok
hatdsossdga szempontjabél jelentdsek lehetnek. A leirdsban hasznalt erte-
lemben az "oligonukleotid” kifejezés két vagy t6bb ribonukleotidbol vagy
dezoxiribonukleotidbol vagy mindkettébdl 4116 polimereket jelol, melyekben
a ribonukleotid vagy dezoxiribonukleotidbél monomerek 5'-3'-kotésekkel
vannak 6sszekapcsolva, és az emlitett kotések barmilyen - a technika allasa
szerint ismert - antiszensz oligonukleotidokban talathaté internukleotid kote-
sek lehetnek. Az oligonukleotid kifejezés ezen felill jelent olyan molekuldkat
is, melyek modositott nukleinsav-bazisokat és/vagy cukorkomponenseket,
valamint egyéb addicionalis szubsztituenseket, mint példaul diaminokat,
koleszterint vagy mas lipofil-csoportokat tartalmaznak. A taldlmany szerinti
oligonukleotidokban talalhaté monomerek és inter-monomer-kotések bizo-
nyos elényds kombinaci6it a késdbbiekben részletesen targyalni fogjuk.

Altalanosan elfogadott az az allaspont, hogy az antiszensz
oligonukleotidok hatasukat a célnukleinsav molekuldhoz valé kotddés utjan
fejtik ki, lehetetlenné téve ily modon a célmolekula megfeleld mikddesét
vagy egyszeriien a hibridiz4ci6 kovetkeztében, vagy pedig gy, hogy a cél-
molekuldhoz valé k6t6dés aktivalja az RN-4z-H-t, ami a célmolekula meg-
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semmisiiléséhez vezet. Ezekbdl a feltételezett hatdsmechanizmusokbdl ko-
vetkezik, hogy az antiszensz oligonukleotidok aktivitdsa szempontjabol ket
paraméter kiilonosen fontos: a duplex-stabilitds és az RN-4z-H aktivalas. A
duplex stabilitas azért fontos, mert az oligonukleotidnak ahhoz hogy hatasat
kifejthesse akér pusztan a hibridizacié folytan, akar RN-az-H-kozvetitette
célmolekula-megsemmisités Gtjan, feltételezhetSleg duplexet (vagy a
Hoogsteen-féle parképzési mechanizmus szerint triplexet) kell képeznie a
célnukleinsav-molekuldval. Az antiszensz oligonukleotidok RN-4z-H aktiva-
l4si hatdsmechanizmusa (az a képessége, hogy cél-RNS-hez hibridizéalva ak-
tivilja az RN-az-H-t) akkor jatszik szerepet, amikor a célnukleinsav-
molekula RNS, mivel ilyen esetekben az RN-4z-H akvitalds a c€él-RNS-
molekula hatékony megsemmisitéséhez vezet. Az elmondottakon tul ahhoz,
hogy egy antiszensz oligonukleotid molekula in vivo hatésos legyen, ellenal-
16nak kell lennie a degradacios behatasokkal szemben, hogy elég ideje le-
gyen a célnukleinsav-molekulaval valé kolcsonhatas létrejottéhez. Figye-
lembe véve azt a tényt, hogy az in vivo komyezet endonukledz ¢€s
ekzonukledz aktivitast egyarant tartalmaz, az el6bbi megallapitasbol egy
harmadik fontos paraméter kovetkezik, mégpedig az, hogy az antiszensz
oligonukleotidoknak nukleolitikus degradaciéval szemben ellenéllénak kell
lenniiik.

Ahhoz, hogy az emlitett paraméterek mindegyikének fontossagat
vizsgalni és magyarazni tudjuk, sziikséges, hogy rendelkezziink olyan
oligonukleotidokkal, melyek az emlitett paraméterek szempontjabol egymas-
t6l eltéréek. Az alabbi 1. tablazatban néhany ismert oligonukleotid sajatsa-
gait ismertet;jiik.



1. tdblazat
Kiilonbozd oligonukleotidok sajatsagai

Oligonukleotid

Oligodezoxiribonukleotid
(foszfat)
Oligodezoxiribonukleotid
(foszforotioét)
Oligodezoxiribonukleotid
(foszforodioat)
Oligodezoxiribonukleotid
(szelenat)
Oligodezoxiribonukleotid
(foszforamidat)
Oligoribonukleotid
(foszfat)
Oligoribonukleotid
(foszforotioat)
2'-OMe-Oligonukleotid
(foszfat)
2'-OMe-Oligoribonukleotid
(foszforotioat)
Oligodezoxiribonukleotid-
metilfoszfonat

Duplex-
stabilitas’

kicsi

kicsi

kicsi

kicsi

nagy

nagy

nagy

nagy

kicsi

Nukleaz-
rezisztencia

++

+++

++

+++

ooooo

RN-4z-H-
aktivalas’
igen
igen
igen
nincs adat
nem
nem
nem
nem

ncm

nem

A komplementer oligoribonukleotiddal képzett duplex stabilitasa fiziologis
koriilmények kozott, a DNS-RNS duplex stabilitdsahoz hasonlitva.

2DNS-sel osszehasonlitva (foszfodiészteraz emésztés).

3Az oligonukleotid RNS-sel alkotott duplexének RN-4z-H-aktivalo képessé-

ge.
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A talalmény szerinti hibrid oligonukleotidok RNS-sel stabilabb duple-
xet képeznek, mint a foszforotioat oligodezoxiribonukleotidok. Ezen felul
endonukleazos és ekzonukleazos degradacidval szemben ellenallobbak, mint
a foszforotioat oligodezoxiribonukleotidok és altaliban aktivaljék az RN-az-
H-t. Az elmondottakbol kovetkezden a taldlmany szerinti oligonukleotidok
kiegészitik az 1. tablazatban bemutatott oligonukleotidokat, az antiszensz
oligonukleotidok hatdsossdga szempontjabol lényeges paraméterek vizsgal-
hatdsaga tekintetében.

