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Nukleiinihappojohdannaisia

Tdmd keksintd koskee nukleiinihappojohdannaisia
joilla on ld#kkeissd kdyttokelpoinen fysiologinen vaiku-
tus ja jotka ovat heikosti myrkyllisid.

Nukleiinihapot koostuvat puriinirenkaista tai py-
rimidiinirenkaista ja riboosista tai vastaavista soke-
reista sitoutuneina renkaisiin, joissa mainitut elementit
ovat kytkeytynein# toisiinsa fosfaattisillalla ketjura-
kenteen muodostamiseksi.

Nukleiinihapoista RNA (ribonukleotidipolymeeri) on
ketjurakenteinen makromolekyyliyhdiste Jjossa on riboosi
sokerina, jossa sokeriyksikdt ovat sitoutuneet toisiinsa
fosfaattisillalla diesterisidoksen avulla. Kaksoissdkei-
sissd nukleiinihapoissa nukleiinihapon muodostavien emds-—
ten (esim. inosiini, adenosiini, sytidiini, uridiini jne.)
puriinirengas— tai pyrimidiinirengasosat ovat sitoutuneet
niin sanotulla komplementaarisella vetysidoksella, jolloin
muodostuu kaksoiskierrestereorakenne. Koska rakenteeltaan
kaksoissdkeisilld nukleiinihapoilla oletetaan olevan kdyt-
tékelpoisia fysiologisia vaikutuksia, on mainituista nuk-
leiinihapoista tdhdn mennessd suoritettu lukuisia tutki-
muksia (Biochemical and Biophysical Research Communica-
tions, 58, 1974, jne.).

Tdllaisista nukleiinihapoista synteettistd kaksois-
sdikeistd RNA, polyinosiinihappo-polysytidyylihappojohdan-
naista kutsutaan tdstd 13hin "poly-I-poly~C" -johdannai-
seksi; ja polyinosiinihappoa, joka on mainitun johdannai-
sen osa, kutsutaan nimelld "poly-I" ja polysytidyylihap-
poa nimelld "poly-C".

Viime aikoina on erilaisilla luontaisilla ja syn-
teettisilld kaksoissdikeisilld RNA:illa todettu olevan
interferonia indusoiva vaikutus (Field et al, Proc. Nat.
Acad. Sci., U.S., 58, 1 004, 1967; Field et al, Proc.

Nat Acad. Sci., U.S., 58, 2 102, 1967; Field et al, Proc.
Nat. Acad. Sci, U.S., 61, 340, 1968; Tytell et al, Proc.
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Nat. Acad. Sci., U.Ss., 58, 1 719, 1967, Field et al,
J. Gen. Physiol., 56, 905, 1970; De Clercqg et al, Methods
in Enzymology, 78, 291, 1981).
Tyypillisid esimerkkejd tunnetuista synteettisisti
nukleiinihappojohdannaisista on mainittu alla.
Synteettisid nukleiinihappojohdannaisia interfero-

ni-indusoijaa varten

(I) Homopolymeeri-homopolymeerikompleksit (Kaksois-
sdikeiset nukleiinihappopolymeerit joissa on poly-I-poly-C
ldht8rakenteena) :

(1) Emasmodificidut johdannaiset:

Polyinosiinihappo-*poly (5-bromisytidyylihappo) ;

Polyinosiinihappo-poly(2-tiosytidyylihappo) ;

Poly(7~-deatsainosiinihappo) *polysytidyylihappo;

Poly(7-deatsainosiinihappo) *poly (5-bromisytdyyli-
happo) ;

(2) Sokerimodifioidut johdannaiset:

Poly(2'-atsidoinosiinihappo) *polysytidyylihappo;

(3) Fosforihappomodifioidut johdannaiset:

Polyinosiinihappo+poly(sytidiini-5'-tiofosfori-
happo) .

(IT) vVdlimodifioidut kopolymeerit:

Poly(adenyylihappo-uridyylihappo) .

(IIT) Homopolymeeri-kopolymeerikompleksit:

Polyinosiinihappo-*poly(sytidyylihappo, uridyyli=-
happe) ;

Polyinosiinihappo- (sytidyylihappo, 4-tiouridyy-
lihappo) .

(IV) Synteettiset happo/polykationikompleksit:

Polyinosiinihappo-polysytidyylihappo-poly~L-ly~-
siini (jota tdstd l&hin kutsutaan nimelld "poly-ICLC").

(V) Muita:

Polyinosiinihappo-poly(5-vinyylisytidyylihappo) .

Kuten ylld mainittiin, viime vuosina on raportoi-
tu erilaisia kaksoissdikeisid RNA:ita, erikoisesti joh-

dannaisia jotka sisdltédvédt poly-I-poly-C runkonaan. On
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olemassa vakiintunut teoria nukleiinihappojohdannaissar-
jasta, Joka sisdltdd ne katsoen johdannaisten rakenteen
ja niiden funktioiden suhteen (De Clercg et al, Texas
Reports on Biology and Medicine, 41, 77, 1982).

Erityisesti he sanovat raporteissaan ettd nukle-
iinihappojen, joillaon kyky tuottaa interferoneja, on
oltava makromolekyyliyhdisteitd joiden sedimentaatiovakio
on 4S5 tai enemmén.

Toisena poly-I-poly-C:n fysiologisena vaikutukse-
na johdannaisen tiedet#3n estidvdtn eldimilld siirretty-
jen sy&pésolujen lisddntymistd (Levy et al, Proc. Nat.
Acad. Sci., U.S., 62, 357, 1969).

