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A taldlmdny egyszdalu cirkuldris oligonukleotidokat biztosit,
melyek mindegyike egy paralell koétésu (P) doménnel és egy anti-
Vparalell kotési (AP) doménnel rendelkezik, melyeket egymastoél
hurok domének klildnitenek el. Az egyes P és AP kdtések kielégitd
komplementaritdssal rendelkeznek ahhoz, hogy egy meghatarozott CJC
nukleinsavizé;-egyik}széléhoz kdt8djenek, ahol a P domén paralell

, T , . ,
médon koétdédik a cél €s az AP domén anti-paralell mddon.
Tovabba, az egyszalu cirkuldris oligonukleotidok egyszdlu és
kettd8sszalu cél nukleinsavakhoz is k&étddhetnek. A taldlmany
biztosit ezen oligonukleotidok felhaszndlésdra szolgdld mddszere-
ket is, valamint az ezen oligonukleotidokat tartalmazd gyogy-
szerészeti Osszetételeket is.
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A talalmény egysz&lu cirkuldris oligonukleotidokat biztosit,
melyek képesek egy cél DNS-hez vagy egy cél RNS-hez kapcsolddni,
ezdltal képesek szabdlyozni a DNS replikdcidét, az RNS transzk-
ripcidét, a fehérje transzlécidt és més a nukleinsav templ&tokat
is magukba foglald folyamatokat. Tovédbbd, a cirkuldris oligonuk-
leotidok jeldlhetdk prdébdkként vald alkalmazds céljdbol egy cél
nukleinsav detektdlédsédra vagy izoldlésédra. A cirkuldris oligonuk-
leotidok elmozdithatjdk egy duplex nukleinsav egyik szélét
anélkil, hogy el&z8leg dénaturélnék a duplexet. Tovébbé a cir-
kularis oligonukleotidok rezisztensek az exonukledzokkal szemben
€s a célhoz nagyobb szelektivitédssal és affinitdssal koétddnek
mint a linedris oligonukleotidok.

A kévetkezbkben magadjuk a taldlmany hdtterét

Egy oligonukleotid egy cél nukleinsavhoz hidrogénkdtések
letrehozdsaval kotSdik, mely kdtések a cél és az oligonukleotid
bazisai kb6z6tt jénnek létre. Az &ltaldnos B-DNS hagyomanyos
adenin-timin (A-T) és guanin-citozin (G-C) Watson és Crick
badzisparokkal rendelkezik, melyek kozdtt sorrendben 2 és 3 hid-
rogénkdétés van. A hagyomdnyos hibridizéciés technika a szekven-
cia specifikus DNS vagy RNS prébédk azon képességén alapszik, hogy
egy cél nukleinsavhoz a Watson-Crick-féle hidrogénkdtéseken
keresztil kétSdik. Azonban mas tipusu hidrogénkodtddési méd is
ismert, melyben egy bdzis néhany atomja - melyek nem vesznek
részt a Watson-Crick-féle bézis ké&pzésben - hidrogénkdtéseket
hozhat létre mas nukleotidokkal. Példéul, a timin (T) kdtS8dhet

egy A-T Watson-Crick-féle bédzispdrhoz az adeninhez kapcsolddd



hidrogénkdtéseken keresztil, ezdltal létrehozva egy A-AT bdazis
triddot. Hoogsteen (1959, Acta Crystallography 12:822) irta le
elészdér a T-AT és C-GC bdzis triddokban jelenlevd alternativ
hidrogénkotéseket. Még késlSbb G-TA bdzis triddokat, melyekben a
guanin hozhat létre hidrogénkétést egy kézponti timinnel, figyel-
tek meg (Griffin et al., 1989, Science 245:967-971). Ha egy
oligonukleotid egy célhoz mind a Watson-Crick-féle és az alterna-
tiv hidrogénkdétésekkel képes koé6tddni, akkor egy rendkivili médon
stabil komplex képzSdhet, melynek szda&mos in vivo és in vitro
felhaszndlési lehetdsége lehet. Azonban ezideig nem jelent meg
leirds olyan oligonukleotidrél, mely rendelkezik azokkal a
szukséges szerkezeti tulajdonsdgokkal, melyek a Watson-Crick-féle
és alternativ hidrogénkodtésekkel vald célkodtddés eléréséhez
szUkségesek.

Megfigyeltek olyan oligonukleotidokat, melyek nem Watson-
Crick-féle hidrogénkétésekkel koétSdtek in vitro. Példaul Cooney
et al., (1988, Science 241:456) leirtak egy 27 bazisu egyszalu
oligonukleotidot, mely egy kettdsszd&lu nuklinsavhoz nem-Watson-
Crick-féle hidrogénkdtéseken keresztlil kapcsoldédik. Azonban ezen
tipus hdrom szalu komplexei nem tul stabilak, mivel az oligonuk-
leotid céljahoz csupan kevésbé stabil alternativ hidrogénkdtések-
kel kapcsolddik, pl. egyetlen Watson-Crick-féle kdétés nélkil.

Az oligonukleotidokat szdmos célra hasznéljdk. Példaul az
oligonukleotidok haszndlhatdék proébaként cél nukleinsavakhoz,
melyeket szlrdSre vagy membrdnra immobiliz&ltak, vagy melyek a

szbvetben vannak jelen. Sambrook et al (1989, Molecular Cloning:



A Laboratory Manual, Vols. 1-3, Cold Spring Harbor Press, NY)
részletes leirést biztositanak a hibridizédcids technikdkrdl.

Tovédbbé&, nagy az érdeklddés mostandban az oligonukleotidok
celluldris nukleinsavak biolégiai funkcidinak reguldtoraiként
vald fejlesztése irdnt. Ez az érdeklddés a természetesen eldfor-
duld komplementer vagy antisense RNS olyan megfigyelésébdl ered,
hogy néhédny sejt a fehérje expresszid szabdlyozasdra hasznalja.
Azonban az oligonukleotidok biolégiai folyamatok in vivo szaba-
lyozédséra vald fejlesztését szé&mos régen fenndlld probléma akada-
lyozza, ideértve a linedris oligonukleotid alacsony kétési stabi-
litdsat és nukledz érzékenységét.

Példdul, a humdn c-myc gén transzkripcibéjat gdtolta egy
sejtmentes, in vivo kisérleti rendszerben egy 27 bézisu linedris
oligonukleotid, melyet a c-myc promoterhez vald kdétddéshez ter-
veztek. A gdtlast csupén akkor figyelték meg, amikor gondosan
ellenSrzétt in vitro vizsgdlati rendszert haszndltak, melyben a
fiziolégds hémérsékletnél alacsonyabbat alkalmaztak és szamos
celluldris enzimet eltévolitottak vagy inaktivédltak. Ezekre a
kérulményekre azért volt szlkség, mert a linedris oligonukleoti-
dok alacsony affinitédssal koétddnek és igen érzékenyek olyan
enzimekkel szemben melyek a DNS linedris darabjait bontjék
(Cooney et al.). Egy pre-mRNS transzkript &sszekapcsoldsét, mely
alapvetd a Herpes‘Simplex virus repliké&cidéjdhoz, szintén gdtolta
egy olyan linedris oligonukleotid, mely komplementer volt egy
acceptor kapcsoldédasi helyhez. Ebben az esetben egy metilfoszf-

ondt koétést alkalmaztak a linedris oligonukleotidban nukleéz



rezisztencidjdnak fokozdsa c&ljébdél. Az ezen kémiailag mddosi-
tott oligonukleotid tenyésztdpkdzeghez vald hozzaadasa csbk-
kenést okozott a protein szintézisben és a nem fertdzétt sejtek
szaporodésdban, ami valdszinilileg toxicitdsi probléméknak kdészdn-
heté magas koncentréciék esetében (Smith et al., 1986 Proc. Natl.
Acad. Sci. 83:2787-2791).

Egy masik példéban, linedris oligonukleotidokat hasznaltak
human immunodeficiencia virus replikécidéjdnak gétlédsdra tenyész-
tett sejtekeben. A retrovirus genom termindlis ismétlédéseihez
kézeli vagy az ezeken bellili helyekkel komplementer és a helye-
ken belll bizonyos kapcsolési részekkel komplementer linedris
oligonukleotidok voltak a leghatékonyabbak a virdlis replikéacid
blokkolé&sdban. Azonban ezekben a kisérletekben a 1linedris
oligonukleotidok nagy mennyiségeire volt szikség a hatas elérés-
éhez, feltehetBen azért mert ezen 1linedris oligonukleotidok
alacsony kotési stabilitéssal rendelkeznek és a nukledzok kdnnyen

kart tesznek bennik (Goodchild et al., 1988, Proc. Natl. Acad.

Sci. USA 85:5507-5511).

Ennek megfelelden azok az oligonukleotidok, melyek a biold-
giai folyamatok haszn&lhaté reguldtorai, eldnydsen bizonyos
tulajdonsdgokkal rendelkeznek. E18szdr is, az oligonukleotid elég
er8sen kell kotd8djon komplementer cél nukleinsavédhoz ahhoz, hogy
a kivant regulaciés hatédssal rendelkezzen. Masodszor &ltaléban
kivénatos, hogy az oligonukleotid és célja szekvencia specifikus
legyen. Harmadszor az oligonukleotid megfeleld felezési idbvel

rndelkezzen in vivo kértilmények kézédtt, azért, hogy a kivant



szabdlyozdast el tudja végezni a sejtben. Azonban az oligonukleo-
tid rezisztens kell legyen olyan enzimekkel szemben, melyek
nukleinsavakat bontanak, mint pl. a nukldzok. Negyedszer, az
oligonukleotid az egyszdlu és a kétszdlu célokhoz is hozzé kell
tudjon koétddni.

Mig a linedris oligonukleotidok kielégithetik a szekvencia
specifitds kivetelményeit, a linedris oligonukleotidok a nuklea-
zokkal szemben érzékenyek és &ltalédban kémiai mdédositésra van
szlikség bioldgiai felezési idejik megndvelésére. Az ilyen mddo-
sitdsok megndvelik az oligonukleotid el8&llitdsi klUltségét és
toxicitédsi problémdkat is okozhat. Azonkivil a linedris oligonuk-
leotidok ugy k&t8dnek, hogy kétszdlu komplexet hozzanak létre,
olyanokat, melyek a celluldris nukleinsavakban vannak jelen.
Koévetkezésképpen a celluldris enzimek kénnyen médosithatjdk és
disszicidlhatjdk a kétsz&lu komplexben a célhoz kotédétt linedris
oligonukleotidot. A linedris oligonukleotidok alacsony ko&tési
ereje és nukledz szenzitivitdsa igy szikségszeruvé teheti az
oligonukleotid nagy koncentrdciéban valé alkalmazdsédt ezaltal az
ilyenfajta alkalmazést toxikussd vagy koltségessé téve. Tovabba,
mig a linedris oligonukleotidok egy kettds szdlu célhoz alterna-
tiv hidrogénkdtésekkel kapcsoldédhatnak (pl. Hoogstein-féle
kdtés), a linedris oligonukleotidok nem tudjék koénnyen disszo-
cidlni a kettdsszalu célt az egyik szal helyettesitése céljabdl
és igy egy sokkal stabilabb Watson-Crick-féle koétési mintéat
hoznak létre.

Ezenkivil, a megndvekedett koétési erd fokozza a szabalyozd



oligonukleotid hatékonysagat. Ezért egy magasabb kotési affinita-
su oligonukleotid alacsonyabb dézisban alkalmazhaté. Az alacso-
nyabb dézis csdkkenti a kdltségeket és csdkkenti a toxicitas
valészinlségét.

Ennek megfelelden a taldlmény olyan egyszalu cirkuléris
oligonukleotidokat biztosit, melyek az oligonukleotid cirku-
laritdsdnak természete miatt, valamint az oligonukleotidon jelen-
levd domének miatt nukledz rezisztensek és er8s affinitéssal és
magas szelektivitassal kdtd8dnek cél nukleinsavjaikhoz. Tovébba
a taldlmény cirkuléaris oligonukleotidjai disszocidlhatjak a
kett8sszalu célt és koétddhetnek hozzé anélkil, hogy elbzd8leg
denaturdltédk volna azt.

A DNS vagy RNS egyszdlu kéreinek néhany tipusa ismert.
példaul, néhany természetesen eléforduld virdlis és baktreioféag
genom szerkezete egyszélu cirkuldris nukleinsav. A DNS egyszdalu

kdéreit Erie et al. (1987, Biochemistry 26:7150-7159 és 1989,

Biochemistry 28:268-273) tanulményoztéak. Azonban ezen cirkuldaris
molekuldk egyikét sem tervezték a cél nukleinsavhoz valé kotédés-
hez. Azonban a taldlmény bemutat egy olyan ujitést, melyet egy
alapvetd fejlesztés jellemez a tudomdny e teruletén ismert koréb-
bitdl eltérden, mivel a cirkuldris oligonukleotidok magas speci-
fitast alacsony vagy nem létezd toxicitast és a nukledzokkal
szemben a linedris oligonukleotidokénal er8sebb rezisztenciat
mutat, mig az egyszalu vagy kettds szalu cél nukleinsavakhoz valéd
kotddése sokkal er8sebb, mint a hagyomanyos linedris oligonuk-

leotidoké.



A koOvetkezbkben megadjuk a taldlmany 6sszefoglaldsat

A talédlmdny biztosit egy egyszdlu cirkuléris oligonukleoti-
dot, mely legaldbb egy paralell kotést (P) doménnel és legalabb
egy nem-paralell kdétésu (AP) doménnel rendelkezik és van egy
hurok doménje az egyes ko6tS domének kdzdtt a cirkuldris oligonuk-
leotid létrehozésa céljébdl. Az egyes P és a megfeleld AP domének
elegendS komplementaritédssal rendelkeznek ahhoz, hogy detektdl-
hatéan kétSdjenek egy meghatdrozott nukleinsav cél egyik széléhoz
a P doménnel a célhoz vald paralell médon vald kotSdéssel, az AP
domén pedig egy anti-paralell kétéssel kdétddik a célhoz. Az
elegendS komplementaritéds azt jelenti, hogy elegendS szamu
bdzispar létezik a cél nukleinsav és a cirkuldris oligonukleotid
P és/vagy AP doménjei k&ézdtt a stabil, pl. detektdlhatd koétés
eléréséhez.

A taldlmény egy mésik megvaldsuldsa biztosit olyan egyszalu
cirkuléris oligonukleotidokat , melyeket egy riporter mole-
kulédbdél szarmaztattunk, a cél nukleinsavhoz vald préba biztosita-
sa céljabdl vagy egy drogbdl vagy egy masfajta gydégyszerészeti
anyagbol sza&rmaztattunk a sejt specifikus drog szallitédsénak
biztositédsa céljabdél vagy olyan anyagokbdl szdrmaztattuk, melyek
képesek hasitani vagy egyéb médon médositani a cél nukleinsavat
vagy olyan anyagokbdl, melyek a celluldris felvételt vagy a cél
oligonukleotidhoz vald kétSdését elSsegitik.

A talalmany egy tovabbi megvalésuldséban olyan egyszdalu
cirkularis oligonukleotidokat biztositunk, melyek egy szilard

tdmasztékhoz koétdttek az oligonukleotiddal komplementer nuklein-
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A taldlmdny egy megint més megvaldsuldsédban egy olyan
részekre osztott kittet biztositunk, mely a cél nukleinsav de-
tektdlédsdra vagy diagnézisdra szolgdl ideértve legaldbb egy elsd
tdrold részt mely biztositja a cirkuldris oligonukleotidok
barmelyikét.

A talédlmany egy tovébbi megvalédsuldsdban biztositunk egy a
cél nukleinsav detektdlasdra szolgdld médszert, mely magédba
foglja egy egyszdlu cirkuldris oligonukleotid olyan mintédval
valé kapcsolatba hozdsédt, mely tartalmazza a cél nukleinsavat
annyi ideig és olyan kérulmények koézdtt, mely megfeleld az oligo-
nukleotid-cél komplex létrehozds&hoz valamint a komplex de-
tektalasat. Ez a detektédlasi mdédszer lehet fluoreszcens energia
atvitel.

A taldlmdny egy megint més megvaldsuldsdban egy a DNS az RNS
és a fehérje bioszintézisének szabdlyozasdra alkalmas médszert
biztositunk. Ebbe a mdédszerbe tartozik legalédbb egy cirkulé&ris
oligonukleotid DNS, RNS vagy fehérje nukleinsav templdttal vald
6sszehozdsa olyan kdérlUlmények kozodtt, mely kielégitd az oligonuk-
leotid templ&tban taldlhatd cél szekvencidhoz vald kotédésének
eléréséhez, melyet az oligonukleotid célhoz vald koétddése kdvet
, a templathoz vald hozzaférhetd8ség blokkolva van ezért a DNS, az
RNS vagy a fehérje bioszintézise szabdlyozéds alatt &ll.

A taldlmény egy tovabbi megvaldsulédsdban gydgyszerészeti
Osszetételeket biztositunk a cirkuldris oligonukleotidok legaldbb

egyikének bioszintézist szabdlyozé mennyiségét tartalmazéd nuk-



leinsav vagy fehérje bioszintézisének szabdlyozdsédra és egy
gyégyszerészetileg elfogadhaté hordozét.

A talalmany egy tovédbbi megvaldsuldsdban egy az egyszdlu
cirkulédris oligonukleotid eldédllitésdra szolgdld mdédszert bizto-
situnk, mely magédba foglalja egy'lineéris elbkdr vég-kapcsolddd-
oligonukleotidhoz vald két8dését az eld8kdr két végének kap-
csoldbdasat, valamint a cirkuldris oligonukleotid termék ki-
nyerését.

A taldlmdny egy megint mds megvaldsuldsdban szdl elmozditds-
ra biztositunk médszert egy kettdsszdlu nukleinsav célban, ugy.
hogy a célt &sszehozzuk a cirkuldris oligonukleotidok barmelyiké-
vel annyi ideig és olyan kérlUlmények kézott, mely elegends a cél
denaturdldsara és a cirkuldris oligonukleotid kdtésére.

A kévetkezSkben megadjuk a taldlmény rajzainak roévid leirdsat

Az 1A. &bra a Watson-Crick-féle (anti-paralell domén) AT és
GC béazispadrok koétési mintdjat mutatja. Az 1B. &bra a T-AT, C+GC
€s G-TA bdzis triddokat mutatja, melyek a P, a cél és az AP
nukleotidok kézdétt jdhetnek létre.

A 2. dbra az egyszdlu cirkulédris oligonukleotidok szintézis-
éhez szlkséges cirkularizdcids reakcidt illusztrdlja sematiku-
san. Egy linedris el8kd6r oligonukleotid kotd8dik egy olyan oligo-
nukleotidhoz, mely ugyanolyan szekvencidval rendelkezik, mint a
cél, pl. egy vég-kapcsoldédasu oligonukleotid, az eldkor komplex
létrehozésa céljdbol. Lig&lds utdn a cirkularizdlt oligonukleoti-
dokat szepardltuk a vég-kapcsolddasu oligonukleotidoktdl.

A 3.8bra a lineédris prekurzoroktdl a cirkuldris oligo-



nukleotidokig tartd szekvencidkat mutatja, pl. eldkdrdket (1-3-as
a koévetkezd szekvencia azonositd szamokkal: SEQ ID NO:5, SEQ ID
NO:6, SEQ ID NO:7), célokat (4-es, 5-6s, a kdvetkezd szekvencia
azonositdsi szamokkal: SEQ ID NO:8, és SEQ ID NO:9), cirkuléris
oligonukleotidokat (6-os, 7-es, 8-as és 13-as a kdvetkezbd szek-
vencia azonositédsi szémokkal: SEQ ID NO:5-7 és 14) és lineéris
oligonukleotidokat (9-12-es és 1l4-es a kdvetkezd szekvencia
azonositd szamokkal: SEQ ID NO:10-13 és 15), melyek a Példékban
kerilnek leirésra.

A 4. dbra egy vég-kapcsoldédasu-oligonukleotiddal komplexszé
tett linedris el8kdr szerkezetét mutatja ligdlds elStt.

Az 5. &bra a pH hatédsdt mutatja a cirkuléris oligonukleoti-
d:cél komplex képz8désre, a Tm mérések szerint. A fekete k8rdk
egy 6:4 komplex kUldénbdéz8 pH értékeken mért stabilitdsat mu-
tatjadk , mig a fekete négyzetek a 7:5 komplexek stabilitésat . A
6-0s és 7-es cirkuldris oligonukleotidok és a 4-es és 5-6s célok
szekvencidit a 3. &brédban mutatjuk Dbe.

A 6A. adbra a hurok méret komplex képz&ddésre kifejtett
hatésat mutatja, a két célhoz vald kotd8dés Osszehasonlitésédval:
egy egyeduli (dA)12 cél (négyzetek) és egy 36 nukleotidbdl &l11lé
oligonukleotid cél (koérdk) Osszehasonlitdsdval. A 6B. &bra a cél
és a koétdé domén hosszusdgdnak hatdsidt mutatja a komplex képzddés-
re.

A 7. abra egy cirkuldris oligonukleotid és egy olyan cél
kdézétti komplex képzddését mutatja be, ahol a P és az AP kotd

domének lépcsésen helyezkednek el a célon.
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A 8. &bra egy fluoreszcens jeldlésl kettdsszdlu cél (SEQ ID
NO: 11) egyik szdldnak vagy egy SEQ ID NO:8 szdmmal rendelkezd
linedris oligonukleotiddal vald (pontozott vonal) vagy egy SEQ ID
NO:5 széammal rendelkezd cirkuldris oligonuk-
leotiddal (folytonos vonal) vald helyettesitését mutatja be. A
standard helyettesitést a fluoreszcein fluoreszcencia er8ségében
bekoévetkezett ndvekedés mérésével néztuk (Y-axis) az id8 arényé-
ban (X-axis).

A 9. abra a kuldénb6z8 koncentrécidkban a duplex célokra (SEQ
ID NO:5) vonatkozd Kypg megfigyelt pseudo-elsérendi sebesség
konstansainak pontjait &brézolja. A sebesség konstansok bizony-
talansdga 10%-nédl nem nagyobb. A megrajzolt gdrbe egy derékszddi
hiperbola, amit a legjobb egybeeséssel hoztunk létre. Az adatok
kettés reciprok szerkesztése pl. [cirkuldris o].igonukleotid]_1
szemben a (Kobs)-l linedris, egy 8.95 x 1l0° % sec.Mm™1 lejtéssel és
egy 39.8 masodperces y-feltartdztatéssal.

A kovetkezbkben megadjuk a taldlmdny részletes leirdsat.

A taldlmany olyan egyszdlu cirkuldris oligonukleotidokkal
kapcsolatos, melyek pl. kérdk, melyek a nukleinsav célokhoz
magasabb affinitassal és szelektivitédssal képesek kapcsolddni,
mint a megfeleld linedris oligonukleotidok. Tovébba, mivel ezek a
kérdk képesek felnyitni egy kettds sz&lu nukleinsav két szalat és
képesek ide k6tddni, mind az egyszalu, mind a kettd8sszélu nuk-
leinsavak célként szolgdlhatnak a cirkuldris oligonukleotidokkal
vald kotddéshez.

Tovabbd, mivel ezen kérdk egyszdlu, és kettds szdlu célok-
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hoz valé kotSdése is er8s és szelektiv, szamos alkalmazasi
lehetSséget biztositanak ideértve az olyan bioldégiai folyamatok
szabdlyozdsi médszereit, mint a DNS replikécié, az RNS transzk-
ripcié, az RNS &sszeillesztés és felhasznd&lds, a fehérije
transzlacié és a hasonlék. Hasonldképpen ezen kdrdk azon képessé-
ge, hogy a kett8sszdlu nukleinsavakat disszocidlni tudjék és a
célzott nukleinsavhoz szelektiven és er8sen k6tédni képesek,
idedlisséd teszi ezeket diagnosztikai prébaként, vagy marke-
rekként, hogy lokalizdljdk, pl. a kromoszdman vagy mas DNS vagy
RNS molekulékban a specifikus helyeket. Tovébba, ezek a kdrdk
haszonsak a komplementer nukleinsavak izolélasdban vagy drogok
vagy més molekuldk sejtekbe vald szekvencia-specifikus bejut-
tatésdban.

