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Analogy oligonukleotidii s terminalnimi 3'-3'-, popfipadé 5-5'-internukleotidovymi
vazbami, zpiisob jejich vyroby a pouZiti

Oblast techniky

Vynalez se tyka biologie, konkrétn& analogti oligonukleotidi s terminalnimi 3'-3'—, popfipadé
5'-5'—internukleotidovymi vazbami. ‘

Dosavadni stav techniky

Jako oligonukleotidy s fetézcem proti smyslu kodu se oznaluji fragmenty nukleovych kyselin,
jejichz fetézec je komplementérni ke kédovému fetézci ve smyslu kédu mRNA popfipadé€ ke
kédujicimu fetézci DNA. Takové oligonukleotidy se ve vzristajici mife pouZivaji k inhibici
exprese genll in vitro nebo v systémech bun&nych kultur. Pouziti téchto latek v medicinsko—
terapeutické oblasti, napfiklad jako protivirovych farmak, je pfedmétem rozsahlého vyzkumu.

V biologii jsou jiz dlouho znamé RNA fetézce proti smyslu kédu jako pfirodni regulatory
exprese genti v prokaryotickych organismech (T. Mizuno, M. Y. Chou a M. Inouye, Proc. Nati.
Acad. Sci. USA 81, 1966-1970 (1984) a také v eukaryotickych organismech (S. M. Heywood,
Nucleic Acids Res. 14, 6771-6772 (1986)). Plsobi inhibovani translace hybridisaci u
pfislu$nych mRNA. V mnoha experimentech bylo mezitim mozno dokézat, ze tyto RNA fetézce
proti smyslu kédu v bakteriich (A. Hirashima, S. Sawaki, Y. Inokuchi a M. Inouye, PNAS USA
83, 77267730 (1986)) nebo eukaryotickych burikach (J. G. Izant a H. Weintraub, Cell 36, 1007
1015 (1984)) mohou zabrafiovat expresi genll a ukazuji jak protivirovy (L. J. Chang a C. M.
Stolzfus, J. Virology 61, 921-924 (1987), tak také protinadorovy uéinek (J. T. Holt, T. V. Gopal,
A. D. Moutton a A. W. Neinhuis, PNAS USA 83, 47844798 (1986). Pro tyto vyzkumy maji
synthetické oligonukleotidy proti biologickym RNA proti smyslu kédu vyhodu véti stability a
snazsi pistupnosti. Snaz3i p¥istupnost je disledkem zlep3ené techniky syntézy v posledni dobg,
ktera dnes relativné snadno zptistupiiuje kratsi oligomery (o napt. 12-30 bézich) (E. Sonveaux,
Bioorganic Chemistry 14, 274-325 (1986); Oligodeoxynuclaotides, Antisense Inhibitors of Gene
Expression, J. S. Cohen, ed., Macmillan Press, 1989; str. 7ff).

Ukazalo se, Ze jiz takové kratké oligomery jsou (i¢inné jako modulatory exprese. Mimo to mohou
tyto oligonukleotidy také piisobit vazbou na DNA-dvojity fetézec za vzniku trojitého helixu.
Aby se oligonukleotidy s fetézcem proti smyslu kédu a oligonukleotidy ve formé triplexu mohly
nasadit v biologickych systémech, musi oviem byt splnény nasledujici pfedpoklady
(Oligodeoxynukleotides, Antisense Inhibitors of Gene Expression, J. S. Cohen ed. Macmillan
Press, 1989, str. 1ff):

1. musi jednak byt dobfe rozpustné ve vodg, jednak viak snadno prochézet lipofilni bun€Enou
membranou

2. musi byt uvnitt buiiky dostate&né stabilni proti odbourani, tj. stabilni proti nukledzam

3. musi s intrabun&énymi nukleovymi kyselinami pfi fyziologickych teplotich tvofit stabilni
hybridy

4. hybridizace musi byt selektivni; rozdil disociagni teploty k oligonukleotidu, ktery poskytuje
defektni parovani, musi byt dostate&né velky, aby se posledni mohlo jesté specificky vymyvat.
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1978 mohli Zamecznik a Stephenson, PNAS USA 75, 280284 a 285-288 (1978) poprvé ukazat,
Ze nemodifikované oligonukleotidy mohou omezovat viry Rous Sarcom. Oligonukleotidy byly
oviem pouzity ve velmi vysokych koncentracich, k tomu byly experimenty vé&tsinou provadény
v pfedem vyhtétych médiich, aby se nukleazy inaktivovaly. Nutnost téchto opatieni se vysvétluje
rychlym enzymatickym odbouranim, kterému jsou cizi nukleové kyseliny v séru a buitkéich
vystaveny.

Proto se jiZ dfive provadély pokusy s cilem modifikovat oligonukleotidy strukturng tak, aby lépe
spliiovaly vySe jmenované pozadavky, zejména aby byly 1épe chranény proti nukledzovému
odbouréni. Tyto pokusy se predeviim koncentruji na modifikaci fosfodiesterové
internukleotidové vazby, ponévad? tato je poslednim koncem pisobists vech nukledz.
Strukturné modifikované internukleotidové vazby se zasadn& mohou délit v

a) nukleosidové vazby s fosforem jako centralnim atomem.

Tyto opé&t mohou byt
ionicky/chiralni
ionicky/achirélni
neutralné/chiralni

b) neutralné&/achiralni bezfosforové nukleosidové vazby.

Ke strukturn€ modifikovanym, jako dfive k ionickym internukleosidovym vazbam nalezi
thiofosfatové a dithiofosfatové vazby. Thiofosfatem modifikované oligonukleotidy (Oligodeoxy-
nucleotides, Antisense Inhibitors of Gene Expression, J. S. Cohen ed. Macmillan Press, 1989,
str. 97ff) ukazuji toho &asu nejlepsi efekty inhibice exprese genti v buné&nych kulturach, oviem
nezdd se, Ze je tato inhibice vdzana na specificky fetézec, ponévadZ i takové, thiofosfaty
modifikované oligonukleotidy ukazuji inhibi¢ni efekty, které sestvaji jen ze zakladu nukleové
kyseliny, napfiklad thiofosfatové analogy oligocytidylatu. Omezenim pro nasazeni thiofosfatem
modifikovanych oligonukleotidi je dale jejich chiralita.

Ponévadz pii pripravé oligonukleotidii o n bazi 2™ se tvoii diastereomery, ma pouze nejmensi
podil preparéatu obsahujiciho thiofosfatové vazby dobré hybridizagni vlastnosti.

U oligonukleotidii s dithiofosfatovymi internukleosidovymi vazbami (A. Grandas, William S.
Marshall, John Nielsen a Martin H. Caruthers, Tetrahedron Lett. 20, 543-546 (1989), G. M.
Porritt, C. B. Reese, Tetrahedron Lett. 30, 47134716 (1989)), se problém chirality obchazi.
Tyto slouCeniny viak jsou dosud pFistupné pouze pomoci komplikovanych a ztratovych,
mnohastupfiovych syntéz. Proto se dosud nemohly provadét rozsahlejsi pokusy s ohledem na
hybridiza¢ni chovéni, pfedeviim v bun&&nych kulturach.

Dal3i tfidou chemicky modifikovanych oligonukleotidi jsou oligonukleotidy s neionickymi, tj.
neutrdlnimi internukleosidovymi vazbami. K tomuto druhu modifikovanych struktur naleZi
oligonukleotidy s fosfotriesterovymi nebo methylfosfonitovymi internukleosidovymi vazbami
(Oligodeoxynucleotides, Antisense Inhibitors of Gene Expression, J. S. Cohen, ed. Macmillian
Press, str. 791%).

Obéma tfidam sloucenin je spoledné, Ze ionizovatelny fosfatovy zbytek je nahrazen nenabitou
skupinou. Zavedenim takové vazby se stivaji oligonukleotidové analogy resistentnimi vii
nukledzim, maji viak nevyhodu $patné rozpustnosti ve vodném prostredi.

Oligonukleotidy s neutralné/achiralni internukleosidovou vazbou se dosud mohly ziskavat pouze
tim, Ze atom fosforu internukleosidové vazby byl nahrazen jinym centralnim atomem. Vazbé
esteru kyseliny fosforeCné je podobna siloxanova vazba. Oligonukleotidy se siloxanovymi
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internukleosidovymi vazbami (K. K. Ogilvie, J. F. Cormier, Tetrahedron Lett. 26, 4159 (1985),
H. Seliger, G. Feger, Nucl. Nucl. 6 (182), 483484 (1987) byly syntetizované a jsou stabilni vii&i
nukleazam.

Oligonukleotidy s uhli¢itanovymi, acetalovymi nebo karboxamidovymi internukleosidovymi
vazbami jsou znamé z M. Matteucci, Tetrahedron Lett. 31, 2385-2388 (1990), J. R. Tittensor, J.
Chem. Soc. C. 1971, str. 2656 a J. Coull et al., Tetrahedron Lett. 28, 745 (1987).