Mainitun vaikutuksen sanotaan my®s vaikuttavan bio-
immuniteettid aktivoivaan funktioon (Karter et al, J.
Immunol. 104, 1 035, 1970).

Niinpd aiemmin odotettiin, ettdpoly-I-:poly-C voi-
taigiin kdyttdd kliinisesti virustenvastaisen vaikutuk-
sensa ja karsinostaattisen vaikutuksensa ansiosta, mutta
on huomattu ettd johdannainen yllattden on voimakkaasti
myrkyllinen. Niinpd johdannaisen k&yttd ihmisiin on ongel-
ma. Poly~-I-'poly-C:n parantavaa kdyttdd kokeillaan kuiten-
kin nykydén.

Levy et al, kehittivdt poly-ICLC:n, jolla on voi-
makas interferonia tuottava vaikutus Levy et al, Texas
Reports on Biology and Medicine, 41, 653, 1982).

Vaikka ylldmainitulla poly~I-poly~C:114 ja sen
johdannaisilla voitiin itse asiassa odottaa olevan riit-
tdvdsti eri hyddyllisid vaikutuksia, sen myrkyllisyy-
destd el useimmissa tapauksissa pddsty eroon (De Clercqg
et al, Infect. Immuni., 6, 344, 1972), ja siksi tarvi-
taan Jokin tapa ndiden aineiden kdyttdmiseen ihmisruu-
miissa.

Tdmdn keksinndn keksijdt ovat jatkuvasti tutkineet
eri nukleiinihappojen toimintoja ylldkuvatun tunnetun
tieodn pohjalta pitkdn aikaa ja ovat huomannect ettd

kontrolloimalla kaksoissdikeisten nukleiinihappojohdan-
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naisten ketjujen pituuksia, johdannaisten myrkyllisyyttd
voidaan suuresti vdhentdd, vaikka niiden tarpeelliset
fysikaaliset vaikutukset voivat sdilyd ennallaan, Ja ovat
siten saaneet aikaan tédmidn keksinndn.

Niinpd tdm&n keksinndn tyypillinen aspekti on kak-
soisketjuisten nukleiinihappopolymeerien ketjujen pituu-
den rajoittaminen tietylle alueelle.

Tarkemmin t&dmdn keksinndn tarkoitus on tuottaa
kaksoisketjuisia nukleiinihappojohdannaisia, joiden pe-
rusrunkona on RNA, joissa koko johdannaisten molekyyli-
kokojakauma on sellainen, ettd niiden sedimentaatiova-
kion arvo on alueella 4S5 - 13S.

Vield tarkemmin td@midn keksinnén mukaisesti tuote-
taan kaksoisketjuisia nukleiinihappojohdannaisia, joiden
perusrunko on RNA, joissa molekyyleissd, joilla on maksi-
mijakauma johdannaisten koko molekyylipainojakaumasta,
on 50 - 10 000 emdstd.

Kuvio 1 esittdd tdmdn keksinndn nukleiinihappojoh-
dannaisten HPLC-geelisuodatuksen eluointikuvaa.

Tdmédn keksinndn keksijditd on aiemmin kiinnosta-
nut se, ettd poly-I:poly-C kaupallisena tuotteena tai
syntesoituna tavanomaisella reaktiolla on toksinen ja he
ovat toistuvasti suorittaneet tutkimuksia johdannaisten
myrkyllisyyden syyn selvittdmiseksi ja ovat sen seurauk-
sena saaneet aikaan t&min keksinndn merkittdvidn vaiku-
tuksen, joka kuvataan yksityiskohtaisesti jdljempdnd.

Tdsmdllisesti tdmdn keksinndn keksijdt tutkivat
nukleiinihappopolymeerejd liittyen sekd syOpdsoluja in-
hiboivaan vaikutukseen sydpdisissd hiirissd ja hiiren
luuydinsoluja vahingoittavaan vaikutukseen indikaattorei-
na ovat huomanneet seuraavat asiat: Kun nukleiinihappo-
polymeerien molekyylikokojakauma on yli 13S sedimentaa-
tiovakiona, polymeerit ovat aktiivisia ja myrkyllisid;
kun nukleiinihappopolymeerien molekyylipainojakauma on
45 - 138 sedimentaatiovakiona, polymeerit ovat aktiivi-

sia mutta niiden myrkyllisyys on erittdin vdhdinen; ja
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kun nukleiinihappopolymeerien molekyylipainojakauma on
alle 4S8, polymeerit eivdt myrkyllisid eivdtkd aktiivi-
sia.

Se tosiasia, ettd poly-I-poly-C -johdannaiset,
joiden sedimentaatiovakio on alle 4S5, ovat epdaktiivisia,
vastaa melkein ylldmainittua Declarkin raporttia, mutta
tdhdn mennessd el ole ollut olemassa tutkimusta nukleiini-
happopolymeerien ketjunpituuden ja myrkyllisyyden suhtees-
ta.

Tdmdn keksinndn keksijdt ovat ensimmdiset jotka
ovat huomanneet ettd poly-I+poly~C:n ja sen johdannaisten
molekyylikoon (ketjunpituuden) sddté@minen tietylle alueel-
le on tdrkein tekijd polymeerinukleiinihappojen myrkylli-
syyden merkittdvidssd vdhentdmisessd.

Tdmédn keksinn®dn mukaisesti sdddettdvien nukleiini-
happojohdannaisten molekyylipainojakauma on edullisesti
alueella 4S5 - 13S sedimentaatiovakion arvon mukaan (eli
noin 50 - 10 000 emdstd polymeerijohdannaisessa).

Mainitulla alueella maksimijakauman ketjunpituus
gisdltdd yleensd noin 100 - 600 emdstd.

