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1
L2
Hybridi-oligonukleotidifosforotiocaatteja

Keksinndn tausta

Keksinnén ala

Keksintd liittyy synteettisiin oligonukleotideihin,
jotka ovat kdyttbkelpoisia geenien ilmentymisestd tehtd-
viin tutkimuksiin ja antisense-oligonukleotideihin perus-
tuvassa terapeuttisessa l&hestymistavassa. Tarkemmin sa-
nottuna keksintd liittyy synteettisiin oligonukleotidei-
hin, jotka ovat laadullisesti parempia t&llaisiin sovellu-
tuksiin, mik&8 johtuu oligonukleotidien sokerifosfaattirun-
koon tehdyistd modifikaatioista.

Yhteenveto tekniikan tasosta

Mahdollisuudesta antisense-oligonukleotideihin pe-
rustuvan terapeuttisen l&hestymistavan kehittdmiselle eh-
dotettiin ensimmdisen kerran kolmessa vuosina 1977 ja 1978
julkaistussa artikkelissa. Julkaisussa Paterson, et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 (1987) 4370 - 4374 on kuvat-
tu, ettd mRNA:lle komplementaarisen oligonukleotidin si-
toutuminen voi inhiboida mRNA:n translaatiota soluttomassa
uutteessa. Julkaisuissa Zamenick ja Stephenson, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 75 (1978) 280 - 284 ja 285 - 288 on
kuvattu, ettd sellainen 13-meerinen synteettinen oligonuk-
leotidi, joka on komplementaarinen osalle Rous sarcoma
-viruksen (RSV) genomia, inhiboi RSV:n replikaatiota in-
fektoiduissa kanan fibroblasteissa ja inhiboi RSV:n vali-
tykselld tapahtuvaa kanan primaaristen fibroblastien
transformaatiota maligneiksi sarkoomasoluiksi.

Ndmd ensimmdiset viitteet siitd, ettd synteettisii
oligonukleotideja voidaan k#ytt#d viruksen lisdintymisen
ja neoplasian inhiboimiseen, ovat saaneet jatkoa synteet-
tisten oligonukleotidien kdyttémisestd hyvin monien eri-
laisten virusten inhiboimiseen. Goodchild, et al.':n
US-patenttijulkaisussa nro 4 806 463 (jonka sisdltdé on
liitetty t&hadn keksintd6n siihen oikeuttavien sdidddsten
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nojalla) on kuvattu humaani-immuunikatoviruksen (HIV) in-
hibitio synteettisilld oligodeoksinukleotideilla, jotka
ovat komplementaarisia HIV:n genomin useiden erilaisten
alueiden suhteen. Julkaisuissa Leiter, et al. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 87 (1990) 3430 - 3434 on kuvattu influens-
saviruksen inhibitio synteettisilld oligonukleotideilla.
Julkaisussa Agris, et al., Biochemistry 25 (1986) 6268 -
6275 on kuvattu synteettisien oligonukleotidien kayttda
vesicular stomatitis -viruksen inhiboimiseen. Julkaisussa
Gao, et al., Antimicrob. Agents Chem. 34 (1990) 808 - 812
on kuvattu herpes simplex -viruksen inhibitio synteetti-
silld oligonukleotideilla. Julkaisussa Birg, et al.,
Nucleic Acids Res. 18 (1990) 2901 - 2908 on kuvattu simian
viruksen (SV40:n) inhibitio synteettisilla oligonukleoti-
deilla. Julkaisussa Storey, et al., Nucleic Acids Res. 19
(1991) 4109 - 4114 on kuvattu human papilloma -viruksen
(HPV) inhibitio synteettisilld oligonukleotideilla. Syn-
teettisten oligonukleotidien ja niiden analogien kaytostéd
antiviraalisina aineina on esitetty &skettdin laaja kat-
saus julkaisussa Agrawal, Tibtech 10 (1992) 152 - 158.

Synteettisid oligonukleotideja on lisdksi kdaytetty
useiden erilaisten ei-viraalisten patogeenien inhiboimi-
seen sekd tiettyjen solun geenien ilmentymisen valikoivaan
inhiboimiseen.

On siten perustellusti osoitettu, ettd synteettiset
oligonukleotidit ovat kéayttokelpoisia vdlineitd inhiboi-
maan viruksen lisd8ntymistd, ei-viraalisten patogeenien
lisaantymistd ja solun geenien valikoivaa ilmentymistd. On
kuitenkin tarvetta saada k&yttodn parannettuja oligonuk-
leotideja, jotka inhiboivat tehokkaammin t&llaisia viruk-
sia, patogeeneja ja valikoivaa geenien ilmentymistd. Useat
eri tutkijat ovat yrittdneet tayttdd t&mdn vaatimuksen
valmistamalla ja tutkimalla oligonukleotideja, joiden nuk-

leotidien védlisid sidoksia on modifioitu.



:::::

10

15

20

25

30

Useat tutkijat ovat osoittaneet, ettd tdllaiset
modifioidut oligonukleotidit ovat tehokkaampia Kuin niiden
modifioimattomat vastineet. Julkaisussa Sarin et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 (1988) 7448 - 7451 on esi-
tetty, ettd oligodeoksinukleosidimetyylifosfonaatit ovat
aktiivisempia HIV-1l:n inhibiittoreina kuin tavanomaiset
oligodeoksinukleotidit. Julkaisussa Agrawal, et al., Proc.
Natl., Acad. Sci. USA 85 (1988) 7049 - 7083 on esitetty,
ettd oligonukleotidifosforoticaatit ja useat erilaiset
oligonukleotidifosforamidaatit ovat tehokkaampia HIV-1l:n
inhiboimisessa kuin tavanomaiset oligodeoksinukleotidit.
Julkaisussa Agrawal, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86
(1989) 7790 - 7794 on kuvattu oligonukleotidifosforo-
ticaateista saatava etu HIV-1l:n inhiboimisessa infektion
varhaigsvaiheissa ja kroonisesti infektoiduissa soluissa.

On lisédksi kehitetty kimeerisid oligonukleotideja,
joissa oligonukleotidissa esiintyy useampia kuin yhden-
tyyppisid nukleotidien v3lisii sidoksia. Kimeeriset oligo-
nukleotidit sisdltdvit ainoastaan deoksiribonukleosideja,
mutta niissd on alueita, jotka sisdltdvat erilaisia nuk-
leotidien vdalisis sidoksia. Pederson, et al.':n US-patent-
tijulkaisussa nro 5 XXX XXX (nro 07/480 269, mydnnetty
24.12.1991), jonka sisdltd on liitetty téhidn keksintdHon
siihen oikeuttavien sdidddsten nojalla, on kuvattu kimeeri-
sid oligonukleotideja, joissa ydinjaksona on oligonukleo-
tidifosfodiesteri- tai oligonukleotidifosforotioaattisek-
venssi, jonka ympdrilld on oligonukleotidifosforamidaatte-
ja, metyylifosfonaatteja tai fosforamidaatteja. Julkaisus-
sa Furdon, et al., Nucleic Acids Res. 17 (1989) 9193 -
9204 on kuvattu kimeerisi& oligonukleotideja, joissa joko
oligonukleotidifosforaticaatti- tai -metyylifosfonaatti-
alueiden lis&dksi on oligonukleotidifosfodiestereitéd. Jul-
kaisussa Quartin, et al., Nucleic Acids Res. 17 (1989)
7523 -~ 7562 on kuvattu kimeerisii oligonukleotideja, jois-
sa on oligonukleotidifosfodiestereistd ja oligonukleotidi-
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metyylifosfonaateista koostuvia alueita. Kussakin edelld
olevista yhdisteistd on kéytetty hyvéksi deoksiribonukleo-
tidifosforotiocaatteja, joilla dupleksin pysyvyys on hei-
kohko. Julkaisussa Atabekov, et al., FEBS Letters 232
(1988) 96 - 98 on kuvattu kimeerisid oligonukleotideja,
joissa kaikki nukleotidien védliset sidokset ovat fosfodi-
esterisidoksia, mutta joihin on yhdistetty alueita, jotka
sisdltévat oligoribonukleotideja ja oligodeoksiribonukleo-
tideja. Julkaisussa Inoune, et al., FEBS Letters 215
(1987) 237 - 250 on kuvattu kimeerisi8 oligonukleotideja,
joissa on ainoastaan fosfodiesterisidoksia ja oligodeoksi-
ribonukleotideista ja 2'-OMe-ribonukleotideista koostuvia
alueita. Mikddn ndistd yhdisteistd, joissa on fosfodieste-
risidoksiaz ei kestd endonukleaasien eiké& eksonukleaasien
aktiivisuutta.