Elénydsen a talalmény egyszdalu cirkuldris oligonukleoti-
djai legaldbb egy paralell kdtési (P) doménnel és legaldbb egy
anti-paralell ko&étéstu (AP) doménnel rendelkeznek és van egy hurok
doménjlk az egyes kétdS domének kdzott, igy egy cirkulédris oligo-
nukleotid joén létre. Tovabba, az egyes P &és AP domének elegendd
komplementaritdst mutatnak egy meghatédrozott nukleinsav cél
egyik szé&ldhoz vald kétédéshez, azdltal, hogy a P domén paralell
médon ko6td8dik a célhoz és az AP domén anti-paralell médon k&étddik
ehhez.

A késb6bbiekben bemutatott sematikus dbrédzolds bemutatja a P
€s AP oligonukleotid domének egy sorozatinak cirkuldris elrende-
z6dését egymdshoz viszonyitva valamint a célhoz kapcsolddva (T,

ahogy a késSbbiekben jeldljik).



A nyilak az egyes szdlak 5'-t81 3' irdnyu orientdltsédgat jelzik,
ahol az 5'vég az egyes domének farok részénél és a 3'vég a
nyilak hegyénél helyezkedik el. Azonban ahogy itt alkalmazzuk, a
nukleinsavak paralell médon vald kdtd8dése azt jelenti, hogy az 5'
- 3' orienté&cidé azonos a komplexben levd az egyes szdlak vagy
nukleotidok esetében. Ez a fajta k&t8dés taldlhatd meg a cél és
a P domén ké6zdétt. A taldlmdny szerinti haszndlatban, a nukleinsav
anti-paralell médon vald kétddése azt jelenti, hogy a komplexben
levé két sz&l vagy nukleotidok 5' - 3' orientdcidi ellentétes
irdnyban fekszenek, pl. a szalak oly médon helyezkednek el,
ahogy az a kettds hélixli DNS-ben a tipikus Watson-Crick-féle
bdzis pér elrendezésben taldlhatd.

Ha egynél tdbb P vagy AP kdtS domén van jelen, az ilyen kotd
doméneket mds P és AP doménektdl hurok domének szepardljak el,
melyek hosszusdga elegendS a sokrészes célokhoz vald kotddés
biztositds&dhoz. Tovébbd, ha egy k&r sokszoros AP és P doménekkel

rendelkezik, a megfelel$ célok nem kell, hogy szlikségszerlen egy
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nukleinsav szdlon helyezkedjenek el. Azonkiviil egy adott célhoz
koétd8d6 cirkuldris oligonukleotid egy hurok doménje lehet egy AP
vagy P domén egy mdsodik célhoz vald kd6tSdéshez amikor a cirkuld-
ris oligonukleotid elszabadul az els8 céltdl.

A taladlmannyal egyetértésben a P és AP domének nukleotid
szekvencidja meghaté&rozhaté a nukleinsav cél meghatdrozott
szekvencidjédbdél utalva a bédzis pdrosodds késSbbiekben megadott
szabdlyaira. A cél lehet egyszdalu vagy kettds szdlu és ismert
funkcidi és szerkezeti tulajdonsdgai miatt szelektaltuk. Példaul
néhény eldnyben részesitett cél lehet kédold régid, replikdaciés
origd, reverz transzkriptdz kété hely, transzkripcids szabdlyozd
elem, RNS 6szeillesztési hely vagy riboszdéma kétd hely todbbek
koézott. A cél szelektdlhatd azon képesége alapjan is, hogy
képes-e egy DNS vagy egy RNS templat detektaldsara vagy
izolélaséra. Az eldnyben részesitett célok purinban gazdagok pl.
adeninben és guaninban.

A cél DNS vagy RNS nukleotid szekvencidja lehet teljesen
vagy részben ismert. Ha a cél nukleotid szekvencia teljesen
ismert a P és AP domének szekvenciajat olyan szUkséges komplemen-
taritédsi fokkal tervezzik meg, hogy a kotddés létrejéjjdén, ahogy
azt ismert eljdrédsokkal detektdlhatd, pl. a fény abszorpcidban
vagy a fluoreszcencidban bekdévetkezd valtozdsok révén. Néhany
esetben a cél szekvencia bemutathaté egy konszenzus szekvencid-
val vagy lehet csupdn részben ismert. Példaul egy konszenzus
szekvenciaval képviselt cél teljes osztdlydhoz kotddd cirkuldaris

oligonukleotidok (kordk) biztosithatdék ugy, hogy a cél konszen-
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zus szekvencidjébdél tervezzik meg a P és AP doméneket. Ebben az
esetben a célok némelyike pontosan illeszkedik majd a konszenzus
szekvencidhoz, mésok rendelkeznek majd néhdny nem illeszkeds
bazissal, melyek viszont nincsenek elég nagy szamban ahhoz, hogy
megakadalyozzadk a kotSdést. Hasonldéképpen, ha a cél szekvencia
egy része ismert, a tudomdny e terlletén jartas szakember a
késébbiekben megadott bdzis parosodéasi szabdlyokhoz fordulhat az
olyan kérdék megtervezésekor, melyek a célhoz nagyobb affinitds-
sal kapcsolddnak mint egy linedris oligonukleotid ,melynek szek-
vencidja ugyan megfelel a cirkuldris oligonukleotidénak.

Ily médon a taldlmény olyan kérdkre is vonatkozik, melyek
olyan P és AP doménekkel rendelkeznek, melyek elegenden komp-
lementerek ahhoz, hogy egy olyan nukleinsav célhoz k&étd8djenek.,
melyben a P és az AP domének elegendd szamu, de nem feltétlenul
Osszes nukleotid pozicidéjdt a cél szekvencidjébdl hatdroztuk meg
a talalméany bdzis parosoddsi szabdlyaival egyez8 médon. A meg-
hatdrozott (azaz ismert) pozicidk szama azon pozicidk széma, mely
ahhoz szukséges, hogy elegend5 komplementaritdst biztositson a
kérdéses oligonukleotidoknak a céljaikhoz vald kdétSdéshez, ahogy
az standard eljardasokkal detektdlhatd, ideértve a fény abszorp-
cidéban a kétddés vagy az olvadés hatdsdra bekdvetkezd valtozast.

A taldlmény bédzis pdrosoddsi szabdlya biztositja a P domén
szamdra, hogy a célhoz oly médon kétédjdén, hogy olyan bazis
pdrokat hozzon létre, ahol a P domén és a cél nukleotidok is
azonos 5' - 3' orientdcidjuak. ElSnydsen ezek a szabdlyok kielé-

gitéek olyan mértékben, ami a cirkuldris oligonukleotid céljahoz
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vald koétSdésének eléréséhez szlikséges, pl. a komplementaritds
nem szukséges, hogy 100%-os legyen amig a két8dés detektalhatd.
Azonban a P domén szekvencidjédnak meghatdrozasdhoz az &ltalanos
szabdlyok a kévetkezdk:

ha a célban egy pozicidéban a béazis egy guanin vagy egy
guanin analég akkor a P egy citozinnal vagy annak egy megfeleld
analogjaval rendelkezik a megfelelS pozicidban;

ha a célban egy pozicidban a bdzis egy adenin vagy egy
adenin analég, akkor a P egy timinnel vagy egy uracillal vagy
ezek egy alkalmas analédgjéval rendelkezik a megfeleld pozicid-
ban;

ha a célban egy pozicidban a bazis egy timin vagy egy timin
analdg, akkor a P egy citozinnal vagy egy guaninnal vagy ezek egy
alkalmas analdégjéval rendelkezik a megfeleld pozicidban;

ha a célban egy pozicidban a bézis egy citozin vagy egy
citozin analdg, akkor a P egy citozinnal, timinnel vagy uracillal
vagy ezek egy alkalmas analégjdval rendelkezik a megfeleld pozi-
cidéban; és

ha a célban egy pozicidban a bézis egy uracil vagy egy
uracil analdg, akkor a P egy citozinnal egy guaninnal, timinnel,
vagy egy uracillal vagy ezek egy alkalmas analdégjdval rendelkezik
a megfeleld pozicidban.

A talalmény bdzis parosoddsi szabdlya biztositja az AP domén
szamara, hogy a célhoz oly médon kétddjdén, hogy olyan béazis
pdrokat hozzon létre, ahol az AP domén és a cél nukleotidok

ellentétes orientédcidjuak. Elénydsen ezek a szabdlyok kielégi-
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téek olyan mértékig, ami a cirkuldris oligonukleotid céljédhoz
vald detektdlhatd kdtddésének eléréséhez szlkséges, pl. a komple-
mentaritds 100%-osndl kisebb lehet. Azonban a bazis parosoddasi
szabalyhoz csupdn olyan mértékig ragaszkodhatunk, ami az elegen-
d5 komplementaritds eléréséhez szlkséges a cirkulédris oligonuk-
leotid és célja koézotti detektdlhatd koétés létrehozésahoz.

Igy az AP domén szekvencidjanak meghatdrozdsédhoz az &ltald-
nos szabdlyok a kdvetkezdk:

ha a célban egy pozicidban a bézis egy guanin vagy egy
guanin analég, akkor az AP egy citozinnal vagy egy uracillal vagy
ezek egy megfeleld analdgjdval rendelkezik a megfeleld pozicid-
ban;

ha a célban egy poziciéban a bézis egy adenin vagy egy
adenin analég, akkor az AP egy timinnel vagy egy uracillal vagy
ezek egy alkalmas analdgjaval rendelkezik a megfeleld pozicid-
ban;

ha a célban egy pozicidban a bézis egy timin vagy egy timin
analdég, akkor az AP egy adeninnel vagy ennek egy alkalmas
analdgjaval rendelkezik a megfeleld pozicidban;

ha a célban egy pozicidban a bdzis egy citozin vagy egy
citozin analég, akkor az AP egy guaninnal vagy ennek egy alkalmas
analdégjdval rendelkezik a megfeleld pozicidban:

ha a célban egy pozicidban a bdzis egy uracil vagy egy
uracil analdg, akkor az AP egy adeninnel vagy egy guaninnal vagy
ezek egy alkalmas analdégjéval rendelkezik a megfeleld pozicidban.

Egy eldnyben részesitett megvaldsulasban a P, az AP és a
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hurok domének egymdssal nem komplementerek.
Az 1. Tabléazat azt foglalja &ssze, hogy melyik nukleotid
képes anti-paralell bazispdrokat vagy paralell bazispéarokat

létrehozni egy meghatdrozott cél nukleotiddal.

1.TABLAZAT

Cél nukleotid (@) Anti-paralell Paralell

domén nukleotid (@)  domén nukleotid (@)

C vagy U c
A T vagy U T vagy U
T A C vagy G
C G C,T vagy U
U A vag G C,G, T vagy U

(a) vagy egy megfeleld analdg

Két komplementer egyszdlu nukleinsav stabil kettds hélix
(duplex) formdt hoz létre, ha a szdlak kotddnek vagy hibridizal-
nak egymédssal a tipikus Watson-Crick médon pl. anti-paralell GC
€és AT bézis parokon keresztil. A talédlmadnyhoz stabil duplex és
stabil triplex képzddést értink el, amikor a P é&s AP domének
elegendS komplementaritdst mutattak a cél szekvencidval, a

cirkuldris oligonukleotid és a cél molekula k6zodtti stabil ko-
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tédés létrehozdsdhoz. Stabil kdtddés akkor fordul els, amikor egy
oligonukleotid detekt&lhatdan kodtve marad a célhoz a kivant
kérilmények kdHzoOtt.

A nukleinsavak koé6zo6tti komplementaritds az a fok, amilyen
mértékig az egyik nukleinsav sz&l bazisai hidrogén koétésekkel
vagy béazis parokkal a mésodik nukleinsav sz&l bazisaihoz kétdd-
nek. Azonban, a komplementaritds néha kényelmesen leirhatéd
szdzalékosan is, pl. az olyan nukleotidok aranyaként, melyek
bé&zispdrokat hoznak létre a két sz&l kdzdtt vagy egy specifikus
régién belul, vagy a két szdl doménjein beltil. A taldlményban a
kielégitd komplementaritds azt jelenti, hogy elegendd szamu
bé&zispar létezik a cél nukleinsav és cirkuldris oligonukleotid P
€s/vagy AP doménjei k&6z6tt a detektdlhatd kdtddés eléréséhez.
Tovébbd a P domén és a cél valamint az AP domén és a cél kozotti
komplementaritds mértéke nem kell, hogy azonos legyen. Ha a
képz6détt bazispdrok ardnyadban fejezzik ki, vagy mérjuik, a komp-
lementaritds foka a 30-40%-os komplementaritdstdl a teljes, azaz
a 100 %-os komplementaritésig v&ltozhat. Altaldnossédgban a
komplementaritds teljes mértéke a P vagy az AP domén és a cél
k6zétt elénydsen legaldbb 50 %-os. Azonban a P domén céllal vald
komplementaritésa néha kisebb lehet mint az AP domén céllal vald
komplementaritédsa, pl. a P domén 30 %$-os komplementaritdst mutat-
hat a céllal, mig az AP domén lényegesen nagyobb komplementa-
ritdst mutathat, pl. 50% - 100% komplementaritdst.

Tovabbé& a kérdéses cirkuldris oligonukleotid és megfeleld

céljai koézdtti detektdlhatd koétést biztositd komplementaritasi
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fok flugg azoktdél a koérulményektSl, melyek alatt a kdtés létrejodn.
J61 ismert, hogy a nukleinsav szdlak kdzotti kotés pl. a hibri-
dizacidé a két szekvencia kézdtti eltérés fokédn tul mas tényezdk-
t8l is flgg. Az ilyen tényezdk kdzé tartoznak a régid GC tartal-
ma, a hémérséklet, az ioner8sség a formamid jelenléte és a
jelenlevd ellentétes téltési ionok tipusa. Ezen kérilményeknek
a kotésre kifejtett hatédsa jél ismert a tudomany e terlUletén
képzett szakember szamara. Tovdbba a kérllményeket gyakran
hatarozzdk meg az alkalmazdsi médok. Példdul, ha egy cirkuldris
oligonukleotidot alkalmazunk in vivo formamid nem lesz jelen, és
az ionok erSssége valamint az ellentétes tOltésl ionok tipusa és
a hémérséklet a fizioldgiai kdrulményeknek felel meg. A koétési
kérilmények in vitro manipuldlhaték, az oligonukleotidok alkal-
mazhatésdgénak optimalizdlédsa céljdbdél. A koétési kérilmények
megdllapitésat is magdba foglald mennyiségi és minéségi szempon-
tok &tfogd médszerét, mely lehetdvé teszi a tudomény e terliletén
jartas szakember szdmdra, hogy a kivant kérilmények kodzdtti
haszndlathoz megfeleld oligonukleotidokat szerkesszen, Beltz et
al., (1983, Methods Enzymol. 100:266-285) és Sambrook et al.,
biztositjék.

Igy a taldlmédnyhoz, egy a tudomdny e terliletén &tlagosan
képzett szakember is kénnyen tervezhet a kérdéses cirkuldris
oligonukleotidok P és AP doménjeihez egy nukleotid szekvenciat,
mely elegendS komplementaritdst mutat ahhoz, hogy detektalhatdan
koétédjdén cél szekvencidjdhoz. A szdhaszndlat szerint a "kotés"

vagy a "stabil kotés" kifejezések azt jelentik, hogy az oligo-
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nukleotid elegendS mennyisége van a célhoz kdétdtt vagy hibri-
dizalt &llapotban ahhoz, hogy a kotés detektalhatd legyen. A
kotés a cél:cirkulédris oligonukleotid komplex fizikai vagy funk-
ciondlis tulajdonsagai alapjan detektdlhatd.

Egy cél és egy oligonukleotid kézdtti kdtés a tudomdny e
teruletén jartas szakember sz&m&ra ismert barmely médon detektadl-
haté, ideértve mind a funkciondlis, mind fizikai kétési vizsga-
latokat. Funkcionédlisan a kétés ugy detektdlhatd, hogy meghaté-
rozzuk, hogy a koétés megfigyelhetd hatdssal van-e a bioszinteti-
kus folyamatokra (pl. DNS repliké&cié, RNS transzkripcid, fehérje
transzléacidé stb.).

A komplementer DNS vagy RNS szalak kot8désének fizikai
detektalasi mddszerei jél ismertek a tudomdny e teriiletén és
olyan médszerek tartoznak ide, mint a DN-4&z I vagy kémiai footp-
rinting gélfuttatds és affinitds hasitési vizsgdlatok, valamint a
fény abszorpcids detektdlési eljdrdsok. Példaul egy az egysze-
risége ¢és megbizhatdéséga miatt széleskdrien elterjedt médszer
magaba foglalja egy a cél nukleinsavat és az oligonukleotidot
tartalmazé oldat 220 és 300 nm hullédmhosszon a fokozatosan emelt
hémérséklet hatdsdra mért fényabszorpcidban bekdévetkezett
valtozasanak megfigyelését. Ha az oligonukleotid kotddott
céljdhoz, egy hirtelen névekedés figyelhetd meg az abszorpcidban
egy jellemzd hémérsékletnél, ahogy az oligonukleotid és a cél
disszocidl vagy megolvad.

Egy oligonukleotid és cél nukleinsava kozotti kdtést gyakran

jellemzik azzal a hémérséklettel, melyen az oligonukleotid 50



%-a leolvad céljérdl. Ez a hémérséklet az olvadési hémérséklet
(Typ) - A magasabb Ty egy erSsebb vagy egy sokkal stabilabb komp-
lexet jelent egy alacsonyabb Tp-mel rendelkezd komplexhez képest.
Egy duplex stabilitésa fokozddik a G:C tartalom ndévekedésével,
mivel a G:C bdzispadr hdrom hidrogén kétéssel rendelkezik, mig az
A:T bazispar csupdn kettdvel. A taldlmdny cirkularis oligonukleo-
tidjai tovdbbi hidrogénkdétéseket biztositanak és ezdltal sokkal
nagyobb stabilitdst, mivel két koétS domén is - a P és az AP
domének - elérhetd egy egyediili cél nukleinsavhoz vald kotddés-
hez. Ezért a céljdhoz k6t8dS cirkuldris oligonukleotid révén
létrehozott triplex magasabb Tp-nél kellene, hogy olvadjon, mint
egy linedris oligonukleotid és egy cél &ltal létrehozott duplex.
A cirkulédris oligonukleotidok egy nukleinsav célhoz hid-
rogénkotéseken keresztil kétddnek, melyek a kdtd domén nukleotid-
jai és a cél kdézdtt jénnek létre. Az AP domén Watson-Crick-féle
hidrogénkdétéseket létrehozva tud kotddni (1. &bra). A P domén a
cél nukleotidokhoz a nem Watson-Crick-féle hidrogénkdétések létre-
hozadsaval képes kotSdni (pl. 1. &bra és 1. Tablazat). Amikor a
DNS vagy az RNS kUlénbdézé szdlaibdl szarmazd két nukleotid az itt
megadott bézispdrosoddsi szabdlyok szerint hoz létre hidrogén
kétéseket egy bazispdr vagy egy duplex jén létre. Ha egy AP
doménbSl szarmazd nukleotid és egy P doménbdl szarmazé nukleotid
ké6tédik ugyanahhoz a cél nukleotidhoz egy bazis tridd jon létre.
Egy nukleinsav komplementer cél szalaval vald paralell
domén bédzis pdrosoddsa termodinamikai szempontbdl kevésbé eldnyds

mint a Watson-Crick-féle bazis parosodis: azonban, amikor mind a



paralell és az antiparalell pdrosoddsi mdédok jelen vannak egy
egyedili molekuléban igen stabil komplexek jdhetnek létre. Igy
egy cirkuléaris oligomer két ellentétes doménje egy centrdlis
céllal rendelkezd komplexet hoz létre, triplex strukturat mutat-
va, vagy egy harmas helik&alis komplexet, melyet a kor két hurkos
vége kOt O6ssze. Példdul ez az elrendezés lehetdvé teszi, hogy
négy hidrogénkétés joéjjén létre ha két timin kotddik egy cél
adeninhez és 5 hidrogén k&étés joOhet létre, ha két citozin koétddik
egy cél guaninhoz.

Tovédbbd a P és az AP domének kotési tulajdonségai miatt a
talalmany cirkuldris oligonukleotidjai szelektivebbek egy adott
céllal szemben, mint a megfeleld linearis oligonukleotidok.

Ehhez a fokozott szelektivitdshoz legaldbb két tényez8 jarul
hozz&. El6szdr, a taldlmdny cirkulédris oligonukleotidjai

kétszer kdé6tddnek ugyanahhoz a kdézponti cél szdlhoz. Igy két domén
vesz részt egy cél kivdlasztdsdban. Masodszor, egy C+G-C triédban
a citozin protonizdcidja csak akkor szerencsés, ha ez a triad
létrején és a tovdbbi proton pozitiv téltést ad a triaddnak. Ez a
pozitiv tdltés csdkkentheti a hdrom foszfodiészter gerinc juxta-
pozicidjabdél addédd negativ tdltési taszitast.

A linedris oligonukleotidoktdél eltérden a taldlmény cirkuléa-
ris oligonukleotidjai elmozdithatjék a kettds szalu cél egyik
szédlat olyan koérulmények kézdtt, ahol a kettdSsszalu cél dena-
turdcidja termodinamikai szempontokbdl nem kedvez&. A linedris
oligonukleotidok nem rendelkeznek azzal a képeséggel, hogy elmoz-

ditsdk egy duplex egyik sz&lat. Példaul, egy kettdsszdlu cél
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felezési ideje egy komplementer linedris oligonukleotid je-
lenlétében kb. 58 perc, olyan hosszu, hogy a linedris oligonuk-
leotid kevéssé hasznalhatdé a duplex cél egyik szdlénak elmoz-
ditédsdra. Azonban egy kettds szdlu cél felezési ideje a taldlmény
cirkuldris oligonuklectidjainak jelenlétében csupdn 30 sec.

Ezért a taldlmdny cirkuldris oligonukleotidjai nemcsak arra
haszndlhatdék, hogy az egyszdlu cdlokat kdéssék, hanem arra is,
hogy kettds szdlu célt kdssenek. Ennek megfelelden, mivel mind az
egyszdlu, mind a kettdsszdlu nukleinsavak szolgdlhatnak a cir-
kuldris oligonukleotidok céljaiként ezek a cirkuldris oligonuk-
leotidok jobban hasznosithatdk, mint a linedris oligonukleotidok.
Példdul a taldlmény cirkuldris oligonukleotidjai a bioldégiai
folyamatok jobb szabdlyozdi in vivo és jobb in vitro diagniszti-
kai prébédk mint a megfeleld linedris oligonukleotidok.

Ha a nukleinsav templé&t tulnyulik a kézponti hdarom szdlu
cél:kor komplexen, egy P vagy egy AP domén kdédtdSdhet duplexként a
hdrmas standard komplex barmelyik oldaldhoz. Ily médon egy
cél:cirkuldris oligonukleotid komplex lehet részben kettdsszdlu
és részben hdrmas szdlu, ahol a kettds szdlu részek P:cél duple-
Xek lehetnek, koétdtt AP nukleotidok nélkil, vagy AP:cél duplexek
kétdétt P nukleotidok nélkil. Ez az elrendezés egy lépcsds elren-
dezés.

Az Osszes P domén, AP domén és cél rendelkezhet flggetlenll
2 - 200 nukleotiddal, elényb6sen 4 - 100 nukleotiddal.A leginkdbb
elényben részesitett hosszusdg 6 - 36 nukleotidot jelent.