Emdspari (jota tdstd 1ldhin kutsutaan "ep":ksi),
jota yleensd kdytetddn vksikk®dnd kuvatktaessa nukleiini-
happojen molekyylikokoa, voidaan kdyttdd esittdmiddn nuk-
leiinihappojen molekyylikokoa nukleiinihapon muodostavien
emdsten lukumdd@rdn avulla. (Esimerkiksi 10 ep tarkoittaa
kakscoisketjuista polymeeria jossa on 10 emdstd.) Tdssd
patenttijulkaisussa kuvataan myds muita nukleiinihappo-
polvmeerejd kuin kaksoisketjuisia polymeerejd nukleiini-
happopolymeerien lisdksi ja siksi tdssd kidytetddn termid
"emdsluku (emdsten lukumddrd)" "ep":n sijasta nukleiini-
happojen molekyylikoon esittdmiseen. (Esimerkiksi nukle-
iinihappopolymeeri jonka "emdsluku on 10" tarkoittaa,
ettd polymeerissd on 10 emdstd.

Kun nukleiinihapon molekyylikoko on mddritettdvd,
kdytetddn laajalti niinsanottua sedimentaatiovakiota

(S—arvoa) . Tdmdn keksinndn keksijdt saivat kuitenkin yl-
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nestekromatografialla (HPLC) kdyttden geelisuodatuskolon-
nia tai elektroforeesia (mainittu alla yksityiskohtaises-
ti) jossa kdytetddn merkkiaineina kaksoisketjuisia DNA'ita
(M13 fagi-DNA-fragmentteja) joiden molekyylikoot tiede-
tddn ja tutkittavan nukleiinihapon emdsluku lasketaan
kontrollin luvun perusteella.

Tdhdn saakka on makromolekyylisten nukleiinihap-
pojen molekyylipainon esittdmiseen kdytetty laajalti se-
dimentaatiovakion arvoa (S-arvoa). Kaupallisesti saata-
via makromolekyylisid nukleiinihappoja kuvataan S-arvo-
jensa perusteella. Koementelmien viime vuosina tapahtu-
neen kehityksen vuoksi on kuitenkin kehitetty tapa tar-
kemmin mddrittdd makromolekyylisten aineiden molekyylipai-
no kdyttden geelielektroforeesia, geelisuodatuskromato-
grafiaa, ionivaihtokromatografiaa ja vastaavia niin ettd
makromolekyylisten nukleiinihappoaineiden ketjunpituuden
maddrittdminen on tullut mahdolliseksi. Tdssd tilanteessa
suhde S-arvon esittdmisen ja ketjunpituuden esittd@misen
vd1illd tulisi ongelmalliseksi. Erityisesti koska vas-
taavilla nukleiinihappomolekyyleilld on sisdiset arvon-
sa S—arvon mukaisen esityksen tapauksessa, el aina ole
mitddn ongelmaa siind, vastaisivatko S-arvon mukainen
esitys ja ketjunpituuden mukainen esitys tarkasti toi-
siaan nukleiinihappojen molekyylipainon esitystapoina.

Niinpd tédmén keksinndn nukleiinihappojen molekyy-
lipainon esitvkseen kdytetddn myds S-arvon mukaista esi-
tystd tdmdn julkaisun kuvauksessa nukleiinihappokemian
alalla tavanomaiseen tapaan. Koska "S—arvo" kuitenkin
saadaan mittaamalla makromolekyylisten nukleiinihappoai-
neiden molekylipaino molekyylimassakokonaisuutena {tai
ailneen molekyylitilan muodossa), esitys aineen ketjunpi-
tuuden mittauksen mukaan (joka on tdssd mainittu "emds-
luku") mainitaan tdssd myds yhdessd mainitun "S-arvon"
kanssa. Tdmd erityisesti siksi, ettd molekyylipainoja-
kauman raja tdytyy esittdd tarkemmin tdmdn keksinndn to-

teutuksessa.
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Td&mdn keksinndn nukleiinihappojohdannaisina voi-
daan mainita ne jotka saadaan leikkaamalla (lyhytketjut-—
tamalla) edelldmainittuja synteettisid nukleiinihappojoh=-
dannaisia. Niin leikatuilla johdannaisilla on sama perus-
rakenne kuin poly-I-poly-C:11&. Té&mdn keksinndén nukleii-
nihappojohdannaisille on kuitenkin tyypillist&@ johdannais-
ten molekyylipainojakauman tarkka mddrittely.

Tdmdn keksinndn nukleiinihappojohdannaisina voi-
daan mainita esimerkiksi seuraavat aineet:

Polyinosiinihappo-poly (5-bromisytidyylihappo) jon-
ka S-arvo on 4 - 13, edullisesti ne joiden maksimimolekyy-
lijakauman molekyylien emdsluku on 100 - 600.

Polyinosiinihappo-poly(2~-tiosytidyylihappo) jonka
S—arvo on 4 - 13, edullisesti ne joiden maksimimolekyy-
lijakauman molekyylien emdsluku on 100 - 600.

Poly(7-deatsainosiinihappo) *polysytidyylihappo
jonka S-arvo on 4 - 13, edullisesti ne joiden maksimimo-
lekyylijakauman molekyylien emdsluku on 100 - 600.

Poly(7-deatsainosiinihappo) *poly (5-bromisytidyy-
lihappo) jonka S-arvo on 4 - 13, edullisesti ne joiden
maksimimolekyylijakauman molekyylien emdsluku on 100 -
600.

Poly(2'atsidoinosiinihappo) *polysytidyylihappo
jonka S-arvo on 4 - 13, edullisesti ne joiden maksimimo-
lekyylijakauman molekyylien emdsluku on 100 - 600.