Nukledzové resistentni analogy nukleotidi mohly také byt vyrab&né bez zmény fosfodiesterové
internukleotidové vazby tim, Ze byly nasazeny cukerné zbytky zmé&né&né konfigurace. To se
provedlo syntézou oligonukleotidovych analogl, u kterych jsou nukleobdze vézané a-—
glykosidicky (Oligodeoxynucleotides, Antisense Inhibitors of Gene Expression, J. S. Cohen, ed.
Macmillan Press, 1989, str. 119ff). Tyto analogy oligonukleotid v3ak jsou preparativné t&zko
pfistupné, pon€vadz se musi stavét od cukrii a bazi. K tomu vykazuji, co se tyka smyslu sméru
hybridizace, ¢4ste¢né nenormalni chovani.

Podstata vynalezu

Predmétem piedloZzeného vynalezu jsou analogy oligonukleotidd stermindlnimi 3'-3'—
popfipadé€ 5'-5'—internukleotidovymi vazbami obecného vzorce I

R - OB
e
!
L 4 ) |} ( ] )
b4
0 3
o
(- II !
F‘2 n
kde
R' znagi vodik nebo zbytek vzorce III
B 1
0 O-P=W
|
g z ()

R? zna&i vodik nebo zbytek vzorce IV
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pFi€emZ vak alespoii jeden ze zbytki R' nebo R? pfedstavuje zbytek vzorce IIl nebo IV,

B pfedstavuje bazi, vybranou ze skupiny zahrujici adenin, cytosin, guanin nebo nepfirodni
baze purin, 2,6—~diaminopurin, 7-deazaadenin, 7-deazaguanin, N*~ethanocytosin popripadé
Jjejich prekurzorové formy

Y znati zbytek z fady O-Si(R),, OCH,, C(O)NR nebo OCH,—C(0O), kde R predstavuje alkyl s
1 az 6 atomy uhliku, fenylovou skupinu, fenylovou skupinu, substituovanou jednou az
tikrét alkylovou skupinou s 1 aZ 6 uhlikovymi atomy, alkoxyskupinou s 1 aZ 6 uhlikovymi
atomy a/nebo atomem halogenu, cykloalkylovou skupinu s 5 nebo 6 uhlikovymi atomy nebo
skupinu ‘

l
Z - llJ =V ,
0_...
W a W’ nezavisle na sobé zna¢i kyslik nebo siru,

Z a Z' nezévisle na sobé znati O7; S7; alkoxyskupinu s 1 aZ 18 atomy uhliku; alkyl s 1 az 18
atomy uhliku; skupinu NHR® s R? znamenajicim alkyl s 1 az 18 atomy uhliku, nebo alkoxy—
alkyl s 1 az 4 atomy uhliku v alkoxyzbytku a s 1 az 6 atomy uhliku v alkylovém zbytku;
skupinu NR'R’, kde R® mé shora uvedeny vyznam a R* znati alkyl s 1 a2 18 atomy uhliku,
nebo kde R* a R* spolu s nosnym atomem dusiku znagi 5 aZ 6 Elenny heterocyklicky kruh,
ktery miZe navic obsahovat dalsi heteroatom z fady O, S, N a

n  znamena celé &islo 5 az 60,

jakoZ i jejich fyziologicky snalenlivé sole a tyto sloudeniny, substituované skupinami,
podporujicimi intrabuné&nou absorpci, skupinami, které slouzi jako zna&ici skupiny in vitro nebo
in vivo, chemiluminiscen¢nimi skupinami a/nebo skupinami, které pti hybridizaci
oligonukleotidu na biologické DNA nebo RNA napadaji tyto DNA— nebo RNA-molekuly za
vazby nebo §tépeni.

Daile jsou vyhodné oligonukleotidy vzorce I, ve kterém R” znamena zbytek vzorce IV a R' znati
vodik; R' poptipadé R® znamen4 zbytek vzorca III poptipadé IV; nebo R? znati vodik a R zbytek
vzorce III, pfi¢emz bud’ W, nebo Z v poslednim p¥ipadé neznamenaji kyslik.

Zv1a3t je dale tfeba jmenovat oligonukleotidy vzorce I, kde W znamen kyslik nebo Z a W oba
predstavuji kyslik.

Zcela zv1a3t vyhodné jsou oligonukleotidy vzorce I, kde

R’ predstavuje zbytek vzorce IV a R! znagi vodik.
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Dile je tfeba jmenovat oligonukleotidy vzorcii I, které Jjsou navic substituované skupinami, které
podporuji intrabun&&né absorpce, které slouzi jako znadici skupiny in vitro nebo in vivo a/nebo
skupiny, které pfi hybridizaci oligonukleotidu na biologické DNA nebo RNA tyto molekuly
DNA nebo RNA napadaji za vazani nebo $tépeni. :

Jako priklad skupin, které podporuji intrabuné&nou absorpci, jsou lipofilni zbytky, jako alkylové
zbytky napfiklad aZ s 18 atomy uhliku nebo cholesteryl, nebo konjugéty, které vyuivaji prirodni
pfenaSeci systémy, jako napfiklad kyselinu Zluovou nebo peptidy pro pfisludné receptory (napt.
endocytosu).

Pfiklady pro znaici skupiny jsou fluoreskujici skupiny (napfiklad akridinyl, dansyl,
fluoresceinyl) nebo chemiluminescenéni skupiny, jako napfiklad akridiniumesterové skupiny.

Oligonukleotidové konjugity, které nukleové kyseliny vaou a/nebo $t€pi, obsahuji akridin (N.
Thuong et al., Tetrahedron Lett. 29, str. 5905, (1988), psoraly (U. Peiles et al., Nucleic Acid Res.
sv. 17, str. 285, 1989) nebo chlorethylaminoarylové konjugity (Oligodeoxynucleotides,
Antisense Inhibitors of Gene Expression, J. S. Cohen, ed. Mc Millou Press, 1989, str. 173 ff).

Charakteristicka strukturni modifikace oligonukleotidi podle vyndlezu spodivad vtom, Ze
internukleotidové vazby na obou koncich fetézce Jjsou zménéné, tj. jsou misto biologickych 3'—
5'— vazeb vazby 3'-3'- popfipadé 5'-5'—. Piekvapivé bylo nalezeno, Ze tato minimalni strukturni
modifikace stadi, aby se tyto slou€eniny stabilizovaly proti nukleazovému odbourani.

Jak se popisuje déle, zpiisobuje tato pouze mala strukturni modifikace hybridizaéni chovani,
které se téméf rovna chovani biologickych oligonukleotidii. Z toho také vyplyva obecna
pouZitelnost téchto sloucenin jako inhibitorii exprese geni v buné&enych kulturach.

Z literatury neni dosud zndma Z4dni zminka o vyrobé analogl oligonukleotidd s 3'-3' a 5'-
5'internukleosidovymi vazbami na obou koncich fetézce a jejich nasazeni jako protismémych
oligonukleotidi. Analogy dinukleosidfosfatd, které obsahuji 3'-3'~ nebo 5'-5'-vazby, byly
ziskany a zkouSeny jiZ pfed mnoha léty jako hlavni produkty (A. Myles, W. Hutzenlaub, G. Reits
a W. Pfleiderer, Chem. Ber. 108, 28572871 (1975); H. Rokos, A. Myles, W. Hutzenlaub a W.
Pfleiderer, Chem. Ber. 2872-2877 (1975); J. Tomasz, Nucl. Nucl. 2(1), 51-61 (1983); M.
Nemer, N. Theriault, A. Schifmann a K. K. Ogilvie, VIth International Round Table,
Nucleosides, Nucleotides and their biological Applications, La Grande Motte, ed. J. L. Imbach,
94-96 (1984)), poptipadé jako vedlejsi produkty (R. Letsinger, K. K. Ogilvie, J. Amer. Soc. 89,
4801-4802 (1967)). Tyto dimery viak na zakladé prilid nizké teploty tdni zisadné nejsou
zpiisobil€ ke stabilni hybridizaci buné&nymi nukleovymi kyselinami. Oligonukleotidy, které maji
5'-5'-vazbu pouze na jednom konci, byly p¥ipraveny, aby se zavedlo ptichytné misto pro znagici
skupiny pfi genetickych sondach (S. Agrawal, C. Christodoulou, M. J. Gait, Nucleic Acids Res.
14, 6227-6245 (1986)). Nebyly vSak dosud zkouSené na své hybridisaéni chovéni. Pro
biofysikalni zkousky se pripravily samokomplementéarni oligonukleotidy, které uprostred
molekuly maji jednotlivou 3'~3'~ poptipadé 5'—5'~vazbu (J. H. van de Sande, N. B. Ramsin, M.
W. German, W. Elhorst, B. W. Kalisch, E. V. Kitzing, R. T. Pon, R.c. Clegg, T. M. Jovin,
Science 241, 551-557 (1988).