Monet n&distd modifioiduista oligonukleotideista
ovat myodtévaikuttaneet antisense-oligonukleotideihin pe-
rustuvan terapeuttisen l&hestymistavan mahdollisen tehok-
kuuden parantamiseen. Tunnetut oligonukleotidit pysyvéat
kuitenkin tietyiltd osin puutteellisina, jotka puutteet
voivat rajoittaa n&iden oligonukleotidien tehokkuutta te-
rapeuttisena apuvdlineind. Julkaisussa Wickstrom, J. Bio-
chem. Biophys. Methods 13 (1986) 97 - 102, on esitetty,
ettd oligonukleotidifosfodiesterit pilkkoutuvat helposti
nukleaasien vaikutuksesta. Tdllainen nukleaasiherkkyys voi
rajoittaa oligonukleotidien bioclogista hyvidksikdaytetta-
vyyttéd in vivo -olosuhteissa. Julkaisussa Agrawal, et al.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87 (1990) 1401 - 1405 on esi-
tetty, ettd oligonukleotidifosforamidaatit tai -metyyli-
fosfonaatit eivdt RNA:han hybridisoituna aktivoi RNaasi
H:ta, jonka aktivaatio voi olla tdrked antisense-oligonuk-
leotidien toiminnalle. Julkaisussa Agrawal, et al., Nuc-
leosides & Nucleotides 8 (1989) 5 - 6, on esitetty, ettd
oligodeoksiribonukleotidifosforoticaattien dupleksin sta-

biilisuus on RNA:han hybridisoituna heikohko.
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Tédmdn johdosta on tarvetta saada kayttd6n parannet-
tuja oligonukleotideja, joissa tdlld alalla tunnettujen
oligonukleotidien puutteet on korjattu. Ihannetapauksessa
tdllaisten oligonukleotidien on j&&tdvd& pilkkoutumatta
nukleolyyttisesti, niiden on muodostettava pysyvid duplek-
seja RNA:n kanssa ja niiden on aktivoitava RNaasi H:ta
RNA:han hybridisoituna.

Keksinnén lyhyt yhteenveto

Keksinnéstd saadaan kéyttdén hybridi-oligonukleo-
tideja, Jjotka j&dvat pilkkoutumatta nukleolyyttisesti,
muodostavat pysyvid duplekseja RNA:n tai DNA:n kanssa ja
aktivoivat RNaasi H:ta RNA:han hybridisoituna. N&m& omi-
naisuudet ovat k8ytettdvissd téd&mén keksinnén mukaisissa
oligonukleotideissa silléd perusteella, ettd niiss& on nuk-
leotidien vdlisi& fosforotioaatti- ja/tai fosforoditioaat-
tisidoksia ja oligodeoksiribonukleotideista muodostuvia
segmentteji sekd joko oligoribonukleotideista tai 2'-ase-
masta substituoiduista oligoribonukleotideista muodostuvia
segmenttejé., Tédssd keksinntsséd termi "2'-asemasta substi-
tuoitu" tarkoittaa riboosimolekyylin 2'-OH:n substituutio-
ta esimerkiksi ryhmilla, jotka ovat 2'-OMe, 2'-allyyli,
2'-aryyli, 2'-~alkyyli, 2'-halogeeni tai 2'-amino, mutta ei
2'-H, jossa allyyli-, aryyli- tai alkyyliryhmédt voivat
olla substituoimattomia tai substituocituja esimerkiksi
halogeeni-, hydroksi-, trifluorimetyyli-, syaani-, nitro-,
asyylioksi-, alkoksi-, karboksyyli-, karbalkoksyyli- tai
aminoryhmilla.

T&mé&n keksinndn tavoitteena on saattaa kdyttdodn
oligonukleotideja, joita voidaan kayttd3 analysoimaan ja
selittamdén parametrien, kuten nukleaasiresistenssin, dup-
leksin pysyvyyden ja RNaasi H:n aktivaation, merkitysta
antisense-oligonukleotidien tehokkuudelle. Toinen t&man
keksinndén tavoite on saattaa kayttbén oligonukleotideja,
joilla on solujen, patogeenin tai viruksen geenien ilmen-
tymistd sdanndstelevd vaikutus mRNA:n tasolla. Vield yksi
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tdmén keksinntn tavoite on saattaa kdyttéon terapeuttisia
oligonukleotideja, jotka ovat hyvin tehokkaita antisense-
oligonukleotideihin perustuvassa hoitokayténndssd. T&mé&n
keksinndn mukaiset oligonukleotidit ovat kayttékelpoisia
kunkin ndiden tdm#n keksinndén tavoitteiden saavuttamiseen.

Piirrosten lyhyt kuvaus

Kuvio 1 on nukleaasilla késiteltyjen oligonukleo-
tidien ioninvaihto-HPLC-analyysi. Osakuviossa A ovat pro-
fiilit A, B ja C oligonukleotidien F, C ja A profiileja
SVPD:1la suoritetun 420 minuutin pituisen pilkkomisen j&l-
keen. Osakuviossa B on profiili A pilkkomaton oligonukleo-
tidifosfodiesteri ja profiili B t8m& sama profiili sen
jdlkeen kun sitd on pilkottu 1 minuutin ajan SVPD:lla.

Kuvio 2 esitt8da tuloksia oligonukleotideilla esi-
merkissd 4 kuvatulla tavalla tehdystd RNaasi H -aktivaa-
tiotutkimuksista.

Edullisten sovellutusmuotojen yksityiskohtainen
selitys

Tédstd keksinntstd saadaan sen ensimméisessd8 koh-
teessa kdyttddn oligonukleotideja, jotka ovat kdyttodkel-
poisia sellaisten parametrien tutkimiseen, jotka ovat tédr-
keitd antisense-nukleotidien tehokkaalle toiminnalle. T&s-
sd Keksinndssd termiin oligonukleotidi sis#ltyvédt polymee-
rit, jotka koostuvat kahdesta tai useammasta ribonukleoti-
dista, deoksiribonukleotidista tai kummastakin ndist& nuk-
leotideista, joissa ribonukleotidi- ja/tai deoksiribonuk-
leotidimonomeerit ovat liittyneet toisiinsa 5' - 3'-sidok-
sin, joita voivat olla mit& tahansa antisense-oligonukleo-
tidien valmistuksen alalla tunnetuista sidoksista. Lisdksi
termiin oligonukleotidit kuuluvat sellaiset molekyylit,
joissa on modifdioituja nukleiinihappoja/emd@ksid ja/tai
sokereita sekd sellaiset molekyylit, joissa on niihin 1i-
sdttyjda substituentteja, kuten diamiineja, kolesteryyli-

ryhmid tai muita lipofiilisi& ryhmid. Tiettyj& monomeerien
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edullisia yhdistelmi& ja monomeerien vadlisid sidoksia on
tarkasteltu yksityiskohtaisemmin tuonnempana.

