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(57) Anotace:

Specificky modifikované oligonukleotidy komplementarni k tiseku
lidského genu Ha-ras a mRNA, a jejich pouZiti ke specifické
regulaci, modulaci nebo inhibici exprese genu Ha-ras, a dile jejich
pouiti jako Iéku v 1é8eni nemoci, které jsou dfisledkem
abnormélni exprese genu Ha-ras, zejména v kombinaci s dalsi
chemoterapif nebo radioterapii. Modifikovany
oligodeoxynukleotid podle vyndlezu mé sekvenci 5'-
TXAXTXTXCXCxGXTXCXAXT-3'-O-PO-O-R, kde x je o nebo s, a
to s podminkou, ze X je 4 aZ 9krit s, 0 znamend fosfodiesterovou
internukleosidovou vazbu a s znamen4 fosforothioatovou
internukleosidovou vazbu, R je alkylova skupina s 8 az 21 atomy
uhliku, -/CH,CHO,/CHy/ ,CH; nebo -CH,-
CH/OH/CHy/O/CHy/ -CHs, kde n je celé &islo od 1 do 6, mje celé
Cislo od 0 do 20 a q je celé &islo od 7 do 20, A je 2
deoxyadenosin, G je 2'-deoxyguanosin, C je 2-deoxycytidin a T je
thymidin,
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Modifikované oligonukleotidy komplementadrni k lidskému genu

Ha-ras a farmaceutické pripravky, které je obsahuji‘

Oblast techniky

Predklddany vynalez se tvyka specificky modiﬁikovahYch
oligonukleotidl komplementarnich k dseku lidského genu Ha-ras
a mRNA, a jejich pouZiti ke specifické regulaci, modulaci
nebo inhibici exprese genu Ha-ras, a dadle jejich pouiiti jako
léku k lécCeni nemoci, ktéré jsou dusledkem abnormélni exprése

genu Ha-ras.

Dosavadni stav techniky

V celé fade systémﬁ, jak in vivo tak 1in vitro, bylo
ukdzéno, Ze antisense oligonukleotidy (RO) Jjsou specifickymi
inhibitory genové exprese (Uhlmann a Peyman, Chem. Rev. 1990,
90, 543). |

Jeden z hlavnich problémi, se kterym se setkavame pfi
pouziti nemoaifikovanych oligonukleotidd obsahujicich pouze
fosfodiesterové internukleosidové vazby (PO-oligonukleotidy),
je rychla degradaée tohoto typu oligonukleotidd v bufikdch
a biologickych tekutinéch jako je napt. sérum = nebo

" cerebrospindlni mok, diky celé fads nukleoiytickych aktivit.
Bylo provadéno mnoho rUznych modifikaci oligonukleotidﬁ, aby
se zlep3ila jejich nukleolytickd stabilita (Uhlmann a Peyman,

Chem. Rev. 1990, 90, 543). K témto modifikacim patis
modifikace nebo nahrazeni fosfodiesterové  internukleosidové
’vazby, cukru, nukleobaze nebo cukr-fosfatové kostry

oligonukleotidu. Nejvice zkoumanou modifikaci je zména
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intérnukleosidové vazby, zahrnujici fosforothioadtové (PS),
metylfosfonatové (MeP) a fosforodithiodtové (PSS) vazby. Je
tfeba zddraznit, Ze modifikace oligonukleotidu neméni.pouzé
jeho nukléézovou stabilituy, ale také dals$i vlastnosti
oligonukleofidu jako Jje " nap¥. Dbunélny pfijem, aktivace
Rnazy H, sila a specifiénost vazby k éilové nukleové kyseliné
apod. Nesmime  zapomenout také na to, Ze stabilita
modifikovaného oligonukleOtidu v séru, éasto uzivand k urceni
nukledzové stability oligonukleotidu, neni jedinym uréujicim
faktorem intraceluldrni aktivity (P.D. Cook, vV Antisense
Research and Applications, Crooke and Lebleu, Eds., CRC
Press, Boca Ratbn, 1993, kapitola 9, s..149 a nésledujici).
Fosforothioaty (PS) modifikované oligonukleotidy jsou
nejcastéji uZiVané,modifikované oligonukleotidy. Pro umist&ni
fosforothiodtovych (PS) vazeb v antisense oligonukleotidech

byly vyvinuty nédsledujici strategie:

1) Nahrazeni v3ech fosfodiesterovych internukleqsidonch

vazeb fosforothiodtovymi vazbami

Vysledné "vée—PS—oligdnukleotidY" (zkfécené PS-oligo-
nukleotidy) jsou mnohem stabilnéj3i a odolﬁéjéi proti
nukledzam neZ PO-oligonukleotidy (Monia et al., J. BRiol.
Chem. 1996, 271, 14533) . Napt. degradace vSe-PS-

oligonukleotidd endonukledzami je zpomalena 2 aZ 45x ve
srovnani s PO-oligonukleotidy (Stein et al., Nucleic Acids
Res. 1988, 16, 3209). V oocyteéh nebo embryich Xenopus
degradace mikroinjikovanYch PO-oligonukleotidl probiha

S polbéasem kolem 30 minut, zatimco: VSe—PS—oligonukleotidy

‘maji za stejnych podminek polodas kolem 3 hodin (Woolf et

al., Nucleic Acids Res. 1990, 18, 1763). VS8e-PS~-
oligonukleotidy si uchovavaji schopnost. aktivovat Rndzu H.

Hlavni nevyhodou . vée—PS-oligénukleotidﬁ “je to, Ze Jejich
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schopnost vytvafet stabilni hybridy s cilovou nukleovou
kyselinou je sniZena a - Ze ¢asto dochéazi ke  vzniku

nespecifickych "nen-antisense" u&inkd (Monia et al., J. Biol.

'Chem. 1996, 271, 14533).

2) Oligonukleotidy obsahujici jak fosforothioatové tak
i fosfodiesterové internukleosidové vazby

Ve snaze prekonat neZadouci "non—antisenée" ucinky
pozorované u v§e—PS~oligonukleotidﬁ, byly ’syntetizovény
oligonukleotidy obsahujici 'jak  fosforothiocatové tak
i fosfodiesterové internﬁkleosidové.'vaZbyI a byla testovéna'
jejich stabilita .a biologickd aktivita. . ‘ ‘

Ghosh et al. (Anticancer Drug Design 1992, 8, 15)
popsali  PS-PO-oligonukleotidy obsahujici razné procento
zaStoupeni PS vazeb. Jejich kohstrukty byly nap¥. podle
vzorce (PS-PO-PO-PO),, (PO-PO-OPS),, (PS-PO)., [(PO)s-(PS),].,
(PO-PS-PS),. Uké&zali, Ze obsah nejménd 50 % PS vazeb je
nésztny pro selektivni inhibici translace in vitro
a aktivita dramaticky klesala, kdyZ obsah PS.vazeb byl mensi
nez 50 %. Nedédvno bylo ukazano, Ze oligonukleotidy obsahujici
50 $ PS-vazeb usporadanych podié vzorce (PS-PO), ﬁéprojevujif

Zédnou biologickou aktivitu v testovacim systému, kde vie-PS-

oligonukleotidy a PO-PS-oligonukleotidy s "koncovym
ﬁzavfenim" (viz dale) se stejnou sekvenci Dbyly vysoce
aktivni. '

3) Oligonukleotidy s "koncovym uzavfenimf, kde Jjeden, dva
nebo tri interndkleosidové mistky na 5°- a/nebo 3 -konci
oligonukleotidu jsou modifikované fosforothiocdtem (tzv. "gap
technika") | | |
Tento zpusob modifikace byl puavodné névrien pro ochranu

oligonukleotidﬁ pted degradaci exonukledzami. ZVléété
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modifikace na 3 -konci oligonukleotidu jsou potfebné, nebot
ty ochranuji pfed .degradaci 3" -exonukleadzami, které Jsou

nejhojnéjsimi nukleédzami v séru (Uhlmann a Peyman, Chem. Rev.

© 1990, 90, 543).