Ptiprava oligonukleotidii s terminlng invertovanou 3'-3'— a 5'—~5'— vazbou se provadi stejnym
zpusobem jako syntéza biologickych oligonukleotidt v roztoku nebo v pevné fazi, poptipadé za
pomoci automatického syntézniho piistroje.

Pfedmétem vynalezu je tedy dale zpisob vyroby oligonukleotidd vzorce I, ktery spoiva v tom,
Ze se
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" a) nukleotidova jednotka s 3'— poptipadé 5'-termindlnimi skupinami fosforu(IIl) nebo fosforu(V)

nebo jeji aktivovany derivat necha reagovat s dal3i nukleotidovou jednotkou s 3'— poptipad€ 5’
terminalné volnou hydroxyskupinou,

nebo

b) oligonukleotid pfipravi z fragmentii stejnym zpisobem, v oligonukleotidech ziskanych podle
() nebo (b) se poptipadé jedna nebo n&kolik ochrannych skupin zavedenych do€asné k ochrané
ostatnich funkci od§t&pi a takto ziskané oligonukleotidy vzorce I se popfipadé pfevedou ve svou
fyziologicky snasenlivou siil.

Jako vychozi komponenta k vyrob& oligonukleotidd s terminln€ invertovanou 3'-3'-vazbou se
pro syntézu v pevné fazi nasadi nosna pryskyfice, na které je pres 5'-OH skupinu vazan prvni
nukleosidovy monomer. K vyrob& této komponenty se pouzije nosnd pryskyfice vyrobena
metodami znamymi z literatury (T. Atkinson, M. Smith v Oligonucleotide Syntézis, M. J. Geit
(ed), 35 — 49 (1984)), zejména silikagel nebo regulované porovité sklo, které je funkcio-
nalisovdno aminoskupinami. Nechd se reagovat s nukleosidovym derivitem chranénym na
nukleobazi a na 3'-OH skuping, ktery byl napfed pfemé&nén v 5'-p-nitro—fenylsukcinat. Jako
bazické ochranné skupiny se pouZivaji zejména acylové skupiny, naptiklad benzoyl, isobutyryl
nebo fenoxyacetyl. Poloha 3' se vyhodng chréani dimethoxytritylovou ochrannou skupinou, ktera
se miZe zavadét podle M. D. Matteucci, M. H. Caruthers, Tetrahedron Letters 21 (1980), str.
3243-3246. Dalsi skladba oligonukleotidového fetézce az k pfedposlednimu fetézcovému Clenu
se provadi metodami zndmymi z literatury, vyhodné za pouZiti na 5-OH skupin&
dimethoxytritylovymi skupinami chran&nych esteramidi kyseliny nukleosid—3—fosforité nebo
nukleosid—3'-H—fosfon4th. Jako posledni &len fetézce se opét nasadi na 3'-OH skupiné, vyhodné
dimethoxytritylem chrané&ny esteramid kyseliny nukleosid—5'—fosforité, poptipadé nukleosid—H-
fosfonat. Priprava takového oligonukleotidového fetézce sterminaln€ prevracenymi
internukleotidovymi vazbami je dale znazornéna schematicky (fosforamiditcykl k pripravé
oligonukleotid s 3'-3'— a 5'-5'— vazbami na koncich). Pfiprava oligonukleotidi s 3'-3'— nebo
5'—5'— vazbami se provadi odpovidajicim zpisobem.
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Strukturni a fetézcové analyza se provadi tim zpasobem, Ze se oligonukleotid s 3'-3'~ a 5'-5'-
konci nejdtive terminaln& oznaduje. To se provede radioaktivnim znac¢kovéanim, vyhodné pomoci
5 5-y—*P-ATP/polynukleotidkinasy. Toto radioaktivni znatkovani se provede na volné 5'-OH-
skupin€, tj. proti oligonukleotidu spouze biologickou 3'-5'-vazbou na opalném konci
nukleotidového fetdzce. Retézcova analyza se pak provede postupem znimym z literatury,
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vyhodn€ pro béze specifickym, statistickym $t&penim, Jjak popsano (A. M. Maxam and W.
Gilbert, Metods in Enzymology 65, 499-560 (1980)).

Na zaklad¢ radioaktivniho zna¥kovani na ,,opa&ném“ konci molekuly se nyni provede také
odetteni fetézce, srovnanim s oligonukleotidem s biologickou 3'~5'— vazbou v opaéném sméru.
Proveditelny popis testu je uveden v ptikladu 6.

Oligonukleotidy vzorcii I se pouzivaji pro hybridiza&n&—chemické, na adici nukleovych kyselin
s dvojitym nebo jednim fetézcem spo&ivajici postupy regulace nebo potlalovéni biologické
funkce nukleovych kyselin, k selektivnimu potlaovani exprese viralnich funkci genomu a
k profylaxi a terapii virovych funkci, k potlaovéni nadorovych funkci a k terapii rakovinnych
onemocnéni.

Jako mira stability in vivo se miZe pokladat chovani v krevnim séru rozpusténého, podle
vynalezu stavéného oligonukleotidu vzorce I. Obecny test Jje popsan v pfikladu 7; odpovidajici
test in vitro s roztokem fosfodiesterazy hadiho jedu v pfikladu 8. Oligonukleotidy podle vynalezu
se v protikladu k 3'~5'—oligonukleotidiim odbouravaji mnohem pomaleji.

Ptiklad 11 demonstruje sérovou stabilitu oligonukleotidd s terminalng invertovanou 3'—3'—
vazbou.

Hybridiza¢ni chovani vyplyva z modelovych pokusi, jak popsano v piikladu 9, ve kterych fada
SV-40-specifickych fetézcl, které podle vynalezu byly pripraveny vzdy s 3'-3'- a 5'-5'—
koncem, v hybridizaci s odpovidajicim fetézcem proti smyslu kédu SV40-DNA ukazuji teplotu
tani, ktera leZi nepodstatn& niZe neZ teplota tani, ktera se m&i pfi hybridizaci s odpovidajicim
fetézcem, ktery nebyl stavén podle vynélezu, tj. bez 3'-3'- a 5'~5'— konci.

Utinnost oligonukleotidii opatfenych podle vynilezu terminalnimi 3'-3'— poptipadé 5-5'—

vazbami, jako inhibitord exprese gent vyplyva z potlatovéni ristu viru SV40 (ptiklad 10) jakoz i
z inhibice in vitro exprese nadorového produktu p53 (pfiklad 12).

Ptiklady provedeni vynilezu

Piiklad 1

Syntéza esteramidu kyseliny 3'-O-DMTr—desoxyribonukleosid—5'—(N,N-bis—diisopropyl—
amino—B—kyanethoxy)—fosforité

Reakeni schéma vychézejici z bazemi chranénych nukleosidi je zndzornéno nasledng:
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B B

DMTIC o Znér,
—_— —————p
Nitromethan OCH,CH,CN )\ ‘w
oH DMTIO mmo N
1ad 2a4d *
4ad

a: B = Thymin

b: B=N5-Benzoyladenin
¢: B = N%-Benzoylcytosin
d: B=N2-Isobutyrylguanin

DMTr = 4,4"-Dimethoxytrityl
A) Priprava 3,5-O-bis-DMTr—desoxyribonukleosidu 2

Naésada 6 mmol dT,dA%, dC" nebo dG"™
144 mmol DMTr-Cl
14,9 mmol TEA abs.

Desoxyribonukleosid 1 se rozpusti v 50 ml absolutniho pyridinu a pfi 0 °C se pridé triethylamin
a dimethoxytritylchlorid. Potom se 24 h miché pfi teploté mistnosti, pfi¢emz se reakce sleduje
chromatografii na tenké vrstvé (rozpoustédlo: CH,Cl,/MeOH 9:1). Reakce se ukonéi pfidanim
methanolu, rozpoustédlo se odtdhne a zbytek se vyjme do dichlormethanu. Organicka faze se
nékolikrat promyje 1 M roztokem (NH;)HCO; a vodou, su$i se Na,SO; a odstiedi se.

3',5'~ditritylovany produkt 2 se muZe &istit od pfebyte¢ného tritanolu poptipadé 5'-DMTr—dN
sloupcovou chromatografii (sloupcovy material: silikagel 60H, elu¢ni prostfedek: CH,Cl, se
stoupajicim obsahem methanolu, pficemz se pfi 1-1,5% MeOH eluuji ditritylované desoxy—
nukleosidy).

Vytézek: 73-85 % teorie.