Tavallisesti arvellaan, ettd antisense-oligonukleo-
tidin aktiivisuus riippuu oligonukleotidin sitoutumisesta
kohteena olevaan nukleiinihappoon, mikd siten sekoittaa
kohteen toiminnan joko hybridsoitumisen aiheuttaman toi-
minnan keskeytymisen johdosta tai RNaasi H:n vaikutuksesta
tapahtuneen kohde-RNA:n tuhoutumisen johdosta. N&m& toi-
mintamekanismit viittaavat siihen, ettd antisense-oligo-
nukleotidin aktiivisuudelle pitdisi olla merkitystd kah-
della parametrilla, jotka ovat dupleksin pysyvyys ja
RNaasi H:n aktivaatio. Dupleksin pysyvyys on térke#dd, kos-
ka oligonukleotidin on otaksuttavasti muodostettava dup-
leksi (tai Hoogsteenin pariutumismekanismissa tripleksi)
kohteena olevan nukleiinihapon kanssa, jotta se kykenisi
vaikuttamaan joko hybridiscoitumisen aiheuttaman toiminnan
keskeytymisen perusteella tai RNaasi H:n vdlitykselld ta-
pahtuvan kohteen tuhoutumisen perusteella. Aiheen RNaasi
H:n aktivaation (kyky aktivoida RNaasi H:ta kohde-RNA:han
hybridisoituna) kayttéoén antaa se, ettd kohdenukleiini-
happo on RNA, koska tdllaisesta aktivaatiosta voi seurauk-
sena olla kohde-RNA-molekyylin tehokas hajoaminen. Lis#dksi
jotta antisense-oligonukleotidi voisi toimia in vivo -olo-
suhteissa, sen on sdilyttdvd ehyend riittavdn pitk&ddn kye-
tdkseen vuorovaikutukseen kohteena olevan nukleiinihapon
kanssa. Kun tunnetaan se tosiasia, ettd ympérist®ssd in
vivo -olosuhteissa esiintyy endonukleaasi- ja eksonukleaa-
siaktiivisuuksia, niin té&mé vaatimus nostaa esiin kolman-
nen parametrin; nimittdin se, ettd antisense-oligonukleo-
tidin on kyett#vd kesté&mdsn nukleolyyttistd pilkkoutumis-
ta.

Kunkin ndiden parametrin merkityksen analysoimisek-
si ja selittdmiseksi antisense-oligonukleotidien tehokkuu-
delle on valttdmdtontd saada kiyttésén oligonukleotideja,

joissa kutakin ndistd parametreista on muutettu. Useiden
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tunnettujen oligonukleotidien ominaisuuksia on esitetty
tuonnempana olevassa taulukossa I.

Taulukko I

Oligonukleotidien ominaisuuksia

Nukleaasi-~ RNaasi
Dupleksin resis- H:n akti-
Oligonukleotidi pysyvyys' tenssi? vaatio®

Oligodeoksi~ribo- - - kylla
nukleotidi
(fosfaatti)

Oligodeoksi-ribo- heikohko + kylla
nukleotidi-
fosforotioaatti

Oligodeoksi-ribo- heikohko ++ kylla
nukleotidi-
fosforoditioaatti

Oligodeoksi-ribo- heikohko + N.K.
nukleotidi-
selencaatti

Oligodeoksi-ribo- heikohko +++ el
nukleotidi-
fosforamidaatti

Oligoribonukleotidi suurehko - el
(fosfaatti)

Oligoribonukleotidi- suurehko + ei
fosforotioaatti

2'-OMe-oligonukleo- suurehko + ei
tidi

(fosfaatti)

2'-OMe-oligoribo- suurehko ++ ei

nukleotidi
(fosforotioaatti)

Oligodeoksiribonuk- heikohko +++ ei
leoctidi-
metyylifosfonaatti

1. Oligonukleotidin ja komplementaarisen oligo-
ribonukleotidin valisen dupleksin pysyvyys fysiologisissa
olosuhteissa verrattuna DNA-RNA -kompleksin pysyvyyteen.

2. Verrattuna DNA:sta saatuihin tuloksiin (pilkko-
miseen kdytetty fosfodiesteraasia).

3. Oligonukleotidin ja RNA:n v&lille muodostuneen
dupleksin aikaansaama RNaasi H:n aktivaatio.
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Tamédn keksinnén mukaiset hybridi-oligonukleotidit
muodostavat pysyvémpi& duplekseja komplementaarisen RNA:n
kanssa kuin oligodeoksiribonukleotidifosforoticaatit. Li-
sdksi ne ovat vastustuskykyisempid endonukleolyyttistd ja
eksonukleolyyttistd pilkkoutumista vastaan kuin oligodeok-
siribonukleotidifosforotioaatit ja ne aktivoivat normaa-
listi RNaasi H:ta. Tdmdn johdosta t#&mdn keksinndn mukaiset
oligonukleotidit tdydentdvédt taulukossa I esitettyj& oli-
gonukleotideja niiden parametrien tutkimuksissa, jotka
liittyvdt antisense-oligonukleotidien tehokkuuteen.

Tdmdn keksinnén ensimmdisen kohteen kyseesséd olles-
sa voi t&@mén keksinndn mukaisten oligonukleotidien sek-
venssi olla mikd tahansa oligonukleotidisekvenssi, koska
tdllaisessa tutkimuksessa voidaan komplementaariset oli-
gonukleotidit valmistaa sellaisiksi, ettd niiden sekvens-
sind on mik3 tahansa sekvenssi. T&min keksinndn tdmén koh-
teen mukaisille oligonukleotideille on ominaista ainoas-
taan seuraavat ominaisuudet. Ensimmdiseksi ainakin jotkin
té@midn keksinndn mukaisissa oligonukleotideissa olevat nuk-
leotidien vdliset sidokset ovat fosforoticaatti-~ ja/tai
fosforoditicaattisidoksia. Nukleotidien véalisten fosforo-
tiocaatti- ja/tai fosforoditioaattisidosten lukumdird voi
useissa erilaisissa sovellutusmuodoissa vaihdella yhdestéa
sidoksesta niin moneen nukleotidin vdliseen sidokseen kuin
mitda oligonukleotidissa esiintyy. Siten tédssd keksinnbssa
termin oligonukleotidifosforotiocaatti ja/tai -fosforodi-
tiocaatti tarkoituksena on kattaa jokainen t&llainen sovel-
lutusmuoto. Edullisessa sovellutusmuodossa ovat tdmdn kek-
sinndn mukaiset oligonukleotidit pituudeltaan noin 2 -
noin 50 nukleotidia ja edullisemmin noin 6 - noin 50 nuk-
leotidia. T&ssd edullisessa sovellutusmuodossa on siten
tdamdn keksinndén mukaisessa oligonukleotideissa nukleoti-
dien v&lisia fosforotiocaatti- ja/tai fosforoditioaatti-

sidoksia 1 - noin 49.
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Toinen t&dmd@n keksinndn t&mad&n kohteen mukaisten
oligonukleotidien piirre on se, ettd niissd kdytetddn de-
oksiribonukleosideja. T&man keksinndén mukaiset oligonuk-
leotidit sis&ltdvat ainakin yhden deoksiribonukleosidin.
Tdmdn keksinndn mukaiset oligonukleotidit sisdltavat yhta-
jaksoisella alueella olevat neljd deoksiribonukleotidia,
joiden mdidrd vol olla suurempikin, jotta t&md toimisi
RNaasi H:ta aktivoivana segmenttind. Tietyissd edullisissa
sovellutusmuodoissa kdytetdidn useampaa kuin yhtd tédllaista
aktivoivaa segmenttid. N&3m& segmentit voivat esiintyd mis-
sd tahansa kohdassa oligonukleotidia. T&m&n keksinnén mu-
kaisissa oligonukleotideissa voivat deoksiribonukleosidit
olla vallitsevia. Itse asiassa ndissd oligonukleotideissa
voivat nukleosideista olla deoksiribonukleosideja niinkin
moni kuin kaikki nukleosidit yhteensd yhtad lukuun ottamat-
ta. Siten edullisessa sovellucusmuodossa, joissa on noin
2 - noin 50 nukleosidia tai edullisimmin noin 6 - noin 50
nukleosidia, on k&ytettyjen deoksiribonukleosidien luku-
mddrd alueella 1 - noin 49 deoksiribonukleosidia.