Polyinosiinihappo poly(sytidiini-5'-tiofosfori-
happo) jonka S-arvo on 4 - 13, edullisesti ne joiden
maksimimolekyylijakauman molekyylien emdsluku on 100 -
600.

Poly(adenyylihappo-uridyylihappo) jonka S-arvo
on 4 - 13, edullisesti ne joiden maksimimolekyylijakau-
man molekyylin emdsluku on 100 - 600.

Polyinosiinihappo-poly(sytidyylihappo, uridyyli=-
happo) jonka S=-arvo on 4 - 13, edullisesti ne joiden
maksimimolekyylijakauman molekyylien emdsluku on 100 -

600.
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Polyinosiinihappo+poly(sytidyylihappo, 4-tiouri=-
dyylihappo) Jonka S-arvo on 4 - 13, edullisesti ne Jjoi-
den maksimimolekyylijakauman molekyylien emdsluku on
100 - 600.

Polyinosiinihappo-polysytidyylihappo-poly-L-1ly-
siini jonka 8-arvo on 4 - 13, edullisesti ne joiden mak-
simimolekyylijakauman molekyylien emdsluku on 100 - 600.

Polyinosiinihappo-poly(l-vinyylisytidyylihappo)
jonka S-arvo on 4 - 13, edullisesti ne joiden maksimi-
molekyylijakauman molekyylien emdsluku on 100 ~ 600.

Tdmén keksinndn nukleiinihappojohdannaisten val-
mistamiseksi ylld&mainittujen polymeerien tai edelldmai-
nittujen polymeerijohdannaisten (I) - (V) fosfaattisivu-
ketjuosat voidaan irrottaa niin ettd polymeerit tai po-
lymeerijohdannaiset voidaan Jjakaa pienimolekyylisiksi
aineiksi.

Polymeerien tail polymeerijohdannaisten leikkaami-
seksi voidaan kdyttdd ldmpShajoamista (mainittu alla Yk—
sityiskohtaisesti) samoin kuin emdsrajoitettua hydrolyy-
sid tai osittaista hydrolyysid& RN-aasilla tai vastaaval-
la.

Vain t&mén keksinn®n nukleiinihappojohdannaisten
tyypillisen piirteen, niiden molekyylikokojakauman ra-
joittuneisuuden tietylle alueelle ylldmainitun johdan-
naisten fosfaattisivuketjuosien leikkaamisen johdosta
johdannaisten jakamiseksi pienimolekyylisiksi yvhdisteik-
si, voidaan saada aikaan tdmdn keksinndn vaikutus, johon
kuuluu (1) fysiologisen vaikutuksen lisdys ja (2) turval-
lisuuden 1lisdys.

Tdmdn keksinndn nukleiinihappojohdannaisten fysio-
loginen vaikutus on erittdin hdydyllistd lddkkeisiin.
Tdmdn keksinndn nukleiinihappojohdannaisilla on voimakas
karsinostaattinen vaikutus, joka mainitaan alla yksityis-
kohtaisesti. Vaikutus on vain yksi tdmdn keksinndn nuk-
leiinihappojohdannaisten erilaisista fysioclogisista

vailkutuksista.
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Muina tdmdn keksinndn nukleiinihappojohdannaisten,
joiden perusrunkona on poly-I:poly-C, fysiologisina vai=~
kutuksina voidaan mainita TNF-tuottokyky, interferonin-
tuottokyky, interleukiini-2-tuottokyky, makrofagien ak-
tivointikyky, NK-solujen aktivointikyky, tuumorisolujen
lisddntymistd estdvd vaikutus ihmisen tuumorisoluja kan-
tavissa kaljuissa hiirissd, keuhkon tuumorisolujen metas-
taasin inhibointikyky jne.

Tdmdn keksinn®dn nukleiinihappojohdannaisten tur-
vallisuus on erittdin paljon suurempi kuin tavanomaisten
poly~I-poly-C- ja vastaavien interferoni-indusoijien.
Niinpd tdmdn keksinndn yhdisteet ovat kdyttdkelpoisia vi-
rustenvastaisina aineina, tuumorienvastaisina aineina
jen.

T8mdn keksinndn nukleiinihappojohdannaisten kdyt-
tdmiseksi ld&kkeind johdannaisia woidaan suoraan antaa
eldimille, ihminen mukaanlukien, taili vaihtoehtoisesti
niitd voidaan lisdtd farmaseuttisstl kelvolliseen myrkyt-
témddn ja inerttiin kantajaan, jolloin saadaan lddkeval-
miste, joka esimerkiksi sisdltdd aktiivista ainetta kon-
sentraationa 0,1 % =~ 99,5 %, edullisesti 0,5 % — 90 %,
ja syntyvdid lddkevalmistetta voidaan antaa eldimille
ihminen mukaanlukien. Kantajana voidaan kdyttdd yhtd tai
useampaa lddketieteellistd apua kuten nestemdistd, kiin-
tedd tai puolikiintedd laimennetta, tdyteainetta jne.
Lddkevalmiste on edullista antaa annosmuodossa. Tdmén
keksinndn nukleiinihappojohdannaisia voidaan antaa eri
tavoin, esimerkiksi peroraalisesti, antaa kudokseen, an-
taa paikallisesti tai perrektaalisesti. On selvdd ettd
lddkevalmistetta kdytetddn sellaisessa muodossa joka so-
pii mainittuihin antotapoihin, esimerkiksi erilaisina
peroraalisina valmisteina, injektiona, inhalaattorina,
oftalmisena liuoksena, salvana, perdpuikkona jne. Eri-
tyisesti antaminen kudokseen ja paikallisesti ovat eri-
tyisen edullisia tapoja tdmdn keksinndn ld8dkevalmisteen