B) Specifické od3tépeni 5'—dimethoxytritylové skupiny

Literatura: M. D. Mateucci a M. H. Caruthers, Tetrahedron Lett. 21, 3243-3246 (1980)

Nésada: 3 mmol 3'—,5'-0O-bis-DMTr—dN 2
15 mmol ZnBr,
200 ml absolutniho nitromethanu

Roztok 3'-,5'-O-bis—-DMTr—dN 2 ve 100 ml nitromethanu se pfi 0 °C da k suspensi bromidu
zinecnatého v dalsich 100 ml nitromethanu. V pfipadé chranéného desoxyadenosinu byla reakce
dale vedena za chlazeni, aby se zamezilo depurinizaci. Pfesto je u tohoto nukleosidu od3tépeni
uplné jiz po 60 min, jak je mozno zjistit chromatografii na tenké vrstvé. U thymidinu a
desoxyguanosinu je rovnéz reakce ukonéena pfi teploté mistnosti po 60 min, zatim co 5'—
detritylace bis-DMTr—desoxycytidinu probihd jen nelplné. Zde se reakce pterusila po 3
hodinéch, aby se zabranilo od$tépeni také 3'-dimethoxy-tritylové skupiny.
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Preruseni reakce se provede pridanim 200 ml 1 M roztoku NH,Ac; produkt 3 se extrahuje 200 ml
CH,CI, organické faze se je3té promyje nasycenym roztokem NaCl a vodou, susi se Na;SO4 a
rozpoustédlo se oddestiluje ve vakuu.

Hlavni mnoZstvi tritanolu se miZe odd&lit vysraZenim surového produktu v cca 500 ml n—hexanu
pii —15 °C. Cisténi se provede chromatograficky pies sloupec silikagelu 60H dichlormethanem
se stoupajicim obsahem methanolu jako eluénim prostiedkem.

Hodnoty R¢ 3'-DMTr—desoxyribonukleosid se 1i% od odpovidajicich 5'-tritylovanych
monomeru nasledovné (rozpoustédlo: CH,Cl,/MeH 24:1):

3'-DMTr—dN 5'-DMTr—-dN
dT 0,28 0,21
Da™ 0,55 0,29
dc* 0,53 0,31
dGg™ 0,32 0,14

Vytézky: 48—65 % teorie.

C) Priprava esteramidu kyseliny 3'-0O-DMTr—desoxyribonukleosid—5'—O~(N,N—diisopropyl-
amino—B-kyanoethoxy—)fosforité 4,

Literatura: H. Kdster, Nucleic Acids Res. 12, 4539-4557 (1984)

Nisada: 1 mmol 3’'-O-DMTr—desoxyribonukleosidu 3
1,5 mmol chloro-N,N—diisopropylamino—f-kyanoethoxyfosfinu
4 mmol diisopropylaminu

Fosfitylaéni reakce byly provedeny analogicky metodé popsané Kosterem et al. k vyrobé
esteramidu kyseliny 5'-O-DMTr—desoxyribonukleosid—3'-O—fosforité. K rozpu3téni chranénych
nukleosidi v absolutnim CH,Cl, byl pod argonem ptidan diisopropylamin, potom fosforylagni
prostiedek. Po 30 min byla reakce ukon&ena pfidanim 30 ml ethylacetatu, roztok 3x extrahovan
nasycenym roztokem NaCl, organickd faze sujena Na,SO, a rozpouitédlo oddestilovano ve
vakuu. Surovy produkt byl &istén sloupcovou chromatografii (sloupcovy material: silikagel 60H,
eluadni prostfedek: petrolether/dichlormethan/triethylamin 45:45:10)

Vytézek 4a: 93 % teorie.

Ptiklad 2
Ptiprava thymidilyl-thymidinu s 3'-3'~fosfodiesterovou vazbou

Dile je uveden pribéh reakce k ptipravé dimerniho bloku

-10-
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A) Priprava 5'-O-dimethoxytritylthymidinu 5

Nasada: 20 mmol thymidinu (4,84 g)
24 mmol 4,4'—dimethoxytritylchloridu (8,2 g)
1 mmol dimethylaminopyridinu (122 mg)
28 mmol abs. triethylaminu (3,8 ml)

Piiprava se provede metodou R. A. Jonese (G. S. Ti, B. L. Gaffney and R. A. Jones, H. Amer.
Chem. Soc. 104, 1316-1319 (1982)) Thymidin se su$i 3 nasobnym odpafenim vzdy s 50 ml
absolutniho pyridinu, vyjme se do 100 ml pyridinu a za chlazeni ledem se ptida 4,4'-DMTr—Cl a
DMAP jako katalyzitor. Reakce se kontroluje chromatografii na tenké vrstvé (rozpoustédlo
CH,Cl,/MeOH 9:1); Po 4 hodinach je mozné reakcei pterusit ptidanim 100 ml vody. Roztok se 3x
extrahuje etherem, organicka faze se susi a odstfedi a zbytek se &isti ptekrystalovanim z benzenu.
Vytézek: 9,68 g DMTr—dT (89 %)

B) Priprava esteramidu kyseliny 5'-O—dimethoxytritylthymidin—3'—-O—(N,N—diisopropylamino—
B—cyanoethoxy-)fosforité 6

Ptiprava a ¢iSténi 6 se provadi pfiméfené syntéze esteru kyseliny 3'~O-DMTr-5'-O—fosforité 4
(piiklad 1, C).

C) Ptiprava 5'-O-acetylthymidinu 8

Nasada: 2,0 mmol 3'-O-DMTr-dT 3a (1,1 g)
0,2 mmol dimethylaminopyridinu (12,2 mg)
4 ml acetanhydridu

Literatura: A. M. Michelson and A. R. Todd, J. Org. Chem. 1955, 26322638 (modifikovano)

K roztoku 3'-O-DMTr—dT a DMAP ve 20 ml absolutniho pyridinu se za chlazeni ledem ptikape
Ac;O. Po 3 hodinich reakéni doby je reakce tplnd (kontrola chromatograficky, rozpoustédlo
CH,Cl,/MeOH 24:1). Produkt se vysrazi 400 ml ledové vody, bila sraZenina se odsaje, promyje
ledovou vodou a susi se.

Vytézek: 1,02 g 3'-O-DMTr-5'-O-Ac—dT (88 %)

K odstépeni 4,4’-dimethoxytritylové skupiny se 7 pfi teploté¢ mistnosti michd v 10 ml 80%
kyseliny octové. Pfidanim 100 ml ledové vody se reakce po 3 hodinach ukon&i; pfi tom 4,4'—
dimethoxytritanol vypadne jako bila sraZzenina. Odsaje se a vodny filtrat se odstiedi. Olejovity
zbytek se vyjme do malého mnozZstvi CH,Cl, a pfi —15 °C se vysrazi ve 200 ml n-hexanu.

Vytézek: 455 mg 5'—O-acetylthymidinu (94 %).

D) Priprava a thymidilyl<3'-3")thymidinu 10

Nasada: 1,0 mmol esteramidu kyseliny 5'-O-DMTr-thymidin-3'-O-
—(N,N—diisopropylamino—3-kyanoethoxy—)-fosfo
rité 6 (705,8 mg)

0,9 mmol 5'—O-acetylthymidinu 8 (253 mg)
2,6 mmol tetrazolu (182 mg)

9,0 mmol 1, (1,14 g)

-13-
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Syntéza dimerového bloku 10 se miiZze provést metodou popsanou Kdsterem (H. Koster, Nucleic
Acids Res. 12, 4539-4557 (1984)) k vyrob& 3'=5'-nukleosiddimer. Sm&s 5'~O-acetylthymidinu
a tetrazolu se rozpusti v 30 ml absolutniho CH;CN a pod argonem se dé k esteramidu kyseliny
fosforité. Pfida se 9 mmol J, v 30 ml smési acetonitril/pyridin/voda (24:5:1) a po dal3ich 15
minutéch se piebyteény jod redukuje 5 ml 40% roztoku H,SO;. Roztok se pak zahusti, zbytek se
vyjme do CH,Cl,, 2x se promyje nasycenym roztokem NaHCO; a rozpoustédlo se oddestiluje.
Surovy produkt se miize &istit na sloupcové chromatografii (sloupcovy material: silikagel 60H,
eluadni prostfedek: ethylacetat/dichlormethan 50:50).

Vytézek: 665 mg (75 %).

K oditépeni acetylové a B—kyanoethylové skupiny se na dimer 1 hodinu pisobi 5 ml koncen-
trovaného NHj pii teploté mistnosti; 4,4'~dimethoxytritylova skupina se muze odstranit 80%
kyselinou octovou.

Piiklad 3

Ptiprava thymidilyl-thymidinu s 5'-5~fosfodiesterovou vazbou 14

Nasledujici schéma ukazuje pfipravu 14

DMTTrO 3 T ic.0 DHTrd
o=

OH
5 11 12
: NGCE,CH,0 )
HO9 o T + 27z Np-o ) T 1. tetrazol
S >
g 2. J.
Z
Qac DifTrd
12 4n
{)Chabh‘ a'u;-{ 04
| | ;
T 0-p-0~ T T G To-R-04 o
| o I 0 1. N "
N 3y J
2. HAz
OAe  DHMTTY OH OH
13 4
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Jednotlivé reakéni kroky k syntéze mezistupiii se provadéji metodami odpovidajicimi metoddm
popsanym v prikladu 2.