A P és AP doméneket hurok dcomének valasztjdk el, melyek



fdggetlenil rendelkezhetnek kb. 2 - 2000 nukleotiddal. Az elény-
ben részesitett hurok hosszusdg 3 - 8 nukleotid, a leginkdbb
eldényben részesitett 5 nukleotid hosszu.

A talalmany szerint a hurok domének nem kell, hogy nukleo-
tid bazisokb6él &lljanak. A nem nukleotid-hurkok a cirkuldris
oligonukleotidok el8411litdsé&t olcsdbbd tehetik. Még jelentSsebb,
hogy a nem-nukleotid hurkokkal rendelkez8 cirkuldris oligonukleo-
tidok sokkal ellendlldébbak a nukledzokkal szemben, ezért hos-
szabb biolégiai felezési id8vel rendelkeznek, mint a linedris
oligonukleotidok. Tovébba, a tdltéssel nem rendelkezd hurkok,
vagy a pozitiv tdltéslu horkok eldsegithetik a kotodést megszun-
tetve a negativ téltéslU taszitdst a hurok és a cél kdzdtt.
Tovabba, a toltés nélkili, vagy a hidroféb nem-nukleotid hurokkal
rendelkezd cirkuldris oligonukleotidok kénnyebben atjutnak a
cellularis membrénokon, mint a nukleotid hurokkal rendelkezd
cirkulédris oligonukleotidok.

Az itt szemléltettek szerint a nem-nukleotid hurok domének
alkil lancokbdél polietilén glikol vagy oligoetilén glikol
lancokbdl vagy més lancokbdl dllhatnak a szikséges szterikus vagy
hajlékonysdgi tulajdonsdgokat biztositva, melyek Osszeegyeztethe-
ték az oligonukleotid szintézissel. Ezen lancok hossza megegyezik
kb. 2-2000 nukleotid hosszaval, eldnydsen 3 - 8 nukleotid hos-
szusaguak. Ezen lancok esetében a legeldnydsebb lanchosszuség 5
nukleotiddal egyezik meg.

A nem-nukleotid hurok domének eldnyben részesitett lancai

polietilén glikol vagy oligoetilén glikol lancok. Elényésen az



oligoetilén glikol lancok 5 nukleotid hosszusdgu lé&nchoz hasonlé
lancokbdl allnak, pl. eldnydsen egy pentaetilén glikol, egy
hexaetilén glikol vagy egy heptaetilén glikol lancbdl.

A cirkuléris oligonukleotidok egyszalu DNS-ak vagy RNS-ak,
nukleotidjaiban guanin (G), adenin (A), timin (T), citozin (C)
vagy uracil (U) bézisokkal, vagy barmely olyan nukleotid analég-
gal mely képes hidrogén koétések létrehozisara paralell vag anti-
paralell médon. A nukleotid analédgok k&zé tartoznak a kdvetkezdk:
bseudocitidin, izopseudocitidin, 3-aminofenil-imidazol, 2'-0-
metil-adenozin, 7-deazadenozin, 7-deazaguanozin, 4-acetilcitidin,
5-(karboxi-hidroxilmetil)-uridin, 2'-O-metilcitidin, 5-karboxi-
metilaminometil-2-tioridin, S5-karboximetilamino-metiluridin,
dihidrouridin, 2'-0O-metiluridin, 2'-0O-metil-pseudouridin,
beta,D-galaktozilqueozin, 2'-0O-metilguanozin, inozin, N6-izopen-
teniladenozin, l-metiladenozin, l-metil-pseudouridin, 1-metilgua-
nozin, l-metilinozin, 2,2-dimetilguanozin, 2-metiladenozin, 2-
metilguanozin, 3-metilcitidin, 5-metiluridin, N6é-metil-adenozin,
7-metilguanozin, 5-metilamino-metiluridin,
S5-metoxiaminometil-2-tiouridin, beta-D-mannosilqueosin, 5-meto-
xikarbonilmetiluridin, S5-metoxiuridin, 2-metil-tio-N6-izopenteni -
ladenozin, N-(9-beta-D-ribofuranozil- 2-metiltiopurin-6-il) -
karbamoil) treonin, N-(9-beta-D-ribofuranozilpurin-6-il)-metil-
karbamoil) treonin. Ha lehet8ség van ra vagy ribéz vagy dezoxi-
ribéz alkalmazhaté ezekkel az analdgokkal. Alfa-anomerikus kon-
formacidéban levS nukleotid bazisok is alkalmazhatdk a taldlmény

cirkuldris oligonukleotidjaiban.
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Az eldnyben részesitett nukleotid analégok nem médositott
G, A, T, C és U nukleotidok; pirimidin analdégok alacsonyabb
alkil, alacsonyabb alkoxi, alacsonyabb alkilamin, fenil, vagy
alacsonyabb alkil helyettesitésl fenil csoportokkal a bédzis 5-06s
pozicidéjédban, és purin analdégok hasonld csoportokkal a bézis 7-es
vagy 8-as poziciéjdban. A kiléndsen elényben részesitett nukleo-
tid analdégok az 5-metilcitozin, az 5-metiluracil, a diaminopurin
és a ribdz vagy a dezoxiribdz helyett 2'-0O-metilribdz egységek-
kel rendelkezS nukleotidok. Ahogy a taldlmanyban alkalmazzuk az
alacsonyabb alkil, az alacsonyabb alkoxi és az alacsonyabb alki-
lamin 1-6 szénatomot tartalmazhat és lehet egyenes vagy elagazd
lancu. Ezek kbé6zé a csoportok kézé a kdvetkezdk tartoznak: metil,
etil, propil, izopropil, butil, izobutil, tercier butil, amil,
hexil és a hasonldk. Az elényben részesitett alkil csoport a
metil csoport.

A cirkularis oligonukleotidokat el8szdér linedris oligonuk-
leotidokként hozhatjuk létre és ezutdn alakithatdk &t kor ala-
kuvd. A linedris oligonukleotidokat a DNS vagy RNS oligonukleoti-
dok elS4l11itédsédndl ismert szamos eljaras barmelyikével eld lehet
allitani. Példaul ilyen eljarédsok ko6zé tartoznak az enzimatikus
szintézis és a kémiail szintézis.

A DNS oligonukleotid szintézis enzimatikus médszerei gyakran
alkalmazzék a Klenow-féle, a T7, a T4 a Tag vagy az E. coli DNS
polimerdzokat a Sambrook et al. &ltal leirtak szerint. Az RNS
oligonukleotid szintézis enzimatikus médszerei gyakran alkal-

mazzadk az SP6, a T3 vagy a T7 RNS polimerdzt a Sambrook et al.
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altal leirtak szerint. Reverz transzkriptdz szintén alkalmazhatd
az RNS-b6l tdérténd DNS szintézishez (Sambrook et al.). Az oligo-
nukleotid enzimatikus el84llitdsdhoz egy olyan templdt nuklein-
savra van szlkség, mely vagy kémiailag szintetizdlhaté vagy
mMRNS-ként genom DNS-ként, klénozott genom DNS-ként, kldénozott
cDNS-ként vagy més rekombinéns DNS -ként nyerhetS. A DNS oligo-
nukleotid szintézis enzimatikus médszerei k&ézlil néhdnyban szlkség
lehet tovébbi primer oligonukleotidokra, melyek kémiailag szinte-
tizédlhatdk. Végul a linedris oligonukleotidok PCR technikékkal

is el64llithatdk ahogy azt pl. Saiki et al. (1988, Science

239:487) leirjék.

A linedris oligonukleotidok kémiai szintézise jO1l ismert a
tudomdny e terudletén és oldat vagy szildrd fézisu technikakkal
végezhetd el. Tovdbba meghatdrozott szekvencidval rendelkezd
linedris oligonukleotidok beszerezhetd8k a kereskedelemben is,
vagy elbdllithaték a szdmos kllénbézd eljérés barmelyikével,
ideértve a foszforamidit, a foszfit triészter, a H-foszfonat és
foszfotriészter mdédszereket, melyek automatizdlt szintézises
médszerek. A vélasztott szintézises médszer fligghet a kivant
oligonukleotid hosszusdgdtdl és az ilyen jellegl valasztdsok a
tudomény e terlletén atlagosan képzett szakember képességein
beldl vannak. Példaul a foszforamidit és foszfit triészter
médszer 175 vagy még tdbb nukleotidot tartalmazd oligonukleotido-
kat hoz létre, mig a H-foszfondt médszer a 100-nidl kevesebb

nukleotidbdél 4116 oligonukleotidok esetében mikddik jél. Ha

médositott bdzisok fordulnak elS az oligonukleotidban, és eldnyd-
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sen, ha médositott foszfodiészter kdétéseket alkalmazunk, akkor a
szintetikus eljérédsok megvaltoztathatédk szlkségszerien az ismert
eljarédsoknak megfelelfen. Ebben a tekintetben Uhlmann et al.
{1990 Chemical Reviews 90:543-584) t&jékoztatdst nyujt és kdédrvo-
nalaz olyan eljardsokat, melyek a médositott bazisokkal és mddo-
sitott foszfodiészter kétésekkel rendelkez8 oligonukleotidok
elS4dllitédsdra alkalmasak.

A szintetikus linedris oligonukleotidok poliakrilamid géle-
lektroforézissei vagy a széamtalan kromatografids médszer bérme-
lyikével tisztithatdk, ideértve a gélkromatogriafidt és a HPLC
médszert. Egy nukleotid szekvencia hitelesitésére az oligonukleo-
tidok aldvethetlk az ismert eljdrasok barmelyikével végzett DNS
szekvenalédsnak ideéertve a Maxam és Gilbert-féle szekvendlasi
médszert, a Sanger-féle szekvendldsi médszert, a kapilléris
elektroforetikus szekvendldsi médszert, a vadndorld pont szek-
vendldsi eljérdast, vagy a Hybond papirhoz koétdtt oligonukleoti-
dok szelektiv kémiai degradécidés eljdarédsat alkalmazva. A rovid
oligonukleotidok szekvencidi analizdlhatdék plazma deszorpciés
témeg spektroszkédpidval vagy gyors atom bombdzdssal (McNeal, et

al., 1982, J.Am.Chem.Soc. 104:976; Viari et al., 1987, Biomed.

Environ. Mass Spectrom. 14:83; Grotjahn et _al., 1982, Nuc.Acid
Res. 10:4671). Az RNS oligonukleotidokhoz is beszerezhetdk
szekvendlédsi médszerek.

A taldlmény szamos mddszert biztosit a cirkuldris oligonuk-

leotidok linedris prekurzorokbdl (pl. elSkOrdkbSl) torténd elSal-

litésara, ezek ko6zé tartozik az a mdédszer, melyben egy eldkdrt
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szintetizdlunk majd hozzdkapcsoljuk egy vég ké6tddéslu oligonukleo-
tidhoz, és az ellkor két végét csatlakoztatjuk. Egy oligonukleo-
tid két végének csatlakoztatédsdra szolgdld barmely mdédszert
megfontolunk a taldlmanyban, ideértve az olyan kémiai médszere-
ket, melyek pl. olyan ismert parositd anyagokat alkalmaznak, mint
a BrCN, N-cianoimidazol ZnCl,, l-etil-3-(3-

dimetilaminopropil) karbodiimid és mé&s karboimidek és karbonil
diimidazolok. Tovédbbéa, egy el8kdr végei kapcsolhatdk egy
5'foszfadt és egy 3'hidroxi, vagy egy 5'hidroxi és egy 3'foszféat
kondenzédlésaval.

A talédlménnyal d&sszhangban egy egyszerl egylépéses kémiai
médszert is biztositunk a kérdéses cirkuldris oligonukleotidok
vagy koérdk ellkoOrdkbSl vald megszerkesztéséhez. Egy olyan oligo-
nukleotidot szerkesztink meg, mely a cél nukleinsav szekvencidja-
val azonos szekvenciaval rendelkezik; ez a vég-kapcsolddasu
oligonukleotid. Egy DNS vagy egy RNS linedris el8kért szintetizéa-
lunk kémiai vagy enzimatikus uton és foszforildljuk az 5' vagy a
3' végén, ismét vagy kémiai vagy enzimatikus uton. Az el8koért és
a vég-kapcsolddasu oligonukleotidot dsszekeverjik és kettds
szdluvéd tesszik,igy létrehozva egy olyan komplexet, melyben az
elékér 5' és 3'vége szomszédos, ahogy azt a 2. &bra is mutatja.
Elényben részesitett, ha az eldkdr végei egy koétd doménen beliul
taldlhatdék és nem a hurok doménben, eldnydsen az anti-paralell
k6td doménen belll a paralell doménen bellli elhelyezkedés
helyett. Tovabba, elbényds, ha az eld8kdr az 5'-foszfadt helyett egy

3'-foszfattal rendelkezik. A komplex képzddés utdn, a végek egy



kondenzacids reakcidn mennek keresztil pufferolt vizes oldatban,
mely kétvegyértékiu fém ionokat és BrCN-t taralmaz kb ph=7.0
értéken. Egy eldnyben részesitett megvaldsulasban a puffer imida-
zol-Cl 7.0 pH értéken olyan kétvegyértéki fém ionokkal, mint a
Ni, Zn, vagy a Co. Nikkel a leginkébb elS8nyben részesitett
kétvegyértékd fém. A kondenzécid kb 6-48 dra elteltével
kévetkezik be 4-37 C hémérsékleten vald inkubdlds utan. Méas
kétvegyértéki fémek, mint a Cu, Pb, Ca és Mg szintén haszndl-
hatdék.

Az RNS cirkularizacidé mé&s moédszerével eldnydsen a hurok
doménben levd megfeleld nukleotid szekvencidkat egy RNS oligo-
nukleotidba épitjlk be, az &n-6sszeéplilés eldsegitése céljébdl,
mivel a cirkuléris termék a megfeleld korUlmények kézdtt jén
létre (Sugimoto et al., 1988, Biochemistry 27:6384-6392).

Az enzimatikus ko&rzaréds szintén alkalmazhaté DNS ligaz vagy
RNS ligdz haszndlatéval az enzim szamara megfeleld ko&rilmények
kbézote.

A cirkulédris oligonukleotidok templéatjaiktédl denaturald
gélelektroforézissel vagy olvasztéssal kllénithetdk el, melyet
gélelektroforézis kdvet, vagy més megfeleld kromatogrdafids vagy
elektroforézises médszerrel. A kinyert cirkuldris oligonukleotid
ezutén tovabb tisztithatd standard technikédkkal, ahogy a taldlma-
ny moédszereiben vald alkalmazdshoz szikséges.

A talalmény szemlélteti a kérdéses oligonukleotid szérmaz-
tatasédt, vagy kémiai mdédositdsdt olyan kémiai csoportokkal,

melyek elSsegitik a celluldris felvételt. Példaul egy koleszterol
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egység oligonukleotidhoz vald kovalens kétbdése 5-10-szeresére
fokozhatja a cellulédris felvételt, mely viszont 10-szeresére
névelheti a DNS koétddést (Boutorin et al., 1989 FEBS Letters
254:129-132). Celluldris receptorokként mas ligandumok is hasz-
nosithatdék lehetnek a celluladris felvétel fokozésé&hoz, pl. az
inzulin, transzferrin és masok. Hasonldéképpen, az oligonukleoti-
dok poli-L-lizinnel vald szdrmaztatdsa segitheti a sejtek altal
tdérténd oligonukleotid felvételt (Schell, 1974, Biochem. Biophys.
Acta 340: és Lemaitre et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
84:648). Bizonyos fehérje hordozdék szintén elSsegithetik a cel-
luldris felvételt, ideértve pl. a szérum albumint, a nukleédris
fehérjéket, melyek a mag felé irdnyuld transzporthoz szukséges
jelekkel rendelkeznek, és virdlis, vagy bakteridlis fehérjéket,
melyek képesek &thatolni a sejt membrdnon. Ezért a fehérje
hordozdk hasznosak, ha kapcsolatban vannak, vagy két8dnek a
taldlmédny cirkuldris oligonukleotidjaival. Ennek megfelelfen a
taldlmany szemlélteti a kérdéses cirkuldris oligonukleotidok
olvan csoportokkal vald szdrmaztatdsdt, melyek el8segitik a cel-
luldris felvételt; az ilyen csoportok kézé tartoznak a kdvetke-
z8k: szénhidrogének és nem-poldris csoportok, koleszterol,
poli-L-1lizin és fehérjék, akdrcsak mas aril vagy szteroid csopor-
tok és polikationok, melyek analdég eldnyds hatdssal rendelkeznek,
mint pl. a fenil vagy naftil csoportok, quinolin, antracén vagy
fenantracén csoportok, zsirsavak, zsiralkoholok és sesquiterpé-
nek, diterpének és szteroidok.

A taldlmény tovabba szemlélteti a kérdéses oligonukleotidok
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olyan anyagokkal vald szdrmaztatdsdt, melyek hasitani képesek,
vagy médositani tudjdk a cél nukleinsavat vagy mdas nukleinsav
szélakat, melyek kapcsolatban 4llnak a céllal vagy melyek annak
kdézelében taldlhatdk. Példdul virdlis DNS vagy RNS tehetd a
megsemmisités céljavad anélkll, hogy kart ockoznénk a celluléris
nukleinsavban azdltal, hogy a cél nukleinsavval komplementer
cirkuldris oligonukleotidot adunk, mely koétddik egy anyaghoz,
mely a kétbédésen keresztul hasitani tudja vagy inaktivva tudja
tenni a virdlis DNS-at vagy RNS-at. A nukleinsavakat rongdlé
anyvagok - melyeket a taldlmé&ny a hasitédsi vagy médositd aktivité-
suk miatt szemléltet - ko6zé tartoznak pl. az RNS és DNS nuklea-
zok, a ribozimek, melyek hasitani tudjé&k az RNS-at, az azidoprof-
lavin, az akridin, az EDTA/Fe, a kloroetilamin, az azidofenacil
és a fenentrolin/Cu. Uhlmann et al. (1990, Chemical Reviews 90:
543-584) tovébbi informdcidt biztositanak az ilyen anyagok
haszndlatdrdl, valamint olyan oligonukleotid szdérmaztatdsi
médszereket, melyek a kérdéses cirkuldris oligonukleotidok
hasznédlatdhoz adaptélhaték.

A kérdéses cirkuldris oligonukleotidok olyan csoportokkal
valdé szArmaztatdsa, melyek eld8segitik a celluldris felvételt
vagy a cél kdbtését, valamint a nukleinsav rongdald anyagokkal vagy
drogokkal vald szdrmaztatds elvégezhetd a tudomdny e teruletén
képzett szakember szadmdra ismert eljardsok barmelyikével.
Tovédbbd, a kivant csoportok hozzdadhatdk a nukleotidokhoz, az
oligonukleotidok szintézise eldtt. Példdul ezek a csoportok

k6thetd8k a T vagy a C 5-pozicidihoz és ezek a médositott T és C
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nukleotidok haszndlhatdék a taldlmany cirkuldris oligonukleotid-
jainak szintetiz&las&hoz. Tovébba, a szelektdlt nukleotidok
szdrmaztatdsa lehetévé teszi a csoport cirkuldris oligonukleotid
szelektdlt doménjébe vald beépitését. Példdul, bizonyos ese-
tekben eldényds, ha a csoportokat a hurokba épitjuk be, ahol a
csoport nem hat a kétésre, vagy az AP vagy P doménbe, a cél
nukleinsav hasitdsdnak vagy mdédositédsdnak ellsegitése céljéabdl.

A taldlménnyal ésszhangban, a cirkulédris oligonukleotidok
foszfodiészter gerincének médositdsdt szintén szemléltettik . Az
ilyen médositédsok eldsegithetik a sejtek oligonukleotid felvé-
telét, vagy meghosszabbithatjédk az ilyen nukleotidok biolégiai
felezési idejét. Példdul, a cirkuldris oligonukleotidok sokkal
gyorsabban juthatnak be a sejtbe, ha az internukleotid foszfétrdl
a negativ toéltést eltdvolitjuk. Ezt ugy érhetjuk el, hogy a
foszfadt negativ td6ltésl oxigénjét egy metil csoportra, egy aminra
cseréljlik vagy ha a foszfodiészter kotést egy foszfotriészter
kdtésre cseréljlk ugy, hogy a negativ tdéltésu foszfat oxigénhez
egy alkil csoportot adunk. M&sik megoldasként, a foszfat atomok
k6zil - melyek résztvevdi a normdlis foszfodieszter kbétésnek -
egyet vagy tébbet lecserélunk. Példaul NH-P, CH,-P vagy S-P
kdtések hozhatdk létre. Ennek megfelelden a taldlmany foglalkozik
a metilfoszfondt, a foszforotiodt, a foszforoditioat, a fosz-
fotriészter és a foszfor-boron koétések alkalmazdaséval (Sood et
al., 1990, J. Am. Chem. Soc. 112:9000). A foszfodiészter csoport
siloxd&n, karbondt, acetamiddt, vagy tioéter csoportokkal helyet-

tesithetS. Ezek a mdédositdsok szintén fokozhatjdk a kérdéses



oligonukleotid nukled&zokkal szembeni rezisztencidjat. A médosi-
tott foszfodiészter ko6tésU oligonukleotidok szintézisére
szolgdld médszerekr8l Uhlmann et al., adnak Attekintést.

A nem-nukleotid hurkokkal rendelkezd cirkulédris oligonukle-
otidok az ismert médszerek barmelyikével elBdllithatdk. Példéaul,
Durand et _al. (1990, Nucleic Acids Res. 18: 6353-6359) szinteti-
kus médszereket biztositanak a nem-nukleotid léncok DNS-hoz valé
kétéséhez. Az ilyen eljérdsok &taldban adaptdlhatdk egy linedris
oligonukleotid prekurzor automatizdlt szintézisének lehetdvé
tételéhez, melyet ekkor a taldalmény cirkuldris oligonukleotidjé-
nak elBadllitédsédhoz lehet felhaszné&lni. Altaldnossé&gban, a stan-
dard DNS szintézisben a nukleotidokkal reakcidba 1épd csoportok,
pl. a foszforamidit, H-foszfondt, dimetoxitritil, monometoxitri-
til és a hasonldék a nem nukleotid l&ncok végeihez helyezhetdk és
a P és AP domének végeinek megfeleld nukleotidok ezekhez kéthe-
ték.

Tovéabbé, kUlénbdz8 nukleotid cukrok épthetdk a taldlmany
oligonukleotidjaiba. Példdul, RNS oligonukleotidok alkalmazhatdk,
mivel az RNS:DNS hibridek sokkal stabilabbak, mint a DNS:DNS
hibridek. Tovabbi koétési stabilitds biztosithatdé a taldlmany
cirkuldris oligonukleotidjaiban valdé 2'-0O-metil ribdéz alkal-
mazdsaval. Foszforamidit kémia alkalmazhatd az RNS oligonukleoti-
dok szintetizdladsdhoz a leirtak szerint (Reese, C.B. In: Nucleic
Acids & Molecular Biology; Springer-Verlag: Berlin, 1989; Vol. 3,
p. 164; és Rao et al., 1987, Tetrahedron Lett. 28:4897).

Az RNS 2'-0O-metil-oligoribonukleo-szakaszok és a DNS oligo-



nukleotidok szintézise csupén kevésben tér el. Az RNS 2'-0-
metiloligonukleotidok az amidit, H-foszfondt vagy foszfotriészter
mdédszerek kisebb vadltoztatdsaival &llithatdk eld (Shibahara et
al.,1987, Nucleic Acids Res. 15: 4403; Shibahara et al., 1989,
Nucleic Acids Res. 17:239; Anoue et al., 1987, Nucleic Acids Res.
15:6131).