antamiseen.
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Toivotaan, ettd tdmdn keksinn®n lddkevalmisteiden
annostus pahanlaatuisten tuumorien hoitoon mddritetddn
asianmukaisesti potilaan kunnon mukaan, esimerkiksi t&d-
mé&n painon ja idn mukaan, samoin kuin antotapa ja tau-
din oire ja aste. Yleensd tdtd valmistetta annetaan aikui-
sille suunnilleen 0,05 - 1 000 mg/annos tdmédn keksinndn
nukleiinihappojohdannaisen aktiivista aineosaa. Edulli-
sesti kdytetddn yleensd suonensisdistd tiputusta mddrdn
ollessa 5 - 100 mg mainittua johdannaista. Saattaa myOs
olla, ettd ylldmainittua alempi arvo on riittdvd, tai
pdinvastoin tarvitaan suurempi mddrid kuin ylldmainittu.
Varsinaisessa kdytOssd valmistetta voidaan antaa kerran
tai useampia kertoja yhden tai useiden pdivien vdlein.

Kun tdmdn keksinndn lddkevalmistetta kdytetddn pa-
rannettaessa hyvdnlaatuisia tuumoreija tai virustauteja,
annostusmddrd halutaan mydskin mddrittdd taudin oireen
ja asteen, antotavan ja potilaan kunnon yms. mukaan.
Yleensd annos voi olla suunnilleen yksi tai useampia kym-
menyksid ylldmainitusta pahanlaatuisten tuumorien hoi-
toon kdytetystd annoksesta.

Tédmdn keksinndn nukleiinihappojohdannaisia voi-
daan kdyttdd yhdessd erilaisten biologisten vastaanmuun-
timien (BRM) kanssa ja yhdessd eri karsinostaattien kans-
sa, jotka mainitaan alla. Yhteiskdyt&ssd voidaan odottaa
sekd mainitun lisdaineen ettd tdmidn keksinn®dn nukleiini-
happojohdannaisen synergistist& vaikutusta sekd viimek-
simainitun johdannaisen vahingollisen sivuvaikutuksen
vdhenemistd.

Esimerkkejd BRM:istd:

Interferonit (o,p,Y);

Interleukiinit (IL-1, IL=-2};:

CSF (pesdkkeitd stimuloiva faktori);
TNF (tuumorinekroosifaktori;

Levamizole, Bestatin, Retinahappo, LAK-solut;, Jne.
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Esimerkkejd karsinostaateista:

5-FU (5-fluoriurasiili);

Ara-C (Sytosiiniarabinosidi);

Ara-A (Adeniiniarabinosidi);

Syklofosfamidi;

AZT (Atsidotymiini);

Tédmdn keksinndn nukleiinihappojohdannaisten fysio-
logiset vaikutukset mainitaan alla.

Tuumorisolujen lisddntymistd ehkdisevdd vaikutusta
tutkittiin Meth-A-kantajahiirissd (isologista siirrettyd
karsinoomaa kantavissa hiirissd) seuraavalla menetelmdl-
1d4. Meth-A-soluja suspensoitiin fysiologiseen suolaliuok-
seen ja syntyvdd suspensiota ruiskutettiin subkutaani-
sesti balb/c hiiriin (5 viikon ik&disid, uroksia). Kaksi
pdivdd injektion jdlkeen tutkittavaa aktiivista ainetta
ruiskutettiin hiiriin suonensisdisesti kolme keraa vii-
kossa 2 viikon ajan. Kaksi pdivdd viimeisen injektion
jdlkeen tuumorisoluosa otettiin pois ja sen paino punnit-
tiin. Saadut tulokset on esitetty taulukossa alla.

Testiaine (I) poly-I-poly-C, Jjonka molekyylikoko-
jakauma on yli 13S; testiaine (II) on poly-I-poly~C, jon-
ka molekyylipainojakauma on 4S - 13S (S-arvo = 8); tes-
tiaine (III) on poly—I-poly—(ClZ,U) (nimittdin poly-C-joh-
dannainen jossa sytidyylihapot on korvattu uridyylihapol-
la jonka mddrd on yksi uridyylihappo 12 sytidyylihappoa
kohden), jonka molekyylikokojakauma on yli 13S5; testiai-
ne (IV) on poly—I-poly(Clz,U), jonka molekyylikokojakau-
ma on 4SS - 135 (S-arvo = 9); testiaine (V) on poly-I-poly-
(C20,S4U) (nimittdin poly=-C-johdannainen jossa sytidyyli-
hapot on korvattu 4-ticuridyylihapolla jonka md&drd on
vksi 4-tiouridyylihappo 20 sytidyylihappoa kohden), jon=-
ka molekyylikokojakauma con yli 13 S; ja testiaine {(VI)
on poly-l-poly(czo, S4U), jonka molekyylikokojakauma on
v1i 4S5 - 138 (S-arvo = 9).

Kontrolliryhmd tarkoittaa, ettd annettiin vain fy-

siologista suolaliuosta.
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Testiaine Annos Testattujen hiir- Inhibitio
{(ng/hiiri) ten lukumddrd %
Kontrolli - 10 -
Testiaine (I) 100 10 g3*
Testiaine (II) 100 10 63*
Testiaine (III) 100 10 73%*
Testiaine (IV) 100 10 34*
Testiaine (V) 100 10 T5*
Testiaine (VI) 100 10 52*

(*): P < 0,01, merkitsevi ero.