Taman keksinndn tdmén kohteen mukaisten oligonuk-

leotidien kolmas piirre on se, ettd niissd esiintyy ribo-

-nukleosideja, 2'-asemasta substituoituja ribonukleosideja

tai ndiden yhdistelmi&. T&ssd keksinndssd "2'-asemasta
substituoitu" tarkoittaa riboosimolekyylin 2'-OH:n substi-
tuutiota ryhmilld, jotka ovat esimerkiksi 2'-OMe, 2'-al-
lyyli, 2'-aryyli, 2'-alkyyli, 2'-halogeeni tai 2'-amino,
mutta ei 2'-H, jossa allyyli-, aryyli- tai alkyyliryhmit
voivat olla substituoimattomia tai substituoituja esimer-
kiksi halogeeni-, hydroksi-, trifluorimetyyli-, syaani-,
nitro-, asyylioksi-, alkoksi-, karboksyyli-, karbalkoksyy-
li- tai aminoryhmill&. T&médn keksinnén mukaiset oligonuk-
leotidit sisdltédvédt ainakin yhden ribonukleosidin ja/tai
2'-asemasta substituoidun ribonukleosidin. Edullisessa
sovellutusmuodossa tdllaisissa oligonukleotideissa on dup=-

leksin pysyvyyden parantamiseksi 6 ribonukleosidia, joita
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voi olla useampikin, ja/tai 2'-asemasta substituoituja
ribonukleosideja. Tdllaiset ribonukleosidit ja/tai 2'-ase-
masta substituoidut ribonukleosidit voivat esiinty8 yksit-
t&in, pareittain tai suuremmissa yhtdjaksoisissa alueissa
ja niitd voi esiintyd missd tahansa oligonukleotidin ase-
massa tai useissa asemissa oligonukleotidia. Oligonukleo-
tidien kaikista nukleosideista voivat t&llaiset ribonuk-
leosidit ja/tai 2'-asemasta substituoidut ribonukleosidit
nmuodostaa yhtd nukleosidia lukuun ottamatta niin monta
nukleosidia kuin oligonukleotidissa on nukleosideja. Siten
edullisessa sovellutusmuodossa, jossa on noin 2 - noin 50
nukleosidia tai edullisemmin noin 6 - noin 50 nukleosidia,
on ribonukleosidien tai 2'-~asemasta substituoitujen ribo-
nukleosidien m&4r8 noin 1 - noin 49 deoksiribonukleosidia.
Mahdollisuudet wvaihdella nukleotidien vdlisten
fosforotioaatti- ja/tai fosforoditioaattisidosten lukumdi-
rid ja asemia, deoksiribonukleosideja ja ribonukleosideja
tai 2'-asemasta substituoituja ribonukleosideja antaa tut-
kijalle mahdollisuuden tarkastella yksityiskohdissaan si-
td, kuinka kukin ndisté muuttujista vaikuttaa parametrei-
hin, jotka ovat nukleaasiresistenssi, dupleksin pysyvyys
ja RNaasi H:n aktivaatio. Kyky vaihdella oligonukleotidin
kokoa antaa mahdollisuuden tutkia vield yhtd parametrié.
Lisdksi pienehk&j& oligonukleotideja (esimerkiksi dimee-
reitd) voidaan kdyttédd suurempien oligonukleotidien raken-
nusosina. Siten kukin té&llainen mahdollinen edell&d kuvattu
sovellutusmuoto on kéyttokelpoinen ndissd tutkimuksissa.
Tdstd keksinndstd saadaan kdyttdéon sen toisessa
kohteessa hybridi-oligonukleotideja, jotka ovat tehokkaita
inhiboimaan viruksia, patogeenisid organismeja tai solun
geenien ilmentymistd. KyKy inhiboida t&llaisia tekijoiti
on selvdsti tdrke&dd useiden eri sairauksien hoidossa. Ti-
man keksinndn t&mdn kohteen mukaisten oligonukleotidien
ominaisuudet ovat edelld kuvattujen nukleotidien ominai-
suuksien mukaiset lukuun ottamatta sitd, ettd tamdn kek-



10

15

20

25

30

35

12

sinnén té&mén kohteen mukaisten oligonukleotidien oligonuk-
leotidisekvenssi on komplementaarinen viruksesta, patogee-
nisesta organismista tai solun geenistd perdisin olevan
nukleeinihapposekvenssin suhteen. Tdllaiset nukleotidit
ovat pituudeltaan edullisesti noin 6 - noin 50 nukleoti-
dia. T&assd8 keksinndssd termi "oligonukleotidisekvenssi,
joka on komplementaarinen nukleiinihapposekvenssin suh-
teen" tarkoittaa oligonukleotidijaksoa (2 - noin 50 nuk-
leotidia), joka hybridisoituu nukleiinihapposekvenssiin
fysiologisissa olosuhteissa, esimerkiksi Watsonin ja
Crickin emdspariutumisen avulla (oligonukleotidin ja yksi-
juosteisen nukleiinihapon vuorovaikutus) tai Hogsteenin
emdspariutumisen valitykselld (oligonukleotidin ja kaksi-
juosteisen nukleiinihapon védlinen vuorovaikutus) tai milla
tahansa muulla tavalla. T&llainen hybridisoituminen fysio-
logisissa olosuhteissa mddritetdidn kdytdnndn tasolla tar-
kastelemalla nukleiinihapposekvenssin hdiriintynytt& toi-
mintaa.

Nukleiinihapposekvenssi, jonka suhteen t&mi#n kek-
sinndén mukainen oligonukleotidi on komplementaarinen, on
erilainen sen mukaan mikd agenssi on inhiboitava. Monissa
tapauksissa nukleiinihapposekvenssi on viruksen nukleiini-
happosekvenssi. Antisense-oligonukleotidien kayttd useiden
eri virusten inhiboimiseen on tunnettua ja siitd on &sket-
tdin esitetty katsaus julkaisussa Agrawal, Tibtech 10
(1992) 152 - 158. Viruksen nukleiinihapposekvensseji, jot=-
ka ovat komplementaarisia tehokkaita anti-sense -oligonuk-
leotideja kohtaan, on kuvattu useista viruksista, joihin
kuuluvat humaani-immuunikatovirustyyppi 1 (US-patenttijul-
kaisu nro 4 806 463, jonka sisdltd on liitetty t&éhdn kek-
sinté6n siihen oikeuttavien s#&nnésten nojalla), Herpes
simplex -virus (US-patenttijulkaisu nro 4 689 320, jonka
81is81td on liitetty t&h&n keksintddén siihen oikeuttavien
sdanndsten nojalla) influenssavirus (US-patenttijulkaisu
nro 5 XXX XXX; nro 07/516 275, myénnetty 30.7.1992; humaa-
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ni-papillomavirus [Storey, et al., Nucleic Acids Res. 19
(1991) 4109 - 4114]. Sekvenssejd, jotka ovat komplementaa-
risia mitd& tahansa n#ditd nukleiinihapposekvenssej& koh-
taan, voidaan k&ytt33 tamin keksinndn mukaisten oligonuk-
leotidien kyseessd ollessa, samoin kuin niita oligonukleo-
tidisekvenssejd, jotka ovat komplementaarisia minkd tahan-
sa muun viruksen nukleiinisekvenssin suhteen. Muita viruk-
sia, joilla on tunnettuja nukleiinihapposekvenssejs, joita
vastaan antisense-oligonukleotideja voidaan valmistaa,
ovat suu~ ja sorkkatautivirus [t&td on késitelty julkai-
sussa Robertson, et al., J. Virology 35 (1980) 651;
Harris, et al., J. Virology 36 (1980) 659], Yellow fever
-virus [t&td on ké8sitelty julkaisussa Rice, et al.,
Science 229 (1985) 726], Varicella-Zoster -virus [t&t&d on
kdsitelty julkaisussa Davison ja Scott, J. Gen. Virology
67 (1986) 2279 ja Cucumber mosaic -virus [t&t& on késitel-
ty julkaisussa Richards, et al., Virology 89 (1978) 395].

Vaihtoehtoisesti voi té&mén keksinnén mukaisten oli-
gonukleotidien oligonukleotidisekvenssi olla komplementaa-
rinen patogeenisen organismin nukleiinihapposekvenssin
suhteen. Monien patogeenisten organismien, joihin kuuluvat
malariaorganismi, Plasmodium falciparum, ja monia patogee-
nisia bakteereita, nukleiinihapposekvenssejd on kuvattu.
Tdman Kkeksinndn mukaisissa oligonukleotideissd voidaan
kdyttdd mistd tahansa t&llaisesta patogeenisesta organis-
mista perdisin olevien nukleiinihapposekvenssien suhteen
komplementaarisia oligonukleotidisekvenssejd. Esimerkkejé
patogeenisistd eukaryooteista, joissa on tunnettuja nuk-
leiinihapposekvensseji, joita vastaan voidaan valmistaa
antisense-oligonukleotideja, ovat Trypanosoma  brucei
gambiensi ja Leishmania [t&td on k&sitelty julkaisussa
Campbell, et al., Nature 311 (1984) 350], Fasciola
hepatica [t&td4 on k&sitelty julkaisussa Zurita, et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 (1987) 2340]. Antifungaali-

sia oligonukleotideja voidaan valmistaa kdyttden kohteena
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hybridisoituvaa aluetta, jossa on oligonukleotidisekvens-
5i, joka on komplementaarinen sellaisen nukleiinihapposek-
venssin suhteen, joka on perdisin esimerkiksi kitiinisyn-
tetaasigeenistd, ja antibakteriaalisia oligonukleotideja
voidaan valmistaa kdytt&en esimerkiksi alaniinirasemaasi-
geenid.