Struktura obou dimerovych bloki se muZe prokadzat FAB-hmotovou spektrometrii a spektro-
skopii 1H—jaderné resonance.

Priklad 4

Uchyceni 3'-O—dimethoxytrityl-desoxyribonukleosid—5'~O-sukcindtu na nosném materialu
CPG 10-1400

Funkcionalizace CPG-nosi¢e 3—aminopropylovymi fetézci se provadi podle pfedpisu Atkinsona
a Smitha (T. Atkinson, M. Smith v Oligonucleotide Syntézis, M. J. Gait (ed), 3549 (1984)).

A) Priprava 3'-O-DMTr—desoxyribonukleosid—5'—-O—sukcinatu 15

Nasada: 1,0 mmol 3'-O-DMTr—dN 3
0,8 mmol anhydridu kyseliny jantarové (80 mg)
0,5 mmol dimethylaminopyridinu (61 mg)

Reakce anhydridu kyseliny jantarové s 5'-OH skupinou desoxyribonukleosidu se provadi pres
noc pii teploté mistnosti vzdy v 5 ml absolutniho pyridinu s DMAP jako katalysatorem. Po
dokondeni reakce se roztok zahusti a pyridin se odstrani 3nasobnou azeotropni destilaci
s toluenem. Zbytek se vyjme do dichlormethanu, promyje se ledové studenym roztokem kyseliny
citronové (10%) a H,O a organické faze se odstfedi ve vakuu. Surovy produkt se rozpusti v cca
3 ml toluenu a vysrazi se v 200 ml hexanu.

Vytézek: 79-84 %

B) Priprava 3'-O-DMTr—desoxyribonukleosid—5'-O-sukcinyl-p—nitrofenylesteru 16 a
zachyceni na nosi¢i (viz nasledné schéma)

-15-
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Nasada: 0,8 mmol 3'—-O-DMTr-dN-5'-O—sukcinatu 15

0,8 mmol p-nitrofenolu (112 mg)
2,0 mmol dicyklohexylkarbodiimidu (412 mg)
3g funkcionalizovaného CPG 10-1400

Chranény sukcinylovany desoxyribonukleosid se dé4 k roztoku p-nitrofenolu v 5 ml absolutniho
dioxanu a 0,2 ml pyridinu a potom se pfiddé DCCI jako kondensaéni prostiedek. Po kratké dobg
vypadavéa dicyklohexylmoZovina a po 3 hodinich ukazuje chromatografie na tenké vrstvé
(CHC1,/MeOH 9:1) uplné zreagovani. SraZenina se pod argonem odsaje a filtrat se pfimo da
k suspenzi funkcionalizovaného nosného materilu v 15 ml absolutniho DMF. P¥ida se 0,8 ml
triethylaminu a nésada se tfepe pfes noc. ZatiZeny nosi¢ se pak odsaje, promyje methanolem a

etherem a v exsikatoru se susi.

ZatiZeni nosiCe se stanovi spektrometricky. Pdsobenim 10 ml 0,1 N roztoku kyseliny p—
toluensulfonové v acetonitrilu na vzorek nosie (ca. 2 mg) se 4,4'-dimethoxytritylkation od3tépi

a méfenim absorpce roztoku pii 498 nm se podle vzorce

-16-
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ODyos/ml x 10 ml x 14.3 (konst.)
mg nosice

necha vypoditat zatiZzeni nosi¢e v umol/g.

Vysledky: 3'-DMTr—dT-nosi¢: 23 pmol/g
3'-DMTr—dG'™-nosi¢: 21 pmol/g
3'-DMTr-dA™-nosi&: 21 umol/g
3'-DMTr-dC™nosi&: 15 pmol/g

K blokovéni nezreagovanych aminoskupin se zatiZzeny nosi¢ 1 hodinu pfi teplot& mistnosti tiepe
s roztokem 1 ml anhydridu kyseliny octové a 50 mg dimethylaminopyridinu v 15 ml absolutniho
pyridinu, potom se odsaje, promyje methanolem a etherem a su¥i se.

Priklad 5
a) Syntéza oligonukleotidi s terminalni 3'-3'~ a 5'-5’—vazbou

Syntézy se provad&ji v DNA —syntetizitoru firmy Applied Biosystems, Forster City, USA,
Modell 381A, za pouziti 0,2 pmol standardniho programu pro kondensa&ni kroky. Syntezni cykl
Jje ukazin dfive (str. 11). Jako nosny material slouzi CPG 10-1400 popsany v ptikladu 4.
Kondensace se provadéji s obvyklymi estery kyseliny nukleosid-3—fosforité; pouze v poslednim
reakénim cyklu se nasadi v ptikladu 1 popsané esteramidy kyseliny 3'-O-DMTr—nukleosid—5'—
O—(N,N—diisopropylamino—B—kyano—ethoxy-)fosforité. Po odstépeni oligonukleotidu z nosite
konc. NH; a odstranéni vSech fosfatovych a bazickych ochrannych skupin zahfivanim
amoniakalniho roztoku na 60 °C pies noc se vzorek odsoli vysraZenim v ethanolu a cilovy
fetézec se elektroforesou na polyakrylamidovém gelu &isti od krat$ich fragmentd.

Pro pokusy se syntetizoval eicosathymidylat s pouze 3'-5’—vazbami jakoZ i s terminalnimi 3'-3'—
a 5'-5'- vazbami. Mimo to se volily fetézce z SV40 — genomu. Byly syntetizovéany nasledujici
oligonukleotidy:
dTy;
dT(3'-3', 5'-5');
SV40TS17: 17-mer, fetézec ve smyslu kédu z SV40—-genom na polohéch 5159-5176;

5-AGT TTT GCA AAG ATG GA-3'

SV40TAS17: 17-mer, fetézec proti smyslu kodu k SV40TS17;
5'-TCC ATC TTT GCA AAG CT-3'

SV40TA17 (3'-3',5'~5"): 17—mer, fetézec proti smyslu kédu k SV40TS17 s 3'-3'— poptipadé 5'—
5'-vazbou na koncich;

3'-T(5'-5")CC ATC TTT GCA AAG C(3'-3")T-5'

SV40TS35: 35-mer, fetézec ve smyslu kodu z SV40-genomu na polohéch 5142-5176;
5'-AGC TTT GCA AAG ATG GAT AAA GTT TTA AAC AGA AG-3’

SV40AS3S5: 35—mer, fetézec proti smyslu kédu k SV40TS35;
5'-TCT CTG TTT AAA ACT TTA TCC ATC TTT GCA AAG CT-3'

-17-
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SV40TAS35(3'-3',5'-5"): 35—mer, fetézec proti smyslu kédu k SV40TS35 s 3'-3'~ popripadé
5'-5’- vazbou na koncich;
3'-T(5'-5")CT CTG TTT AAA ACT TTA TCC ATC TTT GCA
AAGC(3'-3")T-5

b) Syntéza oligonukleotidi s terminalni 3'-3'~vazbou

Jako nosny materidl slouzi CPG 10-1400 popsany v pfikladu 4. Kondensace se provede
s obvyklymi estery kyseliny nukleosid—3'~fosforité.

Po odStépeni oligonukleotidu z nosi¢e konc. NH; a odstranéni viech fosfitovych a basickych
ochrannych skupin zahfivanim amoniakalniho roztoku na 60 °C pfes noc se vzorek odsoli
vysraZzenim v ethanolu a cilovy fetézec se elektroforesou na polyakrylamidovém gelu &isti od
kratkych fragment.

SV40TAS17(3'-3"): 17—mer, fetézec proti smyslu kddu k SV40TS17 s 3'-3'— vazbou na konci
3'-TCC ATC TTT GCA AAG C(3'-3")T-5'

c) Syntéza oligonukleotidi s terminalni 5'~vazbou a 2—terminélnimi thiofosfatovymi zbytky
Jako nosny materil slouzi komeréni CPG-material s 5'~O—dimethoxytritylthymidinem vizanym
pres 3'-hydroxyskupinu. Kondensace se provede sobvyklymi estery kyseliny nukleosid—3'—
fosforité; pouze v poslednim reakénim cyklu se nasadi esteramidy kyseliny 3'-O-DMTr—
nukleosid-5'-O—(N,N—diisopropylamino—B—kyano—ethoxy)-fosforité popsané v ptikladu 1.

U prvych dvou reaké¢nich cykli se misto obvyklé oxidace jodem provede oxidace elementarni
sirou (W. Stec et al. J.LA.C.S. 106, str. 6077, 1984).