Y114 oleva taulukko osolttaa selvidstl, ettd tdmidn
keksinndn nukleiinihappojohdannaisilla on merkitsevd tuu-
morisolujen kasvua inhiboiva vaikutus karsinoomaisiin hii-
riin.

Tuumorisolujen metastaasia ehkdisevd vaiku-

tus keuhkossa

Isologisia transplantaatiokelpoisia melanooma
B16F10 -soluja (2 x 105) implantoitiin C57BL/6 hiiriin
(uros, 1kd 5 viikkoa) niiden suoneen. Kaksi viikkoa im-
plantaation jdlkeen tuumoritransplanttinodien lukumddrd
(pesdkkeiden lukumddrd) laskettiin. Testiainetta annet-
tiin suonensisdisesti eldimille 24 tuntia ennen Bl6F10-
melanoomasolujen transplantaatiota niiden suoneen. Koe-
eldinten lukumddrd oli 9. Saadut tulokset esitetddn tau-
lukossa alla. Testiaine (I), testiaine (IT) Jja kontrolli

ovat samat kuin ylldmainitut.



10

15

20

25

30

35

13

Testiaine Annos Pesdkkeiden Inhibitio
(ug/hiiri) lukumddrd %
Kontrolli - 85 + 5 -
Testiaine (I) 5 25 + 8% 71%
Testiaine (II) 50 11 + 3% 87*
Testiaine (III) 500 1+ 1* 99*
Testiaine (IV) 5 58 + 8* 33%
Testiaine (V) 50 25 + 7* 72%
Testiaine (VI) 500 13 + 2% 84*

(*): P < 0,01, merkitsevd ero.

Y114 oleva taulukko osoittaa selvédsti, ettd tdmdn
keksinndn nukleiinihappojohdannaisilla on merkitsevd tuu-
morisolujen metastaasia keuhkoon inhiboiva vaikutus hii-
rissd.

Keksinndn nukleiinihappojohdannaisten turvallisuus
mainitaan alla.

Sytotoksisuus hiiren luuydinsoluille

Tdmidn keksinndn nukleiinihappojohdannaiset tut-
kittiin myrkyllisyyden suhteen hiiren luuydinsoluille.
Testiaine (I), testiaine (II), testiaine (III), testiai-
ne (IV), testiaine (V) ja testiaine (VI) ovat samat kuin
ylldmainitut. Kontrollirvhmédlle annettiin vain fysiolo-

gista suolaliuosta.
Kutakin testiainetta ruiskutettiin suonensisdises-

ti Balb/c-hiirin (ik& 8 viikkoa, uros) 0,5 mg/kg. Kuhun-
kin testiryhmddn kuului viisi hiirtd. 24 tuntia ruiskeen
jdlkeen luuydinsolut poistettiin kustakin hiirestd. So-
lut kiinnitettiin ja varjdttiin giemsavdrjdykselld. Pyyh-
kdisyn soluja tutkittiin mikroskoopilla ja variaatiopro-
sentti laskettiin muodostuneiden retikulosyyttien mddrdn

perusteella seuraavan kaavan mukaan.

(Kontrolli) - (Testiryhmd) .,

vaihteluprosentti (%) =

(Testiryhmd)
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Saadut tulokset esitettiin alla olevassa taulu-

kossa.
vaihteluprosentti (%)

Testiaine (I) 61
Testiaine (II) 0
Testiaine (III) 59
Testiaine (IV) 0
Testiaine (V) 30
Testiaine (VI) 0

Y11ld oleva taulukko osoittaa selvidsti, ettd tdmin
keksinndn nukleiinihappojohdannaiset ovat erittdin tur-
vallisia.

Akuutti toksisuustesti suoritettiin kdyttden
balb/c hiirid. Testiaine annettiin hiirille suonensisdi-
sesti kerran ja LD¢ laskettiin kuolleiden hiirien mdéd-
rdstd yhden viikon jdlkeen. Saadut tulokset esitettiin

taulukossa alla.

LD50
Koe-eldin Antotapa Testiaine (I) Testiaine (IT)
balb/c
hiiret i.v. 35 mg/kg > 150 mg/kg

Kuten ylld olevasta taulukosta selvdsti ndkyy, tes-
tiaine (IT):n myrkyllisyys on paljon alempi kuin testiai-
neen (I). Tdstd ilmenee ettd myrkyllisyys on l&dheisesti
vhteydessd nukleiinihappojohdannaisten ketjunpituuteen.

Seuraavat esimerkit on tarkoitettu kuvaamaan tdmdn
keksinndn nukleiinihappojohdannaisten valmistusta yksi-
tyiskohtaisemmin, mutta el rajoittamaan tdmdn keksinndn
laajuutta.

Esimerkki

(1) Kaksoisketjuisten nukleijinihappojohdannaisten

valmistus
Yhtd suuret moolimddrdt kaupallista poly-C:td

(jonka S-arvo on 6 = 12) ja poly-I:td (jonka S-arvo on
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6 - 12) ja poly-I:td (jonka S-arvo on 6 - 12) liuotet-
tiin 50 mM NaCl sisdltdvddn Tris-puskuriin, Jjolloin saa-
tiin liuos jossa konsentraatio oli 10 - 20 mg/ml. T&md
kuumennettiin vdhitellen vesihauteessa huoneenldmmdstd
68 “C:seen. Kun sitd oli pidetty 68 °C:ssa noin 10 minuut-
tia sen annettiin jd&8htyd huoneenldmpddn. Sitten se va-
rastoitiin 4 °C:ssa.