A talalméany szerinti oligonukleotidok - amennyiben az antiszensz
oligonukleotidok hatasossdga szempontjabol fontos paraméterek vizsgalata-
ra kivanjuk Sket alkalmazni - barmilyen szekvencidjiiak lehetnek, mivel a
vizsgalat céljara szitkséges barmilyen szekvencidgju komplementer
oligonukleotidok eléallithaték. A paraméterek vizsgélata céljabol eldallitott
talalmény szerinti oligonukleotidok a kovetkez6 lényeges sajatsagokkal ren-
delkeznek. Elbszor, a talalmany szerinti oligonukleotidokban talalhato
internukleotid kotések kozil legalabb néhany foszforotioat és/vagy
foszforoditioat kotés. A taldlmany kilonbozé megvaldsitdsi modjai szerint
az oligonukleotidokban talalhato foszforotiodt és/vagy foszforoditioat
internukleotid kotések szama egyt6l az oligonukleotidban jelenlévd Osszes
internukleotid kotés szamaig terjedhet. Az elmondottak alapjan a
"foszforotioat és/vagy foszforoditioat oligonukleotid" kifejezés magaba fog-
lal minden fent emlitett megvalositasi modot. A taldlmany szerinti megoldas
egy elényos megvalositisi modja  szerint a taldlmany  szerinti
oligonukleotidok hossza kb. 2 €és kb. 50 nukleotid kozotti, és legelénydseb-
ben kb. 6 és kb. 50 nukleotid kozotti. Ebbol kovetkezéen az emlitett eldnyds
megvalositasi modok szerint a talalmany szerinti oligonukleotidokban 1-49
darab foszforotioat és/vagy foszforoditioat internukleotid kotés talalhato.
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A talalmany szerinti oligonukleotidok egy masodik fontos sajatsaga,
hogy dezoxiribonukleozidok vannak jelen bennilk. A taldlmany szerinti
oligonukleotidok tartalmaznak legalabb egy dezoxiribonukleozidot. A talal-
many szerinti oligonukleotidok elénydsen tartalmaznak egy négy vagy tobb
dezoxiribonukleotidbél all6 folytonos részletet, amely RN-4z-H-aktivalo
részletként funkcional.” A taladlmany szerinti megoldas bizonyos elényos
megvalositasi médjai szerint az oligonukleotidokban tobb, mint egy ilyen
aktivalo részlet talalhato. Az ilyen aktivalo részletek az oligonukleotidokon
beliil barhol elhelyezkedhetnek.

A taldlmany szerinti oligonukleotidok tartalmazhatnak tobbségiikben
dezoxiribonukleozidokat. ~ Valéjaban az ilyen talalmany  szerinti
oligonukleotidokban egy kivételével valamennyi nukleozid lehet
dezoxiribonukleozid. Az elmondottak értelmében a taldlmany egyik elényos
megvalositasi médja szerint az oligonukleotidok kb. 2 €s kb. 50 nukleozid
hosszusaguak vagy legelénydsebben kb. 6 €s kb. 50 nukleozid k6z6tti hosz-
szisagiak és a benniik talalhaté dezoxiribonukleozidok szama 1 és kb. 59
kozotti.

A talalmany szerinti oligonukleotidok egy harmadik lényeges sajatsa-
ga a ribonukleozidok, 2'-szubsztituélt ribonukleozidok vagy ezek kombina-
ci6janak jelenléte. A leirasban hasznalt értelemben a "2'-szubsztitualt" kife-
jezés a ribdz molekula 2'-OH-janak szubsztiticiojat jeloli példaul 2'-OMe-,
2-allil-, 2'-aril-, 2-alkil-, 2'-halo- vagy 2'-aminocsoporttal, a 2'-H-
szubsztiticiot nem beleértve, ahol az allil-, aril- vagy alkil-csoportok vagy
nincsenek szusztitualva vagy szubsztitudlva vannak, példaul halogén atom-
mal, hidroxi-, trifluor-metil-, cianid-, nitro-, acil-, aciloxi-, alkoxi-, karboxil-,
karbalkoxil-, vagy aminocsoportokkal. A taldlmany szerinti oligonukleotidok
tartalmaznak legaldbb egy ribonukleozidot és/vagy 2'-szubsztitult
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ribonukleozidot. A taldlméany szerinti megoldas egy elényos megvalositasi
moédja szerint az oligonukleotidokban hat vagy t6bb ribonukleozid és/vagy
2'-szubsztitualt ribonukleozid talalhaté a duplex stabilitds fokozasanak cél-
jabol. Az ilyen ribonukleozidok és/vagy 2'-szubsztitult ribonukleozidok a
taldlméany szerinti oligonukleotidokban jelen lehetnek egyenként, parosaval
vagy hosszabb folyamatos részletekben, jelen lehetnek az oligonukleotidok
barmely részén é€s jelen lehetnek tobb, mint egy helyen is. A talalmany sze-
rinti oligonukleotidokban egy kivételével valamennyi nukleozid lehet
ribonukleozid és/vagy 2'-szubsztitualt ribonukleozid. Az elmondottak értel-
mében a talalmany szerinti megoldas egy eldnyds megvaldsitasi modja sze-
rint az oligonukleotidok kb. 2 és kb. 50 nukleozid kozotti hosszusaguak €s
legelényosebben kb. 6 és kb. 50 nukleozid kozotti hossziisaguak, a bennik
talalhaté ribonukleozidok és/vagy 2'-szubsztitudlt ribonukleozidok szama
pedig kb. 1-t61 kb. 49-ig terjedhet.