A taldlmény egy masik megvaldsulédsdban, a cirkuldris oligo-
nukleotidok felgyorsithatjdk a kettdsszdlu nukleinsav célok
disszocidcidéjat. Ezért a kettds szdlu nukleinsav célokat nem kell
kitenni denaturdldé kérilmények kdzé, a szdébanforgd cirkuldris
oligonukleotidokhoz vald kotddést megeldz8en. Igy a cirkuldris
oligonukleotidok kétddhetnek mind az egyszdlu, mind a kétszdlu
nukleinsav célokhoz szélesebb varidcidju kdérulmények kézétt,
elénydsen fizioldgiai ké6rUlmények kézdétt. A taldlmény cirkulédris
oligonukleotidjai néhdny nagysdgrenddel gyorsabbak a duplex
nukleinsav szdlak elmozditdsdnak gyorsitdsdban, mint a megfeleld
linedris oligonukleotidok.

A jelen taldlmény ezért egy eszkdzt biztosit egy kettdssza-
1u nukleinsav cél egyik sz&ldnak elmozditédsédra a kérdéses cir-
kulédris oligonukleotidok egyikével anélklil, hogy ezt megeldzné a
kett8sszdlu nukleinsav cél denaturédcidéja. Igy a taldlmany bizto-
sit egy a kettdsszdlu nukleinsav célban el8forduld egyik szal
elmozditédsdra szolgdld mdédszert, azdltal, hogy a célt kapcsolatba
hozzuk a kérdéses cirkuldris oligonukleotidok egyikével egy
meghatdrozott ideig és olyan koérlUlmények kdHzoétt, melyek lehetdvé

teszik a cirkuldris oligonukleotid célhoz vald kdtddését. A
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kérdéses cirkuldris oligonukleotidok célja lehet egy kettSsszdlu
nukleinsav, akdr RNS, vagy DNS, mely nem esett 4t denaturélédson
pl. h8kezelés vagy alkalikus pH-nak vald kitevés alkalmazdsa
kévetkeztében.

Az alkalmazds szerint, a szdlelmozditdshoz szant nuklei-
nsavak Jelen lehetnek egy organizmusban, vagy egy olyan minté-
ban, mely tartalmaz egy tiszta vagy nem-tiszta nukleinsav
készitményt, egy szdévet darabban, egy prokaridétédban vagy egy
eukaridta kenetben, egy kromoszdéma tdmegben és hasonldkban.
Tovdbbad, a jelen cirkulédris oligonukleotidokkal végzendS szdlel-
mozditdshoz haszndlt nukleinsav célok magukba foglalnak virélis,
bakteridlis, gomba, vagy emlds nukleinsavakat.

A talédlménynak megfelelfen, a cél sz&l elmozditdssal vald
denaturdléasdhoz hatékony koérilmények, melyek ezutdn lehetdvé
teszik a ko6t8dést, magukba foglaljdk a megfeleld cirkulédris
oligonukleotid - cél nukleinsav ardnyt. Ezenkividl, a taldlmany-
ban valdé alkalmazds szerint a megfeleld cirkuldris oligonukleotid

cél arédny kb 1:100, eldnydsen 1:50.

Tovabbd, az alkalmazds szerint, az oligonukleotiddal végzett
szdl elmozditéssal elért kettdsszdlu nukleinsav denaturdlésdhoz
hatékony id5 a taldlmdny szerint kb 1 perc - kb. 16 6ra.

Egy cirkuldris oligonukleotid egy duplex céllal el8szd6r a P
doménhez vald kdtSdéssel kapcsolddhat. Az ilyen P doménhez vald
k6t8dés juxta pozicidba hozza az AP domén nukleotidjait, hogy
versenyezzenek a cél nukleotidhoz valdé Watson-Crick-féle kétés

létrehozasdért. Ez a P domén eld8-kapcsoldédds, melyet az AP domén
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nukleotid Watson-Crick-féle kétésért vald versenye kovet, létre-
hozhatja a cirkuldris oligonukleotidok &ltal létrehozott szal
elmozditasban megfigyelt gyorsitds bazisait.

Osszefoglalva, a taldlmény cirkuldris oligonukleotidjai
hdrom fontos tulajdonsaggal rendelkeznek, melyek lehetdvé teszik
a szal elmozditédst. Elb6szdr is, a cirkuldris oligonukleotid
rendelkezik az eldkapcsolddds képességével, mely magas helyi
koncentréacidét eredményez. Masodszor, a cirkuldris oligonukleotid
tartalmaz egy mésodik (AP) kotd domént, mely versenyez egy duplex
komplementer szé&ldhoz vald kétddésért. Végul pedig, a cirkuldris
oligonukleotid nagyobb affinitédssal kétd8dik mint a duplex elmoz-
ditott szdla, ezért a reakcidt teljessé teszi.

A taldalmény foglalkozik a kérdéses cirkularis oligonukleoti-
dok alkalmazhatdésdgdnak varidcidival, melyek ezek szelektiv és
stabil egyszdlu és kett8sszdlu célokhoz vald kétddési tulajdonsé-
gai miatt vadlt lehetségessé. A felhaszndlési lehet8ségek kozé
tartoznak az ezekre vald korldtozds nélklil a kbdvetkezbk: szilard
tdmasztékhoz kotdtt meghatdrozott szekvencidju cirkularis oligo-
nukleotidok haszndlata komplementer nukleinsavak affinitdsos
izoldléaséban; a kérdéses oligonukleotidok alkalmazdsa polimeraz
lédnc reakcidkban (PCR) vald szekvencia specifikus stop szigndlok
biztositdsa céljabdl; drogok, drog analdgok, vagy méds gydgydsza-
ti anyagok cirkuldris oligonukleotidokhoz valdé kovalens kap-
csoldsa a sejt tipus specifikus drog sz&llitds lehetdévé tétele
szadmara; a cirkuldris oligonukleotidok detektdlhatd riporter

molekulaval vald jeldlése a komplementer cél nuklinsavak loka-
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lizdcidjénak, mennyiségi meghatdrozd&sédnak vagy azonositésénak
céljabdl; valamint a cirkuldris oligonukleotidok celluldris vagy
virdlis nukleinsav templéthoz vald kotddése és az ezen templdt
adltal irdnyitott bioszintézis szabdlyozésa.

Az cirkulédris oligonukleotidok olyan szildrd té&masztékokhoz
kapcsolhaték, mint a szilikagél, celluldéz, nylon, valamint mas
természetes és szintetikus anyagokhoz, melyeket a gydéngy, szurd
és oszlopkromatogrdfids gyanta el84llitésd&hoz szoktak haszndlni.
A nukleinsavak ilyen szild&rd té&masztékokhoz vald kapcsolddasi
eljédrédsai jol ismertek; barmely ismert kapcsoldddsi eljaras a
taldlmény megfontoldsénak tdrgydt képezi. Egy a szilard
tédmasztékhoz kapcsolt cirkulédris oligonukleotid egy komplementer
nukleinsav izold&ldsdra haszndlhatdé. A komplementer nukleinsav
izol&ldsa elvégezhetd az oligonukleotid:szildrd témaszték
kromatografids eljdrésokban haszndlt oszlopdba vald belltetésé-
vel. Az egyéb izolalédsi mdédszerek az oligonukleotid:szilérd
tdmaszték oszlopba vald belltetése nélkil végezhetdk el, pl. a
szuréses moédszerek haszndlatdval. A cirkuldris oligonuk-
leotid:szildrd témaszték példaul a teljes celluldris vagy viréalis
RNS-bo6l vald poli(A)+ mMRNS izoldaldsdra haszndlhatd egy P és AP
domén poli(dT) vagy poli(U) szekvencidval rendelkezé cirkulédris
oligonukleotid létrehozdsaval. A cirkuldris oligonukleotidok
idedlisan megfelelnek az ilyen tipusu alkalmazdsokhoz, mivel
nukledz rezisztensek és nagyon erdsen ko6tddnek a cél nukleinsa-
vakhoz.

A kérdéses cirkuldris oligonukleotidok més alkalmazési
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lehetéségei a polimerdz lanc reakcids (PCR) technolégia terltiletén
taldlhatdék. A PCR technoldégia a primer kotd helyként alkalmazott
két ismert nukleinsav szekvencia kézdétti nukleinsav templétban
kédolt kettdsszdlu DNS fragment szintetizdlasdra biztosit
médszereket. Bizonyos esetekben kivénatos, hogy az egyszédlu DNS
fragmentet a kett8sszdalu fragment létrehozédsa eldtt vagy utén
hozzuk létre. Ez elvégezhetd pl. a taldlmény egy cirkuldris
oligonukleotidjdnak a primer koétd helyek egyikéhez vald kdtésé-
vel vagy a primer kétd helyek kozdtt fekvd helyhez vald kdtésé-
vel.

A taldlmény foglalkozik a cirkuldris oligonukleotidok olyan
alkalmazasaval, melyben drogockat irdanyitunk specifikus cél
sejtek ellen. Az ilyen irédnyitds lehetévé teheti bizonyos sejtti-
pusok szelektiv szétrombolédsédt vagy erdsitését pl. tumoros
sejtek szaporoddsdnak gdtlédsa érhetd igy el. A kUldénbdzd sejtti-
pusok kuldénbodz8 géneket expresszdlnak igy egy bizonyos mRNS
koncentracidja nagyobb lehet az egyik sejttipusban mint a médsik-
ban, az ilyen mRNS cél-mRNS a sejt tipus specifikus drog
szdllitésban, melyet drogokhoz vagy drog analdégokhoz kotdtt
cirkulédris oligonukleotid végez. A c¢él mRNS-at nagy koncentréa-
cidban tartalmazd sejteket a drogszé&llitéds célpontjaiva tesszuk
azdltal, hogy a sejthez egy a cél mRNS-val komplementer droghoz
kovalensen kapcsoldédd cirkuldris oligonukleotidot adunk.

A taldlmény foglalkozik a kérdéses cirkuldris oligonukleoti-
dok jeldlésével, egy cél nukleinsav detektdlasara szolgdld

prdébaként vald alkalmazadsahoz. A jeldlt cirkuldris oligonukleotid
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prébdk a cél nukleinsav szdvetben, kromoszdémdékban vagy nukleinsa-
vak keverékében vald lokalizécidjdhoz, mennyiségi meghatdrozdsé-
hoz vagy detektdlédsédhoz vald diagnosztikai és analitikai hibri-
dizdcidés eljéradsokhoz haszndlhatdk. A taldlmény cirkuldris oligo-
nukleotid prébdi alapvetd fejlédést képviselnek a linedris nuk-
leinsav proébdkhoz képest, mivel a cirkulédris oligonukleotidok
elmozdithatjdk a kettdsszadlu nukleinsav egyik sz&lat, valamint,
mert az oligonukleotidok két kétd doménnel rendelkeznek, melyek
nem csupan megndvekedett kd6tési stabilitdst, de nagyobb szekven-
cia szelektivitédst is biztositanak a cél:oligonukleotid interak-
cidban.

Egy cirkuldris oligonukleotid jeldlése elvégezhetd egy
riporter molekuldhoz kétdtt nukleotid kérdéses cirkularis oligo-
nukleotidba vald beépitése révén. A riporter molekula a tald&lmany
szerinti alkalmazédsban egy olyan molekula vagy atom, mely kémiai
természete révén egy azonosithatd jelet biztosit a cirkuléaris
oligonukleotid detektédlasdt lehetdvé téve. Ez a detektdlds lehet
mennyiségi vagy mindségi. A taldlmdny foglalkozik barmely &ltala-
nosan haszndlt riporter molekulédval, melyek kdzé a kévetkezdk
tartoznak: radionuklidek, enzimek, biotinok, pszoralének, fluo-
roférok, kelat képzddésen atesett nehézfémek, és a luciferin. A
leggyakrabban alkalmazott riporter molekuldk akér enzimek,
fluorofdérok, vagy radionuklidek, melyek azokhoz a nukleotidokhoz
kapcsolddnak, melyek a cirkularis oligonukleotid szintézisben
részt vesznek. Az &4ltaldnosan alkalmazott enzimek kézé a kdvetke-

z8k tartoznak: torma peroxidédz, alkalikus foszfatdz, glukdz



oxiddz, és béta-galaktoziddz, toObbek kdzdtt. A specifikus enzi-
mekkel egyltt alkalmazott szubsztrdtokat &ltalédban megvdalasztjuk,
mert egy detektdlhatd szinl termék jén létre a szubsztrdtra hatd
enzim mikdédése sordn. Példdul a p-nitrofenil foszfat megfelellen
alkalmazhatd alkalikus foszfatdz konjugdtumokkal, a torma pero-
xidézhoz 1, 2-feniléndiamint, 5-aminoszaliciles savat, vagy touli-
dint alkalmaznak &ltaldban. Az igy létrehozott prdbék egy
specifikus DNS vagy RNS cél detektdlaséaban alkalmazhatdk pl.
Southern analizisben, Northern analizisben, in situ szdvet
darabhoz vagy kromoszdéma témeghez vald hibridizdcidhoz és més
analitikai vagy diagnosztikail eljédrdsokhoz. Az ilyen hibridizéa-
cidés prébdkat alkalmazd mdédszerek jol ismertek, és az ilyen
moédszerekre biztositanak példdkat Sambrook és munkatdrsai.

A taldlmény cirkuldris oligonukleotidjai bérmely ismert
detektdldsi vagy diagnosztikail eljérédssal egyetértésben alkalmaz-
hatdék, mely egy prdba cél nukleinsavhoz vald hibridizacidéjéara
alapul. Tovabbéd. a taldlmdny cirkuldris oligonukleotidjai bérme-
ly olyan hibridizédcidés eljarésban alkalmazhatdk, mely mennyisé-
gileg meghatdroz egy cél nukleinsavat, pl. egy mintdban levd cél
nukleinsav és a jelen oligonukleotidok egyikéhez vald jeldlt
nyomjelzd cél ko6zoétti kompetitiv hibridizaciéval. Tovabba, a
cirkulédris oligonukleotid prdba elddllitésédhoz és egy ilyen
préba hibridizdcids eljdrédsban vald alkalmazdshoz szlkséges
reagensek egy kitben kerilhetnek kereskedelmi forgalomba.

A kit lehet rekeszekre osztott a hasznidlat megkdédnnyitése

céljédbdl és tartalmazhat legaldbb egy elsdé rekeszt, mely egy
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cirkulédris oligonukleotid eldkdr prekurzoranak elddllitasdhoz
biztosit reagenseket, legaldbb egy mdsodik rekeszt, mely az
elékdér riporter molekuldval vald jeldléséhez biztosit reagense-
ket, legaldbb egy harmadik rekeszt, mely az el8kdr cirkularizéa-
ciéjahoz biztosit reagenseket, valamint legaldbb egy negyedik
rekeszt, mely a jeldlt cirkuldris oligonukleotid izoldlésdhoz
biztosit reagenseket.

Ezenkivil a taldlmény biztosit egy templat nukleinsav
izoldlésdra szolgdld kitet is. Egy ilyen kit rendelkezik legalébb
egy elsé olyan rekesszel, mely biztosit egy olyan cirkuldris
oligonukleotidot, mely komplementer a templdton belil levd
céllal. Példaul, a templat nukleinsav lehet celluléaris és/vagy
virdlis poli(A)* mRNS és a cél lehet a poli(Aa)t farok. Azonban a
taldlmény cirkulédris oligonukleotidjai - melyek hasznosak a
poli(A)+ mRNS izoldléséban -a poli(dT) vagy a poli(U) P és AP
domén szekvencidival rendelkeznek.

Azonkivil, a taldlmény biztosit olyan kiteket, melyek akkor
hasznosak, amikor egy betegség diagnézisa egy speCifikus, ismert
cél nukleinsav detektdldsdtdl fiugg. Ilyen nukleinsav célok
lehetnek pl. egy virdlis nukleinsav egy extra vagy egy hiédnyzd
kromoszdéma vagy gén, egy mutdns celluldris gén vagy kromoszdma,
egy aberrdltan expresszdlt RNS vagy mésok. A kit lehet rekeszekre
osztott, hogy tartalmazzon legaldbb egy els8 olyan rekeszt, mely
biztosit egy riporter molekuldhoz ké6tdtt cirkuldris oligonukleo-
tidot és legaldbb egy mésodik rekeszt, mely a riporter molekula

detektdldsédhoz biztosit reagensket.
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A taldlmény egy aspektusa egy DNS egy RNS vagy egy fehérje
pioszintézist szabdlyozdé moédszert biztosit azdltal, hogy a
kérdéses cirkuldris oligonukleotidok kdzul legaldbb egyet kapcso-
latba hozunk ezen DNS, ezen RNS, vagy ezen fehérje nukleinsav
templatjaval olyan mennyiségben és olyan kérulmények koézoéte,
melyek kielégitdek az oligonuk- leotid(ok) templ&tban levé cél
szekvenciahoz vald kdt6désé(ei)nek biztositasédhoz. Az oligonuk-
leotid(ok) és a cél kozoétti kotddés gédtolja a templathoz valéd
hozzaférést ezen keresztll pedig szabalyozza a nukleinsav vagy a
fehérje bioszintézisét. A templathoz vald hozz4férés gdtlésa
megvédi a bioszintézises folyamatban résztvevd proteineket és
nukleinsavakat a templathoz vald kotédéstél, a templaton vald
mozgastél, vagy a templdtban kédolt szigndlok felismerésétdl.
Masik megolddsként, ha a templét egy RNS, a szabdlyozas egyutt
jarhat a templdt szelektiv lebontdsédnak lehetdvé tételével.
Pé1daul, a kérdéses cirkuldris oligonukleotidok adltal kotdétt RNS
templatok érzékenyek az RN-&z H-val valdé lebontéssal szemben, és
a szelektalt RNS templdt RN-&z H-val vald degraddciéja igy szaba-
lyozhatja a templat alkalmazdsdt a bioszintézises folyamatokban.

A taldlmény szerinti alkalmazasban egy nukleinsav vagy egy
fehérje bioszintézise magédba foglal celluldris és viralis folya-
nmatokat, mint pl. a DNS replikd&cidt, a DNS reverz transzkripciét,
az RNS transzkripcidét, az RNS dszedllitdst, az RNS poliadenila-
ciét, az RNS transzlok&ciét és a fehérje transzléaciét és olyano-
kat, melyek a DNS, az RNS és a fehérje termeléséhez vezetnek, és

magédba foglal egy a bioszintetikus folyamatok néhény fézisaban
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szerepld nukleinsav templ&tot.

A taldlmdny szerinti alkalmazdsban, a bioszintézis szabéa-
lyozdsa magdba foglalja a bioszintézis gatldsdt, megdllitésat,
fokozasat, felgyorsitédsét vagy elhalasztasat. A szabdlyozds lehet
direkt vagy indirekt, pl. egy DNS, RNS vagy fehérje bioszint-
ézisét szabdlyozhatjuk kdézvetlenlUl egy cirkuldris oligonukleotid
ezen DNS, RNS vagy fehérje templatjdhoz vald kdtésével; vagy
masik megoldédsként a bioszintézis szabdlyozhatdé indirekt mdédon
azdltal, hogy az oligonukleotidot ké6tjlik egy mésodik templéthoz,
mely az els6 DNS, RNS vagy fehérje bioszintézisében szerepet
jadtszdéd fehérjét kdédol.

A nukleinsav templadtok lehetnek RNS-ak vagy DNS-ak és lehet-
nek egyszdluak vagy kettSsszdluak. Mig a taldlmény cirkuléris
oligonukleotidjai a templatban jelen levd cél csupén egyik
szdlahoz koétddnek, a kettdsszalu templdtok nyitva vannak a bio-
szintetikus folyamatok sorén, ezért elérhetdk lesznek a kotddés-
hez. Ezenkivil a taldlmédny cirkuldris oligonukleotidjainak P
doménje kétddhet egy kettds szdlu célhoz és az AP domént olyan
pozicidba hozhatjdk, hogy versengjen a cél nukleotidhoz valéd
Watson-Crick-féle koOtésért.

Egy a DNS templatrdl vald DNS replikdcidét olyan fehérjék
kdzvetitik, melyek egy replikédcids origdhoz koé6tddnek, ahol
kinyitjédk a DNS-at és meginditjdk a DNS szintézist a DNS templat
mentén. A DNS replikécid taldlmédnnyal 6ssz- hangban valéd
gdtldsdhoz olyan cirkulédris oligonukleotidokat szelektdlunk,

melyek egy vagy tébb célhoz kd6tS8dnek egy replikdcids origdban. Az
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ilyen két6dés megakaddlyozza azon fehérjék templathoz vald
hozzaférhetdségét, melyek részt vesznek a DNS replikécidban.
Ezért a DNS replikacid kezdése és folytatdsa gatolt. A DNS rep-
1likdcidé gadtldsdnak egy masik médszereként a DNS replikéacid
kdzvetitésében részt vevd fehérjék expresszidjat gdtoljuk pl. a
transzkripcids vagy a transzlacids szinten.

Az RNS templdtrdl vald DNS replikdcidt egy RNS régidjahoz
kotdétt reverz transzkriptdz kézvetiti, mely egy nukeinsav primer-
hez k6t6dik maga is. Az RNS templdtrdl vald DNS replikédcid
gatldsdhoz a reverz transzkriptdz vagy a primer kotSdése gdtol-
hatdé egy cirkuldris oligonukleotid primer kété helyhez vald
kétésével ily médon gédtolva a helyhez vald hozzdférést. Tovadbba a
DNS replikécié gatléasa eléfordulhat egy cirkuldris oligonukleotid
RNS templatban levé helyéhez vald kdtésével, mivel az ilyen
jellegl koétés gdtolhatja ehhez a helyhez valamint a downstream
helyekhez, pl. a cél vagy a koétd hely 3' oldaldn levd helyekhez
valdé hozzaférhetbséget.

Az RNS transzkripcid elinditdsdhoz az RNS polimerédz felisme-
ri majd kétédik a DNS templaton levd specifikus start szekven-
cidkhoz vagy promdéterekhez. Az RNS polimerédz k&é6tddése felnyitja a
DNS templdtot. Vannak tovébbi transzkripcids szabdlyozd elemek,
melyek szerepet jdtszanak a transzkripcidban és melyek a DNS
templaton helyezkednek el. Ezek kézé a transzkripcids elemek kozé
tartoznak az er8sitdé szekvencidk, az upstream elhelyezkedsd ak-
tivdld szekvencidk, represszor kétS helyek és mésok. Az dsszes

ilyen prométer és transzkripcids szabdlyozd elem egymagdban vagy
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kombindcidkban a taldlmény cirkularis oligonukleotidjainak
céljat képezi. Az ezen helyekhez koétddd oligonukleotidok
blokkolhatjdk az RNS polimerdz és a transzkripcids faktorok
templathoz vald hozzdférését, és ezen keresztll szabdlyozzidk,
azaz fokozzdk, vagy csdkkentik az RNS termelését, kiléndsen az
mRNS-ét és a tRNS-ét. Tovabba, a taldlmény oligonukleotidjai
irdnyulhatnak a DNS templat kédold régidjdra vagy a 3'-nem-
transzl4alt régidjéra, ezdltal a transzkripcid idd eldtti terminé-
cidéjat okozva. A tudomdny e terlletén képzett szakember szamdra
kénnyld a fenti cél szekvenciékhoz oligonukleotidokat tervezni
ezen szabdlyozd elemek ismert szekvencidjdbdél , a kédold régid
szekvencidkbdl és a konszenzus szekvencidkbdl.

Az RNS transzkripcid fokozhatd, pl. egy cirkuldris oligonuk-
leotid negativ transzkripcids szabdlyozd elemhez vald kdtésével,
vagy egy olyan fehérje bioszintézisének gatlésdval, mely rep-
resszdlhatja a transzkripcidét. A negativ transzkripcids szaba-
lyozé elemek koézé tartaznak a represszor helyek vagy az operdator
helyek, melyekben egy represszor fehérje kdtS8dik és blokkolja a
transzkripcidt. A represszor vagy operdtor helyekhez k&étdds
oligonukleotid blokkolhatja a represszor fehérjék kod6td helyeikhez
vald hozz&aférhetSségét, és ezen keresztlil fokozza a transzkrip-
ciét.