Siten valmistettu liuos pakastekuivattiin, jol=-
loin saatiin 1,2 g valkoista kiintedd nukleiinihappoijoh-
dannaista.

Témd on ylldmainittu testiaine (I), (jonka S-ar-
vo on 13 - 24).

Samaan tapaan kuin yl1l&, paitsi ettd poly-C:n si-
jasta k&ytettiin poly(Clz, U), saatiin poly—I-poly(Clz,U)
(testiaine (III), jonka S-arvo on 13 - 24). Mydskin sa-
maan tapaan kuin ylld, paitsi ettd poly-C:n sijasta kdy-
tettiin poly(C20, S4U), saatiin poly—I-poly(CzO, S4U)
(testiaine (V), jonka S—arvo on 13 - 24).

Koska yll&mainittu menetelmd on yleinen, kaikki
yll&mainitut nukleiinihapot voitaisiin myds valmistaa
samoin kuin poly-I-poly-C.

(2) Nukleiinihappojohdannaisten muuttaminen pieni-

molekyyligiksi yhdisteiksi
1 g ylldmainitussa vaiheessa (1) saatua testiainet-

ta (I) liuotettiin 120 g:aan vettd ja siihen lisdttiin
30 ml liuosta jossa oli 5M NaCl ja 150 ml formaldehydid.
Syntyvd3d seosta sekoitettiin voimakkaasti, jolloin saa-
tiin homogeeninen liuos. Kun reaktioliuosta oli kumennet-
tu 80 “c:ssa 8 tuntia, se dialyscitiin tdysin vettd vas-
ten ja pakastekuivattiin jolloin saatiin 0,95 g valkois-
ta kiintedd ainetta.

Tdmd on testiaine (II) (jonka S-arvo on 8).

1l g ylldmainitussa vaiheessa (1) saatua testiainet-
ta (III) liuvotettiin 120 g:aan vettd ja siihen lisdttiin
30 ml liuosta jossa oli 5M NaCl ja 150 ml formaldehydid.

Sytyvdd seosta sekoitettiin voimakkaasti, Jjollcoin saatiin
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homogeeninen liuos. Kun reaktioliuosta cli kuumennettu
60 °C:ssa 12 tuntia, se dialysoitiin tdysin vettd vas-
ten ja pakastekuivattiin jolloin saatiin 0,95 g valkois-
ta kiinted&d ainetta.

Tdmd on testiaine (IV}) (jonka S-arvo on 9).

1 g ylldmainitussa vaiheessa (1) saatua testiai-
netta (V) liuotettiin 120 g:aan vettd jJa siihen lisdt-
tiin 20 ml liuosta jossa oli 5M NaCl ja 150 ml formalde-
hydid. Syntyvdd seosta sekoitettiin voimakkaasti, jol-
loin saatiin homogeeninen liuos. Kun reaktioliuosta oli
kuumennettu 80 °C:ssa 8 tuntia, se dialysoitiin tdysin
vettd vasten ja pakastekuivattiin jolloin saatiin 0,95
g valkoista kiintedd ainetta.

Tdmd on testiaine (VI) (jonka S-arvo on 9).

Kuvio 1 esittdd geelisuodatuksena tehdyn korkealuok-
kaisen nestekromatografiaeluointikuvion vastaavista testi-
aineista, joissa ordinaatta kuvaa absorbanssia 260 nm Jja
abskissa kuvaa piddtysaikaa (min) ja vastaavaa bp:td. (1)
on testiaine (I), (2) on testiaine (III), (3) on testi-
aine (IV), (4) on testiaine (II), (5) on testiaine (V) ja
(6) on testiaine (VI).

HPLC-olosuhteet olivat seuraavat: kdytettiin TSK-
geeli G-DNA-PW -geelisuodatuskolonnia. Eluointi saatiin
aikaan 1 mM EDTA:1la ja 0,3 M NaCl -liuosta sisdltdvalld
Tris-HCl-puskurilla (pH 7,5). Eluointinopeus oli 0,2 ml/
min. ja eluointiaika kuvattiin vastaavan eluointikuvion
yldpuolella (abskissa). Ultraviolettia absorboivaa aal-
lonpituutta 260 nm kdytettiin havaitsemiseen ja absor-
banssi tdydelld skaalalla 0,04 OD/ml esitettiin kuvion
ordinaatta-akselilla.

Numerot abskissan (bp) alapuolella tarkoittavat
DNA:n emdsten lukumddrdd.

Merkkeind kdytettiin hydrolysoituja fragmentteja
M13 fagi RF-DNA:sta hydrolysoituina restriktiocentsyymeil-
14.
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Eluointikuviot testiaineelle (I) ((1) piirrok-
sessa), testiaineelle (III) ((2) piirroksessa) ja testi-
aineelle (V) ((5) piirroksessa) muistuttavat selvdsti
toisiaan ja niissd eluointikuvion kdyrdt ilmestyvdt 34
minuuttia ndytteen lisdyksen jdlkeen kaikissa tapauksis-
sa. Huippu osoittaa tyhjd&d aluetta alueella, josta huo-
mataan ettd melkein kaikkien testiaineiden komponenttien
emdsluku on 6 000 tai enemmdn.

Lisdksi huomataan ettd pineimolekyylisten testi-
aineiden, testiaineen (II) ((4) piirroksessa), testi-
aineen (IV) ((3) piirroksessa) ja testiaineen (VI) ((6)
piirroksessa) molekyylikokojakauma (huippu) oli ldhelld
150 (emdsluku) ja 600 (emdsluku) ndille pienimolekyyli-
sille testiaineille.

Jos molekyylikokoa kuvataan "emdsluvulla", "emds-
luvun" yksikkd voi olla sama kuin "bp":n kuviossa 1.