Po odstépeni oligonukleotidu od nosice konc. NH; a odstranéni viech fosfatovych a basickych
ochrannych skupin zahfivanim amoniakalniho roztoku na 60 °C pfes noc se vzorek odsoli
vysrazenim v ethanolu a cilovy fetézec se &isti od kratSich fragment elektroforesou na
polyakrylamidovém gelu.

Syntetizuje se nasledujici oligonukleotid:

SV40TAS17(5'=5"): 17—mer, fetézec proti smyslu kédu k SV40TS17 s 5'-5'— vazbou na 5'—
konci a dvéma thiofosfatinternukleotidovymi vazbami na 3’- konci 3'-T(5'-5")CC ATC TTT
GCA AAG(P,) C(P,)T-3'

Ptiklad 6

Analyza struktury a fetézce oligonukleotidu s terminalni 3'-3’— a 5'-5'— vazbou

Analysa fetézce oligonukleotidu se provadi metodou Maxama a Gilberta (A. M. Maxam a W.
Gilbert, Metods in Enzymology 65, 499560 (1980)). Vzdy 100 pmol vzorku se v pfitomnosti
(y=?P)-ATP/T4— polynukleotidkinzy na 5'-OH-skuping radioaktivnd zna¢i a potom se

provedou nasledujici bazicky specifické reakce:

(A+G) —reakce: protonace bazi kyselinou mravenéi

G — reakce: reakce s dimethylsulfatem
(T+C) -reakce: hydrazinolyza
C — reakce: reakce s hydrazinem v pfitomnosti 5 M NaCl
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Plsobenim 1 M piperidinu pfi 95 °C se oligonukleotidové fetézce §t€pi na modifikovanych
mistech; zlomky se mohou elektroforezovou na polyakrylamidovém gelu oddélit (20 %
akrylamidu, 7 M mocoviny) a autoradiografii detekovat. Obr. 1 ukazuje autoradiogram analysy
fetézce SV40TS17, SV40TAS17 a SV40TAS17(3'-3',5'-5") (popis oligonukleotidil viz priklad
5). Ponévadz jsou fetézce na 5'-OH skupiné znacené, mize se sled bazi u pouze 3'-5'-vazeb
ode¢itat ve sméru 3'-5'-sméru. V dusledku 3'-3'- konce ma vSak oligonukleotid
SV40TAS17(3'-3',5'-5") radioaktivné znagenou 5'-OH skupinu na své koncové &asti; smér
odeditani fetézce se tim otacéi (obr. 1). To je také ditkazem pro 5'-5—fosfodiesterovou vazbu na
5'— koncové casti fetézce s volnou 3'-OH skupinou, kterd se enzymem polynukleotidkinazy
nemiiZe fosforylovat.

Priklad 7

Zkouska stability oligonukleotidu s 3'-3" a 5'-5' konci v testu krevniho séra

A) Kinasace eicosathymidylatu s 3'-3'— a 5'-5'— konci
Literatura: T. Mizuno, M. Y. Chou a M. Inouya, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 1966-1970
(1984)

Nasada: 1 pl oligonukleotid (0,01 ODx4)
1 ul 10 x kinaza — pufr
1 pl T4—polynukleotidkinasa _
1 ul y—P—dATP (spec. aktivita: 6000 Ci/mmol)

Nasada se 30 min inkubuje pti 37 °C, potom se pfidanim 90 ul H,O ukonéi a frakcionuje se pres
sloupec ®Sephadex G 50. Produkéni frakce se spoji a lyofilizuji se.

B) Test krevniho séra

Literatura: S. M. Heywood, Nucleic Acids Res. 14, 6771-6772 (1986)

Nasada: 0,01 ODyg radioaktivné fosforylovaného oligonukleotidu pro kontrolni vzorek,
0,01 ODyg Ty pro zkousku 0,01 OD;6o Ty s 33— a 5'=5'— koncovymi vazbami

50 pl Eerstvého lidského sera

Sérum se da ke vzorku a kratce se ru¢né tfepe. Potom se ihned pro 0-hodnotu odpipetuji 3 pl a
daji se do 3 ul pufru s formamidem, aby se pferusila aktivita enzymu. Potom se vzorek inkubuje
pti 37 °C.

Pro kinetinu se po ur€itych ¢asovych usecich odebefou 3 pl a prerusi se jak popsano shora.

Kontrolni vzorek: 5 min, 8 min, 11 min, 15 min, 30 min.
Zkouska: 5 min, 8 min, 11 min, 15 min, 30 min, 90 min.

Vzorky se daji na 20% polyakrylamidova gel, déli se elektroforesou na gelu a potom se
autoradiografuji.

Autoradiogram 3t€peni s Cerstvym lidskym sérem zleva (viz. obr. 2):
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Kontrolni vzorek: 0-hodnota, 5 min, 8 min, 11 min, 15 min, 30 min.
Zkouska: 0-hodnota, 5 min, 8 min, 11 min, 15 min, 30 min, 90 min.

Jiz po 5 minutich se ukazuje, Ze zalalo odbouravéni pfirodniho oligonukleotidu. Stépeni se
zvy3uje s pfibyvajicim Easem. Modifikovany oligonukleotid zlistava i po 90 minutach inkubace
prakticky nezménén. Slabé pasy, které jsou vid&t pfi vSech hodnotich Kinetiky, resultuji
z aktivity endonukleaz, které jsou ptitomné v séru. Toto Sté€peni je dileZité pro terapeutické
pouZiti téchto oligonukleotidi, ponévadz zaruduje pomalé odbourdvini (¢inné substance a
nemuze tim dojit k akumulaci téchto substanci v téle.

Piiklad 8

Zkoudka chovani oligonukleotidii s termindlni 3’-3'— a 5'-5'— vazbou proti fosfodiesteraze
z hadiho jedu

A) Kinazace eikosathymidylatu s 3'-3'— a 5'-5'— konci
Jak popsano v ptikladu 7
B) Hydrolysa eikosathymidylatu s 3'-3'— a 5'-5'— konci pomoci fosfodiesterdzy z hadiho jedu

Literatura: A. Hirashima, S. Sawaki, Y. Inokuchi a M. Inouye, PNAS USA 83, 7726-7730
(1986)

Nasada: 5ul RNA-nosice
50l SQ-pufru
1 ul  SVpdE (1,5 u/pl)

Radioaktivné fosforylovany vzorek (standart: Ty, zkouska: Ty stermindlni 3'-3'— a 5'-5’
vazbou) se lyofilizuje, k tomu se d& RNA — nosi¢ a SQ — pufr. Od této smési se pro 0—~hodnotu
odpipetuje 5 pl, ke zbytku roztoku se pfida enzym a pfi 37 °C se inkubuje. Pro kinetiku standartu
se odebere po 5 min, po 15 min a po 30 min po 5 pl, pro kinetiku eikosathymidylatu s 3’3’ a 5'—
5'—konci se po 5 min, 30 min, 45 min, 60 min a 90 min odebere po 5 pl. K desaktivaci enzymu se
vzorky pfimo po odbéru zahfivaji na vodni lazni 2 min na 95 °C. Vzorky se lyofilizuji a nanesou
se na analyticky 20% polyakrylamidovy gel. Po gelelektrolytickém déleni se autoradiografuje.

Autoradiogram SVpdE — §tépeni (viz obr. 3)
zleva: Ty (standart), Ty s terminalnimi 3'-3'— a 5'-5'—vazbami,

kinetika zkousky: po 5 min, 15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 90 min, mix z 0 min/15 min, mix z
0 min/30 min, kinetika standartu: po 5 min, 15 min, 30 min, 45 min.

Vazba 5'-5' se, jak jiz popsano, ihned 3tépi. Ze dal3i §tépeni ve srovnani se standartem pokraduje
jesté jen velmi pomalu, je znaény strukturni prikaz. Po §tépeni 5'-5'— fosfordiesterové vazby
vznikne molekula, kterd na misté $tépeni nese 5'-hydroxylovou funkci. Na druhé koncové &asti
je molekula 5'—fosforylovana. Obé koncové &asti jsou pro fosfodiesterdzu zhadiho jedu
nenapadnutelné. Pomalé, ale velmi zna¢né dal3i odbouravani je pravdépodobné, podle vyrobce
popsanych pfisad (J. G. Izant a H. Weintraub, Cell 36, 1007-1015(1984)), mozné odvozovat od
jednofetézcové specifické endonukleazy, které PM2 DNA meéni v oteviené formy. Krasné je
moZné odedist délku tetézce. Je viak moZné odeéist pouze 19 pasi, ponévadz pfi prvni hodnoté
kinetiky, po 5 min, je 5'-5'—fosfodiesterové vazba jiz odStépena.
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Piiklad 9
Zkousky hybridiza¢niho chovéni oligonukleotidd opatfenych terminalnimi 3'-3'— a 5'-5'~ konci

Ke zkouskam hybridisaéniho chovani se zaznamendvaji kiivky taveni vzdy ekvimolarniho
mnoZstvi (5,23 nmol) SV40TS17 a SV40TAS17(3'-3",5'-5") (popis oligonukleotidi viz ptiklad
5), rozpusti se v 1 ml 10 nM Na-kakodylatu/100 mM NaCl-pufru, pH 7,0, zahteje se na 70 °C a
pribéh renaturace se zjiStuje pfi pomalém ochlazovani (1 stupefi/min) méfenim absorpce
roztoku. K ziznamu kfivky standartu se pouZiji stejnd mnoZstvi SV40TAS17. Analogicky se
v pufru misi vzdy 4,75 nmol SV40TS35 a SV40TAS35 poptipadé SV40TS35 a SV40TAS35(3'—
3',5'=5"), zahteje se na 90 °C a absorpce se m&Fi pfi ochlazovani. Byly zjistény k¥ivky taveni,
které poskytuji nasledujici hodnoty T,

SV40TS17 . SV40TAS17 54,1°C
SV40TS17 . SV40TAS17(3'-3",5'-5") 53,3°C
SV40TS35 . SV40TAS3S 65,5 °C
SV40TS35 . SV40TAS35(3'-3',5'-5") 64,2 °C

Teploty taveni se tedy abiologickymi vazbami sniZuji jen o 0,6 °C u 17meru poptipadé o 1,3 °C
u 35meru.