Az eukaridta sejtekben elfdllitott primer RNS vagy pre-mRNS
szdmos érési folyamaton megy keresztil, mieldtt a citoplazméban
transzlokd&lédik a fehérje transzlacidhoz. A nukleuszban a pre-

mRNS-r&l intronok tédvolitddnak el az 6sszedllitdsi reakcidkban.
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Az mRNS 5'vége ugy médosul, hogy az 5' sapka szerkezetet vegye
fel, igy stabilizdlva az mRNS-at. Szamos bdzis is valtozéson esik
4t. Az mRNS 3' végén bekdvetkezd poliadenildcid -ugy véljuk - a
nukleuszbdl vald kiszadllitdddssal jar egylitt. A taldlmény cir-
kuldris oligonukleotidjai blokkolhatjék ezen folyamatok barme-
lyikét.

A pre-mRNS templdtot a nukleuszban ribonukleoproteinek
allitjédk oOssze, melyek az 6sszedllitédsi pontokhoz koé6tddnek és a
pre-mRNS-ban az intron eldgazasi pont szekvencidkhoz. Az 5' és 3'
Osszedllitdsi pontok és az intron eldgazdsi pontok Kkonszenzus
szekvencidi ismertek. Példaul, a ribonukleoproteinek &sszedllita-
si pontokhoz vald kétésének gatldsa, vagy az intron 5' végének az
intron el&gazdsi ponthoz vald kovalens kétédésének gédtlasa blok-
kolhatja az O6sszedllitdst. A pre-mRNS templat érése ezért blok-
kolhaté az ezen helyekhez vald hozzdférhet8ség kivédésével, azaz,
a taldlmdny cirkuldris oligonukleotidjait kéthetjuk egy 5' Osze-
kdtd helyhez, egy intron eldgazdsi ponthoz, vagy egy 3' &sszekdtd
helvhez. Egy specifikus pre-mRNS templadt 6sszedllitdsa géatolhatd
a cirkuldris oligonukleotidok olyan szekvencidkkal vald haszna-
latdval, melyek komplementerek a specifikus pre-mRNS &sszedllité-
si hellyel (helyekkel) vagy az intron eldgazdsi ponttal. Egy
tovabbi megvaldsulésban, az egymassal O6sszefliggs, Osszegyljtdtt
pre-mRNS templdatok &ésszedllitdsa gdtolhatd, az olyan szekvencia
vdltozatokkal rendelkezd cirkuldris oligonukleotidok keverékével,
melyek egylutt alkalmazva, komplementerek az 6sszedllitési helyek

és az intron eldgazdsi pontok szekvencidinak kivédnt csoportja-
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A poliadenildcid® magdba foglalja egy pre-mRNS felismerését
és egy specifikus RNS endonukledzzal toérténd hasitdsat specifi-
kus poliadenildcidés helyeknél, melyet a poli(A) farok pre-mRNS
3' végéhez valdé hozzédadasa kdvet. Azonban ezen lépések barmelyike
gdtolhatd a kérdéses cirkuléris oligonukleotidok megfeleld
helyekhez vald kdtésével.

Ugy tunik, hogy eukaridéta sejtekben az RNS nukleuszbdl a
citoplazméba vald transzlokdcidéjdhoz egy poli(A) farokra van
szikség. Igy a taldlmannyal 6sszhangban egy olyan cirkuléris
oligonukleotidot terveztlink, mely kétddik a poli (A) farokhoz, és
ezdltal gdtolja a poli(A) farokhoz vald hozzé&férést és gatolja az
RNS transzlokacioét. Egy ilyen oligonukleotidhoz mind a P és az AP
domén tartalmazhat kb 10-50 tiamin maradékot, eldénydsen kb. 20
maradékot. Az oligonukleotid P és AP domén kildéndsen eldnyben
részesitett hosszusdgai kb 6-12 tiamin maradékot Jjelentenek.

A fehérje bioszintézis azzal kezd8dik, hogy a ribiszdmék
kd6t8dnek egy RNS templdthoz, melyet az aminosav lanc elkezdése és
meghosszabitédsa kOvet az mRNS transzlécids "olvasdséd"-n keresz-
tul. A fehérje bioszintézis vagy transzldcié igy gétolhatd a
templdathoz valé hozzaférhet8ség gdtldsdval, a kérdéses cirkuléris
oligonukleotidot haszndlva a templdt mRNS-ban levé célokhoz vald
kdtS8déshez. A taldlmény &ltal figyelembe vett ilyen célok kdzé
tartoznak a riboszdéma kétési helyek (Shine-Delgarno szekvencia),
az 5'mRNS sapka hely, az inicidcids kédon és a fehérje kddold

szekvencidk helyei. Van a fehérjéknek olyan osztalya, mely oszto-
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zik a nukleotid szekvencia homolég doménjein. Igy az ilyen oszta-
lyba tartozd fehérjék bioszintézisének gatldsdt ugy érhetjik el,
hogy a homoldg fehérje doméneket (a kédold szekvencidn keresztil)
a kérdéses cirkuldris oligonukleotidok célpontjaivé tesszuk.

A bioszintézis barmely fent emlitett eljdrdssal torténd
szabdlyozasa szamos alkalmazdsi lehet8séget jelent. Pédaul,
genetikai rendellenességek Jjavithatdék ki a mutdns vagy tulter-
melt fehérjék termelésének gatlédsdval, vagy az alul-expresszalt
fehérjék termelésének fokozdasdval, olyan gének expresszalésa
gdtolhatd, melyek a sejt proliferdcidét szabdlyozd faktorokat
kédolnak, igy a rdk terjedése szabdlyozhatd
és virdlisan kdédolt funkcidék gadtolhatdk a virdlis fertbzések
leklzdése céljabdl.

A genetikai rendellenességek néhany tipusa, mely kezelhetd
a taldlmdny cirkuldris oligonukleotidjaival, magdba foglalja az
Alzheimer kért, az arthritis néhdény tipusdt , a sarldsejtes
anemidt és ma&sokat. Szdmos virdlis fertézés kezelhetd a talalmany
cirkuldris oligonukleotidjainak hasznélatdval, melyek kdzé a
kdévetkezdk tartoznak: az influenza, rhinovirus, HIV, herpes
simplex, papilloma virus, cytomegalovirus, Epstein-Barr virus,
adenovirus, vesticular stomatitus virus, rotavirus és tdbbek
kd6zOtt a respiracids szincitia virus &ltal okozott fertdzések. A
taldlmény szerint &llati és névényi virdlis fertSzések szintén
kezelhetdk a kérdéses oligonukleotidok alkalmazésaval.

A c-myc gén egy olyan génre példa, mely szerepet jétszik a

sejt proliferédciéjédban. A c-myc expresszid gdtldsdt bemutattdk in
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vitro egy olyan linedris oligonukle-otid haszndlatéval, mely
komplementer volt a c-myc transzkripcids start helytdl 115
bdzispdrral upstream irdnyban elhelyezked® céllal (Cooney et al.,
1988, Science, 241:456-459). A SEQ ID NO.1l és SEQ ID NO:2 szek-
vencia azonositdsi szd&mu cirkuldris oligonukleotidok, ahogy a
késébbiekben leirtuk, komplementerek a c-myc promoterrel sor-
rendben a -131 - -120 és a -75 - -62 nukleotidokndl és ezeket a
taldlmannyal ésszhangban a c-myc expreszid gdtlésdra biztositju-
k. Ahogy a SEQ ID NO:1 és SEQ ID NO:2 leirdsaindl haszndltuk, az

N barmely nukleotid vagy nukleotid analég lehet.
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SEQ ID NO:

NCTCCCCGCCCTCN
N N
N N
N N

NCTCCCCACCCTCN

SEQ ID NO:2
1
NTCTTTTTTCTTTTC CN
N N
N N
N N

NTCTTTTTTCTTTTCN

A humdn immunodeficiencia virus (HIV) egy olyan retrovirus,
mely a szerzett immunhidny szindromét okozza (AIDS). A taldlmany
cirkuldris oligonukleotidjai eszkdézt biztositanak ezen virus
replikdciédjénak blokkolasdra, anélkiil, hogy kd&rosan hatndnak a
normdlis celluldris replikdcidra a HIV-vel fertd8zott emberekben.
A retrovirdlis genom egy egyedili, hosszu transzkriptként irddik
at, melynek egy része Osszedllitdsra kertl a virdlis képeny

fehérjéket kddold RNS létrehozédsa céljabdl. A HIV fertbzés



gdtlasat ugy lehet elérni, hogy a HIV genomon belili szémos
régidhoz kapcsolédd oligonukleotidokat tervezlink. Ezen régidk
kd&zé tartoznak a genom replikdcidjédra irdnyuld funkcidkat (pl. a
pol vagy reverz transzkriptdz funkcid), vagy a gén expresszidt
szabdlyozd funkcidkat (pl. a tat, rev vagy mds funkcidk) kédold
régidk. Azonban a lineé&ris oligonukleotidokkal végzett kordbbi
munkdk azt sugalltédk, hogy az O6sszeépitési helyek, a poli(A)
addiciés szignélok, a sapka vagy kezdS kédon helyek, és a ri-
biszéma dsszeépllésben részt vevd helyek kuloéndsen hatékonyak
lehetnek az eukaridta fehérje expresszid gdtldsdban. Tovébba, a
retrovirdlis genom termindlis strukturdi szintén kivald célpont-
jai a retrovirus termelés gatldsdnak, nemcsak azért, mert ezek a
szerkezetek olyan szabdlyozdé régidkat kédolnak, melyek a transzk-
ripcié és a replikdcid sebességét befolyésoljédk, hamen, mert ezek
a szerkezetek ismétl8dnek és igy lehetd8vé teszik, hogy az oligo-
nukleotid ko6td8djdén és blokkolja az egyes 1smétlddS szakaszokhoz
vald hozzaférést.

Ennek megfelelden, a taldlmény biztosit két cirkuldris
oligonukleotidot, melyek a SEQ ID NO:3 és a SEQ ID NO:4-ben
kertilnek bemutatdsra, ahol az N barmilyen nukleotid vagy nukleo-
tid analdg és az Y egy pirimidin vagy egy pirimidin analdg lehet.
A SEQ ID NO:3 komplementer egy HIV-1 Osszekoété hellyel (6039-52
nukleotidok), mig a SEQ ID NO:4 a tat gén egy részével komplemen-
ter (5974-88 nukleotidok). A SEQ ID NO:3 cirkuldris formajat az
aldbbiakban mutatjuk be, melyben az l-es szdmu nukleotid a P

doménben levsd elsd nukleotid pl. az elsd sorban levd elsé T az
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1
NTTTCYTCGTTCGTC CN
N N
N N
N N

NTTTCGTCATTCATCN

A SEQ ID NO:4 cirkuléris formdjat az aldbbiakban mutajuk be, ahol
az l-es nukleotid szédm a P domén elsd nukleotidjat jelenti.
1
NTCCTTCTTCYCCTCTN
N N
N N
N N

NTCCTTCTTCGCCTCTN

A SEQ ID NO:3 és a SEQ ID NO:4 cirkulédris oligonukleotidok
gdtolhatjdk a HIV fertdzést mind in vitro és in vivo. A cirkulé-
ris oligonukleotid HIV fertdzés elleni hatékonységdnak in vitro
szkrinelésében a tudomdny e terililetén képzett szakember szamara
lehet8ség nyilik az oligonukleotid:cél kdtés stabilitdsdnak
igazolédsdra és az in vivo hatdsossag és a kd6tési stabilitas

felbecslilésére. Az in vitro gatlds megfigyveléséhez, a cirkuldris
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oligonukleotidokat hozzdadhatjuk egy a HIV-vel fertdzdétt megfe-
leld sejtvonal szaporoddsi tépkozegéhez. A sejtek eldSkezelhetdk

a cirkuldris oligonukleotidokkal, vagy a cirkulédris oligonukle-
otidok adhaték a fert8zéssel egyiddSben vagy a HIV fertSzés utan a
sejtekhez. A fertézés eldStti vagy utdni hozzdadds lehetdvé teszi
annak a meghatérozdsat, hogy vajon a kérdéses oligonukleotid
sorrendben megelSzheti-e vagy csak gatolja a HIV fertdzést.

A HIV fertdzés gadtldsénak vagy a replikdcidé gatlésanak
mértéke szamos vizsgdlati médszerrel becsllhetd meg, ezek kdzé
tartoznak: az oligopnukleotiddal kezelt sejtek fertSzés uténi
tulélési arédnyanak a becslése a kezeletlen sejtek tuléléséhez
viszonyitva, a képz8dott szincitidk szdmdnak becslése a kezelt és
a kezeletlen HIV fert8zdtt sejtekben, és a kezelt és a kezeletlen
sejtekben termelt virdlis antigén mennyiségének meghatdrozasa.

A cirkuldris oligonukleotidok hatdsosségdnak in vivo vizsga-
lata elvégezhetd egy megfeleld &llat gazddban, pl. transzgenikus
egerekben, vagy csimp&nzokban. A HIV antigének szintjei megfi-
gyelhet8k, a cirkuldris oligonukleotidok HIV replik&ciéra kifej-
tett hatdsdnak becslése céljdbdl, és igy lehetbéség nyilik a
betegség folyamatédnak kévetésére. Masik lehetdségként, AIDS-es
vagy ARC-s humdn onkéntesek kezelhetdk a kérdéses cirkulédris
oligonukleotidokkal, mivel az oligonukleotidok nem tinnek citoto-
xikusnak. Ezen Onkéntesek betegség stédtusza felmérhetd annak
meghatdrozasa céljdbdél, hogy a kérdéses oligonukleotidok mennyire
hatdsosak az AIDS fertdzés kezelésében és megeldzésében.

A taldlmany egy tovabbi megvaldsuldsdban gyégyszerészeti



Osszetételeket biztosit, melyek tartalmazzédk a kérdéses cirkulé-
ris oligonukleotidokat egy gyégyszerészetileg elfogadhatd hor-
dozdéval egylttt. Elénydsen, a kérdéses oligonukleotidokat kb. 0.1
ug - 100mg/kg test suly/nap terdpidsan hatékony mennyiségben
biztositjuk, még eldnydsebben kb. 0.1 ug -kb.10 mg/kg
testsuly/nap mennyiségben a nukleinsahoz vald ko6tddés céljabdl,

a taldlmany altal biztositott mddszerekkel &6sszhangban. A ddzisok
kénnyen megdllapithatdk a tudomdny e teruletén &tlagosan képzett
szakember szamdra és a kérdéses gydgyszerészeti ésszetételben
kerilhetnek formulézéasra.

A taldlmény szerinti alkalmazasban a "gydgyszerészetileg
elfogadhatd hordozd" a kdvetkezdket foglalja magdba: barmely és
az Osszes olddszert, diszperzids kdzeget, burkoldszereket,
baktériumellenes és gombaellenes anyagokat, izotonids és abszorp-
cidét késleltetd anyvagokat és hasonldkat. Az ilyven anyagok és
kdzegek gydgyszerészetileg aktiv szubsztanciaként vald alkalmaza-
sa j6l ismert a tudomdny e teruletén. Barmely hagyomdnyos té&pkd-
zeg vagy anyag, mely kompatibilis az aktiv alkotdrészel, megfon-
tolds aléd esik a terédpids Osszetételben vald haszndlat szem-
pontjébdl. Kiegészitd aktiv alkotdrészek is beépithetdk az
Osszetételbe.

A kérdéses oligonukleotidok helyileg vagy parenterdlisan,
pl. intravéndsan, intramusculdrisan, intraperitonedlisan, szub-
kutédn, vagy intradermdlisan, vagy ha megfelelSen védve vannak a
kérdéses oligonukleotidok adhatdék ordlisan. A kérdéses oligonuk-

leotidok lehetnek krémbe oldatba, vagy szuszpenzidba &gyazottak a



helyi alkalmazdshoz. Az ordlis alkalmazdshoz az oligonukleotidok
zselatin kapszuldba zardssal védhetdk. Az oligonukleotidok lehet-
nek liposzdémdékba vagy polietilén glikollal médositott liposzdmék-
ba &gyazva a parenterdlis alkalmazdshoz. Tovdbbi szubsztancidk
liposzdmékba vald beépitése pl. specifikus célsejteken taldlt
membrdn fehérjékkel szemben reaktiv antitestek, segithetik az
oligonukleotidokat a specifikus sejttipusokhoz valdé irdnyuldsban.

A liposzdéma hordozdban vald helyi és parenterdlis alkalmazés
az elbényben részesitett alkalmazas.

A kovetkezd példdk tovabb szemléltetik a taldlminyt.

1. Példa
Oligonukleotidok cirkularizacidéja vég kapcsoldasu

oligonukleotid felhaszndlédsaval

A taldlmanynak megfelelSen egy egyszerl egylépéses kémiai
médszert fejlesztettink ki kérdk linedris prekurzorokbdl
(elSko6rdkb3l) tdrténd megszerkesztéséhez. Egy DNS oligonukleoti-
dot szerkesztettlnk meg, mely a végsd cél szekvencidjdval azonos
szekvencidval rendelkezett, ez a vég kapcsoldédadsu oligonukleotid.
Ezutdn egy el8kdr oligonukleotidot hoztunk létre, majd kémiai
uton foszforildltuk az 5' vagy a 3' végeken. Ahogy az a 2. &brén
lathatd az eldkort és a vég-kapcsolddasu oligonukleotidot dssze-
kevertik és hagytuk, hogy olyan komplex képzddjoén, melyben a
végek szomszédosak. Cianogén bromidot, imidazol puffert és egy

kétvegyértékl fémet adtunk hozzd. A 6-48 Ordig tartd inkubdlés



utan a keveréket dializaltuk, liofileztik és a termékeket 20%-os
poliakrilamid gélelektroforézises denaturédlédssal szepardltuk. Az
UV fénnyel tdrténd megvildgitds fefedte a f8bb sdvokat, melyek
egyltt vandoroltak az eld8kdrrel és a vég-kapcsoldddsu oligonuk-
leotiddal, valamint egy uj termékkel, mely egy kissé lassabban
vandorolt, mint az elékdér. Nem figyeltlink meg terméket ha a vég-
kapcsoldédasu oligonukleotidot nem adtuk hozza a keverékhez, vagy
ha az 5'- vagy a 3'-foszfdt csoport hidnyzott az el8kdérrdl. A £6
savokat kimetszettlk és eludltuk a gélbdl, dializdltuk a sék
eltavolitésa céljabdl és mennyiségi meghatarozdsnak vetettik aléd
260 nm hullamhosszon valdé abszorbancia méréssel. Az l-es és a 2-
es elSkdérdkkel vald reakcidkhoz (SEQ ID NO:5 és SEQ ID NO:6
sorrendben), a 4-es, és az 5-6s vég-kapcsoldddsu oligonukleotido-
kat haszndlva (SEQ ID NO:8 és SEQ ID NO:9, sorrendben) a 6-o0s és
a 7-es koérbket kaptuk 40%-os és 58%-os hozamokkal, sorrendben.
Ezen molekuldk szekvencidi és mds oligonukleotidok a 3. &brén
keriltek bemutatésra.

A 6-0s és a 7-es termékek cirkuldris szerkezetét igazolta,
az hogy rezisztencidt mutatott a 3' exonukledzos emésztéssel és
az 5' defoszforiléacidéval szemben olyan kérilmények kédzdHtt,
melyben a linedris elSkdér teljesen megsemmisiilt vagy defoszfo-
riladlédott. Ennek megfelelSen, a T4 DNS polimerdz 3' exonukledz
aktivitasa hasitotta az l-es és 2-es linedris el&8kdrdket a 6-o0s
és a 7-es kOrdket azonban nem. A linedris el8kdérdket megjeldltik
az 5' véguikén 32p-ral, majd cirkularizdltuk Sket. A reakcid utén

a cirkuléris termékek inertek voltak a borju alkalikus fosz-
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fatdzzal szemben, mig az el8kérdk teljesen felszabaditotték a 3%

jelolést . A kdrok kicsivel lassubb gél mobilitasa az el8korodk-
éhez viszonyitva megegyezett a cirkularizédcidé eléfordulédsaval.
A kodvetkezd8kben megadjuk a cirkularizédcié optimdlis koérilményeit.
szamos paramétert optimalizdltunk a cirkuldris termék ho-
samanak fokozdsa céljédbdl, ezek kozé tartozik az oligonukleotid
és az el8kdr koncentracidja, a hSmérséklet, a reakcié idsé, a fém,
a fém koncentrécidéja, a BrCN koncentracié és a pH. A kifejlesz-
tett cirkularizdciés koérilmények biztositasa egy legaldbb kétsze-
res cirkuldris termék képzddést eredményezett a tudomanyban
hasznalt korédbbi koértlményekhez képest, melyben két egyszdalu
oligonukleotidot kapcsoltak Ossze (Luebke et al., 1989, J. Am.
Chem. Soc. 111:8733 és Kanaya et al., 1986, Biochemistry
25:7423) .

Ezek a kifejlesztett koérulmények a kdvetkezdk:

50 uM eldkor

55 uM végkapcsoldédasu oligonukleotid
100 mM NiCl2
200 mM imidazol-HCl (pH 7.0)
125 mM BrCN

25 C, 36 6ra

Azonban a kérré valé zarddas hatékony volt a kovetkezd

korulmények kozott is:
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3-200 uM ellkor
3-300 uM végkapcsoldéddsu oligonukleotid
10-500 mM NiCl2
50-500 mM imidazol-HCl
20-200 mM BrCN
Mas fémek (zn2*; Mn2%; co2*%; cu2*; Pb2*; ca?*; Mg2*) szintén

mukddtek a NiZ2*t helyett. Tovdbb& a reakcid pH érzékeny.

A tovabbiakban megadjuk az AP és P domének z&rasat.

Egy kOr AP doménben valé zarédasa feljebbvald volt a P
doménben vald zardddsndl. A 2-es és a 3-as elSkoérodk (SEQ ID NO:6
és SEQ ID NO:7, sorrendben) cirkularizédcidjéanak dszehasonlitésa
ugyanazon vég-kapcsolédésu oligonukleotid kérul (pl. 5, SEQ ID
NO:9), azt mutatta, hogy a 7-es koér (a SEQ ID NO:6-tal rendelke-
zett) 58%-ban jott létre ha az AP doménben zardédott (pl. a 2-es
el8kdrt hasznalva) és csupén 35%-ban jott létre, ha a P doménben

zardédott (pl. a 3-as ellkért hasznélva) .

A kdvetkezdkben leirjuk a kondenzald reagenseket

Két 4ltaldnosan haszndlt reagenst alkalmaztunk a DNS és az
RNS kémiai ligéldsa sordn, a BrCN/imidazol/NiCl,-ot és az
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimidet (EDC) (Kanaya et
al., 1986, Biochemistry 25:7423 és Ashley et al., 1991, Bioche-
mistry 30:2927). Ezért ezeket a reagenseket kdzvetlenil hasonli-

tottuk ossze egy elékdr 6-os cirkuldris oligonukleotidhoz valéd



1igdléséanak hatédsosséagéban (3. abra, és SEQ 1ID NO:5) egy dAqjp
(SEQ ID NO: 8) vég-kapcsolddasu oligonukleotidot hasznalva.

A BrCN/imidazol/NiClp-ot a megadott optimélis korulmények
k&zdtt haszndltuk azzal az eltéréssel, hogy a ligélési hatéko-
nysagot 4 és 25 C hémérsékleten is megfigyeltik. Az EDC-t 200 mM
koncentrécidban hasznaltuk 20 mM MgClz—vel, 50 mM MES-sel (pH
6.0) 4 és 25 C némérsékleten 4 napig tarté inkubdcié mellett.