Zajimavé srovnéni strategii 1l:ze néjit v publikaci Héke
et al. (Nucleichcids Res. 1991, 19, 5743). AutoPi srovnavali
ucinek celé Fady antisense"PS—oligonukleotidﬁ protin HSV-1
v buné&&né kultufe..  Jejich . zjisténi potvrdilo, Ze

oligonukleotidy s 3°- nebo 3"+5 -koncovym uzavfenim (prvni

CEFi internukleosidové vazby byly v kazdém pripadé

modifikovany), = podobné . jako VéérPS—oligonukleotidy, jsou
dostate&né chrénény pfed degradaci nukledzami ze séra.
Naproti tomu :oligonukleotidy modifikované wuvnitf (t¥i PS
mistky) a oligonukleotidy s uzavfenim jen na 5°-konci (opét
prvni‘ tri internukleosidové vazby byiy médifikovény) jsou
rychle degradovany. Ale v rozporu s tim auto¥i zjistili, 3Ze
uzavfeni ani na 5°- ani na 3'-konci &i na obou soulasné
nejsou dostatecné pro aktivitu uvnitk buﬁky, a tudiZ dospéli
k zadvéru, Ze Jje nutnd uniformni modifikace (tj. v3e-PS-
oligonukleotidy) k dosazZeni dOStateéné stability proti
nukledzam v bunce. '

'V souCasnosti bylo zjidténo, Ze pyrimidinové nukleosidy
jsou v oligohukleotidech " mista s nejvét3i citlivosti
k nukledzam (Peyman, A., Uhlmann, E. Biol. Chem, Hoppe-Seyler
1996, 1996, 377, 67, EP 0 653 439 A2). Bylo zjidténo, Ze

‘kombinace .ochrany pyrimidinovych pozic v oligonukleotidu

pomoci koncovych uzavfeni a PS (tzv. metoda "minimalni
modifikace") jsou dostatecné k tomu, aby se oligonukleotidy‘

staly vyche rezistenthi k degradaci nukledzami. Biologicka

‘uéinnost oligonukleotidu (proti viru Herpes simplex) s timto




e ssse . . .

. . . (X} LX) [ ‘e [
. . ) . . PY o M
L d L] L L ] L ] [ ] e [ X X
. . e . [ . . [}
LX) L X ] L X R ] 00 LR J o

typem PS modifikace byla srovnatelnd s uéinnosti v3e-PS-
oligonukleotidu.' : v

| Jeden z hlavnich problémi, se kterym se setkavéme pfi
pouziti AQ, at bjsou stabilizovény proti degradaci nebo
nikoliv, je to, Ze jsou Zpatné pEijiminy bufkou.  Byly
vyzkouSeny ruzné pristupy, aby se tento problém'odStranil.
Vétsina téchto \metod ‘zahrnuje pfipojeni rlznych léatek
k oligonukleotidu. K takév?m modifikacim patrfi napr.
pfipojéni peptidu k oligbnukleotidu (Lemaitre, M. et al.,
Proc. Natl. Acaa. Sci. USA 1987, 84, 648) a nebo pripojeni
lipofilniho zbytku" jako napt. alkylového fetézce nebo
cholesterolu k oligpnukleotidu (Saison-Behmoaras, T. et al.,
EMBO J., 1991, 1111-1118, Will, D.W. a Brown, T, Tetrahedron
lett., 1992, 33, 2729). Av3ak bylo zjiéténo,. e v mnoha
pfipadech vneseni 1lipofilni skupiny zp@sobuje biologické
» ucinky, _které' Jsou -nezavislé na sekvenci oligonukleotidu.
Nespecifické ulinky byly napf. popsany pro  konjugity
‘Cholesterol4qligonukleotid (Hendérson, G.B. a Stein, é,A.,
Nucleic. Acids Res. 1995, 23,3726) a pro oligonukleotid
navazany na alkylovy Fetézec (Shea)v R.G. et al., Nucleic;
 Acids Res.1990, 18, 3777). Saison-Behmoaras, T. et al. (EMBO
J., 1991, 1111-1118, W096/34008) publikovali, Ze 9mer v3e-PO-
oligonukleotidu derivatizovany né '3°-konci dodekanolovou
skupinou a na 5"-konci akridinonm. zesitovacim &inidlem,
pfiéemi tento oligonukleotid byl antisense oligonukleotidem

k mutovanému genu Ha-ras, inhiboval proliferéci‘ bunék T24

lidského karcinomu mo&ového méchyre. Nebylo v3ak »provedeno

Zadné srovnanl - antiproliferacdni aktivity tohoto
oligonukleotidu s odpovidajicim oligonukleotidem bez
konjugace s dodekanolem. Buné&ény prijem dodekanolového

oligonukleotidu byl charakterizovan jako 4x vy33i ne’ pfijem

nemodifikovaného oligonukleotidu bunikami T24. Oligonukleotid
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modifikovany dodekanolem a akridinem nemé&l -Zddny vliv na
proliferaci 1lidskych bunék 2z prsu nesoucich nemutovany gen
Ha-ras. To mbZe byt déno budto sekvenéni specifilnosti
antisense oligonukleotidu nebo je to disledek nedostate&ného
pEfijmu  buiikou. JelikoZz buné&lny prfijem oligonukleotidu
modifikovaného dodekanolem a akridinem bufikami prsu nebyl
stanoven, p¥ricinou mbZe byt zcela, nebo alespon Céstelné to,
Ze oligonukleotid nebyl buifikami prsu pfijimén a tudi? nemé&l
ptileZitost pfojevit sekvencné nespecificky ucinek na’
buné&nou proliferaci.

Asi 20 % lidskych nadorl ma mutace v jednom 2z genil ras
(Ha-ras, Ki-ras a N-ras), které vedbu k nadmérné expresi
proteinu p2l, ktery hraje daleZitou 'roli‘ v transformovaném
fenotypu '(Bos, T.L., Mutation Res. 1988, 195, 255). Bylo
publikovano, Ze inhibice ruznych genl ras v rdznych typech
bunék budto neméla 'Zadny u&inek nebo inhibovala bunécnou
proliferaci, a to v zavislosti na tom, ktérf Z genl ras
kontroluje bunénou proliferaci (Chen et al., J. Biol. Chem;,
1996, 271, 28259-65) . Bylo navrieno, Ze - diferencialni
modulace jednotlichh genl ras by mohla byt zplsobem, jak
inhibovat rust nadorQ a pfitom minimalizovat WU&inek na rust
normalnich bunék. Jednim 2z ndvrhd Uspé&3né terapie nadort
indukovanych Ha-ras bylo regulovat, modulovat nebo inhibovat
expresi genu Ha-ras. Bylo ukézano, Ze antisense
oligodeoxynukleotidy (oligonukleotidy) pusobi jako specifické
inhibitory éxprese ras mRNA v bezbunéénych systéméch,
v kulturach transformovanych bunék (Saison—Behmoéras, T. et
al., EMBO J., 1991, 1111-1118, Monia et al., J. Biol. Chem.
1996, 271, 14533) a 1in vivo vV raS—aktivovanYch - nadorech
(Gray,G.D., Cancer Res. 1973, 53, 577). | |

Aby bylo moZné modulovat exp}esi divoké formy nebo

mutovaného genu ras, Brown et al. (Oncogene Res. 1989, {4,
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243~252) navrhli pouZit anti-ras oligodedxyribonukléosid—
metylfosfonaty, ‘které jsou komplementéarni k;ﬁseku
s iniciadnim kodonem mRNA Blab-ras P21 (mysl verze lidského
genu Ha-ras). Av3ak jé dobfe znadmo, Ze metylfosfonaty
projevuji 'nékolik" hlavnich nevyhod ve srovnani
svfosforofhioéty, krom€ jiného maji Spatny pfijem bufikou. |

‘Monia et al. (J. Biol. Chem. 267, 1 9954-1 9962, 1 992;v
WO 92/22651) popsali antisense = vie-PS-oligonukleotidy
a antisense Qligonuklédtidy obsahujici rudzné procentualni
‘zastoupeﬁi PS "vazeb (WO 94/08003) namifenych proti useku
iniciace translace nebo kodonu 12 lidského genu Ha-ras, cozZ

ma ov3em JiZz vySe zminénou nevyhodu 3patného buné&ného.

piijmu.
Pirollo et al. (Biochem. Biophys. Research Comm. 230,
196-201, _ 1997) navrhli pouzit anti—ras _ vée—PS—Qligo—

nukleotidy, aby se zru3ila/zvratila odolnost néddrovych bunék
proti zafeni. AvSak tyto oligonukleotidy mély nevyhody
(3patny bunéény pfijem, neétabilita).

Proto je cilem p¥edkladaného vynalezu  poskytnout
oligonukleotidy, modifikcvana tak, e se zlepSi Jjejich
stabilita a pfijem bufikami které jsou komplementarni k mRNA
Ha-ras a které specificky reguluji, moduluji nebo inhibuji
expresi genu Ha-ras divokého typu nebo v‘mutované formég,
a které se mohou wuZit k inhibici proliferace néadorovych
- bunék, ke zruSeni/zvrédceni rezistence néadorovych buné&k
k zareni a k léCeni nemoci, které jsou zplsobeny abnormalni
expresi genu Ha-ras.