Vield yhdessd sovellutusmuodossa voi témén keksin-
nén mukaisten oligonukleotidien oligonukleotidisekvenssi
olla komplementaarinen sellaisen solun geenin tai sellai-
sen geenin transkriptiomuodon suhteen, jonka ep#normaali
ilmenté&minen tai epdnormaali tuote aiheuttaa sairauden.
Useiden t&llaisten solun geenien nukleiinihapposekvenssid
on KkKuvattu, ja ndihin kuuluvat prioniproteiini (Stahl ja
Prusiner, FASEB J. 5 (1991) 2799-2807), Alzheimerin tau-
tiin liittynyt amyloidia muistuttava proteiini (US-patent-
tijulkaisu nro 5 015 570, jonka sisdltd on liitetty té&hén
keksint66n siihen oikeuttavien s#dnndsten nojalla), ja
useat erilaiset tunnetut onkogeenit ja proto-onkogeenit,
kuten c-myb, c-myc, c-abl ja n-ras. Lisdksi oligonukleoti-
deja, jotka inhiboivat suureksi osaksi tai yksinomaan
spermatogeneesiin, siittididen 1liikkuvuuteen, siittidn
sitoutumiseen munasoluun ja mihin tahansa muuhun siittidn
elinkykyyn vaikuttavaan vaiheeseen liittyvien rakennepro-
teiinien tai entsyymien synteesid, voidaan kayttdd ehkdi-
syvdlineend miehille. Samalla tavoin voivat naisille tar-
koitetut ehkdisyvalmisteet olla oligonukleotideja, jotka
inhiboivat ovulaatioon, hedelmbittymiseen, implantaatioon
tai ndihin tapahtumiin liittyvien hormonien biosynteesiin
liittyvid proteiineja tai entsyymeji.

Kohonnutta verenpainetta voidaan s&dnndstelld oli-
godeoksinukleotideilla, jotka estavdt angiotensiinikonver-
taasientsyymin tai t&t& muistuttavien entsyymien synteesié
reniini/angiotensiinijdrjestelmédsséd; verihiutaleiden agg-
regaatiota voidaan s&dnndstelld estdmdalla tromboksaani

A2:n synteesiin tarvittavien entsyymien synteesi& k&ytet-



10

15

20

25

30

35

15

tdviksi syddnlihas- ja aivoverenkiertosairauksissa, in-
farkteissa, arterioskleroosissa, embolismissa ja tromboo-
sissa; Kolesterolin Kerdantyminen valtimon sein&miin voi-
daan inhiboida estdm#lld rasva-asyylikoentsyymi A: Kkoles-
teroliasyylitransferaasin synteesid valtimonkovettumistau-
dissa; koliinifosfotransferaasin synteesin inhibitio voi
olla kdyttdkelpoista hypolipidemiassa.

On useita neuraalisia sairauksia, joissa normaalien
toimintojen keskeyttdmistd hybridisaation avulla voidaan
kdyttda wvdhent@midadn tai poistamaan sairauden haitalliset
vaikutukset. Esimerkiksi monoamiinioksidaasin synteesin
ehkiisyd voidaan kédyttid4d Parkinsonin taudissa; katekoli-o-
metyylitransferaasin ehkédisyd voidaan kdyttdd depression
hoitoon; ja indoli N-metyylitransferaasin ehkdisyd voidaan
kédyttda skitsofrenian hoidossa.

Prostaglandiineihin ja leukotrieeneihin johtavan
arakidonihaposta alkavan entsyymien sarjan valittujen ent-
syymien estdminen voi olla kdyttokelpoista verihiutaleiden
aggregaation, allergian, tulehduksen, kiputilan ja astman
vastustamisessa.

Multidrug resistance (mdr) -geenin, joka aiheuttaa
resistenssin kehittymisen useita erilaisia syOpdd ehkédise-
vid ladkeaineita vastaan ja joka on tdrked este kemotera-
piassa, ilmentémien proteiinien syntymisen estd@minen voi
osoittautua hyddylliseksi syovén hoidossa. Oligonukleoti-
disekvenssejd, jotka ovat komplementaarisia mistd tahansa
ndistd geeneistd perdisin olevan nukleiinihapposekvenssin
suhteen, voidaan kdyttad tamdn keksinndn mukaisina oligo-
nukleotideina, mikd pitdd myOs paikkansa sellaisten oligo-
nukleotidisekvenssien suhteen, jotka ovat komplementaari-
sia mink& tahansa muun solun geenin tai geenin transskrip-
tiotuotteen suhteen, jonka ep8normaali ilmentyminen tai
tuote aiheuttaa sairauden.

Geenin ilmentymisen s&&telyd antisense-mekanismin

perusteella kasvisoluissa on kuvattu US-patenttijulkaisus-
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sa nro 5 107 065, jonka sis&ltd on liitetty t&h&n keksin-
t66n siihen oikeuttavien sd8&nndsten nojalla.

Tdsta keksinndstd saadaan sen kolmannessa kohteessa
kayttbon oligonukleotidien terapeuttisia farmaseuttisia
formulaatioita, jotka ovat tehokkaita hoidettaessa virus-
infektiota, patogeenisten organismien aiheuttamia infek-
tioita tai ep&normaalista geenin ilmentymisestd tai epa-
normaalin geenituotteen ilmentymisestd johtuvaa sairautta.
Tdllaiset terapeuttiset farmaseuttiset formulaatiot sisdl-
tdvit td@mdn keksinndn toisen kohteen mukaisia oligonukleo-
tideja farmaseuttisesti hyvdksyttdvidssd kantaja-aineessa.

Tdstd keksinndstd saadaan sen neljénnessd kohteessa
kdyttddn menetelmd, jolla on tarkoitus inhiboida viruksen,
patogeenisen organismin tai solun geenin geenien ilmenty-
mistd, ja joka menetelmd kasittdsd vaiheen, jossa kahdessa
edellisessd tapauksessa viruksen tai patogeenisen organis-
min infektoimaan soluun tai viimeksi mainitussa tapaukses-
sa yleens& soluihin, tuodaan té&mén keksinndn mukaisia oli-
gonukleotideja. Namd menetelmdt ovat kadyttdkelpoisia gee-
nien ilmentymisen ja spesifisten geenien toiminnan tutki-
misessa.

Tasta keksinndstéd saadaan sen viidennessé kohteessa
kdyttddn menetelmd silld tavoin sairastuneen ihmisen tai
eldimen hoitamiseksi, ettd sairaus johtuu virusinfektiosta
tai infektoitumisesta patogeenisella organismilla tai so-
lun geenin epé@normaalista ilmentymisestd tai tuotteesta.
Tadmd menetelmi kasittdsd sen, ettd sairastuneelle ihmiselle
tai eldimelle annetaan t&mén keksinndén mukaisten oligonuk-
leotidien farmaseuttisia formulaatioita. T&llaisessa an-
nostelussa kdytettdviin annosteluteihin kuuluvat edulli-
sesti oraalinen, intranasaalinen, rektaalinen ja paikalli-
nen annostelu. N&dissd tamdn keksinnén mukaisissa hoitome-
netelmissd oligonukleotideja voidaan antaa yhdessd muiden
terapeuttisten aineiden, esimerkiksi AZT:n kanssa AIDS:n

kyseessd ollessa,
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Tamén keksinndén mukaisella hoitomenetelm&lld voi-
daan hoitaa useita erilaisia virussairauksia, joita ovat
AIDS, ARC, oraali- tai genitaaliherpes, papilloomasyyléat,
influenssa, suu- ja sorkkatauti, keltakuume, vesirokko,
vybruusu, HTLV-leukemia ja hepatiitti. T&mén keksinndn
mukaisella hoitomenetelmdlld hoidettavissa olevia sieni-
sairauksia ovat kandidiaasi, histoplasmoosi, kryptokokkoo-
si, blastomykoosi, aspergilloosi, sporotrikoosi, kromomy-
koosi, dermatofytoosi ja kokkidioidomykoosi. Menetelmdd
voidaan mybs kayttdia rikketsiasairauksien hoitoon, (esi-
merkiksi lavantauti, Rocky Mountain spotted fever) sekd
sukupuoliteitse levi&vien tautien hoitamiseen, joita saa-
vat aikaan Chlamydia trachomatis tai Lymphogranuloma vene-
reum. Tamdn keksinntn mukaisella menetelmdlld voidaan hoi-
taa useita erilaisia loistauteja, joita ovat amebiaasi,
Chegan tauti, toksoplasmoosi, pneumokystoosi, giardiaasi,
kryptosporidioosi, trikomoniaasi ja Pneumocystis carini -
pneumonia; nditd ovat myds matosairaudet (helmintiaasit),
kuten askariaasi, filariaasi, trikinoosi, skistosomiaasi
ja nematodi- tai kestodi-infektiot. Malariaa voidaan hoi-
taa tamén keksinndn mukaisella hoitomenetelmidllsd riippu-
matta siitd, onko se P. falciparumin, P. vivaxin, P. ora-
len tai P. malariaen aiheuttana.