A BrCN sokkal hatékonyabb volt 4 C némérsékleten, 95% cir-
kularis terméket eredményezett, mig az EDC csupé&n 55 %-ot. Azon-
pan 25 C hémérsékleten mind az EDC, mind a BrCN 95% terméket
eredményezett. Tehdt a BrCN sokkal hatékonyabb alacsonyabb
hémérsékleten, de az EDC és a BrCN egyenld esélyekkel hasznélhatd
25 ¢ hémérsékleten. Azonban a BrCn rendelkezik egy tovabbi eldén-
nyel az EDC-vel szemben, mivel a BrCN-nel valé ligaléshoz 24
&rara vagy kevesebbre van szukség, mig az EDC—vei vald ligéléshoz

kb 4 napra.

A koévetkezdkben leirjuk az 5' vagy a 3' foszféat hasznélatat
Eltérd ligadcios kdrulmények koézott egy 3'-foszfat 5'-OH-val
valé kapcsolédsa tobb ligalt terméket eredményezett, mint az 5'-

foszfat 3'-QH-val valod kapcsoléasa (Ashley et al.,)

Ezért az 5'-foszfat vagy a 3'-foszfat el8koOrdokkel toreénd
6-0s cirkuléaris oligonukleotiddé valé szézalékos konverzidét (3.

dbra) 6sszehasonlitottuk:

e — T Y
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TTTTTTTTTTTT

cC | c
A A
C Cc
A A

C C

TTTTTT TTTTTT
HO OPO3=

TTTTTTTTTTTT
c C
A A
C C
A A
c C

TTTTTT TTTTTT

=03PO OH

A cirkularizécidés reakcidt dAq, vég-kapcsolddasu oligo-
nukleotidot haszndlva végeztuk a megadott optimdlis kérulmények
k6zdtt, azzal az eltéréssel, hogy 5 nmol elSkdrt és vég-
kapcsoldéddsu oligonukleotidot hasznaltunk. A terméket UV fényben

tettilk lathatova a gélelektroforézissel végzett denaturédléssal
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valdé szepardalat kovetden.

A cirkulédris termékké vald konverzid 60%-os volt (+,-5%), ha
az 5'-foszfat jelen volt és 95%-os , ha a 3'-foszfdt volt jelen.
Nem figyeltiink meg novekedést a hozamban, ha megndveltik a reak-
ci6iddt, vagy ha megnéveltuk a reagens koncentraciodkat.

Ennek megfelelden a 3'-foszfat alkalmazasa inké&bb megndéveli

a cirkularizéciét, mint az 5'-foszfat alklamazésa.

2. Példa

A cirkuldris oligonukleotidok a cél nukleinsavakhoz nagyobb
affinitéssal kot8dnek, mint a linedris oligonukleotidok

A 6-05 és 7-es (SEQ ID NO:5 és SEQ ID NO:6, sorrendben)
kdrdk céljaikhoz vald kotddési affinitdsdt ugy hatdroztuk meg,
hogy &sszehasonlitottuk a cirkuldris és a linedris komplexek
olvadasi hémérsékletét. Az oldatok az oligonukleotidot és a célt
(3 uM mindegyik) 1:1 ardnyban tartalmaztdk 100 mM NaCl,-ben és 10
mM Tris-HCl-ben (pH, 7.0). A keverési gdrbék (melyeket 260 nm
hulldmhosszon mértink) megerdsitették, hogy 1:1 aranyban képz&d-
tek a komplexek. A komplexek szabadenergidjat (- delta G37) az
olvadasi adatokbdl nyertik, egy két-lépéses gdrbe-illesztési
médszert haszndlva (Petersheim, et al., 1983, Biochemistry
22:256).

Az eredmények azt mutattak, hogy a cirkuldris oligonukleoti-
dok céljaikhoz sokkal er8sebben koétddnek, mint a linedris elékd-

rék vagy a Watson-Crick komplementer cél méretl oligonukleotidok



(2. Tabléazat). példaul a 4-es cél (SEQ ID NO:8) cél méretl Wat-
son-Crick komplementerével olyan duplexek hozott létre, melynek
Tn értéke 37,1 C volt, mig az l-es el8kor:4-es cel komplex (pl.
SEQ ID NO:5, mely a SEQ ID NO:8-hoz koté8dik) 44.7 C Tn értékkel
rendelkezett. Osszehasonlitésképpen, az 1-es eldkoér szekven-
cidjaval megegyezd szekvenciéval rendelkezb 6-0S kd6r a 4-es
célhoz egy 57.5 C Ty értékkel ko6téAo6LT &s a kotddés szabadener-
giaja 8.6 kcal/mol volt, sokkal elénydsebb, mint a megfeleld
watson-Crick duplex. A megfeleld asszociadcids konstans 37 C
hémérsékleten 6 X 1011 M~ l-en, mely 6 nagységrenddel nagyobb mint
a Watson-Crick duplexek esetében. Hasonld hatast figyeltunk meg
a 7-es kor (SEQ ID NO:6) 5-6s célhoz (SEQ ID NO:9) valé kotdédése-
kor; ezen komplex Tn drtéke 62.3 C, mnig a megfeleld watson-Crick
duplex 43.8 C hémérsékleten olvadt meg. Ezek az adatok azt jel-
zik, hogy a cirkuléris oligonukleotidok er8sebben kodtd8dnek egy
célhoz, mint a linedris oligonukleotidok.

A kotési tulajdonséagok abban az esetben valé meghatdroz-
ssdhoz, amikor a cél szekvencia egy hosszabb szekvenciaba van
agyazva, egy 36 nukleotid hosszusagu oligonukleotidot szinte-
tizaltunk egy 12 bazisu célszekvenciéval (mely megfelelt a 4-es
célnak) a kOzepén. AZ olvadéasi vizsgélatok felfedték, hogy a 6-08
kér sokkal erdsebben kot8dott ehhez a hosszabb oligonukleotidhoz,
mint ahhoz a célhoz mely a kor k&td doménjével megegyezd mnéretd
volt: a 6-os kor 4-es céllal vald Tp artéke 59.4 C volt, mig a
bedgyazott célt magaba foglald 36 bézisu oligonukleotid Tn értéke

63.4 C volt. Ezért a beégyazott célokkal rendelkezd koOrok kotési
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ereje nagyobb volt, mint azoké, melyek a kotS domén méreti célo-
kat foglaltdk magukba.

A 6-os kdr RNS célhozvald ko6t8dési affinitésanak tesztelés-
éhez szintetizdltuk az rAq 5 oligoribonukleotidot és meghatdroztuk
a 6-os kd&r rAjp,-vel vald Tp értékét. A 6-os KkKOr rAqiy-vel valé Ty
értéke 58.3 C volt az 57.8 C Tp értékl dAlZ—héz viszonyitva. Ezek
az adatok azt mutatjdk, hogy a kdrdk az RNS célokhoz ugyanolyan

erdsen, ha nem er8sebben kétédnek, mint a DNS célokhoz.
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II.TABLAZAT

oligonukleotid:
cél komplex Tp'C -G37 ({kcal/mol)
3'-TTTTTTTTTTTT 37.1 8.1
5'-AAAAAAAAAAAA
3'-TTCTTTTCTTTC 43.8 10.3
5' -AAGAAAAGAAAG
TTTTTTTTTTTT
C C
A A
1:4 C AAAAAAAAAAAA C 44 .7 10.5
A A
C C

TTTTTT TTTTTT

OPO3=



A

II.

:5

C

A

TTCTTTTCTTTC

C AAGAAAAGAAAG

A

c

TTCTTT TCTTT

C

68

C

A

A

c

OPO3=

Tablazat folytatésa

14

:5

A

A

A

c

C

TTTTTTTTTTTT

TTTTTTTTTTTT

TTCTTTTCTTTC

A

C AAGAAAAGAAAG C

A

C

TTCTTTTCTTTC

C

A

C

47.
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3. Példa
A cirkuldris oligonukleotidok sokkal szelektivebben kétdédnek a

célhoz, mint a linedris oligonukleotidok

A cirkuldris oligonukleotidok szekvencia szelektivitésanak
meghatdrozasa céljébdl egy sorozat cél oligonukleotidot hoztunk
létre egy valtozd bazissal. Egy koér ezen célokkal vald komplex
képzésének koétési energidjdt mértik és a helyes szekvencia és a
nem illeszkedS szekvencia kozdtti szabadenergia eltérésekbdl
hatdroztuk meg a szelektivitédst . A cirkuldris szerkezettel nyert
szelektivitast kozvetlenul Osszehasonlitottuk egy analdg linedris
oligonukleotid szelektivitédséaval.

A DNS oligonukleotidokat géppel szintetiz&ltuk a béta-
cianoetil foszforamidit médszert haszndlva. A 8-as cirkularis

oligonukleotidot a SEQ ID NO:7-tel

5'-pTCTTTCCACACCTTTCTTTTCTTCACACTTCTTT

rendelkez8 linedris elSkorbSl &llitottuk eld és egy vég-
kapcsolédasu oligonukleotiddal, melynek szekvenciaja: 5'-
AAGAAAAGAAAG (SEQ ID NO:9) hoztuk kér alakuvd, BrCN/Imidazolt
haszndlva a végs8 kdétés zAardsdhoz, az 1. Példédban leirtak sze-
rint. A k&r alaku szerkezetet megerSsitette, hogy a 3'-
exonukledzzal és az 5'-foszfatdzzal szemben rezisztenciat muta-
tott.

A 8-az k&r szekvencia szelektivitdsdt ugy hatdroztuk meg,
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hogy hibridizéltuk olyan célokkal, melyek egy egyeduli nem il-
leszkedS bazist tartalmaztak és a kapott komplexek erdsségeét
(delta G35) hével végzett denaturalassal hatdroztuk meg. Nyolc
célt szintetizdltunk, melyek komplementerek voltak a 8-as kérrel
és a 9-es linedris oligonukleotiddal azzal az eltéréssel, hogy
volt egy egyedili kdézponti elhelyezkedésl valtozd béazis (X vagy
Y A,G,C.T). Négy cél az X valtozé bazissal rendelkezett, melyet
a kérben levd ellentétes T-vel illesztettink és mely egy T-X-T
triddot eredményezett. A fennmaradd négy célban a valtozo Y
bazist a kdrben levd két ellentétes C-vel illesztettilk, mely egy
C-Y-C triddot eredményezett. Az ezen k&r komplexxel vald 6sszeha-
sonlitds céljdbdl a 9-es linedris oligonukleotidot hasznaltuk,
mely egy olyan duplexet eredményezett, ahol egy centrédlis T-X pér
jott létre az elsd négy kisérletben vagy egy C-Y padr a fennmaradd

négy esetében.
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komplex (X,Y =A,T,G.C) kisérlet szdam

3'- TTCTTTTCTTTC

5'- AAGAXAAGAAAG 1-4

ACTTCTTTTCTTTCCA
C AAGAXAAGAAAG o 5-8

ACTTCTTTTCTTTCCA

ACTTCTTTTCTTTCCA
C AAGAAAAYAAAG c 13-16

ACTTCTTTTCTTTCCA

A 16 komplex hével valé denaturdlésdt 10 mM MgCl,, 100 mM
NaCl és 10 mM Tris-HCl (pH 7.0) jelenlétében végeztuk el, a cél
és a cirkuldris vagy a linedris oligonukleotid koncentracidja is
3 uM volt. A kisérleteket ismétlésben végeztik és az eredménye-
ket atlagoltuk. Az oligonukleotid:cél komplex olvadasat 260 nm
hullémhosszon mértuk. Az igy létrehozott hémérséklet versus

abszorbancia gdérbék egy egyszeri atmenetet mutattak a kotdttbSl a
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szabad oligonukleotid felé. A kapcsolédés szabadenergiajat az
adatok egy két lépéses gbrbe illesztési mdédszerrel vald il-
lesztésével nyertik. Az eredményeket két esetben ellendriztuk, az
asszociacids energidk van't Hoff médszerrel vald mérésével, a

két médszer kozdtt jé egybeesést figyeltink meg. A szelektivitdst
ugy hatdroztuk meg, mint az illeszkedd és a nem illeszkedé oligo-
merek kozoétti komplex képzddés szabadenergidjéban (deltaG) levd
kildédnbségeket.

A III. Tablazat a nem illeszkedd kisérletek eredményeit
mutatja. Az 1-4 kisérletek a T-X cél nem illeszkedés hatésat
mutatjdk egy DNS duplexre. Ahogy vartuk, a valédi illeszkedés
(X=A) adja a legelénydsebb komplexet (-delta G3q = 10.3
kcal/mol); a nem illeszkedések (X=G,C,T) egy 3.2 - 4.4 kcal/mol
kdtési energidban bekdvetkezd veszteséget okoznak, mely jé
egyezést mutat a publik&lt nem illeszkedési kisérletekkel. Az
5-8 kisérletek, 6szehasonlitva a T-X-T nem illeszkedés hatésat
mutatjédk a kér alaku komplex kdtési energidjdra. Ez esetben is,

a valddi illeszkedés (X=A) adja a legeldnydsebb hdromszdlu komp-
lexeket (-delta G37=16.4. kcal/mol). Azonban a cél nem illeszked-
ések (X=G,T,C,) szadmottevden nagyobb kétési energia veszteséget
eredményeztek (6.2 - 7.6 kcal/mol) a cirkuldris oligonukleotid
esetében, mint a linedris oligonukleotidéban.

Hasonloéképpen,a 9-12 kisérletek megadjdk a C-Y nem illesz-
kedés hatdsdt a kétszdlu duplexre. AZ illeszkedett bézis (Y=G)
-10.3 kcal/mol duplex kapcsolddéasi szabadenergiat adott. A nem

illeszkedések (Y=A,T,C) a kotési energiaban bekdvetkezd 5.2 -
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5.8 kcal/mol veszteséget okoztak, mely szintén jol egyezett a
kozzétett adatokkal. Ezzel szemben, egy C-Y-C nem illeszkedés
sokkal nagyobb hatéssal van egy haromszalu komplexre (13 - 16
kisérletek): az illeszkedés (¥Y=G) -16.4 kcal/mol kotési energidt
ad, és a nem illeszkedés (Y=A,T,C) sokkal kevésbé stabil 7.1 -
7.5 kcal/mol értékkel.

Igy az Osszes vizsgdlt esetben a cirkuldris ligandumok
nagyobb szelektivitést mutattak a helyesen illesztett szekvenc-
isdikkal szemben mint a standard lineéaris oligomerek. A szelekti-
vitési elény a C-Y-C sorozatokban az 1.3 - 2.2 kcal/mol interval-
lumba esik, a T-X-T sorozatokban a 3.0 - 3.4 kcal/mol interval-
lumba. Ezek igen jelentds kilédnbségek ha azt vesszuk figyelembe,
hogy csupan egy bézis valtozasdbdl adsédnak; a T-X-T sorozatokban
a cirkuléris oligonukleotid kdzel kétszer olyan szelektiv, mint a
l1inearis oligonukleotid. Ez a szelektivitéasi differencia megfe-
lel egy 1-2 nagyséagrendnek a k6tési konstansban 37 C hémérsék-
leten.

Két faktor jodhet szadmitdsba ezen magas szelektivitds ma-
gyarédzataként. El8szor, mivel a cirkuléris oligonukleotid két
doménje ko6tédik a k&ézponti cél szélhoz, a cirkularis oligonukleo-
tid, amikor hat, kétszer ellendrzi a szekvenciat a helyes illesz-
kedéshez. Masodszor, a citozin C+G-C triédon peluli protonizacid-
ja szintén lehet egy a szelektivitas fokozaséban részt vevd
faktor. Ez a protonizécié ugy tunik, csak akkor részesul elény-
ben, ha bazis triad képz&dés jon létre, melyben a guanin osztoz-

hat a pozitiv tHltésen; bizonyitékok szerint a bézis triddon
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belili citozin pKa-ja 2-3 egységgel magasabb, mint a szabad
dezoxicitoziné. Ezen pozitiv tdéltés hozzaadasa csokkentheti a
negativ tdéltés taszitd® hatésat, mely a foszfdtok nagy sliriségébdl
adddik a komplexben és igy ndvelheti a kotési stabilitast.

Igy a cirkuléris oligonukleotidok, ahogy bemutattuk, na-
gyobb koétési affinitdssal és nagyobb szelektivitassal rendelkez-

hetnek, mint amit egyedil a Wwatson-Crick duplexekben el lehet

érni.
III. TABLAZAT
kisérletek valtozé Tm'C -delta G37 szelekti-

szama bazis (kcal/mol) vités

1 X=A 43.8 10.3 --

2 X=G 33.8 7.1 3.2
duplex

3 X=C 28.3 5.9 4.4

4 X=T 31.1 6.4 3.9
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4. Példa

A komplex képz8dést befolydsold tényezbk

1) A kovetkezbkben bemutatjuk az oldatok hatésat

Vizsgaltuk a NaCl, Mg?t, spermin és pH kdér:cél komplexre
kifejtett hatésdt. A kétd doménben citozint tartalmazd kdrok
érzékenyek a pH-val szemben, és alacsonyabb pH értékeken nagyobb
stabilitdst mutatnak. Azonban ezek és mas kor:cél komplexek is
meglehet8sen stabilak a 7.0-7.4 fizioldégids pH értékeken (5.
dbra). A komplexek a sdékoncentracidval szemben is mutatnak

érzékenységet, a duplexekhez viszonyitva, azonban a Mg2+

vagy a
spermin kis mennyiségei jelent8sen névelik a komplexek stabi-
1itasat. Példaul 1 mM Mg2% koncentracié és 7.0 pH érték esetén ,
tovabbi s& hozzdaddsa nélkul, egy stabil 7:5 kér:cél komplex

jott létre, melynek Tm értéke 58 C volt. Ha egy 20 uM spermin -
tovébbi sé& hozzdaddsa nélkll - oldatdt haszndltuk, a 7:5-0s
komplex ismételten stabilan létrejoétt 56 C-os Tm értékkel. Mind
a Mg2+, mind a spermin legaldbb ilyen koncentracidkban van jelen

az emld8sdkben, igy a kdr:cél komplexek stabilak lesznek a fi-

zioldgids koértulmények kdzott.

2) A kovetkez8kben megadjuk a hurok méretét

Egy koér hurok doménjeiben levd nukleotidok optimélis
szamanak meghatdrozasdhoz egy cél és kiilénbdzd hurok méretl kordk
kozdtti komplex képzddést figyeltink meg. Az l-es el8kdérhédz

hasonld el8kdr linedris oligonukleotidokat szintetizdltunk 2, 3,
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4, 5, 6, és 10 bazisu hurkokkal valtakozé C és A maradékok tet-
sz8leges szekvencidjdt felhaszndlva. Az egyes el8kdrdket ugy
terveztik, hogy az Aj, templathoz (pl. 4-es cél, (SEQ ID NO:8))
kapcsolédjanak. A 4, 5, 6 és 10 bdzisu hurkokkal rendelekzd kordk
Tm értékei azt mutattdk, hogy egy 5 nukleotidbdl 4116 hurok méret
volt az optimdlis a kér akar Ay, templdatokhoz, vagy egy hosszabb
36 szekvencidt tartalmazé Aq, koté helyéhez vald koétdédéskor (lasd

a 6A abrat).

2) A kévetkez8kben megadjuk a kété domén hosszusdgat

A cirkulédris oligonukleotid ké&étd domén kdr:cél komplex
olvaddsi hémérsékletére kifejtett hatasat az ugyanilyen hosszusé-
gu duplexek olvadésdhoz viszonyitottuk. Kalénbdzd méretu kotd
doménekkel rendelekezd koérdket hoztunk létre, és egyszalu dAp
célokkal végeztlk el a komplex képzbdést, ahol, n 4, 8, 12 és 18
nukleotidokkal azonos. A 6B &bra azt mutatja, hogy a kér:cél
komplexek esetében jelentdsen magasabb Tm értékeket figyeltink
meg a koétd doménekkel azonos hosszusdgu Watson-Crick duplexekhez
viszonyitva (0.1 M NaCl, pH 7). Példdul egy 12 bézisu cirkuléris
komplex koérllbelll ugyanazon a hémérsékleten olvad meg mint egy
24 b&zisu duplex. A 4 bazisu cirkulédris komplex 34 C hémérsékle-
ten olvadt meg, mig a megfeleld Watson-Crick duplex Tm értéke

kevesebb mint 0 C hémérséklet volt.

4) A kovetkezbkben leirjuk a metildcidt

Egy ideje ismeretes, hogy a természetesen elSforduld m>C



bazist létrehozé_C-S pozicidban levd citozin metildcidja megeme-
1i azon duplex DNS Tm értékét, melyben eldfordul, a nem metildlt

szekvencidkhoz viszonyitva (Zmudzka et al., 1969, Biochemistry

8:3049). Annak vizsgdlatdhoz, hogy vajon ezen metil csoport
hozzdadédsa stabilizdlja-e a kér:cél komplexeket, a 7-es kdér két
analégjdt (a SEQ ID NO:6 szekvencidval rendelekezett) szinte-
tizdltuk. Az egyik kérben a ko6té doménben levS 6 C-t metildltuk,
a hurkot nem metilalt &llapotban hagyva (Meg). A masodik kérben
mind a 12 C-t metildltuk (Mej,). Ezen metildlt koér 5-6s céllal
valé komplexeinek olvadési hémérsékletét mértik. Az Meg-Os
komplex Tm értéke 71.1 C (a nem metildlt kér 61.8 C értékéhez
viszonyitva), és az Meq, Tm értéke 72.4 C volt. Tehat, a C he-
lyett a természetes m°C bazis hasznalata jelent8sen megndvelte a
stabilitédst és egy esetben egy 12 bdzisu komplexet eredményezett,
mely 10.6 C-kal magasabb hémérsékleten olvadt meg mint a nem
metildlt és 28.6 C-kal magasabb hémérsékleten, mint a megfeleld

nem metilalt Watson-Crick duplex.

5. Példa
A nukleotid hurok domének nem nukleotid hurok doménekkel vald
helyettesitése
A cirkuléris oligonukleotidok hurok doménjeit kulénbdzd
hosszusdagu polietilén vagy oligoetilén glikol léancokra cseréltuk
és az ilyen szintetikus hurkok cirkuldris oligonukleotid kotésre
és nukledz rezisztencidra kifejtett hatdsat vizsgdltuk.

A koévetkez8kben megadjuk az ehhez haszndlt médszereket



Olyan cirkuléaris oligonukleotidokat szintetizdltunk, melyek-
ben tetra-, penta-, vagy hexa-etilén glikol lancu hurok domének
voltak. Minden esetben szintetikusan &llitottuk el az etilén
glikol lancokat az automata DNS szintetikus eljérésokat hasznal-
va Durand et al mdédszerét alkalmazva (1990, Nucleic Acids Res.
18:6353-6359). RoOviden, egy foszforamiditot helyeztink egy
hidroxil csoportra az etilén glikol 1l&nc egyik végén és egy
dimetoxitritil (DMT) egységet helyeztlink a mésik termindlis
etilén glikol hidroxil csoportra. Ezt a szarmaztatott etilén
glikol lancot hozzdadtuk a novekedS linedris oligonukleotidhoz
az automatiz&lt DNS szintézis megfeleld 1lépésénél. A cirkula-
rizdcids lépést az 1. Példdban leirt eljérdsok szerint végeztik
el. Egy tetraetilén hurok doménnel rendelkezd linedris oligonuk-
leotid eldSké6r nem z&rddott hatékonyan korré. Ez az eredmény azt
mutatja, hogy egy tetraetilén hurok tul rovid lehet egy célhoz
vald optimélis kdtdSdéshez. Két tipusu linedris oligonukleotidot
haszndltunk cél ké6td doménként a cirkuldris oligonukleotidokhoz:
a Cél I egy 12 bazisu oligonukleotid volt, mely nem rendelkezett
nem-cél nukleotidokkal és a Cél II egy 36 bAzisu oligonukleotid
volt, mely 12 bézisu céllal rendelkezett az oligonukleotidon
belil. A felhasznalt cél szekvencia 5'-AAGAAAAGAAAG-3' (SEQ ID
NO:9) és
5'- AAAAAAAAAAAA-3' (SEQ ID NO:8), ez utdbbi egy poli(da)q, cél
szekvencidt hatdroz megqg.