Predkladdany vynadlez ¥fe3i problém tim, Zevvposkytuje

modifikovany oligodeoxynukleotid se sekvenci id. &. 1:

51~ TXAXTXTXCXCXGXTXCXAXT~3 " ~O-PO,~O-R,

-
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kde

X je o nebo s,

A je 2'—déoxyadenosin,
G je 2'-deoxyguanosin,
C je 2’—deo£ycytidin a
T je thymidin.

Modifikované oligodeoxynukleotidy podle predkléadaného.
vyndlezu Jjsou Zv1435ta charakterizoviny tim, Ze maji Jednu

z nasledujicich sekvenci:

(a) 5'—TsAsToToCsCoGoTsCSAsT—B';O—POQ—OfR
(b) 5'—TsAsToToCsCoGsToCsAST—B‘—O—POZ—O—R
(c) 57—TsAoTsToCsCoGoTsCsAsT—B'—O—POZQO—R
(d) 5'—TsAoTsTsCsCoGoTsCsAsT=3'—O—POZ—O—R;
{(e) 5'-TsRAoTsToCsCsGoTsCsAsST-3'~0-P0-,-0-R
(f) 5';TsAoTsTsCsCsGoTsCsAsTfB'—O—POZ—O—R
(9) 5'ﬁTsAsToToCsCsGsToCsAsT—B‘—O—POsz—R
(h)  5'-TsA0TSTsCSCSGOTSCSAST-3'-0-PO,-0-R
(1) 5'-TSASTSTSCSCSGOTSCSAST-3'-0-PO,-0-R
J) 5'-TsAsToToCoCsGoTsCsAsT-3"'-0-P0,-0-R
(k) 5'-TSAsTsToCSCSGOTSCSAST-3'-0-PO,-0-R
{l) 5'-TsAsTsToCsCoGoTsCsAsT-3'-0-P0O;-0-R
(m) 5'-TsAsToTsCsCoGoTsCsAsT-3'-0-P0;-0=R
(n) * 5'-TsAsToToCsCsGoTsCoAsT-3'~0-P0O,-0-R
(o) . 5'—TsAsToTsCsCoGoTsCoAsT—B'—O—POZ—O—R_
(p) 5'-TsAOTSTSCOCSGOTSCOAST-3'-0-P0O,-0-R
(q) 5'-TsAsTsToCsCsGoToCsAsT-3'-0-P0O,-0-R
(r) 5'-TSASTSToCOCSGOTOCSAST-3'-0-P0,-0-R
{s}) 5'-ToAoTsToCsCoGoToCsAsT-3.'-0-P0,-0-R nebo
(t) v5'~TsAsTsTsCsCsGoTsCsAsT—3‘—O—POZ¥O—R,
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pficemZ symboly o, s, R, m, n a qgaaAd G CarT maji sznam,

jak bylo JjiZ uvedeno a bude vysvétleno déale.

Modifikované  oligonukleotidy | pddle_ pfedkladaného
vyhédlezu jéou komplementarni k DNA nebo RNA odvozené
z lidského genu ﬁa—ras. Modifikovany oligonukleotid ‘podle
vyndlezu je komplementdrni k uUseku iniciace tfanslace Ha-ras
mRNA. Inhibuje tudiZ Jjak expresi ras divokého typu tak i
mutantu, coZ vede k inhibici proliferace nadorovych buné&k.
Oligohukleotid e modif;kovén tak, aby se =zlepSila jeho

stabilita. a vlastnosti buné&fného pfijmu. Oligonukleotid

obsahuje étyfi az devét fosforothiodtovych vazeb v uréithh"‘

pozicich, které jsou zvl4a5té nachylné. k napadeni nukleazami.
dligonukledtid je'modifikovén na 3 -konci alkylonm fetézcen
obsahujiéim 8 az 21 atomi uhliku nebo 1 aZ 21 atoml uhliku,
v?hodné alkylovym fetézcem s 16 atomy uhliku, kovalentné
navéZanYm budto 'prostfednict&im fosfodiesterového mistku
nebo  oligoetylénglykolfosfddiesterovou: vazbou nebo
glyceryléterfosfodiesterovou vazbou.

Zvliasté vyhodné provedeni pfedkladaného vyndlezu e

‘ modifikovany oligonukleotid, ktery ma sekvenci

5'-TsAsToToCsCoGoTsCSAST-3'-0-P0,~0-R
obsahujici 3est fosforothioétovych vaieb,'pfiéemZ proménné o,
s, R, m,'n aga?d G, CarcT méji vyée uvedeny vyznam.

R je 2zvla3dté vyhodn& -CH,CH(OH)CH,0 (CH,)15CHs, = (CH:)15CH;
nebo - (CH;CH,0) n- (CHa) 15CHs, kde n je celé &islo od 1 do 8,
vyhodné n je 1, 2 nebo 3. |

. Predkladany vynalez se_déle tykéd pripravy modifikovanych
oligonukléotidﬁ. Vyhodné se oligonukleotid syntetizuje
zpUsobem zaloZenym na standardnim chemickénm procesu

uZivajicim fosforamidity, jak je ukdzdno v prikladech 1 a 2.
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Fosforothiodtové vazby Jjsou pak .vneseny ‘nap¥. sulfurizaci
pomoci Beaucageho &inidla.

Prekvapivé bylo Zjiétého, Ze zvléété glycerolalkyléter,
tj. skupina -CH;-CH(OH)CH;0- (CH;) g-CHs, kde q je celé ¢&islo od
7 do 20, a konkrétné skupina —CHZCH(OH)CHZO(CHQ15CH3, navazany
fosfodiesterovou vazbou na 3 -konec oligonukleotidu poskytuje
oligonukleotid, jehoZ optimélni biologicka aktivita jiz neni,
zavisla na smichdni s &inidlem zesilujicim pfijem. Bylo to
poprvé, co byl nalezen oligonukleotid, ktery projevuje
stejnou biologickou uéinhost bez a nebo s pfidénim ¢inidla
zésilujiciho ptijem. / ,

Pfedklédany vyndlez se dale tykad pripravy modifikovanych
oligonukleotidﬂ. Vyhodné se oligonukleotid syntetizuje
zpUsobem - zaloZenym na standardnim . Chemickém procesu
uiivajicim’fosforamidity, jak je ukdzéno v pfikladech 1 a 2.
Fosforothioatové vazby Jjsou pak vneseny nap?. sulfurizaci
‘pomoci Beaucageho &inidla. :

.Modifikovany oligonukleotid podle pfedkladaného
vynalezu, Jjak byl popsan vy3e, je zvl1aitsd vhodny pro pouZiti
jako lé&ivo. Tudi? dal3im pfedmétem predkladaného vynéiezu Jje
modifikovany oligonukleotid podle wvynédlezu pro pouziti jako
lék, konkrétné farmaceuticky p¥ipravek, ktery obsahuje u¢inné
mnoZstvi alesporn jednoho modifikovaného oligonukleotidu podle
vynalezu. Modifikovany oligonukleotid podle p¥edkladaného
vynalezu 'je z&léété vyhodny pro pfipravu léku k léceni
nemoci, které jsou zptsobeny nadmérnou expresi a/nebo mutaci
genu Ha-ras nebo které jsou =zpUsobeny hyperproliferativni
poruchou. K takovym nemocem patfi zejména rakovina, restenéza
nebo psoriaza.

K transformujici aktivaci genu ras dochdzi asi u lO:aZ
20 % lidskych nadoru tim, Ze se amplifikuje gen ras na urovni

DNA nebo se nadmérné exprimuje protein ras na urovni mRNA.
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Geny ras mohou byt aktivovany bodovou mutaci v kodonu 12, 13
nebo 61 (Barbacid, M., Ann. Rev. Biochem., 1987, 56, 779-827,
Bos, Lowy, viz wvySe). Bodovéd mutace genu ras v kodonu 12
pfeméniuje norm&dlné regulovany protein na prdtein, ktery je
nepfetriitélaktivni. M& se za to, Ze ztréta'regulace normalni
funkce proteinu ras Jje zodpovédnd za transformaci normalni
buiky na buniku vykazujici maligni rast.