Az a képesség, hogy az oligonukleotidokon beliil véltoztatni lehet a
foszforotioat  és/vagy  foszforoditiodt internukleotid kotések, a
dezoxiribonukleozidok, valamint a ribonukleozidok vagy 2'-szubsztitualt
ribonukleozidok szdmat, lehetévé teszi a kutatd szdméra, hogy vizsgalni
tudja ezen valtoztathatd sajatsagok befolyaséat az oligonukleotidok jelentds
sajatsagainak vonatkozésdban, ugy, mint nukledzrezisztencia, duplex-
stabilitds és RN-az-H-aktivalasi képesség. Az oligonukleotidok méretének
valtoztathatosdga még egy paraméter vizsgalatat lehetévé teszi. Az elmon-
dottakon til a kisebb oligonukleotidok (példaul dimerek) felhasznalhatdk
nagyobb oligonukleotidok épitékoveiként. A fentiekben ismertetett vala-
mennyi lehetséges megvalositasi mod hasznos az emlitett paraméterek vizs-

galata szempontjabol.
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A taldlmany egy masik fontos szempontja szerint a talalmany targyat
képezik olyan hibrid oligonukleotidok, melyek hatékonyan gatoljak virusok,
vagy patogén organizmusok szaporoddsat vagy bizonyos cellularis gének
expressziojat. Az ilyen gatld hatasok nyilvanvaléan rendkiviil fontosak le-
hetnek egy egész sor betegség kezelése szempontjabol. A talalmany jelen
szempontja szerinti oligonukleotidok minden sajatsaguk vonatkozasaban
megegyeznek a korabban ismertetett taldlmany szerinti oligonukleotidokkal,
azzal az eltéréssel, hogy szekvencidjuk nem tetsz6leges, hanem valamely
virusbol, patogén organizmusb6l vagy celluldris génb6l szarmazé nuklein-
sav-szekvencidval komplementer. A taldlmany jelen szempontja szerinti
oligonukleotidok elénytsen kb. 6 és kb. 50 nukleotid koz6tti hosszusaguak.
A leirasban hasznalt értelemben a "valamely nukleinsav-szekvenciaval
komplementer oligonukleotid-szekvencia" kifejezés olyan oligonukleotid-
szekvenciat (2 és kb. 50 kozotti hosszisagut) jelent, amely fiziologias ko-
rilmények kozott képes az adott nukleinsav-szekvencidhoz hibridizalodni,
példaul Watson-Crick-féle bazisparosodasi reakciok ttjan (oligonukleotid €s
egyszalu nukleinsav kozotti kolcsonhatas) vagy Hoggsteen-féle bazisparo-
sodasi reakcidk 1tjan (oligonukleotid és kettdsszalu nukleinsav kozotti kol-
csonhatds) vagy barmely mas médon. Az ilyen hibridizacié megtorténtét fi-
ziologias koriilmények kozott gyakorlati modon detektaljuk, azaz kimutatjuk
a célnukleinsav-szekvencia funkcionalis zavarait.

Az a nukleinsav-szekvencia, melynek valamely taldlmany szerinti
oligonukleotid a komplementere kiilonb6z6 lehet attol fliggben, hogy milyen
agens gatlasat kivanjuk elémi. Sok esetben a kivalasztott nukleinsav-
szekvencia valamely virus eredeti nukleinsav-szekvencia. Az antiszensz
oligonukleotidok alkalmazésa kiilonféle virusok szaporodasanak gatlasara a
technika allasa szerint kozismert és az ilyen alkalmazédsok attekintheték
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Agrawal kozelmiltban publikalt 6sszefoglalé munkéjaban [Tibtech 10, 152
(1992)]. Széamos virus vonatkozasaban leirtak olyan szekvencidkat, melyek
hatasosan alkalmazhato antiszensz oligonukleotidokkal komplementerek.
Leirtak ilyen szekvencidkat példaul az 1-es tipusui human immun
defﬁciencia—virus (HIV-1; 4 806 663 szami amerikai egyesilt allamokbeli
szabadalmi lefras, melyben talalhato teljes feltaras a technika allasahoz tar-
tozd kitanitas részeként tekintendd), a herpesz-simplex-virus (4 689 3320
szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leiras, melyben talalhato
teljes feltarast a technika alldshoz tartozd kitanitas részeként kell tekintetni),
az influenza-virus (5 XXX XXX szamu amerikai egyesiilt allamokbeli sza-
badalmi bejelentés; bejelentés szama: 07/516,275, megadtdk: 1992. junius
30-4n; melyben talalhato teljes feltaras a technika llasahoz tartoz6 kitanitas
részeként tekinteni), valamint a humén papilloma-virus vonatkozasaban
[Storey és mtsai.: Nucleic Acids Res. 19, 4109 (1991)]. A taldlmany szerinti
oligonukleotidok szekvencigja a felsorolt szekvenciak barmelyikének lehet
komplementere, de lehet barmely mas virusbél szérmaz6 szekvenciaval is
komplementer. Az alabb felsorolt virusok is tartalmaznak olyan ismert szek-
Vénciakat, melyekkel szemben hatékony antiszensz oligonukleotidokat lehet
eléallitani: a szaj- és koromfajas virusa [Robertson €s mtsai.: J. Virology 54,
, 651 (1985); Harris és mtsai.: J. Virology 36, 659 (1980)], a sargalaz virusa
[Rice és mtsai.: Science 229, 726 (1985)], a Varicella-Zoster-virus [Davison
and Scott: J. Gen. Virology 67, 2279 (1986)], és az uborka mozaik-virus
[Richards és mtsai.: Virology 89, 395 (1978)].