Priklad 10
Inhibice biosyntézy SV40 T—antigenu oligonukleotidy s terminalni 3'-3'— a 5’=5'— vazbou
A) Bunééna kultura

Buriky COSI se v Eaglové prostiedi v Dulbeccové modifikaci (DMEM) kultivuji s 10 %
fetélniho teleciho séra. Misky pro tkafiové kultury se inkubuji pti 37 °C a 7,5 °C CO,.

B) Radioaktivni zna€eni a rozruseni buné&k

Asi 4 x 10* bunék se jako monolayer da do misek pro tkafiové kultury. Buiiky se tfikrat promyji
DMEM bez methioninu a potom se znaéi 100 uCi **~S—methioninu. Pro zkousky modulace proti
smyslu kédu se buiiky souc¢asné 30 min pfi 37 °C inkubuji s oligonukleotidem SV40TAS17(3'-
3',5'-5") a radioaktivnim methioninem. Potom se bufiky dvakrat promyji DMEM obsahujicim
10 % fetalniho teleciho séra a neznaCeny methionin a v tomto prostfedi se nechaji dalich 30
min. K rozruseni se na buiiky pusobi ledové studenym fosfatem pufrovanym fyziologickym
roztokem NaCl (PBS), od misek se odskrédbnou a 2 min se pfi 400 g odstfed’uji. Usazenina bun&k
se pak 45 min na ledé lysuje 0,4 ml rozrudovaciho pufru (0,5 % nonidetu P40, 100 mM tris—HC],
pH 9,0, 0,1 M NaCl) pro 3 x 10° bungk. K zamezeni proteolysy se k rozruSovacimu pufru ptida
1 % trasylolu a fenylmethylsulfonylfluorid az do koneéné koncentrace 0,25 mg/ml. Lysat se pak
30 min pfi 4 °C v ultraodstiedivce (105 000 g) odstfed’uje do &ira. Podil 10 pl se odebere a méti
se obsah proteinu metodou Lowryho. K imunoprecipitaci se nasadi stejnd mnoZstvi celkového
proteinu.

C) Imunoprecipitace
Jak pro imunoprecipitaci SV 40 T-antigenu, tak také mutant T-antigenu lokalizovanych
v cytoplasmé se pouzije monoklondlni protilitka PAb108. Protilatka se chromatografii na

proteinu Asefarose ¢isti od prebytku hybridomu. Bunéény extrakt se pfedb&zné pies noc pii 4 °C
srazi 100 pnl 10% suspenze teplem inaktivovanych a formaldehydem fixovanych bakterii kmene
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Staphylococcus aureus (Cowan 1). Bakterie se pak odstfedi, zbytek se alespofi 2 hodiny pfi 4 °C
inkubuje s monoklonalni protilitkou a pfidanim S. aureus se tvofi vysocespecifické
imunokomplexy. Tento postup se 3 x opakuje, aby se zajistila Gplna precipitace.

Potom se imunoprecipitity promyvaji: t¥ikrat 50 mM tris—-HCI, pH 8,0, 500 mM LiCl, 1 mM
DTT, 1 mM EDTA, 1 % trasylolu; dvakrat 50 mM tris—HCI, pH 7,4, 0,15 M NaCl, 5 mM EDTA,
1 % nonidetu P40 a jednou 50 mM NH4HCO;. Potom se 45 min pfi 4 °C eluuje 200 ul eluéniho
pufru (50 mM NH,HCO;, 1% SDS, 1 % B-merkaptoethanolu), lyofylizuje se, 10 minutovym
varem se rozpusti ve 20 pl pufru (65 mM tris-HCI, pH 6,8, 5&B-merkaptoethanolu, 1%
glycerinu, 0,01 % bromfenolové modie) a uloZi se na 3% polyakrylamiovy gel (10 % SDS).
Proteiny se rozdéli diskontinuelni elektroforesou na gelu; pasy se mohou lokalizovat fluorografii
na rentgenovém filmu (Kodak X-AR).

S oligonukleotidy pfipravenymi podle vynélezu tak, Ze prodlouZi zalétek translace pro T-
antigen, bylo pfi pouZiti extrabunéiné koncentrace 30 p—molarni registrovana 70% inhibice
virového riistu. To je protikladem k u&innosti odpovidajicich fetézct, které nebyly stavény podle
vynilezu, tj. fetézct bez 3'-3'— a 5'-5'-vazeb. Zde pii pouziti stejné koncentrace nebyla zjisténa
Zadna inhibice.

Obr. 4 ukazuje ziejmou inhibici T-Ag-biosyntézy pii o3etfeni bunék 30 uM SV40TAS17(3'-
3,5'-5").

Priklad 11

Srovnani sérové stability oligonukleotidi, které jsou modifikované pouze na 3'— konci popfipadé
pouze na 5'— konci invertovanymi fosfodiesterovymi vazbami

Oligonukleotidy se nukledzou odbouravaji od své 3'— koncové &asti (J. P. Shaw, K. Kent, J. Bird,
J. Fishback, B. Froehler, Nucleid Acids Res. 19, 747-750 (1991). Mélo by se proto zkouset, zda
sama terminalni 3'-3'—fosfodiesterova vazba stali ke stabilizaci oligonukleotidu v krevnim séru.
Ponévadz 32p znakeny fosfitovy zbytek, zejména pii del$im plsobeni sérem na vzorek, se
fosfatazami odstépuje, bylo k detekei oligonukleotidii pouzito fluoresceinu.

Syntetizovany byly nasledujici fetézce z genomu Xenopus levis:

Xelev 1: 3'-A(5'-5")GC CTC AAA C*AT GTG TGA CG-3'
Xalev 2: 5~AGC CTC AAA C*AT TGT TGA C(3'-3")G-5'

Syntézy se provadéji jak popsano v pfikladu 5, pfi¢emz se pro 10. kondensaci nasadi esteramid
kyseliny cytidin—fosforité C*, ktery umoziuje dodate¢nou kovalentni vazbu s fluoresceinem.
Vestavba fluoresceinu se provadi podle navodu firmy Pharmacia (Pharmacia LKB
Biotechnology Auto Primer™ Syntézis Kit Instructions (XY-023-00-01). Modifikované
oligonukleotidy se &isti elektroforesou na polyakrylamidovém gelu.

Sérovy test: 10 pmol oligonukleotidu
140 pl &erstvého lidského séra

Vzorky se inkubuji pfi 37 °C. Po 15 min, 30 min, 45 min, 45 min, 60 min, 8 hodinich a 72
hodinach se odebere vzdy 20 pl, 2 x se extrahuje smési fenol/chloroform/isoamylalkohol 25:24:1
a oligonukleotidy se srazi ethanolem. Produkty 3tépeni se déli a detekuji na 16%
polyakrylamidovém gelu v automatickém sekvenatoru A.L.F. (Pharmacia, Freiburg). Jak ukazuje
obr. 5, vykazuje pouze fetézec opatfeny na 5'—konci invertovanou internukleotidovou vazbou jiz
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po 15 min pusobeni séra produkty odbourani a2 po 60 min, je jiz téméf uplné¢ odbouran.
Oligonukleotid ,,chranény* na 3'—konci 3'-3'—vazbou je sdm proti tomu po 72 hodinach teprve
castecné odbouran.

Priklad 12
Inhibice exprese geni v in vitro—expresnim systému

Aby se kvantifikovala exprese genti INV—oligonukleotidy, byl zkousSen udinek odpovidajicich
oligonukleotidi s fetézcem proti smyslu kédu na expresi p53 v systému in vitro, aby p53
obsahoval mRNA (E. Reihsaus, M. Kohler, S. Kraiss, M. Oren, M. Montenarli, Oncogene 5,
137-144 (1990)).