Modifikovany oligonukleotid podle pfedkladaného vynalezu
je zvlasté vhodny k regulaci, modulaéi/nebo inhibici exprese
genu Ha-ras. Modifikovany oligonukleotid podle vynalezu je
komplementdrni k Useku iniciace translace Ha-ras mRNA.
Inhibuje tudiZ jak expresi ras divokého typu tak i mutantu,
coZ vede k inhibici proliferace nadorovych bunék.
Oligonukleotid Je modifikovén tak, aby ée zlepSila Jjeho
stabilita a vlastnosti buné&cného pfijmu. Oligonukleotid
bbsahuje Cty¥i aZ devét foSforothioétvach vazeb v ur&itych
pozicich, které jsou zvlA3té& nachylné k napadeni nukledzami.
Bunéény pfijem oligonukleotidu je zlep3en alkylovou skupinou
obSahujici 8 aZ 21 atomlt uhliku nebo 1 aZ 21 atomt uhlikuy,
kovalentné navdzanym budto prost¥ednictvim fosfodiesterového
mistku nebo oligoetylénglykolfosfodiesﬁerovou vazbou nebo
glyceryléterfosfodiesterovou vazbou. Diky zlep3ené stabilité
a zlepSenému bunéénému pfijmu optimdlni biologicka aktivita
oligonukleotidu podle vynédlezu jiZ neni zavisla na smichani
s ¢inidlem zesilujicim pfijem.»

Proto Je oligonukleotid podle vyndlezu zvlaité vyhodny
pro pripravu 1léku, ktery je urden k regulaci, modulaci nebo
inhibici exprese genu Ha-ras, a to jak divokého typu Ha-ras
tak i jeho mutant.

V pfipadé&, Ze nemoc, které‘je disledkem mutace genu Ha-

ras, je rakovina, oligonukleotid podle p¥edkladaného vynalezu

-
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je zvlasté vhodny ©pro pfipravu 1léku, 'ktery inhibuje
proliféraci nadorovych bunék. _ “

AvSak na druhé strané oligodeoxynukleotid se vyhodné

uZije pro pfipravu 1léku proti  rakoviné, ktery se uziva
v kombinaci's chemtoterapil, a to zvla3té& v pripadech, kdy se
rakovinné buiky staly rezistentni k chemoterapii, nebot
oligodeoxynukleotid podle vynélezu zrudl/zvrati
chemorezistenci rakovinnych bunék. Proto je daldim predmé&tem
vynalezu pouZiti modifikovanych = oligonukleotida popsanych
vySe pro pfipfavu léku, ktery zru3i  chemorezistenci
~rakovinnych bunék.
Zvlasté diky tomuto konkrétnimu uc¢inku je oligonukleotid
. podle predkladaného - vynélezu‘ vhodny pro pfipravu
farmaceutického pripravku, ktery obsahuje G&inné mno’stvi
alespori jednoho dal3iho chemoterapeuticky a&inného &inidla.
'K takovym chemoterapeuticky u&innym ¢inidlim patfi napt.
cis-platina a Jjeji derivéty, vyhodné cis-platina, "N-lost"
derivaty (derivaty bischloretylaminu), vyhodné& cyklofosfamid,
trofosfamid a ifosfamid, aziridinové derivaty, vvhodné
thiothepa, derivaty N—hitrézomoéoviny, antagonisté kyseiiny
listove, vyhodné methotrexat, | analogy = purinovych - nebo
pyrimidinovych bazi, vyhodnd 5-fluorouracil, cytostaticky
uc¢inné antibiotika,“ vyhodné adriamycin, mitomycin a
daunorubicin, = antagonisté ‘estrogenu, vvyhodné& ~tamoxifen, a
derivéty nukleosidt, vyhodn& MDL 1C1,731 ((E) -2 -deoxy-2"-
(fluorometylen)cytidin, Cancer Res. 54, 1485-1490, 1994).

0 genech ras je zndmo, Ze se ﬁééstni signalni trénsdukce
riznych faktort ovliviujicich rust, diferenciaci
a onkogenezi; Nedévnév_VYZkumy ukdzaly, Ze onkogen raf-1,
ktery leZi "downstream" od ras v dréze signdlni transdukce,
se podili na expresi fenotypu reistence k zafeni. Lze ukazat,

Ze antisense oligonukleotid podle pfedkladaného _vynalezu
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namifeny proti iniciadnimu kodonu Ha-ras rudi 'rezistenci
nédorovych bunék. |

Proto je daléim pfedmétem predklédaného vynélézu pouzZiti
modifikovaného -oligonukleotidu podle vyndlezu pro pfipravu
farmateutického pripravku k léceni rakoviny v kombinaci
s radioterapii. Zejména modifikovany oligondeoxyukleotid
podle predkladaného vynélézu Je vhodny pro pEipravu léku,
ktery ruéi rezistenci rakovinnych bunék k zafeni. ‘ |

Modifikované oligonukleotidy . podle pfedklédaného\
» Vynélézu' se pfipravuji pouZitim l—alkénolu
'a oligoetylénglykomonoalkyléterufve spojeni s 3° derivatizaci
zplsobem popsanym v dokumentech EP 0 552 767 A2
a EP 0 552 766 A2, nebo s vyuiitim glyceryléterfosfodisterové

vazby pomoci pevného nosice, jak je popsano v prikladu i.

Tabulka 1: PFehled oligonukleotidll pouZitych v p¥ikladech

Modifikace | | - Kod
Eastedné fosforothiodt|SEQ ID. C. 2: PPS
antisense 5'-TsAsToToCsCoGoTsCsAST-3"

tastednd fosforothioat|SEQ ID. C. 3: PPS-S
sense , 5'—,AsTsGvoCsGoGoAsAsTsA—3' '
Zasteind fosforothioat|SEQ ID. &. 4: ' PPS-C16~S
sense+3 - Cisalkyl 5'—ASTSGOAOCSGOGOASASTSA—(POze

O-CH,CH (OH) CH;0 (CH;) 1sCH3) =3

tastedn& fosforothiodt|SEQ ID. C. 5: ‘ PPS-C16
antisense+3’~ Cjcalkyl 5'?TsAsToToCsCoGoTsCsAST-(POZ— '
' 0-CH,CH (OH) CH,0 (CH>) 15CH3) =3"
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Popis obrazkl
Obr. 1. Protinédorovy U¢inek PPS-Cl6 1in vivo. (H) +R je
kontrola s ozaFovéanim. ale bez oligonukleotidu, (M) -R je

kontrola beé ozarovani a bez oligonukleotidu, (0) AS+R ije
oSetfeni dligonukleotidem | PPS-C1l6 (antisense) spoleéné
s ozafovéanim), (@) AS-R Jje ofetfeni oligonukleotidem PPS-C16
bei ozatrovani a (A) StR je oSetreni oligonukieotidem

PPS—C16—S (sense) s ozafovanim.

Obr. 2. Zru3eni rezistence k zafenl v bunédné kultufe po
oSetfeni oligonukleotidem PPS-C1l6. Hodnota Dig je dédvka zé&feni

potfebnad ke sniZenl pfeZivani bunék na 10 %.

Priklady provedeni vynalezu

- Priklad 1
Syntéza pevného nosice pro syntézu  oligonukleotidu

funkcionalizovaného na 3 "-konci glycerolhexadecyléterem

navazanym fosfodiesterovou vazbou

DL-a-hexadecylglycerol (i mmol) byl vysuSen odpafenim
‘s 3x5 ml bezvodého pyridinu, pak ‘rozpuétén v bezvodém
pyridinu (3 mi);’Roztok byl ochlazen na 0 °C a ptidal se
4,4’—dimethoxytritylchlqrid (1,15 mmol). Reakce se michala
pfes noc. Reakce byla zastavena pridénim vddy (100 ml) a pak
odpatena do sucha. Zbytek byl rozbuétén v dichlormetanu (20

ml) a extrahovan t¥ikrat 10 ml 0,1M fosfatového pufru s pH 7.
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Organicka faze byla vysuSena nad siranem sodnym,
ptefiltrovana a odpafena. zbytek byl su3en odpafenim
s 2 x 5ml Dbezvodého pyridinu, ~pak rozpu3tén v bezvodém
pyridinu (2 ml). pak se pfridal 4,4-dimetylaminoppyridin
(1,4 mmol) a anhydrid kyseliny jantarové (2,1 mmol). Reakce

se michala pfes noc. Reak&ni roztok se odpafil do sucha a pak
dvakrat koevaporoval s tdluen:diChlometan/l:l. Zbytek se pak
rozpustil dichlormetanem (20ml), extrahoval 10% kyselinou
citronovou (11 ml) - a tfikrdt promyl vodou (11 ml).