A polietilén hurokkal rendelkezd cirkuldris oligonukleoti-

dok olvadédsi hémérsékleteit (Tm) 7.0 pH értéknél (10 mM Tris-Cl)



figyeltik meg 10 mM MgClz-ben és 100 mM NaCl-ban. Az Osszes
linearis cél és az &sszes cirkuldris oligonukleotid 3 uM kon-

centracidban volt jelen.

A kovetkezSkben leirjuk a vizsgdlat eredményeit

Egy CACAC nukleotid hurok szekvencidval és mind a P és az AP
doménekhez egy poli(dA)q, szekvencidval rendelkezd cirkuldris
oligonukleotid Tm értéke 57.8 C volt amikor egy poli(dA) 5 cél
szekvencidhoz koétddétt. Egy ugyanezen P és AP domén szekvencidk-
kal, de hexaetilén glikol hurok doménekkel rendelkez8 cirkuldris
oligonukleotid Tm értéke 51.4 C volt, amikor ugyanehhez a célhoz
kotédott.

A pentaetilén glikol (PEG) és a hexaetilén glikol (HEG)
hurok doménekkel rendelkezd cirkuldris oligonukleotidok esetében
megfigyelt Tm értékek Osszehasonlitdsat a IV. Ta&blézatban mutat-

juk be.
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IV. TABLAZAT

komplex Ccél Cél

PEG AAGAAAAGAAAG PEG 51.5 47.5

HEG AAGAAAAGAAAG HEG 58.0 51.1

HEG A AAAAAAAAAAA HEG 51.4 46.5
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Egy HEG hurokkal rendelkezd cirkuldris oligonukleotid esetében
megfigyelt Tm érték kb. 4.5 C hémérséklettel magasabb, mint egy
PEG hurokkal rendelkezd cirkuldris oligonukleotid. Koévet-

kezésképpen, hexaetilén glikol hurok doménekkel rendelkezd cir-
kularis oligonukleotidok nagyobb stabilitédssal koétédnek, mint a
tetra-, vagy a penta-etilén glikol hurkokkal rendelkez8 cirkuld-

ris oligonukleotidok.

A kovetkezbkben megadjuk a nukledz rezisztencidt

Cirkulédris oligonukleotidokat teszteltink nukledz reziszten-
cidra cél oligonukleotidhoz nem kétdtt és kdétdtt &llapotban. Az
Osszes cirkuldris oligonukleotid - ak&r koététt, akar nem kotdtt -
teljes rezisztencidt mutatott az exonukledzokkal szemben. Az
endonukledz szenzitivitédst S1 nukledzt haszndlva hatdroztuk meg a
gyarték javaslaténak megfelelden.

A ké6tdtt és a nem kdHtOtt cirkuldris oligonukleotidok S1
nukleé&zzal szembeni rezisztencidinak &sszehasonlitésédt az V.

Tédblazatban mutatjuk be.
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V. TABLAZAT

oligonukleotid Id5 az 50%-os Sl-hez

hasités

PTTCTTTTCTTTCOPp

HEG HEG 1 perc

pTTCTTTTCTTTCOp

PTTCTTTTCTTTCOPD

HEG AAGAAAAGAAAG HEG >24 Ora

pPTTCTTTTCTTTCTPp

ACTTCTTTTCT TTCCA

C C 1 perc

ACTTCTTTTCTTTCCA

ACTTCTTTTCTTTCCA
Cc AAGAAAAGAAAG c 40 perc

ACTTCTTTTCTTTCCA
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Ezek az adatok azt mutatjék, hogy a nem kétdtt cirkuldris oligo-

nukleotidok érzékenyek az S1 nukledzzal szemben. Azonban, ha egy

célhoz koé6tddik, egy polietilén hurok doménnel rendelkez8 cirkulé-
ris oligonukleotid, sokkal ellen&lldbb az S1 nukledzzzal szemben,
legaldbb 36-szor rezisztensebb, mint egy nukleotid hurok doménnel
rendelkezd cirkuldris oligonukleotid.

A cirkuldris és a linedris oligonukleotidok nukledz rezisz-
tencidjat akkor is Osszehasonlitottuk, amikor az oligonukleotido-
kat kilénbdzd idStartamokig inkubdltuk humén plazméban. A 7-es
cirkuldris oligonukleotidot és az ezen kdérhdz tartozd prekurzort
és a 2-es linedris oligonukleotidot inkubdltuk 50 uM koncentré-
cidban plazmédban 37 C hémérsékleten. Kilénbdz8 iddpontokban
azonos mennyiségeket tavolitottunk el és a hasitdsi termékeket
gélelektroforézissel szepardltuk. A nukledz rezisztencidt ugy
vizsgdltuk, hogy megfigyeltik, hogy vajon a degradécids termékek
nyilvanvaldak voltak-e a géleken.

A humén plazméban vald inkubdlédskor a 2-es lineéris oligo-
nukleotid felezési ideje 20 perc volt. Ezzel szemben a 7-es
cirkulédris oligonukleotid nem esett &t mérhetd nukledz emésztésen
a 48 6rén &t tartd inkubdlds alatt. Ennek megfelelden, egy
cirkuldris oligonukleotid felezési ideje 48 Sré&ndl hosszabb humén
plazmé&ban, 140-szer hosszabb idejl mint az ugyanilyen szekvencia-

val rendelkez® linedris oligonukleotidé.

6. Példa

A cirkuldris oligonukleotidok szelektiven ko6tS8dhetnek az RNS-hoz.
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Az ezen példaban leirt kisérletek azt jelzik, hogy a lineé-
ris oligonukleotidoktdl eltérden a cirkuldris oligonukleotidok
szivesebben kotSdhetnek egy RNS mint egy DNS célhoz.

Két linedris dezoxioligonukleotidot &dllitottunk eld célként,

a "T" (SEQ ID NO:11) célt és egy "dU" (SEQ ID NO:12) célt:

T cél: 5'-AAGAATAGAAAG-3'; és

du cél: 5'-AAGAAUAGAAAG-3".

Egy a SEQ ID NO.:14 szekvencia szé&mu cirkuldris oligonukleotidot

is elB8allitottunk:

TTCTTCTCTTTC

C C
A A
C C
A A

C C

TTCTTATCTTTC

Osszehasonlitasként, egy a T és a dU célokkal komplementer lined-

ris oligonukleotidot is szintetizd&ltunk (pl. a SEQ ID NO:13
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szekvencidval rendelkezd linedris oligonukleotidot):

5'CTTTCTATTCTT 3'.

Az egyes célokhoz k&td8dS cirkuldris vs linedris oligonukle-

otidok olvaddsi hémérsékleteit (Tm) megfigyeltik és a VI.

Téablazatban mutatjuk be.

VI. TABLAZAT

Az oligonukleotidok Tm értékei

Célok Lineéris Cirkuldris
T cél 42.9 C 41.1 C
du cél 40.9 C 42.9

C

A linedris oligonukleotid sokkal erésebben koé6tédik a T
célhoz, mint a dU célhoz, olyan mértékben, mely szigni-fikénsan
nagyobb, mint a kisérleti hiba hatdrok. Ez a Tm értékekben levd

kildénbség megfelel egy 1.7 kcal/mol szabad kb6étési energia ku-
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lénbségnek.

Azonban, a linedris oligonukleotiddal szemben a cirkuldris
oligonukleotid sokkal er8sebben kotddik az U célhoz. Ezért a
cirkulédris oligonukleotid preferencidt mutathat egy RNS céllal
szemben egy megfelelS DNS célhoz viszonyitva.

Azonkivil, a cirkuldris oligonukleotid RNS célhoz vald
kotési energiadjaban bekovetkezd névekedés megfelel egy 0.8
kcal/mol szabadenergia kiildnbségnek, mely azt jelzi, hogy 37 C
hémérsékleten egy RNS cél részeslilne eldnyben kb. 3:1 arényban

egy megfeleld DNS céllal szemben.

7. Példa

A cirkulédris oligonukleotidok szdlelmozditésa

A 6-o0s cirkuldris oligonukleotid (3. &bra) egy dAq1, célhoz 9
kcal/mol-lal nagyobb stabilitdssal koét8dik, mint egy linearis
dT,, oligonukleotid (2. Példa). Ez a stabilité&sban bekdévetkezett
ndévekedés azt mutatja, hogy egy cirkuldris oligonukleotid : cél
komplex termodinamikailag eldnyben részesll egy linearis oligo-
nukleotid : cél komplexxel szemben. Tovabba, egy cirkularis
oligonukleotid valéjéban felgyorsithatja (vagy katalizdlhatja)
egy duplex DNS cél szekvencia disszocidcidjat, a duplex egyik
szé&dlaval vald komplex képzése céljadbdl.

Annak vizsgalata céljabdl, hogy vajon egy cirkuldris oligo-
nukleotid kénnyen disszocidlhatja-e a duplex DNS-at és elmozdit-
hatja-e a duplex DNS cél egyik sz&ldt, megfigyeltik

egy duplex DNS cél szdlelmozdit&si kinetikdjédt egy komplementer
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linedris vagy cirkuldris oligonukleotid jelenlétében.

Egy olyan DNS duplex célt allitottunk eld, melynek egyik
szdlan egy fluoreszcens csoport, a mdsik szdldn egy tetrametilro-
damin csoport volt, publikdlt eljardsokat alkalmazva (Cardullo
et al., 1988 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:8790; Cooper et al.,
1990 Biochemistry 29:9261). A duplex cél szerkezete (SEQ ID NO:
15) a kévetkezd volt

5'-fluoreszcein-A AAAAAAAAA

3'-rodamin-T T T T T T T T T T.

Ezen jeldlt duplex cél Tm értéke normdlis volt, tehdt a fluo-
reszcein helyettesitéseknek nincs szignifikéns hatdsuk az asszo-
ciacids kinetikéra. Tovédbba, a fluoreszcein-dA,, szdl emisszids
maximuma 523 nm hullé&mhosszon volt, mig a rodamin-dTq, szal
emisszids maximuma 590 nm hulldmhosszon volt, lehetévé téve, hogy
a két szdl asszocidcids kinetikd@jat kulén vizsgdljuk.

A sz3dl elmozditdsos reakcidét 10 C hémérsékleten egy 1 cm-es
fluoreszcensz kuvettdban végeztik el. A reakcid kdédrilményei: 100
mM NaCl, 10 mM MgCl, és 10 mM Tris-HC1l, pH 7.0, a reakcidé térfo-
gat 3 ml. A jeldlt duplexet legaldbb egy &rdn &t hagytuk ekvi-
1libré&lédni 10 C hémérsékleten, mielStt hozzdadtuk volna a 40-
szeres tulsulyban levSé linedris vagy cirkuléris oligonukleotidot
( a végsd koncentrécidé 0.01 uM). Egy Spex Flurolog F 111A fluo-
reszcensz eszkdzt haszndltunk 5 mm-es rés szélességet haszndalva.
A gerjesztési hulldmhossz 450 nm és a mért emisszids hullé&mhossz
523 nm volt. Az eredmények flggetlenek voltak mind a gerjesztési,

mind a mért emisszidés hullé&mhosszoktdél. A reakcidt legaldbb 5
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A rodamin-dTq, fluoreszcein-dA;,-héz adésa csdkkenést oko-
zott a fluoreszcein fluoreszcenci&jéban és ndévekedést a rodaminé-
ban. Az ilyen hatdsok a fluoreszcens egységek ko6zdtti energia
atvitelnek k&észoédnhetd8k (Cardullo et al.).

A két fluoreszcens mdédon jeldlt sz4al asszocidcids sebességi
konstansédt ugy hatdroztuk meg, hogy a szdélakat &l-elsbSrendl
korilmények kozé kevertlk és meghatdroztuk a fluoreszcens emis-
szidban bekdvetkezd csdkkenés mértékét. A megfigyelt asszocié-
ciéds konstans 10 C hémérsékleten
3.2 x 10° M1 sec™! volt, mely j6 egyezést mutatott a DNS oligo-
nukleotidok publikdlt asszocidcidés rdtédjéval (Nelson et al.,

1982, Biochemistry 21:5289; Turner et al., 1990 in: Nucleic Acids

(C alkdtet), W. Saenger, Ed. Springer-Verlag, Berlin:201-227).

Egy egyedili lineéaris sz&l (SEQ IS NO:8) vagy egy SEQ ID
NO:5 szekvencidval rendelkezd cirkuldris oligonukleotid (pl. a
6-os cirkuldris oligonukleotid) azon O6sszehasonlitasdhaz, hogy
egy duplex DNS-ban milyen ardnyban cserél8dnek ki a szdlakkal,
nem jeldlt linedris vagy cirkuldris oligonukleotidok tulsulyban
levé mennyiségeit kevertik 6ssze a fluoreszces jeldlésu duplex
DNS céllal. A fluoreszcens emisszidéban bekdvetkezd ndvekedést
ezutdn olyan hémérsékleten mértik, mely jelentdsen a duplex cél
Tm értéke alatt van, ami mértéke a duplex cél szal disszocid-
cidjénak.

A 8. &bra a duplex cél disszocidcidjanak egy tipikus kineti-

kai vizsgdlatat mutatja be egy nem jeldlt A4 (pontozott vonal)
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vagy a 6-os cirkuldris oligonukleotid 40-szeres tulsulyban vald
jelenlétével 10 C hémérsékleten. Ahogy leirtuk, a duplex cél
cirkuldris oligonukleotid &ltali disszocidcidéja jelentdésen gyor-
sabb, mint a linedris oligonukleotid &ltali disszociécid. A
linedris oligonukleotid &ltali disszocidcié elsdé ardnyu konstansa
2.0 X 1074 sec'l, mig a cirkulédris oligonukleotid &ltali konstans
2.3 X 1072 sec1, majdnem 2 nagysagrenddel gyorsabb volt. Ez a
kildénbség még sokkal szembetinébb, ha kiszdmitjuk a cél duplex
linedris vs cirkuldris oligonukleotidok jelenlétében megfigyelh-
etd felezési idejét. Tiz C hémérsékleten a duplex disszocidcids
felezési ideje 58 perc linedris oligonukleotid jelenlétében de
csupé&n 30 madsodperc cirkuldris oligonukleotid jelenlétében.

A linedris oligonukleotid és duplex k&ézdtti reakcid se-
bességétfl eltérSen a cirkuldris oligonukleotid és a duplex
kdézdtti reakcid sebessége, fligg a hozzdadott cirkuldris oligonuk-
leotid koncentrécidéjatdl, alacsony koncentrédcié esetén, és
Michaelis-Menten tipusu telitéddési tulajdonsdagot mutat magasabb
koncentrécidé esetében (9. &bra).

A jeldlt duplex disszocidcids sebessége 10 C hémérsékleten
kiszdmithatd a duplex asszocidcids sebesség konstansbdl és a
delta Gqp értékekbll. Ez a sebesség konstans, 8.5 X 10710 sec 1,
egyezik a duplex komplexek esetében a becsUlt termodinamikai
paraméterekbdl szdrmaztatott sebességgel (Breslauer et al.,

1986, Proc. Natl.Acad. Sci. USA 83: 3746), bar ez a sebesség
szignifikdnsan kisebb, mint egy linedris oligonukleotid &ltali

szdl elmozditds sebességi konstansa. Linedris oligonukleotid
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hozzdadédsakor ndvekedést figyeltek meg a duplex disszocidcidjaban
mas esetekben (Chamberlin et al., 1965, J. Mol. Biol. 12:410). A
cir-kulédris oligonukleotid &ltal katalizdlt reakcid és a nem
katalizdlt duplex disszocidcid sebességének &sszehasonlitésa

felfedett egy kb 107 -gszeres sebesség fokozast (Sigler et al.,

1962, J. Mol. Biol. 5:709).

kettds recip-
1

A 1/[cirkuldris oligonukleotid] VS~1/kmegfigy-

rok 4brédzoléasa linedris és a K.y 0.024 +,- 0.005 sec - és a Ky
2.2 x 1077 M. A Krat 100-szor nagyobb mint a duplex akar dA;,
vagy dTq, egyeduli szalakkal vald reakcidéjdban kapott megfigyelt
sebességi konstansok.

A megfigyelt telit8dési viselkedés (9. &bra) azt sugallja,
hogy egy komplex jén létre a kOér és a kettdsszdlu cél kodzdétt. A
fenti Ky értéket haszndlva és feltételezve, hogy a Kpat << k_1,
ahol k_q1 a komplex disszociacids sebességi konstansa, az asszo-
cidcids szabadenergia -8.6 kcal/mol 10 C hémérsékleten. Ez az
érték hasonld T-A-T bazis triddokat tartalmazd 12 bazisu harmas
hélixben levd P domén esetében becsult -9 kcal/mol értékhez,

melyet Pilch et. al. (1990, Nucleic Acids Res. 18:5743) termodi-

namikai paramétereibdl szdrmaztattunk.

A kévetkezdkben megadjuk a szekvencidk felsoroldséat.



(1) ALTALANOS INFORMACIO

(1) FELTALALO: Kool, Erik T.

(ii) A TALALMANY CIME: EGYSZALU; CIRKULARIS OLIGONUK-

LEOTIDOK

(iii) A SZEKVENCIAK SZAMA: 15

(iv) LEVELEZESI CIM:
(A) CIMZETT: Scully, Scott, Murphy & Presser
(B) UTCA: 400 Garden City Plaza
(C) VAROS: Garden City
(D) ALLAM: New York
(E) ORSZAG:USA

(F) IRANYITOSZAM: 11530

(V) SZAMITOGEPPEL OLVASHATO FORMA:
(A) ANYAG TIPUS: Floppy disk
(B) SZAMITOGEP: IBM PC kompatibilis
(C) OPERACIOS RENDSZER: PC-D0OS/MS-DOS

(D) SOFTWARE: Patent in Release #1.0, Verzid

(vi) JELEN ALKALMAZASI ADATOK:
(A) ALKALMAZASI SZAM: US

(B) IKTATASI IDOPONT:



(viii)

(ix)

(€) OSZTALYOZAS:

UGYVED/IRODA INFORMACIO:
(A) NEV: McNulty, William E.
(B) REGISZTRACIOS SZAM: 22,606

(C) REFERENCIA/JEGYZEK SZAM: 8085Z

TELEKOMMUNIKACIOS INFORMACIO:
(A) TELEFON: (516) 742-4343

(B) TELEFAX: (516) 742-4366

(2) A SEQ ID NO:1 INFORMACIOI:

(1)

(x1)

A SZEKVENCIA JELLEMZOK:
(A) HOSSZUSAG: 34 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egysz&lu

(D) TOPOLOGIA: cirkulédris

A SZEKVENCIA LEIRASA: SEQ ID NO: 1

CTCCCCGCCC TCNNNNCTC CCACCCCTCN NNN

34

(2) A SEQ ID NO:2 INFORMACIOI:



(1) A SZEKVENCIA JELLEMZOK:
(A) HOSSZUSAG: 38 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu

(D) TOPOLOGIA: cirkuldris

(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: SEQ ID NO: 2

TCTTTTTTCT TTTCNNNNC TTTTCTTTTT TCTNNNN

38

(2) A SEQ ID NO:3 INFORMACIOI:

(1) A SZEKVENCIA JELLEMZOK:
(A) HOSSZUSAG: 38 bazispér
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszélu

(D) TOPOLOGIA: cirkuldris

(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: SEQ ID NO: 3

TTTCYTCGTT CGTCNNNNNC TACTTACTGC TTTNNNNN

38

(2) A SEQ ID NO:4 INFORMACIOI:

oooooo



(1) A SZEKVENCIA JELLEMZOK:
(A) HOSSZUSAG: 40 béazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu

(D) TOPOLOGIA: cirkuldris

(x1i) A SZEKVENCIA LEIRASA: SEQ ID NO: 4

TCCTTCTTCY CCTCTNNNNN TCTCCGCTTC TTCCTNNNNN

40
(2) A SEQ ID NO:5 INFORMACIOI:

(1) A SZEKVENCIA JELLEMZOK:
(A) HOSSZUSAG: 34 bézispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszéalu

(D) TOPOLOGIA: mindkettd

(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: SEQ ID NO: 5

TTTTTTCACA CTTTTTTTTT TTTCACACTT TTTT

34

(2) A SEQ ID NO:6 INFORMACIOI:



(1) A SZEKVENCIA JELLEMZOK:
(A) HOSSZUSAG: 34 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszélu

(D) TOPOLOGIA: mindkettd

(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: SEQ ID NO:
TCTTTCCACA CCTTTCTTTT CTTCACACTT CTTT
34
(2) A SEQ ID NO:7 INFORMACIOI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOK:
(A) HOSSZUSAG: 34 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA: mindkettd
(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: SEQ ID NO:

TTTCTTCACA CTTCTTTTCT TTCCACACCT TTCT

34

6

7
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(2) A SEQ ID NO:8 INFORMACIOI:

(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOK:
(A) HOSSZUSAG: 12 bézispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu

(D) TOPOLOGIA: linedris

(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: SEQ ID NO: 8

AAAAAAAAAA AA

12

(2) A SEQ ID NO:9 INFORMACIOI:

(1) A SZEKVENCIA JELLEMZOK:

(A) HOSSZUSAG: 12 béazispar

(B) TIPUS: nukleinsav

(C) SZALTIPUS: egyszdlu

(D) TOPOLOGIA: linedris

(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: SEQ ID NO: 9



AAGAAAAGAA AG
12

(2) A SEQ ID NO:10 INFORMACIOI:

(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOK:
(A) HOSSZUSAG: 12 bazispéar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu

(D) TOPOLOGIA: linedris

(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: SEQ ID NO: 10

CTTTCTTTTC TT

12

(2) A SEQ ID NO:11 INFORMACIOI:

(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOK:
(A) HOSSZUSAG: 12 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszdalu

(D) TOPOLOGIA: linedris



(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA:

AAGAATAGAA AG

12

(2) A SEQ ID NO:12 INFORMACIOI:

ooooo

SEQ ID NO: 11

(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOK:

(A) HOSSZUSAG: 12

bazispéar

(B) TIPUS: nukleinsav

(C) SZALTIPUS: egyszdalu

(D) TOPOLOGIA: lineéris

(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: SEQ ID NO: 12

AAGAAUAGAA AG

12

(2) A SEQ ID NO:13 INFORMACIOI:

(1) A SZEKVENCIA JELLEMZOK

(A) HOSSZUSAG: 12

.
.

bazispar

(B) TIPUS: nukleinsav

(C) SZALTIPUS: egyszdlu

(D) TOPOLOGIA: linedris

------

ccccc
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(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: SEQ ID NO: 13

CTTTCTATTC TT

12

(2) A SEQ ID NO:14 INFORMACIOI:

(1) A SZEKVENCIA JELLEMZOK:
(A) HOSSZUSAG: 34 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu

(D) TOPOLOGIA: mindkettd

(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: SEQ ID NO: 14

TTCTTCTCTT TCCACACCTT TCTATTCTTC ACAC

34

(2) A SEQ ID NO:15 INFORMACIOI:

(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOK:
(A) HOSSZUSAG: 12 bAazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: kettds szalu

(D) TOPOLOGIA: linedris

oooooo

ooooo



- 101 -

(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: SEQ ID NO:

AAAAAAAAAA AA

12

15

.y
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Egy egyszdlu cirkuldris oligonukleotid azzal jelle-
mezve, hogy tartalmaz legaldbb egy paralell ko6tésl (P) domént és
legaldbb egy anti-paralell kotésti (AP) domént, az egyes kotd
domének k&zott rendelkezik egy hurok doménnel, mely a cirkuldris
oligonukleotid létrehozdsdban vesz részt; az egyes P és a megfe-
lelé AP domének elegendd komplementaritédssal rendelkeznek ahhoz,
hogy detektdlhatdan koétddjenek egy meghatdrozott nukleinsav cél
egyik sz&ldhoz, melynek sorédn az emlitett P domén paralell médon
ko6tédik az emlitett célhoz és az emlitett megfeleld AP domén az
emlitett célhoz anti-paralell médon ko6tddik.