Esimerkiksi poly-I-poly-C valmistettiin leikatta-
vaksi pienimolekyylisiksi rakennusaineikseen, minkd jdl-
keen reaktioaikaa ja reaktioldmpdd jatkuvasti muutettiin.
Syntyvdt prosessista saadut pienimolekyyliset aineet mai-
nittiin alla maksimimolekyylikokojakauman (emdsluku) ja

molekyylikokojakauman (emdsluku) suhteen.

Reaktioldmpd Reaktio- Maksimimolekyyli- Molekyyli-
aika jakauma (emdsluku) Jakauma
(emdsluku)
- 0 tuntia - >10 000
80 °c 24 tuntia 30 10-55
80 °c 16 tuntia 100 50-800
60 °c 8 tuntia 1000 200-6000
60 °C 12 tuntia 600 50=5000

Y114 olevassa esimerkissd kaksisdikeilstd RNA:ta
valmistettiin leikattavaksi pienimolekyylisiksi aineik-
si. Analogisesti yksisdikeistd RNA:ta voidaan kdsitelld

juuri samoin.
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Vaikka keksintdd on kuvattu yksityiskohtaisesti
ja viitaten sen spesifisiin toteutustapoihin, on selvdd
alaa taitaville, ettd erilaisia muutoksia ja muunnelmia

voidaan tehdd siihen poikkeamatta sen hengestd ja piiris-

td.
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Patenttivaatimukset:

1. Kaksoissdikeiset nukleiinihappojohdannaiset,
joiden perusrakenteena on RNA, t unnet tu siitd,
ettd johdannaisten kokonaismolekyylipainojakauma on
alueella 4S5 -~ 138 ilmaistuna niiden sedimentaatiovakion
arvona.

2. Kaksoissdikeiset nukleiinihappojohdannaiset,
joiden perusrakenteena on RNA, t unne t tu siitd,
ettd johdannaisten molekyylien maksimijakaumaa varten
kokonaismolekyylipainojakaumassa emdsluku on alueella 50 =
10 000.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukaiset nukleiini-
happojohdannaiset, t unne t tu siitd, ettd ne on
valittu joukosta, johon kuuluvat polyinosiinihappo-poly-
(5-bromisytidyylihappo) jonka S-arvo on 4 - 13, edulli-
sesti ne joiden molekyyleissd maksimimolekyylijakauma
varten on emdsluku 100 - 600; polyinosiinihappo-poly(2-
tiosytidyylihappo) jonka S-arvo on 4 - 13, edullisesti
ne joiden molekyyleissd maksimimolekyylijakauma varten
on emdsluku 100 - 600; poly(7-deatsainosiinihappo) ‘poly-
sytidyylihappo jonka S=-arvo on 4 - 13, edullisesti ne
joiden molekyyleissd maksimimolekyylijakauma varten on
emdsluku 100 ~ 600; poly(7-deatsainosiinihappo) *poly(5-
bromisytidyylihappo) Jjonka S-arvo on 4 - 13, edullisestil
ne joiden molekyyleissd maksimimolekyylijakauma varten
on emdsluku 100 - 600; poly(2'-atsidoinosiinihappo) ‘poly-
sytidyylihappo jonka S-arvo on 4 - 13, edullisesti ne
joiden molekyyleissd maksimimolekyylijakauma varten on
emdsluku 100 -~ 600; polyinosiinihappo-poly(sytidiini-5'-
tiofosforihappo} jonka S-arvo on 4 - 13, edullisesti ne
joiden molekyyleissd maksimimolekyylijakauma varten on
emdsluku 100 - 600; polyinosiinihappo-poly(sytidyyli-
happo, uridyylihappo) jonka S-arveo on 4 - 13, edullises-
ti ne joiden molekyyleissd maksimimolekyylijakauma varten

on emdsluku 100 - 600; polyinosiinihappo-poly(sytidyyli-
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happo, 4-tiouridyylihappo) jonka S—-arvo on 4 - 13, edul-
lisesti ne joiden molekyyleissd maksimimolekyylijakauma
varten on emdsluku 100 - 600; polyinosiinihappo-polysy-
tidyylihappo-poly-L-1lysiini jonka S=arvo on 4 - 13, edul-
lisesti ne joiden molekyyleissd maksimimolekyylijakauma
varten on emdsluku 100 - 600; polyinosiinihappo-:poly(l-
vinyylisytidyylihappo) jonka S-arvo on 4 - 13, edullises~-
ti ne joiden molekyyleissd maksimimolekyylijakauma varten
on emdsluku 100 - 600.

4., Tuuromien vastainen valmiste, t unnet t u
siitd, ettd se sisdltdd aktiivisena aineena minkd tahansa
patenttivaatimuksen 1 - 3 mukaista kaksoissdikeistd nuk-
leiinihappojohdannaista.

5. Virusten vastainen valmiste, t unnet tu
siitd, ettd se sisdltd88 aktiivisena aineena minkd tahan-
sa patenttivaatimuksen 1 ~ 3 mukaista kaksoissdikeistd
nukleiinihappojohdannaista.

6. Patenttivaatimuksen 4 mukainen tuumorien vas-
tainen valmiste, t unne t tu siitd, ettd se lisdksi
sisd1t88 yvhtd tail useampaa biologista vasteenmuunninta
ja/tai karsinostaattia.

7. Patenttivaatimuksen 5 mukainen virusten vastai-
nen valmiste, t unnettu siitd, ettd se lisdksi
sisdltdd yhtd tai useampaa biologista vasteenmuunninta

ja/tai karsinostaattia.
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