K organické fazi se pak ptridaly dvé kapky trietylamiﬁu,'
- organicka féze se vysuéila nad siranem sodnym, filteréla
a odpatrila. Produkt Se déle purifikoval chromatografii na
silikagelu wuZitim gradinetu 1-4% metanol, 1% trietylamin

v dichlormetanu. VYslédny produkt byl ziskan jako <Ciry olej
s vytéikem 510 mg (62 %). Produkt (0,056 mmol),
N-etylmorfolin (0,07 mmol) a fBTU {0,056  mmol) byly
rozpudtény v MF (2 ml) a pfidal se k aminopropylbvému sklu
s kontrolovanymi péry (CPG, SOO’mg, 500 A)vFluka). Smés se R
tfepala 4 hodiny a CPG se pak oddélilo filtrovanim a opléchlo
- metanolem a dichlormetanem. CPG se pak uzaviral 1 hodinu
pouZitim anhydridu kyseliny ocotové/N-metylimidazolu v THF,
pfefiltroval a opléachlo metanolem, dichlormetanem, - THF
a dietaléteren. Po vysudeni ve vakuu byla nasyceni

dimetoxytrytylovymi skupinami ur&eno na 80mmol g~'.
Priklad 2

Syntéza oligonukleotidn

Oligonukleotidy byly syntetizovidny pomoci automatického

syntetizdtoru DNA typu 394 firmy Applied Biosystems (Applied
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Biosystems, Inc., Foster City," USA) standardnin postupem
s fosforamidity. Po navéazani byly vneseny fosoforothiodtové
vazby sulfurizaci pouZitim Beaucageho <&inidla (viz Iyer et
al., 1990) a pak .nésledovalo uzavfeni anhydridem kyseliny
octové a N;metylimidazolem v tetrahydrofuranu. Po od3tépeni
z pevného nosice a zévéreénéideprotekci'(odstranéni chrédnici
skupiny) provedené koncentrovanym amoniakemn, oligonuk;eotidy
byly -purifikovany gelovou elektroforézou. Pro syntézu
vhexadecyl—modifikovan?ch oligonukleotidd byl pouZit pevny
nosi¢ podle predchoziho pfikladu 1. V3echny oligonukleotidy
byly analyzovény hmotovou spektroskopil s negativnim iontovym
sprejem (Fisons Bio-Q), kterd ve vSech pfipadech potvrdila

“vypocltenou hmotnost.

Priklad 3
Inhibice translace Ha-ras mRNA In vitro

0,06 mg RNA bylo zahrféato spoleéné s prislusnym
oligonukleotidem v 10mM Tris-HCl, pH 7,5, S5mM MgCl2, 25mM KCl
a 1lmM DIT na 90 °C na 2 minuty a ponechéano pomalu chladnout
na teplotu mistnosti, coZ vedlo k nasednuti oligonukleotidu.
Transladni reak&ni smds (10 pl) obszhovala 0,06 mg RNA, ruzna
mnozstvi oligonukleotidu (1, 5, lO nebo 20 uwM), 8 U RNasinu,
inhibitoru ribonukledz . (40 U/ul) (Promega Biotec), 20uM smés
'aminokyselin bez methioninu (Promega Biotec), 0,8 mCi
**s-methioninu (>1000mCi/pM, Amersham), 3 aZ 6 pl nukleazou
o3et¥feného lyzatu z kralicich. retikulocytll (Promega Biotec),
a 1 uM dithiotreitol (DTT). Translace probihala 1 hodinu ve

30 °C.
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Po ukonceni translace bylo ptridéno ke kaZdému viorku.
10 ul pufru RIPA (PBS, 1% NP40, 0,5% deoxycholeédt sodny, 0,1%
SDS) s Cerstvymi inhibitory (0,1 mg/pul PMSF, 1 mM ortovanadat
sodny, 30 ug/ml aprotinin, Sigma, katalog. &. A6279) a smés
se inkubovaia na ledu 20 minut. Pak se pridalo 7 pl 4xSDS

vzorkového pufru '(obsahujiciho 1,25 M TriS—HCl, pH 6,8,

\(oJ

6% SDS, 40 % .glycerol, 12 % 2-merkaptoetanol a 0,001%
bromfenolové modrfi) a vzorky se vafily 5 minut. 10 pl

kazdého vzorku se pak analyzovalo elektroforézou v 5 az 12,5%

- polyakrylamidovém gelu (PAGE). deonéeny gel byl fixovén,

usuden a exponovan na film Kodak XAR-5 s intenzifikaénim
stinitkem p#i -80 °C.

Vysledky: Antisense oligonukleotid podle vynadlezu
5'-TsAsToToCsCoGoTsCsAsT- (PO.-0-CH:-CH (OH) CH;O (CH;) ;:CHz) -3
(PPS-C16) inhiboval ‘translaci proteinu raé p21l ~pEiibliiZné
z 10, 40, 50 a 80 % v koncentracich 1, 5, 10 a 20 MM.
Kontrola, ve které  se uzil oligonukleotid
5'"-AsTsGoA0CsGoGOAsSASTsA~ (PO,-0~-CH;CH (OH) CH-0Q (CH>) ;5CHa) =3
(PPS-C16-S), nejevila f4dnou inhibici aZ do 20uM koncentrace,
kdy se projevila 11% inhibice. To vede k zavéru, Ze alkylovy
fetézec s 16 uhliky‘nezpﬁsoboval Zddné sekvencné-nespecifické

ucinky v tomto translacnim systému.

Priklad 4

‘Inhibice exprese proteinu p2l ras v buné&céné kultufe

Bunéc¢né linie

Jako experiment&dlni bunééné linie k hodnoceni sekvencné-

specifické inhibice bun&&ného rlstu a exprese proteinu p2l

ras pomoci oligonukleotidd .cilenych na prvnich Jjedenact
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oligonukleotidﬁ ﬁséku iniciaéniho kodonu Ha-ras mRNA byly
pouzity my3i fibroblasty NIHV3T3,(Chang et al.,_Biochemistry
30, 1991, 8283-86) transformované lidskym genem Ha-ras
(RS5485) .

Buiky RS485 byly péstovany v médiu dle Dulbecca
modifikovaném Faglem (DMEM,V'Flow Labs) s pfidavkem 10 %
tepelné inakti&ovaného (30’minut v 65 °C) fet&dlniho teleciho
séra  (FCS), antibiotik (50 U/ul pehiciiinu, streptomycinu

a neomycinu) a 4mM L-glutaminu.

OSetfeni bunék RS485 oligonukleotidem v ku%tufe

‘Bufiky RS485 byly vysety na 6jamkové deticky (10° bunék
na jamku)a po 20 azZ 24 hodinach (40 az 60 % kénfluence)»byly,
oSetfeny oligonukleotidem. Z jamék bylo odstranénd médium, do
kazdé jamky se prfidal 1 ml Cerstvého média s oligonukleotidy
v rizné koncentraci a desticky se pak inkubovaly\ve 37 °C ve

zvlhéovaném vzduchu obsahujicim 5% CO; po 24 aZ 48 hodih:

Lipbfekce oligonukleotidu do bundk RS485 v kultufe

Buriky RS485(40 aZz 60 % konfluence) byly transfekovany
oiigonukleotidém pomoci ¢inidla Lipofectin™ pddle navodu
vyrobce (Life Technologies). Strucné shrnuto, byly nafedény
riizné koncentrace oligonukleotidd ve 100 pl média bez séra.
V samostatné zkumavce se pfidal k médiu bez séra Lipofectin
v koncentraci . 7 pul/100pul. Po 30 minutach pfi teploté
mistnosti se 100 ul lipofectinového roztoku vsmichalo se
100 pl | oligonukleotidového roztoku, inkubovalo dalsich
leminut pfi teploté mistnosti a'pak se Smichalo s 800 pul
média bez séra. Buiky byly dvakridt oplachnuty médiém bez séra
a byly pfevrstveny roztokem (1 5 ml) obsahujicim komplex
oligonukleotid-Lipofectin. Po $esti hodinach se pfidal 1 ml

Cerstvého média obsahujiciho 8 mM L-glutamin a 20% teleci
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sérum a bunky se inkubovaly dalSich 38 hodin. OSetfené bunky
pak byly oplachnuty PBS, sklizeny pomoci trypsinu a byly

z nich extrahovéany bunélné proteiny.

vysledky | |

Ulinek oligonukleotid® PPS a PPS-Cl6 na expresi p21
v bunkach RS485 byl srovndn pro oSet¥feni s Lipofectinem a bez
(jak bylo popsano vy3e). Po oéetfeni byl extrahovén celkovy
protein a byla stanovenab hladina p21 uZitim westerﬁového
pfenosu.

Lipofectin s&m nemél Zadny u&inek na expresi‘pZI. Oba
‘komplexy PPS a PPS-Cl6 s Lipofectinem v koncentraci 1 uM
témet Uuplné inhibovaly expresi le v bufikéach RS485.
Pfekvapivé oligonukleotid PPS-16C bez Lipofectinu inhiboval
Uplné inhiboval expresi p21 v koncentraci 5 UM .
Qligonukléotid PPS ve stejné kﬁncentraci bez modifikace C16
inhiboval expresi le pouze z 50 %.