Tamdn keksinndn mukaisella hoitomenetelmdllsd voi-
daan hoitaa kaikkia edelld mainittuja infektiotauteja,
koska naitéd sairauksia vastaavat infektoivat agenssit ovat
tunnettuja ja voidaan siten valmistaa tdmdn keksinndn mu-
kaisia oligonukleotideja, joissa on sitd nukleiinihappo-
sekvenssid vastaan komplementaarinen oligonukleitidisek-
venssi, kuten olennainen geeni, joka on olennainen nuk-
leiinihapposekvenssi infektoivan agenssin lisddntymiselle.

Muut sairaudet tai sairaustilat, jotka ovat hoidet-
tavissa tamdn keksinnén mukaisella menetelm&lld, johtuvat
solun geenin epdnormaalista ilmentymisestd tai tuotteesta.
N&itd sairauksia voidaan hoitaa antamalla t&m&n keksinnon
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mukaisia oligonukleotideja ja nditd on tarkasteltu edelléd
tdssa patenttiselityksessa.

Tamédn keksinntn mukaisia oligonukleotideja voidaan
syntetisoida t&l1a alalla tunnetuilla menetelmilli. Toise-
na vaihtoehtona, joka on samalla edullinen vaihtoehto,
voidaan téllaisia oligonukleotideja syntetisoida H-fosfo-
naattildhestymistavalla, joka on selitetty US-patentti-
julkaisussa nro 5 XXX XXX (nro 07/334 679; jatetty
10.3.1992), jonka sis8ltd on lijitetty tdh&n keksintdén
siihen oikeuttavien s&&nndsten nojalla, ja julkaisussa
Agrawal ja Tang, Tetrahedron Lett. 31 (1990) 7541 - 7544.
Taman keksinndn mukaiset oligonukleotidit voidaan saada
vieldkin vastustuskykyisemmdksi nukleolyyttisilli entsyy-
meilla pilkkoutumista vastaan lis&&m&allsa 5'- ja/tai 3'-
p&ddhdn p&d&terakenteita.

Seuraavien esimerkkien tarkoituksena on antaa lisé-
valaistusta tiettyihin edullisiin t&mén keksinnén sovellu-
tusmuotoihin eikd niitd ole tarkoitettu t&td keksintda
rajoittaviksi.

Esimerkki 1

Hybridi-oligonukleotidifosforotioaattien synteesi

Hybridi-oligonukleotidifosforotiocaatit syntetisoi-
tiin GPC:n avulla 5 - 6 mikromoolin mittakaavassa auto-
maattisessa syntetointilaitteessa (malli 8700, Millipore,
Milford, MA) kédyttden US-patenttijulkaisussa nro 5, XXX
XXX (nro 07/344 679; jatetty 19.3.1992) H-fosfonaattild-
hestymistapaa. 2'-OMe-ribonukleotidi-H-fosfonaatit synte-
tisoitiin vakiomenetelmi# noudattaen. Oligonukleotidien
segmentit, jotka sisdltdvat 2'-OMe-nukleosidia, koottiin
kdyttden halutuissa sykleissd 2'-OMe-ribonukleosidi-H-fos-
fonaatteja. Samalla tavoin koottiin oligonukleotidien seg-
mentit, jotka sisdlsivdt deoksiribonukleosideja, kayttéd-
malla halutuissa sykleissd deoksinukleosidi-H~fosfonaatte-
ja. Kokoamisen jdlkeen GPC:hen kiinnittynyt oligonukleoti-
di-H-fosfonaatti hapetettiin rikilld fosforotioaattisidok-
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sen aikaansaamiseksi. T&am&n j&lkeen oligonukleotideista
poistettiin suojaus vdkevdssd NH,OH:ssa 40 °C:ssa 48 tunnin
ajan.

Oligonukleotidiraakatuote (noin A,,, yksikk®d) ana-
lysoitiin ké&a&énteis-matalapainekromatografialla C,z-k&dn-
teisfaasimediumissa. DMT-ryhm& poistettiin k#sittelemédlld
80-%:isella vesipitoisella etikkahapolla, minkd j&lkeen
oligonukleotidit dialysoitiin tislattua vettd vastaan ja
ne lyofilisoitiin.

Syntetisoidut oligonukleotidit on esitetty seuraa-
vassa taulukossa 1I.

Taulukko II
Syntetoiduthybridi-oligonukleotidifosforotiocaatit*

Oligo-

nukleotidi Rakenne
A SACACCCAATTCTGAAAATGG
B ACACCCAATTCUGABARAAUGG
C ACACCCAATTCTGAARARAUGG
D ACACCCAATTCUGAAAAUGG
E ACACCCAAUTCTGAAAATGG
F ACACCCAAUUCUGARABRAUGG

Alleviivatut sekvenssit sisdltdvat 2'-OMe-ribonukleosidin.
*Kaikki nukleotidien védliset sidokset ovat A-G-oligonuk-
leotidien kyseessd ollessa fosforotiocaattisidoksia.

Esimerkki 2
Hybridi-oligonukleotidifosforotioaattiensuhteelli-

nen nukleaasiresistenssi
Useiden erilaisten hybridi-oligonukleotidifosforo-

tiocaattien suhteellisen nukleaasiresistenssin tutkimiseksi
kdsiteltiin oligonukleotideja k&&rmeenmyrkyn fosfodieste-
raasilla (SVPD). Noin 0,2 A,,,-yksikkdd oligonukleotideja A,
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C ja F liuotettiin 500 pl:aan puskuria (40 mM NH,CO,, pH
0,4 + 20 mM MgCl,) ja seokseen yhdistettiin  yksikkdd
SVPD:t3. Seosta inkuboitiin 37 °C:ssa 420 minuuttia. O,
200 ja 420 minuutin jdlkeen otettiin 165 pl:n suuruisia
nadytteitd ja ne analysoitiin k&yttden ioninvaihto-HPLC:ta.
Tulokset on esitettu kuviossa 1. Oligonukleotidi F oli
hyvin resistentti fosfodiesteraasille, kun taas oligonuk-
leotidi A pilkkoutui melkein t#ydellisesti ja oligonukleo-
tidi C pilkkoutui 50-%:isesti (osakuvio A). Oligonukleoti-
difosfodiesteri pilkkoutui noin 80-%:isesti yhdessd minuu-
tissa yhdelld kymmenesosalla SVPD-konsentraatiota.

N&m& tulokset viittaavat siihen, ettd 2'-OMe-ribo-
nukleosidien esiintyminen oligonukleotidifosforotioaatissa
parantaa resistenssid eksonukleolyyttistd pilkkoutumista
vastaan ja ettd tam8 parantunut resistenssi parani edel-
leen kaytettdessd suurempaa 2'-OMe-ribonukleotidien osuut-
ta. Ribonukleotidien, muiden 2'-asemasta substituoitujen
ribonukleotidien ja 2'-OMe -ribonukleotidien samanlaisen
luonteen ja kayttadytymisen johdosta n&md tulokset myds
viittaavat siihen, ettd samanlainen nukleaasiresistenssin
parantuminen saataisiin hybridi-oligonukleotidifosforo-
tioaateilla ja/tai ~fosforoditioaateilla, joissa on ribo-
nukleotideja, 2'-asemasta substituoituja ribonukleotideja
tai ribonukleotidien ja 2'-asemasta substituoitujen ribo-
nukleotidien seosta.