Az elmondottakon tul a talalmany szerinti oligonukleotidok szekven-
cidja lehet valamely patogén organizmus szekvencidjanak komplementere.
Sok patogén organizmus tartalmaz ismert nukleinsav-szekvencia részleteket,

ezek kozé tartozik a malériat okoz6 Plasmodium falciparum és sok patogén
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baktérium is. A talalmany szerinti oligonukleotidok szekvenciaja lehet bar-
mely emlitett patogén organizmusb6l szarmazd nukleinsav-szekvencia
komplementere. Az aldbbiakban felsorolunk olyan patogén eukaridta szer-
vezeteket, melyek tartalmaznak olyan ismert nukleinsav-szekvencia-
részleteket, melyek ellen hatékony antiszensz oligonukleotidokat lehet eld-
4llitani: Trypanosoma brucei gambiense ¢€s Leishmania [Campbell és
mtsai.: Nature 311, 350 (1984)], Fasciola hepatica [Zurita €s mtsai.. Proc.
Natl Acad. Sci. USA 84, 2340 (1987)]. Gombaellenes antiszensz
oligonukleotidokat készithetink példdul oly médon, hogy szekvencidjuk
komplementer legyen példaul valamely kitin szintetaz génb6l szarmaz6 cél-
szekvenciaval, valamint antibakteridlis oligonukleotidokat készithetiink oly
modon, hogy szekvencigjuk komplementer legyen példaul valamely alanin
racemaz génbdl szarmazé szekvenciarészlettel.

A taldlmény egy masik megvalositasi médja szerinti oligonukleotidok
szekvencidja komplementer lehet valamely celluralis gén vagy gén
transzkriptum szekvencigjaval, amely gén rendellenes expresszidja vagy
génterméke betegséghez vezet. Szamos ilyen celluralis gént leirtak mar, pél-
daul: a prion-proteint [Stahl and Prusiner, FASEB J. 5. 2799 (1991)], az
Alzheimer-korral asszocialt amiloidszerii proteint (5 015 570 szdmu ameri-
kai egyesiilt 4llamokbeli szabadalmi leiras, amelyben foglalt teljes feltarast a
technika allasahoz tartozé kitanitas részeként kell tekinteni), valamint sza-
mos jol ismert onkogént és protoonkogént, mint példaul a c-myb-, c-myc-, c-
abl-, valamint az n-ras-géneket. Az elmondottakon til az olyan
oligonukleotidok, melyek olyan strukturdlis fehérjek vagy enzimek szintézi-
sét gatoljak, melyek nagyrészt vagy kizarolag a spermagotenézissel, a
spermiumok mobilitdsaval, a spermiuk petesejthez torténd kotodésével vagy

egyéb spermiuk életképességével Osszefiiggd biokémiai folyamatokban jat-
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szanak szerepet alkalmazhatok férfi fogamzasgatloként. Hasonloképpen ndi
fogamzasgatloként alkalmazhatok olyan oligonukleotidok, melyek az ovula-
cioban, a megtermékenyiilésben, a pete bedgyazddasdban vagy az emlitett
folyamatokat befolyasolé hormonok bioszintézis€ben szerepet jatsz6 fehér-
jéket vagy enzimeket gatolnak. A magas vémyomas befolyasolhatod olyan
oligodezoxinukleotidokkal, amelyek az angiotenzin konvertalo enzim vagy a
renim/angiotenzin-rendszerben szerepet jatszé egyéb enzim aktivitasat gatol-
jak; a vérlemezkék aggregicidja szabalyozhaté olyan enzimek gatlasaval,
melyek szitkségesek a thromboxane-A2 szintéziséhez, amely vegyiilet sze-
repet jatszik a miokardialis és cerebralis keringési rendellenességek, példaul
infarktusok, arterioszklerézis, emboélia és tromboézis kialakulasaban; a ko-
leszterin lerakodésa az artéridk falan gatolhaté a zsirsavval acilezett
koenzim-A szintézisének szupresszidjaval: a koleszterol acil transzferaz
gatlasa utjan, arterioszklerézis esetén; a kolin-foszfotranszferaz szintézise-
nek gatlasa hipolipidémia esetén lehet hatasos.

Szamos olyan idegi rendellenesség létezik, melyek esetén az
antiszensz oligonukleotiddal kivaltott hibridizacios gatlast felhasznalhatjuk a
betegség karos hatasainak csokkentésére vagy megsziintetésére. Példaként
megemlithetjik a Parkinson-kor esetén a monoamin oxidéz szintézisének
gatlasat; depresszié kezelésére a katekol o-metil-transzferdz gatlasat; vala-
mint skizofrénia kezelésére az indol N-metil-transzferaz gatlasat.

Az arachidonsav-kaszkad - mely reakcidut a prosztaglandinok és
leukotriének szintéziséhez vezet - bizonyos kivalasztott enzimeinek gatlasa
hasznos lehet a vérlemezke-aggregacio szabdlyozasaban, valamint az aller-
gia, gyulladasok, fajdalmak és asztma kezelésében.

A tobbszoros gyogyszerrezisztenciat (multi drug resistance) okozd

mdr-génrdl termeldd6 fehérje - melynek aktivitdsa egy egész sor rakellenes
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hatéanyaggal szemben rezisztenciat idéz el6 és ily modon a hatékony kemo-
terapias kezelések egyik legnagyobb akadalya - expressziojanak gatlasa a
rakos megbetegedések kezelésében rendkiviil eldnyos tényezo lehet.

A talalmany szerinti oligonukleotidok szekvencija komplementer le-
het valamely emlitett génb6l szarmazé szekvencidval. A taldlmény szerinti
oligonukleotidok szekvencigja lehet tovabbd komplementer barmely olyan
cellularis génbdl vagy géntraszkriptumbol szarmazé szekvencidval, amely
gén abnormalis expresszioja vagy génterméke megbetegedést idéz eld.

Az 5 107 065 szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leiras-
ban - melyben talathato teljes feltarast a technika allasahoz tartozé kitanits
részeként kell tekinteni - a gén-expresszid novényi sejtekben torténd
antiszensz-szabalyozasara talalhatunk példakat.

A taldlmany targyat képezik tovabbd terépids célra alkalmas
oligonukleotidokat tartalmaz6 gy6gyészati készitmények, melyek hatasosak
virusfertézések kezelésében, egyéb patogén fertdzések kezelésében, vala-
mint olyan betegségek kezelésében, melyek abnormalis génexpresézié vagy
abnormalis géntermékek expresszija folytan keletkeztek. Az ilyen talal-
many szerinti gyogyaszati készitmények az el6bbiekben emlitett talalmany
szerinti oligonukleotidokat tartalmaznak gy6gyaszatilag elfogadhaté hordo-
zOban.