Bylo provedeno také srovnani u&inku komplexu PPS-
Lipofectin a éamotného PPS-Cl16 na expresi p2l v buiikdch
RS485. Hladina p2l1 byla sniZena o 30 % a 43 % pFi
koncentracich PPS-Lipofectin 0,25 uM a 0,5 uM. Za pov3imnuti
stoji, Ze oligonukleotid PPS-Cl6 zcela Dbez pfidavku
Lipofectinu projevil ‘pfibliiné stejnou miru inhibice,
konkrétn& 33 % pfi koncentraci 0,25 uM a a 40 % pfi 0,5 uM.
Pri 1 uM koncentraci byla pozorovéna uUplnad inhibice, co?Z
dkazﬁje na to, Ze pfenos pomoci Linfectinu ﬁijak\nezvyéuje
inhibiéi zprostfedkovanou PPS-C16. 4

Nakonec bylo provedeno 1 srovnani ﬁéinku PPS a PPS-Clé
bez Lipofectinu na inhibici exprese p2l v bunkach RS485. PPS
sam zpUsoboval inhibici asi‘SO‘% pfi koncentraci 5 uM,‘Avéak
oligonukleotid PPS-C1l6 o pouhé koncentraci 0,75 puM zplsobil

téméf 60 % inhibici exprese p2l v bunikdch RS485.
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Pfiklad 5

Inhibice buné&&ného rﬁétu a syntézy proteinu p2l ras v bun&&né

kulture

Inhibice buné&ného rustu - studie na bund&&né kultufe
Butiky o3etfené anisense oligonukleotidem nebo bunky

transfekované komplexem oligonukleotid-Lipofectin byly

sklizeny a lyzdvény v pufru RIPA. Spektrofotometricky byla

stanovena hladina celkového proteinu v kaZdé jamce. Inhibice

bunééného rlstu byla stanovena jako pomé€r proteinu (mg)

v bunkéach ‘ oéetfeﬁych oligonukleotidem . a proteinu'

v kontrolnich bunikédch. Kontrolni buiiky byly budto buiiky

oSetfené samotnym Lipofectinem nebo neo3etfené buiiky.

Analyza proteinu ras westernovym prenosem -

Celkovy buné&lny protein byl pfipraven lyzi bundk v pufru’
RIPA s éerstvé pfidanymi inhibitory (PMSF, aprotinin,
ortovanadat sodny) a2 homogenizaci uZitim jehly ¢. 21, a sice
podle protokolu firmy Santa Cruz Bioteéhnoiogy, Inc. Extrakt
byl pak vyZi3tén centrifugaci pFi 15000 g 20 minut ve 4 °C
a byla stanovena koncentrace proteinu v supernatantu. 40 pug
proteinu byiolfrakcionovéno podle velikosti na 5 aZ 12,5%
polyakrylamidovém gelu é pfeneseno elektroosmdzou na
nitroceluldézovou membranu. Membrana pak byla inkubovéana
§ primarni = protiléatkou préti Ha-ras (C20) (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.)  a pak s kozim anti-kralicim
imunoglobulinem G konjugovanym s krenovou peroxidézou. -
ChemoluminiScenéni. systém ECL pro detekci westernovych
prfenost (Amersham, Arliﬁgton ~Heights, I11.) byl uZit

k detekci sekundérni‘Sondy.

A e
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Vysledky

Byla provedena série pokusﬁ' k prozkoumédni sekvenéné-
specifickych 0€inkhd oligonukleotidd PPS a PPS-Cl16 na bunky
RS485. OSetfeni bundk RS485 1 aZ 5uM PPS a PPS-CL6
Y pfitomnosﬁi Lipofectinu (vizlvvy5e) redukovalo po 2 dnech
bunécny rlst priblizZné o 35 aZ 50 %. Lipofectin sam mél slaby
toxicky ﬁéinek (asi 15%) na buiky. Srovnadni pomoci westernové
analyzy exprese p2l uvnitr bunék R35485 S bufikami
kultivovanymi p#i inhibici PPS a OPPS-C26 ukdzalo, Ze 1 uM
komplex oligonukleotid-~Lipofectin uplné inhibuje expresi. p21,
ale inhibuje buhéény rast pouze z 35 %.

11 %

PPS-C16 Dbez Lipofectinu inhiboval buné&&ny rast z
pfi 0,75uM koncentraci zatimco expresi p2l z 60 3 PPS

inhiboval buné&ény rlist z 22 & pri 5uM koncentraci, pfi téze
koncentraci byla exprese p21 inhibovéna o 50 %. Lipofectin
vykazoval toxicky u&inek, kdyZ byl pouZit s PPS v koncentraci
vy$si neZ 1uM a oligonukleotid ' PPS-C16 bez Lipofectinu
\% koncentracichbv rozmezi 0,25 aZ 1pM byl stejné& U&inny jako

oligonukleotid PPS s Lipofectinem.

Priklad 6
Zrudeni rezistence k zaFeni - studie na zviFatech

Protinédbrovy ucinek antisensé oligonukleotidld in vivo

Bunky RS504 jsou bufiky NIH 373 transformované onkogenem
- Ha-ras izolovanym 2z EJ/T24, lidského karcinomu mo&ového
méchyfe. Nador byl indukovan injekci 5 x 10° bundk RS504
subkﬁténné samici bezthymové my3i NCr-nu. Po 48 hodinach ,
kdy? byly néadory viditelné (6 MM3), byl = iste&nd

fosofrothioétbvy antisense (AS) nebo sense (S) oligonukleotid

g
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modifikovany C16 (PPS¥C16) injikovan p¥imo do nédord,a sice
v mnoZstvi 50 pl 5uM roztdku (250 pmol) na kaidY'néer. Po 24
hodinach byly naddory ozafeny dévkbﬁ 2,0 Gy (viz obr. 1, tenké
sipky). Ozafovani se opakovalo kazdych 48 hodin, dokud nebyla
dosaZena kumulovana davka 20 Gy. Injekce oligonukleotidu se
opakovala za 48 hodin (50 ul ), 192 hodin (50 pl ) a 240
hodin (100 pl ) po prvni injekci (viz obr. 1, silné‘éipky).
Byl zaznamendvan objem nadoru v mm>. Kontroly pfedstavovaly
naddory, které nebyly injikovény oligonukleotidy a nebyly
ozafovéany, néadory, které, nebyly injikovany, ale Dbyly
ozafovany, a ‘nédory injikované ahtisense oligonukleotidem-

PPS-Cleo, ale'bez ozarovani.

Rist nédort

Je zndmo, Ze geny ras se udastni signédlni transdukce
riznych .rﬁStOVYCh, diferencia&nich a onkogennich faktoru.
Z nedavnych studii Vypleé, Ze onkogen raf-1, ktery leZi
"downstream"” od ras v signalni transdukéni draze, se podili
na expresi fenotypu odolného k zaFfeni. ‘Bylo ukézéno, Ze
antisense oligonukleotid podle pfedklédanéﬁo vynalezu rudi
rezistenci k zadfeni. Aby Se urc¢ilo, zda éxistuje rozdil
v ulincich z4feni na ras-indukované ﬂédory po oéetfeni‘
oligonukleotidem, RS-504 indukované nadory u nahych my3i byly
oSetfeny antisense a sense oligonukieotidy PPS-Cl6. Obr. 1
ukazuje, e antisense oligonukleotid PPS-C16 soucasné
s ozarovénim byl nejucinnéjsi zplsob inhibice rastu nadort

béhem 17 dnl pozorovéani a léceni.
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Priklad 7
Zruéeni-rezistence k z&feni v bunécné kultufe

Zruéeni/zvréceni fenotypu rezistence. k zafenil v buné&cné
_kultufe ofetfenim bund&né linie karcinomu mo&ového méchyfe
(T24, ziskané z ATCC, Rockvile, MD)) oligonukleotidemkPPs—c16
se provédélo v médiu McCoye 5A s pridavkem 10 % fetalniho
teleciho  séra a 50 pHg/ml penicilinu, streptomycinu
a neomycinu a 2mM L-glutaminu. .Pfo‘ oSetfeni oligonukleo-
- tidem byly buﬁky'yysety na 6jamkové kultivaéni desticky po
1 x 10° bunék/jamka; Po 24 hodinéch,vkdyi doséhly'pfibliiné
40 az 60 % - konfluence, byly buiiky transfekovany
oligonukleotidy s pomoci Lipoféctinu v postaté podle pokynl
vyrobce lipfectinového &inidla, Life Technologies, Inc. Po 6
hodinéch byl lipofectinovy roztok odstranén a monovrstva
bunék byla opléchnuta médiem obsahujicim 8mM'L¥glutamin a 20%
sérum. Buiky pak byly inkubovany dalZich 16 a? 18 hodin
v 1 ml étejného média. Reakce bunék na ozaF¥ovani byly.
vyhodnocovéha pomoci testu pfeZivani kolonii. Exponencialné
rostouéi‘ monovrstvy kazidé bunééné linie Dbyly voéetfeny
oligonukleotidem jak bylo popsédno vy3e, po 24 aZ 48.hodinéch
byly buniky 'sklizeny, resuspendovany v‘éerstvém médiu
a ozarovany pfi teploté mistnosti odstupfiovanymi déavkami
y zafeni '*'Cs, a sice davkovou 36 Gy/minuta v ozafovadi