2. Az 1.igénypont szerinti oligonukleotid azzal
jellemezve, hogy az emlitett cél egy ismert nukleotid szekvenciat
tartalmaz, melyb6l az emlitett P domén és az emlitett megfeleld
AP domén elegendd szdmu pozocidihoz egy nukleotid szekvencia az
emlitett cél szekvencidjabol meghatdrozésra keriil:

az emlitett P domén esetében:

ha az emlitett célban egy pozicidban egy bdzis guanin
vagy egy guanin analdg, akkor a P egy megfeleld pozicidban egy
citozinnal vagy annak egy alkalmas analdgjéval rendelkezik;

ha az emlitett célban egy pozicidban egy bézis adenin
vagy egy adenin analdg, aﬁér egy megfeleld pozicidban a P egy
timinnel vagy uracillal vagy ezek egy alkalmas analdégjaval ren-

delkezik;
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ha az emlitett célban egy pozicidban egy bdzis timin
vagy egy timin analdg, akor egy megfeleld pozicidéban a P egy
citozinnal vagy guaninnal vagy ezek egy alkalmas analdgjéval
rendelkezik;

ha az emlitett célban egy pozicidban egy bdzis citozin
vagy egy citozin analdg, akor egy megfeleld pozicidban a P egy
citozinnal, timinnel vagy uracillal vagy ezek egy alkalmas
analdgjéval rendelkezik; és

ha az emlitett célban egy poziciéban egy bazis uracil
vagy egy uracil analdg, akor egy megfeleld pozicidban a P egy
citozinnal, guaninnal, timinnel, vagy uracillal vagy ezek egy
alkalmas analdgjaval rendelkezik;

az emlitett AP domén esetében:

ha az emlitett célban egy pozicidéban egy bdzis guanin
vagy egy guanin analdg, akkor az AP egy megfeleld pozicidban egy
citozinnal vagy egy uracillal vagy ezek egy alkalmas analdgjéval
rendelkezik;

ha az emlitett célban egy poziciéban egy bézis adenin
vagy egy adenin analdg, akor egy megfeleld pozicidban az AP egy
timinnel vagy uracillal vagy ezek egy alkalmas analdégjaval ren-
delkezik;

ha az emlitett célban egy pozicidban egy bdzis timin
vagy egy timin analdg, akor egy megfeleld pozicidban az AP egy
adeninnel vagy annak egy alkalmas analégjaval rendelkezik;

ha az emlitett célban egy pozicidban egy bézis citozin

vagy egy citozin analdg, akor egy megfeleld pozicidban az AP egy
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guaninnal vagy annak egy alkalmas analégjaval rendelkezik; és

ha az emlitett célban egy pozicidban egy bézis uracil
vagy egy uracil analdg, akor egy megfeleld pozicidéban az AP egy
adeninnel vagy egy guaninnal vagy ezek egy alkalmas analdgjéval
rendelkezik;

ahol a pozicidk emlitett elegendS szdma azt a pozi-
cidésza&mot jelenti, mely kielégitd komplementaritdst biztosit az
oligonukleotid szamdra, hogy az emlitett célhoz detektdlhatdan
koét8djon.

3. Az 1. igénypont szerinti oligonukleotid azzal
jellemezve, hogy az emlitett P domén egy olyan nukleotid szek-
venciit tartalmaz, mely az emlitett cél nukleotid szekvencidjébdl
meghatdrozédsra kerul:

ha az emlitett célban egy pozicidban egy bdzis guanin
vagy egy guanin analdg, akkor a P egy megfeleld pozicidban egy
citozinnal vagy annak egy alkalmas analdégjéval rendelkezik;

ha az emlitett célban egy pozicidban egy bézis adenin
vagy egy adenin analdg, akor egy megfeleld pozicidban a P egy
timinnel vagy uracillal vagy ezek egy alkalmas analdégjdval ren-
delkezik;

ha az emlitett célban egy pozicidban egy bézis timin
vagy egy timin analdg, akor egy megfeleld pozicidban a P egy
citozinnal vagy guaninnal vagy ezek egy alkalmas analdégjaval
rendelkezik;

ha az emlitett célban egy pozicidban egy bézis citozin

vagy egy citozin analdg, akor egy megfeleld pozicidban a P egy
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citozinnal, timinnel vagy uracillal vagy ezek egy alkalmas
analégjaval rendelkezik;

ha az emlitett célban egy pozicidban egy bazis uracil
vagy egy uracil analdg, akor egy megfeleld pozicidban a P egy
citozinnal, guaninnal, timinnel vagy uracillal vagy ezek egy
alkalmas analdégjaval rendelkezik;

valamint a tovébbiakban, ahol az emlitett AP domén
olyan nukleotid szekvencidval rendelkezik, melyet az emlitett
cél emlitett szekvencidjdbdl a kévetkezdk szerint meghatdroztunk:

ha az emlitett célban egy pozicidban egy bézis guanin
vagy egy guanin analdg, akkor az AP egy megfeleld pozicidban egy
citozinnal vagy egy uracillal vagy ezek egy alkalmas analdégjaval
rendelkezik;

ha az emlitett célban egy pozicidban egy béazis adenin
vagy egy adenin analdg, akor egy megfeleld pozicidban az AP egy
timinnel vagy uracillal vagy ezek egy alkalmas analégjéval ren-
delkezik;

ha az emlitett célban egy pozicidéban egy bdzis timin
vagy egy timin analdg, akor egy megfeleld$ pozicidban az AP egy
adeninnel vagy annak egy alkalmas analdgjdval rendelkezik;

ha az emlitett célban egy pozicidéban egy bdzis citozin
vagy egy citozin analdg, akor egy megfeleld pozicidéban az AP egy
guaninnal vagy annak egy alkalmas analdgjaval rendelkezik; és

ha az emlitett célban egy pozicidban egy bazis uracil
vagy egy uracil analdg, akor egy megfeleld pozicidban az AP egy

adeninnel vagy egy guaninnal vagy ezek egy alkalmas analdgjéval
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rendelkezik.

4. Az 1., 2. vagy a 3. igénypont szerinti oligonuk-
leotid azzal jellemezve, hogy az emlitett cél, az emlitett P
domén és az emlitett AP domén egymdstdl flggetlenil kb. 2-200
nukleotidot tartalmaz.

5. A 4. igénypont szerinti oligonukleotid azzal
jellemezve, hogy az emlitett cél, az emlitett P domén és az
emlitett AP domén egymdstél fliggetleniil kb. 6-36 nukleotidot
tartalmaz.

6. Az 1., 2. vagy a 3. igénypont szerinti oligonuk-
leotid azzal jellemezve, hogy az egyes hurok domének egymastdl
figgetlentl kb. 2-2000 nukleotidot tartalmaznak.

7. A 6.igénypont szerinti oligonukleotid azzal jelle-
mezve, hogy az egyes hurok domének egymdstdl fliggetleniil kb. 3-8
nukleotidot taralmaznak.

8. Az 1., 2. vagy a 3. igénypont szerinti oligonuk-
leotid azzal jellemezve, hogy az emlitett cél egy vagy kettds
szdllal rendelkezik.

9. Az 1., 2. vagy a 3. igénypont szerinti oligonuk-
leotid azzal jellemezve, hogy az emlitett cél RNS vagy DNS
lehet.

10. Az 1., 2. vagy a 3. igénypont szerinti oligonuk-
leotid azzal jellemezve, hogy az emlitett cél egy olyan domén,
melyet egy nukleinsav templdt tartalmaz.

11. Az 1., 2. vagy a 3. igénypont szerinti oligonuk-

leotid azzal jellemezve, hogy az emlitett P domén és az emlitett
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AP domén az emlitett célhoz egy lépcsds kd6tési elrendezbdésben
kotédik.

12. Az 1. vagy a 2. igénypont szerinti oligonukleotid
azzal jellemezve, hogy a kielégitd komplementaritds 100%-nial
kisebb komplementaritdst jelent.

13. A 12. igénypont szerinti oligonukleotid azzal
jellemezve, hogy a kielégitd komplementaritds kb. 30% - 40%-os
komplementaritdst jelent.

14. Az 1., 2. vagy a 3. igénypont szerinti oligonuk-
leotid azzal jellemezve, hogy az emlitett oligonukleotid DNS
vagy RNS lehet.

15. Az 2. vagy a 3. igénypont szerinti oligonukleotid
azzal jellemezve, hogy egy megfeleld citozin analdégként az 5-
metilcitozin szerepel.

16. Az 2. vagy a 3. igénypont szerinti oligonukleotid
azzal jellemezve, hogy egy megfeleld uracil analégként az 5-
metiluracil szerepel.

17. Az 2. vagy a 3. igénypont szerinti oligonukleotid
azzal jellemezve, hogy egy megfeleld adenin analdgként a diamino-
purin szerepel.

18. Az 1., 2. vagy a 3. igénypont szerinti oligonuk-
leotid azzal jellemezve, a nukleotidok a ribdéz vagy dezoxiribdz
helyett egy 2'-O-metilribdzzal rendelkeznek.

19. Az 1., 2. vagy a 3. igénypont szerinti oligonuk-
leotid azzal jellemezve, hogy az emlitett oligonukleotidot egy

sejt felveszi.
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20. A 19. igénypont szerinti oligonukleotid azzal
jellemezve, hogy az emlitett oligonukleotid tovédbba tartalmaz egy
ligandumot, mely egy celluldris receptorként, koleszterol cso-
portként , egy aril csoportként, egy szteroid csoportként vagy
egy polikationként szolgdl.

21. Az 1., 2. vagy a 3. igénypont szerinti oligonuk-
leotid azzal jellemezve, hogy az emlitett oligonukleotid
tovédbba tartalmaz egy drogot vagy egy drog analdgot.

22, Az 1., 2. vagy a 3. igénypont szerinti oligo-
nukleotid azzal Jjellemezve, hogy az emlitett hurok domének nem-
nukleotid hurok doméneket tartalmaznak.

23. A 22. igénypont szerinti oligonukleotid azzal
jellemezve, hogy az emlitett nem-nukleotid hurok domének polie-
tilén glikolbdél &llnak.

24. A 23. igénypont szerinti oligonukleotid azzal
jellemezve, hogy az emlitett polietilén glikol pentaetilén gli-
kol, hexaetilén glikol vagy heptaetilén glikol lehet.

25. Az 1., 2. vagy a 3. igénypont szerinti oligonuk-
leotid azzal jellemezve, hogy az emlitett oligonukleotid
tovédbbd legaldbb egy metilfoszfonat, foszforoticdt, foszforodi-
tiodt, foszfotriészter, sziloxdn, karbondt, acetamidédt, tioéter
vagy foszfor-béron kdHtést tartalmaz.

26. Az 1., 2. vagy a 3. igénypont szerinti oligo-
nukleotid azzal jellemezve, hogy az emlitett oligonukleotid
tovébbd egy riporter molekuldt tartalmaz.

27. Egy cél nukleinsav detektdldsdra vagy diagnosz-
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tizdlédsédra szolgdld részekbd8l a4lld kit azzal jellemezve, hogy:

az 1.-3. igénypontok bérmelyikében szerepld cirkuldris
oligonukleotidot biztositd legaldbb egy elsd rekeszt tartalmaz.

28. Egy templat nukleinsav izolalésédra szolgédléd
részekb6l 4116 kit, mely tartalmaz legaldbb egy az 1., 2. vagy 3.
igénypont szerinti cirkuldris oligonukleotidot biztositd elsd
rekeszt, azzal jellemezve, hogy az emlitett oligonukleotid az
emlitett templdton bellili céllal komplementaritdst mutat.

29. A 28. igénypont szerinti kit azzal jellemezve,
hogy az emlitett templdt egy poli (A)'T mRNS lehet.

30. Egy a DNS, az RNS vagy egy fehérje bioszintézis
szabdlyozédsdra szolgdldé mdédszer azzal jellemezve, hogy:

az 1.-3. igénypontok barmelyike szerinti oligonukle-
otidok k6é6zUl legaldbb egyet kapcsolatba hozunk egy az emlitett
DNS vagy RNS vagy fehérje nukleinsav templdtjaval olyan ké&rilmé-
nyek koézodtt, melyek kielégitSéek ahhoz, hogy az oligonukleotidok
kdézUl legaldbb egy koétddhessen ahhoz a cél szekvencidhoz, melyet
az emlitett templdt tartalmaz;

az emlitett oligonukleotid az emlitett célhoz kétddik;

a blokkolds hozz&jarul, vagy lehetd8vé teszi az emlitett
templdt degradacidéjat és ezen keresztll az emlitett DNS, RNS vagy
fehérje bioszintézisét szabdlyozza.

31. A 30. igénypont szerinti mdédszer azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett templéat tartalmaz egy kettds szalu nuklein-
sav célt valamint az emlitett koériulmények hatékonyak az emlitett

cél sz4l elmozditdssal vald denaturdlédsdhoz ezé&ltal a kétddést
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lehetévé teszik.

32. A 30. igénypont szerinti mdédszer azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett bioszintézis legaldbb egy DNS replikdcidbdl,
DNS reverz transzkripcidébdl, RNS transzkripcidbdél, RNS ha-
sitdsbdl, RNS poliadenilacidébdl, RNS transzlokdcidbdl és fehérje
transzlacidébdél &ll.

33. A 32. igénypont szerinti mdédszer azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett DNS replikdcidhoz az emlitett templat egy
RNS templat vagy egy DNS templdt lehet.

34. A 33. igénypont szerinti médszer azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett DNS replikdcid szabdlyozdsdhoz vald emli-
tett oligonukleotid emlitett célja egy replikdcids origd vagy egy
primer kdétési hely lehet.

35. A 32. igénypont szerinti mdédszer azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett DNS reverz transzkripcid szabdlyozdséhoz
valdé emlitett oligonukleotid emlitett célja egy primer ko6td hely,
egy retrovirusban lev8 hely vagy egy mRNS-ban levd hely lehet.

36. A 32. igénypont szerinti médszer azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett RNS transzkripcid szabdlyozdsdhoz vald
emlitett oligonukleotid emlitett célja egy promdéter, egy repres-
szor koété hely, egy operdtor, egy er8sitd, egy transzkripcids
szabadlyozd elem vagy egy mRNS kdédold régidban levd hely lehet.

37. A 32. igénypont szerinti mdédszer azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett RNS hasitds szabdlyozdsdhoz vald emlitett
oligonukleotid emlitett célja egy 5' hasitédsi pont, egy intron

eldgazédsi pont vagy egy 3' hasitédsi pont valamelyike lehet.
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38. A 32. igénypont szerinti médszer azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett RNS poliadenilédcid szabdlyozéséhoz vald
emlitett oligonukleotid emlitett célja egy poliadenilécids hely
lehet.

39. A 32. igénypont szerinti médszer azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett RNS transzlokacid szabdlyozdsdhoz vald
emlitett oligonukleotid emlitett célja egy poli(A) farok lehet.

40. A 32. igénypont szerinti médszer azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett fehérje transzldcidhoz vald emlitett templat
egy mRNS templat lehet.

41. A 40. igénypont szerinti médszer azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett templdt emlitett célja egy riboszéma kotd
hely, egy 5'mRNS sapka vagy egy fehérje koédold régidban levd hely
lehet.

42. A 30. igénypont szerinti médszer azzal jellemez-
ve, hogy az emlitet templdt egy virdlis DNS vagy RNS templéat
lehet.

43. A 42. igénypont szerinti médszer azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett oligonukleotid egy a SEQ ID NO:3 vagy a SEQ
ID NO:4 szekvencia sz&mu nukleotid szekvencidkkal rendelkezik.

44. Eljaréds egy kettds szadlu nukleinsav célban a sz&l
elmozditédsdra azzal jellemezve, hogy:

az emlitett célt kapcsolatba hozzuk egy az 1.-3.
igénypontok béarmelyikében szereplS cirkuldris oligonukleotiddal
bizonyos ideig, valamint olyan kérulmények kozdtt, melyek hatéko-

nyak az emlitett cél denaturdldsdhoz és az emlitett cirkuldris
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oligonukleotidhoz valdé koétdédés biztositasahoz.

45 A 44. igénypont szerinti médszer, melyben az
emlitett cél denaturdldsdra az emlitett kdérilmények hatékonyak ,
azzal jellemezve, hogy az emlitett cirkulédris oligonukleotidot és
az emlitett célt kb. 1-100 arédnyban tartalmazza.

46. A 45. igénypont szerinti médszer - melyben az
emlitett id6 hatékony az emlitett cél denaturdlédsdra - azzal
jellemezve, hogy az idéintervallum 1 perct8l kb. 16 6raig terjed.

47. A 44. igénypont szerinti médszer azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett kettdsszdlu nukleinsav cél egy virdlis, egy
bakteridlis, egy gomba, vagy egy emlds nukleinsaat tartalmaz.

48. A 47. igénypont szerinti médszer azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett kettds szdlu nukleinsav cél egy replikdcids
origd, egy promdéter, egy represszor kd6td hely, egy operdtor, egy
er6sitd, egy transzkripcids szabdlyozd elem, vagy egy mRNS koédold
régidban levd hely lehet.

49. A 44. igénypont szerinti médszer azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett kettds szdlu nukleinsav cél egy tiszta, vagy
nem tiszta nukleinsav mintédban, egy szdévet részben, egy sejt
kenetben vagy egy kromoszdéma tédbmegben taldlhatd.

50. A 49. igénypont szerintl médszer azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett oligonukleotid egy riporter molekuldhoz
kovalensen kapcsolddik.

51. Egy nukleinsav vagy fehérje bioszintézis szabéa-
lyozdsdra szolgdld gydgyszerészeti Osszetétel azzal jellemezve,

hogy az 1.-3. igénypontok barmelyikében szerepld oligonukleotidok
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kb6zul legaldbb egyet a bioszintézist szabdlyozd mennyiségben
valamint egy gydgyszerészetileg elfogadhatd hordozdt tartalmaz.

52. Az 1., 2. vagy a 3. igénypontok szerinti egysz&lu
cirkuldris oligonukleotidok el84llitdsdra szolgdld médszer azzal
jellemezve, hogy egy linedris eldkdért egy vég kapcsoldddsu oligo-
nukleotidhoz kétink, az emlitett el8kdér két végét Osszekapcsoljuk
és az emlitett egyszdlu cirkuldris oligonukleotidot kinyerjiik.

53. Az 52. igénypont szerinti médszer azzal jelle-
mezve, hogy az emlitett linedris el8kdér egy 3'-foszfdttal rendel-
kezik.

54. Az 53. igénypont szerinti médszer azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett két vég az emlitett egyszd&lu cirkuldris
oligonukleotid AP nukleotidjainak megfeleld két nukleotidot
tartalmaz.

55. Az 54. igénypont szerinti médszer azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett O6sszekapcsolést BrCN-nel, l-etil-3-(3-dime-
tilaminopropil) karbodiimiddel vagy N-cianoimidazpl ZnClz-vel
végezzik.

56. Egy komplex azzal jellemezve, hogy az 1., 2. vagy
a 3. igénypontok szerinti oligonukleotid és a cél kd&zdtt létre
jén.

57. Egy specialis sejt tipusba vald drog bejuttatds-
dra szolgdld médszer azzal jellemezve, hogy:

(a) egy é&llatnak az 1., 2 vagy a 3. igénypontok sze-
rinti oligonukleotidhoz kovalensen kdét8d8 drogot adunk;

(b) az emlitett oligonukleotidot egy az emlitett sejt
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tipusban levd cél mRNS-hoz ko&tjidk; és

(c) 1igy az emlitett drogot az emlitett specifikus sejt
tipusba bejuttatjuk.

58. Egy cél nukleinsav detektdldsdra szolgdld mddszer
azzal jellemezve, hogy:

az 1., 2. vagy a 3. igénypontok szerinti cirkuldris
oligonukleotidok barmelyikét kapcsolatba hozzuk egy mintédval-
melynek vizsgdljuk az emlitett aminosav tartalmdt-egy ideig és
olyan kérulmények kod6zdtt, mely kielégitd az oligonukleotid - cél
komplex kialakuldsdhoz; és

az emlitett komplexet detektdljuk.

59. Az 58. igénypont szerinti médszer azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett nukleinsav egy kettd8sszdlu nukleinsav célt
tartalmaz, valamint az emlitett k6rUlmények hatékonyak az emli-
tett cél szal elmozditéssal valdé denaturdldsdhoz és igy lehetdvé
teszik, hogy az emlitett oligonukleotid az emlitett oligonukleo-
tid-cél komplexet létrehozza.

60. Az 58. igénypont szerinti mdédszer azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett minta egy tiszta vagy nem tiszta nukleinsav
mintdt, egy szévet darabot, egy sejt kenetet vagy egy kromoszdma
témeget tartalmaz.

61. Az 58. igénypont szerinti mdédszer, melyben az
emlitett cél denaturdldsdra az emlitett k&érilmények hatékonyak ,
azzal jellemezve, hogy az emlitett cirkuldris oligonukleotidot és

az emlitett célt kb. 1-100 ardnyban tartalmazza.
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62. Az 58. igénypont szerinti médszer - melyben az
emlitett id6 hatékony az emlitett cél denaturdlésédra - azzal
jellemezve, hogy az idfintervallum 1 perctdl kb. 16 éréig terjed.

63. Az 58. igénypont szerinti médszer azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett komplexet fluoreszcensz energia transzfer
vizsgdlattal detektaljuk.

64. A 12. igénypont szerinti oligonukleotid azzal

jellemezve, hogy a kielégitdé komplementaritds legaldbb az 50%-ot

eléri.
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(1-3), cé10k (4-5), Linedris oligonukleotidak /9/ és
6-8), melyeket a kisérletekben haszniltunk

S-TTTTTTCACACTTTTTTTTTTTTCACACTTTTTT (SEQ ID NO:5 )
- TCTTTCCACACCTTTCTTTTCTTCACACTTCTTT (SEQ ID NO'6 )

|
25
3 ﬁ-TTTCTTCACACTTCTTTTCTTTCCACACCTTTCT(SEQIDPK)?)
4 5-AAAAAAAAAAAA (SEQ IDNO:8)
5 5-AAGAAAAGAAAG (SEQ 1D NO: 9)
6 | (SEQ ID NO:5)
TTTTTTTTTTIT
C C
A A
C C
A A
C C
TTTTTTTTTTTT
7 | (SEQ IDNO:6)
CTTCTTTTCTTTCC
A A
C C
A A
CTTCTTTTCTTTCC
8 CTTCTTTTCTTTCCA (SEQ ID NO:7)
A
C C
A A
CTTCTTTTCTTTCC
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3. ABRA
folytatas

5'- CTTTCTTTTCTT
5- AAGAATAGAAAG
5'- AAGAAUAGAAAG
5- CTTTCTATTCTT

|
TTCTTCTCTTTC
C C
A A
C C
A A
C C
TTCTTATCTTTC

5 AAAAAAAAAAAA
3- TTTTTTTTTTTT

(SEQ ID NO:10)
(SEQ 1D NO:11)
(SEQ ID NO:I2)

(SEQ 1D NO: 13)

(SEQ 1D NO:14)

(SEQ 1D NO:15)
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