A talalmény targyat képezi tovabba egy eljaras valamely virus vagy
patogén organizmus génexpresszidjanak gatlasdra vagy valamely celluralis
gén expresszidjanak gatlasara, amely szerint a virus altal vagy a patogen or-
ganizmus 4ltal fertézott sejteket taldlmany szerinti oligonukleotidokkal
érintkeztetjiik az elsé két esetben, a harmadik esetben pedig a sejteket valo-
gatas nélkiil taldlmany szerinti oligonukleotidokkal érintkeztetjik. Az emli-
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tett talalméany szerinti eljaras alkalmas a génexpresszio, valamint kivalasztott
gének mitkodésének tanulmanyozasara.

A talalmany targyat képezi tovabba egy eljaras valamer beteg ember
vagy allat kezelésére, amely betegség virus vagy egyéb patogén organizmus
okozta fertézés kovetkezménye, vagy valamely cellurdlis gén abnormalis
expressziojanak vagy abnormalis termékének a kovetkezménye. Az eljaras
szerint a beteg embemek vagy éllammak a taldlmany szerinti
oligonukleotidokat tartalmaz6 gyogydaszati készitményt adunk be. A gyogy-
aszati készitmény beaddsanak modja elénydsen tobbek kozott oralis,
intranazalis, rektalis és helyi adagolas. Az emlitett taldlmany szerinti keze-
1ési eljarasokban az oligonukleotidokat més terdpids hatoanyagokkal egytit-
tesen is alkalmazhatjuk, mint példaul AZT-vel egyiitt, AIDS esetén.

A talalmany szerinti kezelési eljarassal egy egész sor viralis megbete-
gedés kezelhetd, mint példaul az AIDS, ARC, oralis vagy genitalis herpesz,
papilloma-virusok okozta személcsok, influenza, szaj- és koromfajas, sarga-
laz, csirkehimld, 6vsomor, HTLV-leukémia, valamint hepatitisz. A talal-
many szerinti eljarassal kezelhetd gombéak okozta megbetegedések kozott
megemlithetjiik a candidiasist, a histomplasmosist, a cryptococcosist, a
blastomycosist, az aspergillosist, a sporotrichosist, a chromomycosist, a
dermatophytosist és a coccidioidomycosist. A taldlmény szerinti eljaras al-
kalmas rickettsias megbetegedések (példaul tifusz, sziklds hegységi kiiitéses
14z), valamint a Chlamydia trachomatis vagy Lymphogranuloma venerum
altal okozott nemi tton terjedd megbetegedések kezelésére is. A taldlmany
szerinti eljaras alkalmas kiilonbéz6 parazitak okozta megbetegedések, mint
példaul az amebiasis, a Chegas-kor, a toxoplasmosis, a pneumocystosis, a
giardiasis, a cryptosporidiosis, a trichomoniasis, €s a Pneumocystis carini

okozta tiidégyulladas kezelésére. A taldlméany szerinti eljards alkalmas to-
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vabba férgek (bélférgek) okozta megbetegedések, mint példaul az ascariasis,
a filariasis, a trichinosis, a schistosomiasis, valamint nematoda vagy cestoda
fertézések kezelésére is. A talalmany szerinti eljaras alkalmas malaria keze-
1ésére is, fiiggetlenil attol, hogy a malériat P. falciparum, P. vivax vagy P.
malariae okozza-¢.

Valamennyi fent emlitett fert6z6 megbetegedés kezelhetd a talalméany
szerinti kezelési eljarassal, mivel a felsorolt betegségek korokozoi minden
esetben ismertek és ezért lehetséges elédllitani olyan taldlmany szerinti
oligonukleotidokat, melyek szekvencidja komplementer valamely, a fert6z6
4gens szaporoddsa szempontjabol esszencidlis nukleinsav szekvencidval,
mint példaul valamely esszencidlis génbdl szarmazd szekvencidval.

A taldlmany szerinti eljarassal kezelheté egyéb megbetegedések ko-
zott megemlithetjik azokat a megbetegedéseket, melyeket valamely
cellurdlis gén abnormalis expresszidja vagy génterméke okoz. Az ilyen
megbetegedések kezelhetok valamely taldlmény szerinti oligonukleotid be-
adésa tjan, amint azt a leirs korabbi részeiben mar ismertettik.

A talalmany szerinti oligonukleotidokat megszintetizalhatjuk a techni-
ka allasa szerint kozismert eljarasok alkalmazéasaval. A taldlméany szerinti
oligonukleotidok elénydsen megszintetizalhatok a H-foszfonat-eljaras al-
kalmazasaval, melynek leirasat megtalalhatjuk az 5 XXX XXX szamu ame-
rikai egyesiilt 4llamokbeli szabadalmi leirdsban (bejelentés szama:
07/334,679; megadva: 1992. marcius 10.), amelyben foglalt teljes feltarast a
technika allasahoz tartozo Kkitanitds részeként kell tekinteni, valamint
Agrawal és Tang kozleményében [Tetrahedron Lett. 31, 7541 (1990)]. A
taldlmany szerinti oligonukleotidokat még ellendllcbbakka tehetjuk a
nukleolitikus degradaciéval szemben, amennyiben azokat az 5'- és/vagy 3'-
végiitkon un. "sapka"-strukturakkal latjuk el. Az alabbiakban ismertetésre ke-
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rild kisérleti példakkal a taldlmany szerinti megoldast kivanjuk tovabb
szemléltetni, anélkiil azonban, hogy igényiinket az ismertetettekre korlatoz-
nank.