Mark I (J.L Shephard and RAssociates). Poté byly bufky

nafeddny a vysety v koncentraci 300 aZ 5000 bunék/jamka na -

6jamkové kultivalni desticky. Dva aZ tfi dny po vyseti se
k buikdm p¥idal 0,5 ml séra s 5 ug/ml hydfokortisonu.
ptibliZné po 7 az 14 dnech byly buiky obarvény 1% krystalovou
violeti a kolonie (obsahujici 50 nebo vice bunék normélniho

vzhledu) byly spocitény. Hodnota Do (radiacni davka potfebné-
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k pfeZiti 10 % bundk) pro buiiky T24 oSetfené antisense

oligonukleotidem (PPS-C16) poklgsla z hodnoty 5,5 pro vysoce
rezistentni bunky (neoSetfené buiiky nebo buiky oZetFené sense
oligonukleotidem PPS-16-S) na hodnotu 4,5 Gy, coZ je hodnota,
ktera charakterizuje citlivost k zafreni. Tyto vysledky jsou

ukdzdny na obr. 2.
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SEZNAM SEKVENCI

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 1:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(K) DELKA: 21 para bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (synteticka)
(ix) ZNAKY:

(A) JMENO/OZNACENI: exon
(B) POZICE: 1...21

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 1:

TxAXTXTXCxCxGXxTXCxAXT-0-PO,-0-R ‘ ‘ ' 21

{2y INFORMACE PRC SEKVENCI S IDENTIFIKZCNIM CGISLEM 2

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 21 parQ bazi

(B) TYP: nukleovd kyselina

(C)- TYP VLAKNA: jednoduché

(D) TOPOLOGIE: lineédrni

(1i) TYP MOLEKULY: DNA (syntetickéa)
(ix) ZNAKY:

(A) JMENO/OZNACENT: exon
(B) POZICE: 1...21

(x1i) POPIS. SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 2:

TsASToToCsCoGoTsCsAST . ' o 21

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNiM CISLEM 3:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 21 parl bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
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(D) TOPOLOGIE: linearni
' (ii) TYP MOLEKULY: DNA (synteticka)
(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENI: exon
‘(B) POZICE: 1...21
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 3:

AsTsSGOAOCSGOGOASASTSA : ' 21

(2) INFORMACE.PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CGfSLEM 4:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 21 pard bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineéarni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (synteticka)
(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENI: exon
(B) POZICE: 1...21
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 4:

AsTsGoA0CsGoGOAsSAsSTsA- (PO,~0~CH,CH (OH) CH,0 (CH,) 15CH3) 21

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 5:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 21 parQ bazi

B) TYP: nukleovéd kyselina

C) TYP VLAKNA: jednoduché

D) TOPOLOGIE: lineérni

(1i) TYP MOLEKULY: DNA (synteticka)
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(ix) ZNAKY: :
(A) JMENO/OZNACENT: exon
(B) POZICE: 1...21

(i) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM S:

TsAsToToCsCoGoTsCsAST- (P0,~0~CH,CH (OH) CH,0 (CH,) 15CHs) 21
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PATENTOVE NAROKY

Modifikovany oligodeoxynukleotid,  ktery

id. ¢.

kde

1: 5'-TxAxXTXTXCXCXGXTXCXAXT-3'-0-P0>-0-R,

X je o nebo s, a to s podminkou, Ze x je 4 aZ 9krat

o znamend fosfodiesterovou internukleosidovou vazbu a

s znamend fosforothiodtovou internukleosidovou vazbu,

- sekvenci

s, a

R je alkylové skupina s 8 aZ 21 atomy uhliku, -(CH,CH,0),-

(CHz) m_CH3 nebo ' —CHZ—.CH (OH) CHQO (CHz) q"CHg,

kde n je celé ¢&islo

od 1 do 6, m je celé.éislo od 0 do 20 a g je celé ¢islo od 7

do 20,

A je 2'-deoxyadenosin,

G je 2*"deokyguanosin,

C je 2'-deoxycytidin a

T je thymidin.

2. Modifikovany oligodeoxynukleotid podle néaroku ].‘ktery méa

sekvenci vybranou z néasledujicich sekvenci

5'-TsAsToToCsCoOGOTSCsAST-3'-0-P0,~0-R
5'—TsAsTcToCsCoGsToCsAsT—B'—OmPOZ—O—R
5'-TSAOTSToCSCOGOTSCSAST-3 "' ~0-POs-0-R
5'~TsAoTsTsCsCoGoTsCsAsT—3'—O—POZ—O—R

51 -TSAOTSTOCSCSGOTSCSAST-3"'-0-P0,-0-R

5'-TsRoTsTsCsCsGoTsCsAsST-3'-0-P0;-0-R
5'~TsAsToToCSCSGSToCSAST-3"'-0-P0,-0-R
5'—TsAoTsTsCSCSGoTsCsAsT—3'—O—POZ—O—R
5'-TsAsTSTsCsCsGoTsCsAsT—3‘—O?POZ—O—R
51 -TsASTOTOCOCSGOTSCSAST-3 ' -0-PO,~0-R
5'-TsAsTsToCsCsGoTsCsAsT-3"~0-P0,~-0~-R
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(L) 5'-TsAsTsToCsCoGoTsCsAsT-3'-0-P0,-0-R
(m) 5'—TsAsToTsCsCoGoTsCsAsT—B'—OfPOZ—O—R
(n) 5'—TsAsToToCsCsGoTsCoAsT—3'—O—POZ—OfR
(0) 5'-TsASTOTSCSCOGOTSCOAST-3'-0~PO;~0-R
(p) 5'-TsROTSTSCOCSGOTSCOAST-3'-0-P0O;-0-R
(q) 5’—TsAsTsToCsCsGoToCsAsT'—B'—O—POZ-—O—R
(x) 5'—TsAsTsToCoCsGoTszAsT—B’—O—POZ—O—R
(s) 5'*ToAstToCsCoGoToCsAST—B’—O—POZ—O—R
(t) 5'-TsAsTsTsCsCsGoTsCsAsT-3'-0-P0,-0-R,

~ kde

o0 znamena fosfodiesterovou internukleosidovou vazbu a

S zZnamena fosforothiodtovou internukleosidovou vazbu,

R je alkylovd skupina s 8 aZ 21 atomy uhliku, - (CH,CH,0) .-
(CHz) n-CH3 nebo —CHZ—CH(OH)CHZO(CHz)q—CH3, kde n je celé &islo
od 1 do 6, m je celé &islo od 0 do 20 a q je celé &islo od 7
do 20, ' | |

A je 2'-deoxvadenosin,

G Jje 2'—deoxyguanosin,

C je 2'-deoxycytidin a

T je thymidin.

3. Modifikovany oligodeoxynukleotid podle néroku 1 nebo‘z,
ktery md sekvenci

» 5'-TsAsToToCsCoGoTsCsAsST-3'-0-P0,-0-R,;

kde |
o znamend fosfodiesterovou internukleosidovou vazbu a

s znamena fosforothioatovou internukleosidovou vazbu,

R vje alkylové skupina s 8 aZ 21 atomy uhliku, - (CH:CH:0) 54—
(CH2) n-CHz nebo -—CHZ—CH(OH)CHZO(CHZL?CH3, kde n je celé éislo

od 1 do 6, m je celé ¢islo od 0 do 20 a g je celé &islo od 7

do 20,v

A je 2'-deoxyadenosin,
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" G je 2'-deoxyguanosin,
C je 2'~deoxycytidin a
T je thymidin.

4. -Modifikovany oligodedxynukleotid podle jednoho nebo
nékolika narokd 1 az 3, kde |

R je -CH,CH(OH)CH,0 (CH;)1sCHj.

5. Modifikovany oligodeoxynukleotid podle jednoho - nebo

nékolika narokd 1 aZ 3, kde

R je - (CHz)1sCHs.

6. Modifikovany oligodeoxynukleotid podle Jjednoho nebo
nékolika narokua 1 az 3, kde

R je = (CHzCH:O),~ (CHz2)15CHs, kde n je celé &islo od 1 do 6.