Esimerkki 3

Hybridi-oligonukleotidifosforotioaattien dupleksin
suhteellinen stabiilisuus

Oligonukleotideistd A -~ F tutkittiin niiden suh-
teellinen sellaisten dupleksien stabiilisuus, jotka olivat
muodostuneet komplementaaristen oligodeoksiribonukleoti-
dien sekd komplementaaristen oligoribonukleotidien kanssa.
Erillisissd reaktioissa yhdistettiin kutakin oligonukleo-
tidia A -~ F vastaavaan mdaraan (0,2 A,,-yksikkod) vastaavaa
oligonukleotidia seoksessa, joka sisdlsi 150 mM NaCl,
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10 mM Na,PO,, 1 mM EDTA ja jonka pH oli 7. Seosta kuumen-
nettiin 85 °C:ssa 5 minuuttia, mink& j&lkeen se j&&hdytet-~
tiin 30 °C:seen. Lampbtila nostettiin t&mdn jdlkeen
30 °C:sta 80 °C:seen nopeudella, joka oli 1 °C minuuttia
kohti ja A,,,~arvoa seurattiin lampdtilan funktiona. Tulok-

set on esitetty seuraavassa taulukossa III.
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Nidistd tuloksista kéy ilmi, ettd kun komplementaa-
rinen oligonukleotidi on oligoribonukleotidi, niin 2'-OMe-
ribonukleotidien kdyttd parantaa dupleksin stabiilisuutta
ja ettd tédmd parantuminen tehostuu kaytt&m&lld suurempia
osuuksia 2'-OMe -ribonukleosideja. N&iden tulosten tulisi
olla samalla tavoin sovellettavissa hybridi-oligonukleo-
tidifosforotioaatteihin ja/tai -fosforoditioaatteihin,
jotka sis&ltavat ribonukleotideja, 2'-asemasta substituoi-
tuja ribonukleotideja tai ribonukleotidien ja 2'-asemasta
substituoitujen ribonukleotidien seoksia. Siten t&min kek-
sinndn mukaisten oligonukleotidifosforatioaattien ja/tai
~fosforoditiocaattien tulisi sitoutua viruksen RNA:han tai
viruksen, patogeenisen organismin tai solun mRNA:han suu-
remmalla affiniteetilla kuin tavalliset oligodeoksinukleo-
tidifosforotioaatit.

Esimerkki 4

RNaasi H:n aktivaatio hybridi-oligonukleotidifosfo-
rotioaateilla

Oligonuklecotidifosforoticaateista ja useista eri-
laisista hybridi-oligonukleotidifosforotioaateista tutkit-
tiin niiden ominaisuudet RNaasi H:n aktivaation suhteen.

Kontrollina k&ytettiin oligonukleotidia A (taulukko II),

joka on oligonukleotidifosforoticaatti, Jjonka tiedetddn
aktivoivan RNaasi H:ta. Oligonukleotidista F (tdmd on
oligonukleotidifosforotioaatin 2'-OMe-analogi) ja oligo-
nukleotideistd C, B ja E, jotka ovat hybridi-oligonukleo-
tideja) tutkittiin niiden kykyé&d aktivoida RNaasi H:ta.
Kokeen suorittamiseksi syntetisoitiin komplementaa-
rinen 32-meerinen oligoribonukleotidi (kuvio 2) ja sille
suoritettiin 5'-puoleisen p#&#dn kinaasikasittely, 3*?P-lei-
malla varustettu 32-meerinen RNA (0,003 A,,,-yvksikkod;
0,01 ug) ja oligonukleotideja (00,0635 A,,-yksikkd&d; 1,9 pg)
yhdistettiin 20 wpl:aan puskuria (tdma&n Kkoostumus oli
0,15 M NaCl1, 0,01 MgCl,, 0,01 M Tris-kloridi ja sen pH oli
7,9 ja se sisdlsi 0,001 M DTT:td). Seosta inkuboitiin
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37 °C:ssa siten, ettd siihen yhdistettiin 6 yksikkdé
RNaasi H:ta (E. coli). Seoksesta poistettiin 4,5 pl:n suu-
ruisia naytteitd 0, 15, 30 ja 60 minuutin kohdalla ja ne
analysoitiin polyakryyliamidigeelielektroforeesilla.
Oligonukleotidissa A (dupleksi A) havaittiin kohta-
spesifinen RNA:n pilkkoutuminen RNaasi H:1lla. Oligonukleo-
tidista F (2'-OMe-analogi; dupleksi B) ei havaittu RNA:n
pilkkoutuvan RNaasi H:n ldsn8ollessa. Hybridi-oligonukleo-
tideista B, C ja E (dupleksit C, D, E) havaittiin RNA:n
kohtaspesifinen pilkkoutuminen RNaasi H:1lla. Dupleksissa
F, jossa tutkittiin epdyhteensopivaa oligonukleotidifosfo-
rotioaattia, ei havaittu RNA:n pilkkoutumista. Kanavasta G
kdy ilmi, ettd RNaasi H:n l&dsndollessa RNA ei pilkkoutu-

nut.

Esimerkki 5

HIV:n inhibitio hybridi-oligonukleotidifosforo-
tiocaateilla

Hybridi-oligonukleotidifosforotiocaateista tutkit-
tiin niiden kyky inhiboida HIV-1:td& kudosviljelmassa.
H9-lymfosyyttejd infektoitiin HIV-1 -virioneilla (=0,01 -
0,1 TCID,,/solu) tunnin ajan 37 °C:ssa. Tunnin kuluttua
adsorboitumattomat virionit pestiin pois ja infektoidut
solut jaettiin 24-kuoppaisille levyille. Infektoituihin
soluihin 1lisdttiin asianmukainen konsentraatio (kanta-
liuoksesta) oligonukleotidia vaaditun konsenstraation ai-
kaansaamiseksi 2 ml:ssa mediumia. Positiivisessa kontrol-
likokeessa lis&dttiin ddC:td tai AZT:t&. Té&mén j&élkeen so-
luja viljeltiin kolme pdivads. Kolmen pdividn kuluttua koot-
tiin supernatantit infektoidusta viljelmdstd talteen ja
niistd mddritettiin p24:n ilmentyminen ELISA:lla. -24:n
ilmentymistasoa verrattiin oligonukleotidilla kdsiteltyjen
ja kdsittelemdttd jatettyjen (ei ladkeainetta) infektoitu-
jen solujen kesken.

Kaikkien tutkittujen hybridi-oligonukleotidifosfo-

rotioaattien havaittiin inhiboivan merkittdvdsti p24:n
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ilmentymistd mikrog/ml-konsentraatioissa ilman merkittévaa
sytotoksisuutta (n&itd tuloksia el ole esitetty). Namé
tulokset viittaavat siihen, ettd 2'-~-OMe-ribonukleotideja
sisdltavdt  hybridi-oligonukleotidifosforotioaatit ovat
tehokkaita geenien ilmentymisen inhibiittoreita. Samanlai-
nen tehokkuus voitaisiin odottaa saatavan hybridi-oligo-
nukleotidifosforotiocaateista ja/tai -fosforoditioaateista,
jotka sisdltdvét ribonukleosideja, 2'-asemasta substituoi-
tuja ribonukleosideja tai ribonukleosidien ja 2'-asemasta

substituoitujen ribonukleosidien seosta.
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L3

Patenttivaatimukset

1. Hybridi-oligonukleotidifosforotioaatti ja/tai
~fosforoditioaatti, tunnettu siitd, ettd se si-
sdltasd yhden kustakin komponentista, jotka ovat: deoksiri-
bonukleosidi, ribonukleosidi tai 2'-asemasta substituoitu
ribonukleosidi ja nukleotidien védlinen fosforotiocaatti-
ja/tai fosforoditioaattisidos.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen hybridi-oligonuk-
leotidifosforotioaatti ja/tai -fosforoditiocaatti, t un -
nettu siitd, ettd deoksiribonukleosidi esiintyy seg-
mentissd, jossa on ainakin neljd perdkk#distd deoksiribo-
nukleosidia.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen hybridi-oligonuk-
leotidifosforotioaatti ja/tai -fosforoditioaatti, t u n -
nettu siitd, ettd ribonukleosidia tai 2'-asemasta
substituoitua ribonukleosidia esiintyy ainakin kahden pe-
rdkkédisen ribonukleosidin ja/tali 2'-asemasta substituoidun
ribonukleosidin muodostamassa segmentisséi.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen hybridi-oligonuk-
leotidifosforotioaatti ja/tai -fosforoditioaatti, t un -
nettu siitd, ettd silld on sellainen oligonukleotidi-
sekvenssi, joka on komplementaarinen viruksesta, patogee-
nisesta organismista tai solun geenistd perdisin olevan
nukleiinihapposekvenssin suhteen.