1. példa
Hibrid foszforotioat oligonukleotidok szintézise
A hibrid foszforotioat oligonukleotidokat CPG-n szintetizaltuk, 5-6

umol-os méretben automatikus szintetizatoron (Millipore, 8700-as model,
Milford, MA). Az 5 XXX XXX szamu amerikai egyesiilt dllamokbeli sza-
badalmi leirasban (bejelentés szama: 07/344 679; megadva: 1992. marcius
19-én) feltart H-foszfondtos modszer alkalmazaséval. A dezoxinukleozid-H-
foszfonatokat a Millipore-t6l (Milford, MA) szereztik be. A 2'-OMe-
ribonukleotid-H-foszfonatokat kozismert eljarasok alapjan szintetizaltuk. A
2'-OMe-nukleotidokat tartalmazé oligonukleotid részleteket oly médon épi-
tettik Ossze, hogy a megfeleld ciklusban A 2'-OMe-ribonukleotid-H-
foszfonatokat alkalmaztunk. Hasonloképpen a dezoxiribonukleozidokat tar-
talmazo oligonukleotid részleteket oly modon épitettiik 6ssze, hogy a megfe-
lel6 ciklusban dezoxinukleozid-H-foszfonatokat alkalmaztunk. Az dssze€pi-
tés utan a CPG-kotott oligonukleotid-H-foszfondtokat kénnel oxidaltuk €s
ily médon alakitottuk ki a foszforotioat kétéseket. Az oligonukleotidokrol
ezutan 40 °C-on, 48 6ran keresztiil, koncentralt NH,;OH-val végzett kezelés-
sel eltavolitottuk a véddcsoportokat.

A nyers oligonukleotidokat (kozelitdleg egy Asso-egységnyit) kisnyo-
masu reverz fazisu kromatografidval analizaltuk, C,s-reverz fazisi kroma-
tografias tolteten. A DMT-csoportot 80 %-0s vizes ecetsavval torténd keze-
1éssel tavolitottuk el, ezutan az oligonukleotidokat desztilalt vizzel szemben
dializaltuk, majd liofilizaltuk.
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A szintetizalt oligonukleotidokat az alabbi 2. tablazatban mutatjuk be.
2.tablazat
A szintetizalt hibrid foszforotioat-oligonukleotidok §sszefoglaldsa

Az oligonukleotid jele Az oligonukleotid szerkezete

A SACACCCAATTCTGAAAATGG
ACACCCAATTCUGAAAAUGG
ACACCCAATTCTGAAAAUGG
ACACCCAATTCUGAAAAUGG
ACACCCAAUTCTGAAAATGG

F ACACCCAAUUCUG AAAAUGG
Az alahtzott szekvenciarészletek 2'-OMe ribonukleozidokat tartalmaznak.

g O

* Az A-G oligonukleotidok valamennyi internukleotid kotése foszforotioat
kotés.

2. példa
A hibrid foszforoioat-oligonukleotidok relativ nukledz rezisztenciaja

A kiilonbozd hibrid foszforotioat oligonukleotidokat relativ nukleaz

rezisztancidgjuk vizsgalatanak céljabol kigyoméreg foszfodiészterazzal
(SVPD-vel) kezeltik. Az A-, C- ¢és F-jelii oligonukleotidokbol 0,2-0,2 Aseo-
egységnyit 550 pl pufferben feloldottunk (40 mmol/1 NH,CO;, pH = 0,4, 20
mmol/l MgCLy,) és az oldathoz ... egység SVPD-t adtunk. A reakcidelegyet
ezutan 37°C-on 420 percig inkubaltuk, majd 0, 200 és 420 perc elteltével
165 ul alikvotokat vettiink, melyeket ioncserélé HPLC-vel analizaltunk. A
kapott eredményeket az 1. 4bran mutatjuk be. Az F-jelil oligonukleotid
foszfodiészteraz-emésztéssel szemben rendkivill rezisztensnek bizonyult,
ezzel szemben az A-jelii oligonukleotid csaknem teljesen megemésztddott, a

C-oligonukleotid pedig kb. 50 %-ban emésztédott meg (lasd az dbra A-
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részét). Egy foszfodiészter-oligonukleotid az el6zd esetben alkalmazott
SVDP-mennyiség 1/10-ével emésztve 1 perc alatt kb. 80 %-ban lebomlott.
Az ismertetett eredmények arra utalnak, hogy a 2-OMe-
ribonukleozidok jelenléte a foszforoioat-oligonukleotidok egzonukleolitikus
emésztéssel szembeni rezisztenciajat fokozza, és az is lathato, hogy ez a fo-
kozott rezisztencia annal nagyobb, minél nagyobb aranyban tartalmaz az
adott nukleotid 2'-OMe-ribonukleotidokat. Mivel ismeretesek a
ribonukleotidok, egyéb 2'-szubsztitualt ribonukleotidok, valamint a 2'-OMe-
ribonukleotidok hasonlé sajatsagai és viselkedése, az ismertetett eredme-
nyek alapjan az is feltételezhetd, hogy hasonl6 nukleaz rezisztencia noveke-
dést tapasztalnank azon hibrid foszforotiodt és/vagy foszforoditioat
oligonukleotidok esetén, melyek ribonukleotidokat, 2'-szubsztitualt
ribonukleotidokat vagy ribonukleotidok és 2'-szubsztitualt ribonukleotidok
elegyét tartalmazzak.