7. -Modifikovany oligodeoxynukleotid podle naroku 6, kde n

se rovna 1.

8. Modifikovany oligodeoxynukleotid podle naroku 6, kde n

se rovna 2.

9. Modifikovany oligodeoxynukleotid podle naroku 6, kde n

se rovna 3.

10. Modifikovany oligodeoxynukleotid 'podle jednoho nebo

nékolika naroklt 1 aZ 9 pro pouZiti jako lé&ivo.

11. Farmaceuticky ©pfipravek vy znaduijici s e
tim- Ze obsahuje ucinné mnozstvi  alespon jednoho
modifikovaného oligodeoXynukleotidu podle jednoho nebo

nékolika naroki 1 aZ 9.
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12. PouZiti modifikovaného oligodeoxynukleotidu podle jednoho

nebo nékolika z narokd 1ia% 9 pro pfipravu léku k 1lé&eni

nemoci, kterd ije dusledkem nadmdrné exprese a/nebo mutace

genu Ha-ras.

13. PouZiti modifikovaného oligodeoxynukleotidu podle jednoho
nebo nékolika =z ndrokd 1 a%Z 9 pro pfipravu léku k 1lé&eni
nemoci, kterd je disledkem hyperproliferativni poruchy.

14. PouZiti podle naroku 13, kdy nemoc Jje fakovina.

15. PouZiti podle narocku 14 v kombinaci z radioterapii.

16. PouZitil podle naroku 14 v kombinaci s chemoterapii.

17. PouZiti podle néaroku 13, kdy nemoc je restendza.

18. PouZiti podle néaroku 13, kdy nemoc je psoriéaza.

19. PouZiti modifikovaného oligodeoxynukleotidu podle jednoho

nebo nékolika z ndrokd 1 aZ 9 pro pfipravu leciva, které je -

~urCeno k regulaci, modulaci nebo inhibici exprese genu

/

Ha-ras.

20. PouZiti modif;kovaného oligodeoxynukleotidu podle jednoho
nebo nékolika z narokd 1 aZ 9 pro pfipravu 1lé&iva, které

inhibuje proliferaci nédorovych bunék.

- 21. PouZiti modifikovaného oligodeoxynukleotidu podle jednoho
nebo nékolika z né&rokll 1 aZ 9 pro pfipravu léciva, které rusi

rezistenci nédorovych bunék k z&feni.




3 D R R R N

32

. 22. PouZiti modifikovaného oligodeoxynukleotidu podle jednoho

- nebo nékolika z naroka 1 a% 9 pro prfipravu léc¢iva, které ruii

rezistenci nadorovych bunék k chemoterapii.

23. Farmaceuticky pfipravek podle naroku 11
vvyznacujici  se t im, Ze obsahuje u&inné
mnoZstvi alespoii jednoho daliiho chemoterapeuticky uc¢inného

¢inidla.

24. Farmaceuticky pfipravek podle naroku 11
vvyznacujici se tim Ze alespoil jedno z dal3ich
chemoterapeuticky uU&innych &inidel je vybradno ze skupin

obsahujici cis-platinu a jeji derivaty.

25. Farmaceuticky ptipravek podle naroku - 24
vvyznacujici se tim Ze alespoi jedno z dal3ich

chemoterapeuticky uinnych &inidel je cis-platina.

26. Farmaceuticky piipravek podle néroku 23
vyznacujici se tim, Ze alespoii jedno z daldich
chemoterapeuticky u&innych ¢&inidel je vybrédno ze skupiny

"N-lost" (bischloretylaminovych) derivata.

27. Farmaceuticky ptipravek: | " podle naroku 26
vyznacujilci se tim Ze alespoifi jedno z daldich

chemoterapeuticky u&innych &inidel je cyklofosfamid.

- 28. Farmaceuticky pfipravek podle naroku 26

vyznacujici se tim Ze alespoil jedno z daldich

chemoterapeuticky G&innych &inidel je trofosfamid.
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29. Farmaceuticky ptipravek podle néroku 26

vyznacujici se tim Ze alespofi jedno z dal3ich

chemoterapeuticky uéinnych &inidel je ifosfamid.

30. Farméceuticky o pripravek podle naroku 23
vyznacu j ici se tim Ze alespoili jedno z dal3ich
chemoterapeuticky uU&innych <&inidel je vybrano ze skupiny

aziridinovych derivata.

31. Farmaceuticky pfipravek podle " naroku 30
vyznacujici se tim Ze alespoili jedno z. daldich

chemoterapeuticky uinnych &inidel je thiotepa.

32. Farmaceuticky ptipravek podle naroku 23
vyznadujici se tim Ze alespoid jedno z daliich
chemoterapeuticky G¢innych ¢&inidel je vybrdno ze skupiny

derivatu N-nitrézomodoviny.

33. - Farmacéuticky ptipravek podle naroku 23

vvyznadcdujici se tim Ze alespoil jedno z dal&ich ‘

chemoterapeuticky u&innych ¢inidel Jje vybradno ze skupiny

antagonistl kyseliny listove.

34, Farmaceuticky " prfipravek podle naroku 33
vyznacuj ici se ti m, Ze alespoini jedno z dalSich

chemoterapeuticky uéinnych'éinidel je methotrexat.

35. Farmaceuticky . pripravek podle nadroku 23

vyznacujici se tim Ze alespoil jedno z dalich

Chemoterapeuticky uc¢innych cinidel Jje vybrano ze skupiny

analogi purinovych a pyrimidinovych bazi.
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36. Farmaceuticky pripravek podle naroku 35

vyznadcujici se tim Ze alespoin jedno z daldich

chemoterapeuticky uéinnych ¢inidel je 5-fluorouracil.

37. Farmaceuticky pfipravek podle naroku 23
vyznacujici se t im Ze aleSpoﬁ jedno z dalsSich
chemoterapeuticky ucinnych ¢&inidel jé vybrano ze skupiﬁy

cytostaticky ﬁéinnYch antibiotik.

38.  Farmaceuticky pfipravek podle naroku 37
vyznadcuijlilc i se tim zZe alespont jedno z dalSich

chemoterapeuticky ﬁéinnYch ¢inidel je adriamycin.

39. Farmaceuticky . prfipravek podle naroku 37
vyznadcuijici se tim Ze alespoi jedno z dalich

chemoterapeuticky ucéinnych ¢inidel je mitomycin.

40. Farmaceuticky pfipravek podle naroku 37
vvznaduijici se tim Ze alespofi jedno z dal3ich

chemoterapeuticky Ucinnych Cinidel Jje daunorubicin.

41, Farmaceuticky piipravek podle ~néroku 23

vyznadcdujici se tim Ze alespoil jedno z daldich
chemotérapeuticky uc¢innych ¢&inidel Jje vybrédno =ze skupiny

antagonistl estrogenu.

42. Farmaceuticky pripravek podle’ naroku 41
vyznadcuijilcil se tim Ze alespon jedno z dal3ich

chemoterapeuticky ucinnych <¢inidel je tamoxifen.

43. Farmaceuticky piipravek podle naroku 23

vyznacujilci se tim Ze alesponil jedno z dal3ich
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chemoterapeuticky ﬁéihnYch ¢inidel Jje vybréno ze Skupiny

nukleosidovych derivati.

44, Farmaceuticky pfipravek podle  naroku = 43
vyznadujici se tim Ze alespon jedno z dal3ich

chemoterapeuticky u&innych &inidel je MDL101,731.

45. Zplsob 'pfipravy oligonukleotidu podle jednoho nebo
nékolika narokl 1 aZ S vy znacdujici se tim Ze
fosforothiodtové vazby byly vneseny sulfurizaci poﬁiitim

Beaucageho ¢inidla.
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Dny po prvni injekci oligonukleotidu

Obr. 1. Protinaddorovy 1&inek PPS-Cl16 in vivo (B) +R Jje
kontrola s ozafovanim ale bez oligonukleotidu, (M) -R e

kontrola bez ozafovani a bez oligonukleotidu, (©) AS+R Jje
oSetfeni oligonukleotidem PPS-C16 (antisense) spolecné

s ozafovéanim), (®) AS-R je oSetFfeni oligonukleotidem PPS-C16

bez ozafovani a (A) S+R je o8etfeni oligonukleotidem
PPS-Cl6-S (sense) s ozatovanim.

Obr. 1
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Obr. 2. Zru3eni rezistence k za&¥eni v bun&fné kultufe po
oSetFeni oligonukleotidem PPS-C16. Hodnota D;o je davka zafeni

pot¥ebnd ke sniZeni pfeZivani bunék na 10 3.

Obr. 2
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