Byly syntetizované fetézce proti smyslu kodu

NH,(CH,)spTAA TCA GTC GTT GGT CCA CAC CTT(3'-3)T
a jako srovnavaci vzorek odpovidajici fet€zec ve smyslu kédu
NH,(CH,)spAAA GGT GTG GAC CAA CGA CTG ATT(3'-3")A

Oligonukleotid s fetézcem proti smyslu kédu je Fizen proti poCatku translace onkoproteinu p53
Zkouseny byly exprese proteinu

1. bez ptidani oligonukleotidu

2. pii pfidani 30 pM fetézce proti smyslu kodu
3. pii pfidani 1 uM fetézce proti smyslu kédu
4. pti piidani 10 pM fetézce proti smyslu kodu

Ke kvantifikaci bylo stanoveno &erné zbarveni proteinovych past densitometricky (E. Reihaus,
M. Kohler, S. Kraiss, M. Oren, M. Montenarli, Oncogene 5, 137-144 (1990)).

Obr. 6 ukazuje, ze ptidavek 10 uM oligonukleotidu s fetézcem proti smyslu kddu k systému

exprese pisobi cca 70% inhibici. Pfi sniZzeni koncentrace na 1 pM neni vice mozné zjistit témer
Zadnou inhibici, rovnéZ pii pfidavku fetézce ve smyslu kodu, ktery nevaze na mRNA.
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PATENTOVE NAROKY

1.  Analogy oligonukleotidi stermindlnimi 3’-3'—, popfipadé 5~5'—internukleotidovymi
vazbami obecného vzorce I

R - 0B
0
!
f ; 1 (1)
Y
o 3
0
L ! !
R2 n
10
kde
R' znagi vodik nebo zbytek vzorce III
!
8 o} O~-Pa=W'
i
zf
g )
15 o
R? znagi vodik nebo zbytek vzorce IV
EO oO_ B
™
0
|
2'-P=W
|
20

ptidemz viak alespoii jeden ze zbytkd R' nebo R? predstavuje zbytek vzorce III nebo IV,

B pfedstavuje bazi, vybranou ze skupiny zahrnujici adenin, cytosin, guanin nebo nepfirodni
baze purin, 2,6—diaminopurin, 7-deazaadenin, 7-deazaguanin, N*-ethanocytosin poptipadé
25 jejich prekurzorové formy

Y znati zbytek z fady O-Si(R),, OCH,, C(O)NR nebo OCH,-C(O), kde R predstavuje alkyl s
1 az 6 atomy uhliku, fenylovou skupinu, fenylovou skupinu, substituovanou jednou az
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tfikrat alkylovou skupinou s 1 az 6 uhlikovymi atomy, alkoxyskupinou s 1 aZ 6 uhlikovymi
atomy a/nebo atomem halogenu, cykloalkylovou skupinu s 5 nebo 6 uhlikovymi atomy nebo
skupinu

W a W' nezavisle na sobé znaéi kyslik nebo siru,

Z a 7' nezavisle na sob& znali O7; S7; alkoxyskupinu s 1 aZ 18 atomy uhliku; alkyl s 1 az 18
atomy uhliku; skupinu NHR® s R® znamenajicim alkyl s 1 aZ 18 atomy uhliku, nebo alkoxy-
alkyl s 1 az 4 atomy uhliku v alkoxyzbytku a s 1 aZz 6 atomy uhliku v alkylovém zbytku;
skupinu NR’R*, kde R® m4 shora uvedeny vyznam a R* znagi alkyl s 1 az 18 atomy uhliku,
nebo kde R® a R* spolu s nosnym atomem dusiku znadi 5 a2 6 ¢lenny heterocyklicky kruh,
ktery miZze navic obsahovat dal3i heteroatom z fady O, S, N a

n  znamena celé &islo 5 az 60,

jakoz i jejich fyziologicky snaSenlivé sole a tyto slouleniny, substituované skupinami,
podporujicimi intrabuné¢nou absorpci, skupinami, které slouZi jako znagici skupiny in vitro nebo
in vivo, chemiluminiscenénimi skupinami a/nebo skupinami, které pfi hybridizaci
oligonukleotidu na biologické DNA nebo RNA napadaji tyto DNA—- nebo RNA-molekuly za
vazby nebo §tépeni.

2. Analogy oligonukleotidii podle naroku 1, vzorce I, kde R? predstavuje zbytek vzorce IV a R’
znadi vodik; R' poptipadé R? predstavuji zbytek vzorci 11l popfipadé IV; nebo R? znadi vodik a
R' znamena zbytek vzorce III, pfiemz bud’ W nebo Z v poslednim pfipadé neznamenaji kyslik.

3. Analogy oligonukleotidii podle narokid 1 nebo 2, vzorce I, kde W piedstavuje kyslik, nebo
Z a W oba znamenaji kyslik.

4. Analogy oligonukleotidi podle nérokii 1 az 3, vzorce I, kde R? predstavuje zbytek vzorce IV
aR' znagi vodik.

S. Analogy oligonukleotidii podle nirokil 1 az 4, vzorce I, kde Z a Z' nezavisle na sobé& znaéi
vyhodné alkoxyskupinu s 1 aZ 8 uhlikovymi atomy, obzvlast& 1 az 3 uhlikovymi atomy, zejména
methoxyskupinu; alkylovou skupinu s 1 az 8 uhlikovymi atomy, obzvlaité alkylovou skupinu s 1
az 3 uhlikovymi atomy, zejména methylovou skupinu; R® vyhodng& znagi alkylovou skupinu s 1
az 8 uhlikovymi atomy, zejména alkylovou skupinu s 1 az 4 uhlikovymi atomy, nebo také
methoxyethylovou skupinu; R* zna&i vyhodné alkylovou skupinu s 1 a? 8 uhlikovymi atomy,
zejména alkylovou skupinu s 1 az 4 uhlikovymi atomy nebo R® a R* spolu vyhodn& tvofi
morfolinovou skupinu a n zna&i vyhodné celé &islo 10 az 40, obzvlasté 15 az 25.

6. Analogy oligonukleotidi podle narokd 1 az 5, vzorce I, substituované skupinami,
podporujicimi intrabunéCnou absorpci, zvolenymi ze skupiny alkylovych zbytki saz 18
uhlikovymi atomy, cholesterylu, kyselin Zlu¢ovych a peptidi, vazajicich se na receptory, které
hraji roli pfi receptory zprostfedkované endocytose; skupinami, které slouZi jako znagici skupiny
in vitro nebo in vivo ze skupiny obsahujici akridinylovou skupinu, dansylovou skupinu nebo
fluoresceinylovou skupinu; nebo chemiluminiscenénimi skupinami ze skupiny obsahujici
akridiniumesterové skupiny; a/nebo skupinami, které pii hybridizaci oligonukleotidu na
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biologické DNA nebo RNA napadaji tyto DNA— nebo RNA-molekuly za vazby nebo $tépeni, ze
skupiny obsahujici akridin, psoraly a chlorethylaminoarylové konjugaty.

7. Zpiisob vyroby analogii oligonukleotidi vzorce I, podle néroki 1 aZ 6,
vyznadujici se tim, Zese

a) odpovidajici nukleotidové jednotka s 3'— popiipadé 5'-termindlnimi skupinami fosforu(1II)
nebo fosforu(V) nebo jeji aktivovany derivat necha reagovat s dal3i odpovidajici nukleotidovou
jednotkou s 3'—, popfipadé 5'~terminalni volnou hydroxyskupinou, nebo se

b) odpovidajici oligonukleotid zkonstruuje z fragmenti stejnym zpisobem,

v oligonukleotidech ziskanych podle (a) nebo (b) se popfipadé jedna nebo nékolika ochrannych
skupin zavedenych dogasn& k ochrané ostatnich funkei od3tépi a takto ziskané oligonukleotidy
vzorce I se poptipadé prevedou na svoje fyziologicky sna3enlivé soli.

8. Analogy oligonukleotidii vzorce I, podle néroki 1 aZ 6 k pouZiti pro hybridizané chemicky,
na adici na nukleové kyseliny s dvojitym nebo jednoduchym fetézcem spoCivajici postup
regulace nebo potlalovani biologickych funkci nukleovych kyselin, jakoZ i k selektivnimu
potlatovani exprese funkci virového genomu a kprofylaxi a terapii virovych funkei,
k potla¢ovani nadorové funkce a k terapii rakovinnych onemocnéni.

9. Farmaceutické prostfedky potladujici funkci nukleovych kyselin, vyzna&ujici se
tim, e jako Gi¢innou latku obsahuji jeden nebo n€kolik analogi oligonukleotid podle naroku

1 az 6, popripadé spolu s fyziologicky sna3enlivymi pomocnymi a/nebo nosnymi latkami,
zejména pro intravenosni nebo topickou aplikaci.

6 vykresti
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