3. példa
A hibrid foszforotioat oligonukleotidok relativ duplex-stabilitdsa

Vizsgaltuk az A-F-jelii oligonukleotidok komplementer oligodezoxi-
nukleotidokkal, valamint komplementer oligoribonukleotidokkal alkotott
duplexeinek relativ stabilitisat. Valamennyi vizsgalt oligonukleotidot egy-
mastol elkiilonitve 6sszekevertiink ekvivalens mennyiségii (0,2 Axgo-€gyseg)
megfelelé komplementer oligonukleotiddal a kovetkezé Osszetételd puffer-
ben: 150 mmol/1 NaCl, 10 mmol/l Na,PO,, 1 mmoél/l EDTA, pH = 7. A re-
akcioelegyeket ezutan 5 percig 85 °C-on tartottuk, majd 30 °C-ra hiitottik. A
hémérsékletet ezutéan 30 °C-rél 80 °C-ra emeltiik 1 °C/perc sebességgel €s a
mért A,eo-6rtékeket a hdmérséklet fiiggvényében abrazoltuk. A kapott ered-
ményeket az alabbi 3. tablazatban mutatjuk be.
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3. tablazat

A kialakitott duplexek olvaddspontja

Oligonukleotid DNS-DNS Duplex DNS-RNS Duplex Tm (RNS) DNS-RNS-Duplex
jele Duplex-Tm (RNS) w/Magnézium
Duplex (°C)
Tm DNS | Kiilénbség | Tm (RNS) | Kilonbség Tm (RNS) | Killonbség
°C az A- oli- °C) az A- oli- (Mg; °C) | az A- oli-
gonukleotid gonukleotid gonukleotid
Tm-értékeé- Tm-értéké- Tm-értéké-
hez viszo- hez viszo- hez viszo-
nyitva (°C) nyitva (°C) nyitva (°C)
A 51,1 0 43,4 0 -1,7 48,1 0
B 48,3 -2,8 50,9 7,5 2,6 58,4 10,3
C 499 -1,2 489 5,5 -1,0 54,2 6,1
D 45,1 -6,0 50,9 7,5 5,8 56,1 8,0
E 472 -3,9 51,1 7,7 3,9 56,5 8,4
F 47,6 -3,5 61,1 17,7 13,5 69,1 21,0
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A bemutatott eredményekbél lathatd, hogy amennyiben a komp-
lementer oligonukleotid oligoribonukleotid, a 2'-OMe-ribonukleotidok
jelenléte fokozza a duplex-stabilitast, és a duplex-stabilitds annal na-
gyobb, minél nagyobb a jelenlévé 2'-OMe-ribonukleozidok aranya.
Ezek a megfigyelések minden bizonnyal hasonloképpen érvényesek
olyan hibrid foszforotiodt és/vagy foszforoditioat oligonukleotidokra is,
melyek ribonukleotidokat, 2'-szubsztitudlt ribonukleotidokat vagy
ribonukleotidok és 2'-szubsztitualt ribonukleotidok elegyét tartalmaz-
zak. Elmondhatjuk tehat, hogy a taldlmény szerinti hibrid foszforotioat
és/vagy foszforoditioat oligonukleotidok a virdlis RNS-t vagy virust,
valamint a pagotén organizmusbol vagy valamely sejtb6l szarmazd
mRNS-t nagyobb affinitdssal kotik, mint az ltaldnosan alkalmazott

foszforotioat oligodezoxinukleotidok.

4. példa
RN-4z-H aktivalasa hibrid foszforotiodt oligonukleotidokkal

Vizsgaltuk kiilonbozé foszforotiot oligonukleotidok €és hibrid
foszforotioat oligonukleotidok RN-4z-H aktivalo sajatsagait. Kontroll-
ként az A-oligonukleotidot (lasd 2. tablazat) alkalmaztuk, amelyrdl is-
mert volt, hogy aktivalja az RN-az-H-t. Az F-oligonukleotidot (egy 2'-
OMe-foszforotioat oligonukleotid analég), valamint a hibrid C-, B-, és
E-oligonukleotidokat vizsgaltuk RN-4z-H aktivalo képesség szempont-

jabol.

A kisérlet végrehajtasa céljabol szintetizaltunk egy 32-tagl
komplementer oligonukleotidot (2. dbra), amit az 5'-végén kinzoztunk,
majd az igy kapott *P-jelzett 32-tagi RNS-oligonukleotidot (0,003
Aggo-egység; 0,01 ug) osszekevertik az oligonukleotidokkal (0,0635-
0,0635 Asgo-egység; 1,9 pg) 20 pl pufferben (0,15 mél/l NaCl, 0,01 m
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MgCl,, 0,01 m TRIS-klorid, pH = 7,9, 0,001 mél/1 DTT). A kialakitott
reakcidelegyeket hat egység RN-az-H-val (E. coli), 37 °C-on
inkubaltuk. A reakcitelegyekbdl 0, 15, 30 és 60 perc elteltével 4,5 pl-
es alikvotokat vettink, melyeket poliakrilamid-gélelektroforézissel
analizéltunk.

Az A-oligonukleotidon (A-duplexen) helyspecifikus RN-az-H
hasitast tapasztaltunk. Az F-oligonukleotidon (2'-OMe-analég; B-
duplex) nem tapasztaltunk RN-4z-H-okozta RNS-hasitast. A B-, C- €s
E-jeli hibrid oligonukleotidokon (sorrendben: C-, D- és E-duplexeken)
helyspecifikus RN-4z-H hasitést tapasztaltunk. Az F-duplexen - amely-
ben egy nem parosodd béazist is tartalmazé foszforotioat
oligonukleotidot vizsgaltunk - nem tapasztaltunk RNS-hasitast. A G-
savban azt lathatjuk, hogy az RNS nem hasadt el RN-az-H jelenlét-

ében.

5. példa
HIV-virus gétlasa hibrid foszforotioat oligonukleotidokkal
Vizsgaltuk, hogy a hibrid foszforotiodt oligonukleotidok keépe-

sek-e szovettenyészetben a HIV-1-virus szaporodasat gatolni. HO-
limfocitakat fert6ztimk HIV-1-virionokkal (= 0,01 - 0,1 TCIDso/sejt)
egy oran keresztiil 37 °C-on. Egy ora elteltével a nem-abszorbealodott
virionokat lemostuk és a fertdzott sejteket szétosztottuk egy 24 mély-
tileti lemez mélyiileteibe. A fert6zott sejtekhez (torzsoldatbol) megfele-
16 koncentracioju oligonukleotidot adtunk gy, hogy a 2 mil-nyi tapko-
zegben kialakuljon a kivant oligonukleotid végkoncentracio. A pozitiv
kontrol kisérletben a sejtekhez ddC-t vagy AZT-t adtunk. A sejteket
ezutan harom napig tenyésztettiik. A 3. nap elteltével a fertdzott sejtek
tenyészeteinek felilluszoit begyljtottik és ELISA-eljarassal p24-
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expressziot mértimk bennitk. Az oligonukleotidokkal kezelt €s a keze-
letlen (semmilyen hatéanyaggal nem kezelt) fertdzott sejtekben mért
p24-expresszids szinteket sszehasonlitottuk.