5. Patenttivaatimuksen 2 mukainen hybridi-oligonuk-
leotidifosforotiocaatti ja/tai -fosforoditioaatti, t u n -
nettu siitd, ettd silléd on sellainen oligonukleotidi-
sekvenssi, joka on komplementaarinen viruksesta, patogee-
nisesta organismista tai solun geenistd perdisin olevan
nukleiinihapposekvenssin suhteen.

6. Patenttivaatimuksen 3 mukainen hybridi-oligonuk-
leotidifosforotioaatti ja/tai -fosforoditioaatti, t un -
nettu siitd, ettd silld on sellainen oligonukleotidi-

sekvenssi, joka on komplementaarinen viruksesta, patogee-
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nisesta organismista tai solun geenistd perdisin olevan
nukleiinihapposekvenssin suhteen.

7. Terapeuttinen farmaseuttinen formulaatio,
tunnettu siitd, ettd se sisdltdd patenttivaatimuk-
sen 4 mukaista oligonukleotidia farmaseuttisesti hyvaksyt-
tivassd kantaja-aineessa.

8. Terapeuttinen farmaseuttinen formulaatio,
tunnettu siitd, ettd se sisdltdd patenttivaatimuk-
sen 5 mukaista oligonukleotidia farmaseuttisesti hyviksyt-
tavissd kantaja-aineessa.

9. Terapeuttinen farmaseuttinen formulaatio,
tunnettu siitd, ettd se sisdltéd patenttivaatimuk-
sen 6 mukaista oligonukleotidia farmaseuttisesti hyvdksyt-
tivassd kantaja-aineessa.

10. Menetelm& viruksen, patogeenisen organismin tai
solun geenin geenien ilmentymisen inhiboimiseksi, t un -
nettu siitd, ettd menetelmd kidsittdd vaiheen, jossa,
samassa jidrjestyksessd mainittuna, viruksella infektoituun
soluun, patogeeniseen organismiin tai soluun tuodaan pa-
tenttivaatimuksen 4 mukaista oligonukleotidia.

11. Menetelmd viruksen, patogeenisen organismin tai
solun geenin geenien ilmentymisen inhiboimiseksi, t u n -
nettu siitd, ettd menetelmd kidsittdd vaiheen, jossa,
samassa jarjestyksessd mainittuna, viruksella infektoituun
soluun, patogeeniseen organismiin tai soluun tuodaan pa-
tenttivaatimuksen 5 mukaista oligonukleotidia.

12. Menetelm& viruksen, patogeenisen organismin tai
solun geenin geenien ilmentymisen inhiboimiseksi, t u n -
nettu siitd, ettd menetelmd késittdd vaiheen, jossa,
samassa jarjestyksess& mainittuna, viruksella infektoituun
soluun, patogeeniseen organismiin tai soluun tuodaan pa-

tenttivaatimuksen 6 mukaista oligonukleotidia.
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L®
Patentkrav

1. Hybridoligonukleotid-fosforotioat och/eller
-fosforoditicat, kdannetecknat av, att det om-
fattar vardera av foljande: en deoxiribonukleosid, en ri-
bonukleosid eller en 2'-substituerad ribonukleosid, och en
fosforotioat- och/eller -fosforoditioatbindning mellan
nukleotiderna.

2. Hybridoligonukleotid-fosforotioat och/eller
~-fogforoditioat enligt patentkrav 1, k dnneteck -
n at av, att deoxiribonukleosiden forekommer i ett seg-
ment om minst fyra pd varandra foljande deoxiribonukleosi-
der.

3. Hybridoligonukleotid-fosforotioat och/eller
-fosforoditioat enligt patentkrav 1, kdnneteck -
nat av, att ribonukleosiden eller den 2'-substituerade
ribonukleosiden férekommer i ett segment om minst tvad pa
varandra fdljande ribonukleosider eller en 2'-~substituerad
ribonukleosider.

4. Hybridoligonukleotid-fosforotioat och/eller
-fosforoditioat enligt patentkrav 1, k@& nneteck -
nat av, att det uppvisar en oligonukleotidsekvens vil-
ken utgtr komplement till en nukleinsyresekvens fran ett
virus, en patogen organism eller en celluldr gen.

5. Hybridoligonukleotid-fosforotioat och/eller
-fosforoditioat enligt patentkrav 2, kanneteck -
nat av, att det uppvisar en oligonukleotidsekvens vil-
ken utgdbr komplement till en nukleinsyresekvens fran ett
virus, en patogen organism eller en celluldr gen.

6. Hybridoligonukleotid-fosforotioat och/eller
-fosforoditioat enligt patentkrav 3, k @&nneteck -
nat av, att det uppvisar en oligonukleotidsekvens vil-
ken utgdbr komplement till en nukleinsyresekvens fran ett

virus, en patogen organism eller en celluldr gen.
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7. Terapeutisk, farmaceutisk formulering, k & n -
netecknad av, att den omfattar en oligonukleotid
enligt patentkrav 4 i en farmaceutiskt acceptabel bdrsub-
stans.

8. Terapeutisk, farmaceutisk formulering, k & n -
netecknad av, att den omfattar en oligonukleotid
enligt patentkrav 5 i en farmaceutiskt acceptabel barsub-
stans.

9. Terapeutisk, farmaceutisk formulering, k & n -
netecknad av, att den omfattar en oligonukleotid
enligt patentkrav 6 i en farmaceutiskt acceptabel barsub-
stans.

10. rorfarande fo6r att inhibera genexpressionen hos
ett virus, en patogen organism eller en celluldr gen,
kdnnetecknat av, att det omfattar ett skede i
vilket en oligonukleotid enligt patentkrav 4 géres till-
gadnglig for, i respektive fall, en virusinfekterad cell,
en patogen organism eller en cell.

11. Forfarande fo6r att inhibera genexpressionen hos
ett virus, en patogen organism eller en celluldr gen,
kdnnetecknat av, att det omfattar ett skede 1
vilket en oligonukleotid enligt patentkrav 5 godres till-
gdnglig for, i respektive fall, en virusinfekterad cell,
en patogen organism eller en cell.

12, Forfarande fo6r att inhibera genexpressionen hos
ett wvirus, en patogen organism eller en celluldr gen,
kdnnetecknat av, att det omfattar ett skede i
vilket en oligonukleotid enligt patentkrav 6 gdres till-
gdnglig f6r, i respektive fall, en virusinfekterad cell,

en patogen organism eller en cell.
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0ligonuk- |Duplek-
leotidi si
RNA 3’ UACAGCUGUGGGUUAAGACUUUUACCUAUUUG 5° A 1
5° ACACCCAATTCTGAAAATGG 3
RNA 3’ UACAGCUGUGGGUUAAGACUUUUACCUAUULG 5° F 2
5° [ACACCCAAUUCUGAAAAUGG 3
RNA 3" UACAGCUGUGGGUUAAGACUUUUACCUAUUUG 5° 3
5 [ACHCCCAATTCTGAARATUGG 3 C
RNA. 3" UACAGCUGUGGGUUAAGACUUUUACCUAUUUG §° 4
5° ACACCCAATTCUGAAAAUGG 3 B
RNA 3" UACAGCUGUGGGUUAAGACUUUUACCUAUUUG 5° 5
5° ALCACCCAAUTCTGAAAATGG 3 E
RNA 3" UACAGCUGUGGGUUAAGACUUUUACCUAUUUG 5° | Epdyhteen- 6
5‘ sopivat

ACAGACTTACCTCAGATAAT 3

" UACAGCUGUGGGUUAAGACUUUUACCUAUUUG 5°

= 2" -OCH; -RIBO -yksikst
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