Valamennyi vizsgalt hibrid foszforotiodt oligonukleotid eseteén
jelentds mértékii p24-expresszio-gatlast tapasztaltunk a pg/ml-es kon-
centracidtartomanyban, jelentds citotoxikus hatdsok nélkil (kisérleti
adatokat nem kozliink). Ezek a kisérleti eredmények arra utalnak, hogy
a  2-OMe-ribonukleotidokat  tartalmazo  hibrid  foszforotioat
oligonukleotidok a génexpresszi6 hatékony inhibitorai. Feltehet6leg ha-
sonléan  hatékonyak a  ribonukleozidokat,  2'-szubsztitudlt
ribonukleozidokat ~vagy  ribonukleozidok és  2'-szubsztitualt
ribonukleozidok  elegyét  tartalmaz6  foszforotiost  és/vagy
foszforoditioat oligonukleotidok is.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Hibrid foszforotioat és/vagy foszforoditioat oligonukleotid, az-
zal jellemezve, hogy dezoxiribonukleozidot, ribonukleozidot vagy 2'-
szubsztitualt ribonukleozidot, valamint foszforotiodt és/vagy
foszforoditioat internukleotid kotést tartalmaz.

2. Az 1. igénypont szerinti oligonukleotid, azzal jellemezve, hogy
dezoxiribonukleozidként egy legalabb négy dezoxiribonukleozidbol
all6 folytonos részletet tartalmaz.

3. Az 1. igénypont szerinti oligonukleotid, azzal jellemezve, hogy
ribonukleozidként vagy 2'-szubsztitualt ribonukleozidként legalabb két
egymas mellett elhelyezkedd ribonukleozidbdl és/vagy 2'-szubsztitualt
ribonukleozidbol all6 részletet tartalmaz.

4. Az 1. igénypont szerinti oligonukleotid, azzal jellemezve, hogy
szekvencidja komplementer egy virusbol, egyéb patogén organizmus-
bol vagy celluralis génbdl szarmazo6 nukleinsav szekvenciaval.

5. A 2. igénypont szerinti oligonukleotid, azzal jellemezve, hogy
szekvenciaja komplementer egy virusbdl, egyéb patogén organizmus-
bol vagy cellurlis génbdl szarmaz6 nukleinsav szekvenciaval.

6. A 3. igénypont szerinti oligonukleotid, azzal jellemezve, hogy
szekvenciaja komplementer egy virusbdl, egyéb patogén organizmus-
b6l vagy celluralis génbdl szarmazo6 nukleinsav szekvenciaval.

7. Terapias gyogyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy 4.
igénypont szerinti oligonukleotidot tartalmaz gy6gy4szatilag elfogadha-
t6 hordozoban.
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8. Terapids gyogyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy 5.
igénypont szerinti oligonukleotidot tartalmaz gyégyaszatilag elfogadha-
t6 hordozdban.

9. Terapias gyogyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy 6.
igénypont szerinti oligonukleotidot tartalmaz gydgyaszatilag elfogadha-
t6 hordozéban.

10. Eljaras viruseredetii, egyéb patogén organizmusbol szarmazo
vagy celluralis eredeti gén expresszidjanak gatlasara, azzal jellemezve,
hogy a virussal, vagy egyéb patogén organizmussal fert6zott sejtet vagy
azt a sejtet, amelyben a gétolni kivant gén taldlhat6, a 4. igénypont
szerinti oligonukleotiddal érintkeztetjik.

11. Eljaras viruseredetii, egyéb patogén organizmusbol szarmazo
vagy celluralis eredetii gén expresszidjanak géatldsara, azzal jellemezve,
hogy a virussal, vagy egyéb patogén organizmussal fertdzott sejtet vagy
azt a sejtet, amelyben a gatolni kivant gén taldlhatd, a 5. igénypont
szerinti oligonukleotiddal érintkeztetjiik.

12. Eljaras viruseredetii, egyéb patogén organizmusbdl szarmazo
vagy celluralis eredet(i gén expresszidjanak gatlasara, azzal jellemezve,
hogy a virussal, vagy egyéb patogén organizmussal fertdzott sejtet vagy
azt a sejtet, amelyben a gatolni kivant gén taldlhato, a 6. igénypont
szerinti oligonukleotiddal érintkeztetjiik.
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Oligo- Du-

| nukleotid | plex
RNA UACAGCUGUGGGUUAAGACUUUUACCUAUUUG 5° A 1

ACACCCAATTCTGAAAATGG 3

UACAGCUGUGGGUUAAGACUUUUACCUAUUUG 5°
[ACACCCAAUUCUGAAAAUGG 3

F
UACAGCUGUGGGUUAAGACUUUUACCUAUUUG 5 3
[ACACCCAATTCTGAARAUGG 3 C

B
E

3
5°
3
5
Y
5°
RNA. 3° UACAGCUGUGGGUUAAGACUUUUACCUAUUUG 5’
5'
3’
5°
3
5°

ACACCCAATTCUGAAAAUGG 3’ 4
RNA UACAGCUGUGGGUUAAGACUUUUACCUAUUUG 5°

ACACCCAAUTCTGAAMATGG 3 5
RNA UACAGCUGUGGGUUAAGACUUUUACCUAUUUG 5° | e c

ACAGACTTACCTCAGATAAT 3" | MATCHED

RNA 3" UACAGCUGUGGGUUAAGACUUUUACCUAUUUG 5° — -
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