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Opisané st aptaméry s dizkou 12 aZ 22 jednotiek nuk-
leovych kyselin so sekvenciou, ktord obsahuje aspoil
dve oblasti bohaté na G vybrané zo skupiny GGnG,
GGGG, GnGG, nGGG a GGGn, kde G je guanozin a
symbol n je P'ubovolny nukleotid. Aptaméry sa 3peci-
ficky viaZu na viizbové miesto proteinov, ako je Spl a
proteiny pribuzné Spl, ktoré je uréené pre DNA. Uve-
dené proteiny reguluji gény, ktoré kéduju ko-
stimulainé molekuly, ako je CD28, a cytokiny, ako je
IL-2 a GMCSF. Oligonukleotidy sa uchédzaju o
viizbové miesta regulatnych proteinov urlené pre
DNA, ktoré 3pecificky reguluju molekuly, aby do3lo k
utlmu aktivacie T-buniek. To sposobuje Gtlm expresie
génu tym, Ze sa predchddza jeho transkripcii. Aptaméry
sa pouzivaju pri lieteni chorob, ktoré zahfiiaji abnor-
mdlnu aktiviciu T-buniek, ako je lupienka, cukrovka
typu [ (zévisla od inzulinu), roztrisend skleréza, zipal
uvedlneho traktu, reumaticky zapal klbov, lupus eryt-
hematodes, zapalové ochorenie &riev (Crohnova choro-
ba a vredovity zdpal hrubého &reva), septicky ok a pri
regulédcii normélnej aktivacie T-buniek, ako je odmiet-
nutie aloimplantéatov.
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Oblast techniky
Vyndlez sa tyka odboru imunolégie.

DoterajSi stav techniky

Patogenéza a aktivacia mnohych beZnych ochoreni spro-
stredkovanych T-bunkami vznikd na zaklade nespravnej imunit-
nej odpovede spdsobenej abnormdlnou aktivaciou T-buniek. Uva-
Zuje sa, Ze mnoho dal3ich ochoreni spdsobenych abnormalnou
aktivaciou T-buniek zahfifla cukrovku typu I (zavisld na inzu-
line), z&pal Stitnej ZIazy, sarkoidézu, roztruseni sklerédzu,
zapal uvedlneho traktu, reumaticky zapal kibov, 1lupus ery-
thematodes, zapalové ochorenie &riev (Crohnova choroba a vre-
dovity zapal hrubého ¢&reva) a aplasticki anémiu. Okrem toho
vela syndrémov, ako septicky Sok a nadorom indukovana ka-
chexia, mdZe zahfiflat aktivadciu T-buniek a zvySeni produkciu
potenciondlneho toxického mnoZstva lymfokinov. Norm&lna akti-
vacia T-buniek tieZ spdsobuje odmietnutie transplantovanych
buniek a organov tym, Ze T-bunky produkujd potrebné signaly
pre G€inné znicenie cudzorodého tkaniva darcu.

Aktivacia T-lymfocytov, ktord spdsobuje proliferaciu T-
buniek a expresiu génu a vyluCovanie imunomodulaénych cyto-
kinov, si vyZaduje dva nezavislé signaly. Prvy signal pred-
stavuje rozoznanie antigénu, ktory tvoria molekuly hlavného
histokompatibilného komplexu na povrchu buniek ako antigén
(APC), pomocou komplexu receptor Specificky pre T—bunky/cp3.
Druhy signal, ktory pésobi pri regulacii odpovede T-bunky na
antigén, tvori intraceluldrne interakcie medzi T- bunkami &
APC, ktoré nie suU antigénne 3Specifické. Tieto sekundarne,
alebo ko-stimulaéné signaly, uréuju intenzitu odpovede T-bu-

niek na antigén. Ko-stimulované bunky reaquji zosilnernim



transkripcie génu pre Specificky cytokin a stabilizéciou vy-
branej mRNA. Aktivacia T-buniek v pripade, Ze sa neuskutoéni
ko-stimulacia, spdsobi zastavenie odpovede T-buniek. Jeden
kIa&ovy ko-stimulaény signdl vznika interakciou povrchového
receptora T-bunky CD28 s molekulami pribuznymi s B7 na APC
(Linsley a Ledbetter (1993) Annu. Rev. Immunol. 11: 191-212).
CD28 sa konstitutivne exprimuje u 95 % T-buniek CD4' (ktoré
pdsobia ako pomocnik pri produkcii protildtok v B-bunkaich) a
50 % T-buniek CD8' (ktoré majui cytotoxické funkcie) (Yamada a
spol. (1985Y Eur. J. Immunol 15: 1164-1168). Nasleduje anti-
génna alebo in vitro mitogénna stimuldcia, potom dochadza
k indukcii povrchového CD28, rovnako ako k produkcii urgitych
imunomodulaénych cytokinov. Tieto cytokiny =zahffiaji inter-
leukin-2 (IL-2), ktory je potrebny pri bunkovom cykle T-bu-
niek, interferon-gama (IFNy), ktory vykazuje rdzne antivi-
rusové a protinddorové u&inky a interleukin-8 (IL-8), ktory
je znamy ako chemotakticky faktor v pripade neutrofilov a
lymfocytov. Ukézalo sa, Ze tieto cytokiny sd regulované dra-
hou CD28 aktivacie T-buniek (Fraser a spol. (1991) Science
251: 313-316, Seder a spol.(1994) J. Exp. Med. 179: 299-304,
Wechsler a spol. (1994) J. Immunol. 153: 2515-2523). IL-2,
IFNy a IL-8 maju podstatny vyznam pri podpore 3irokého roz-
sahu imunitnej odpovede a ukazalo sa, Ze sa nadmerne expri-
muju v Stadiach mnohych ochoreni, ktoré sprostredkuji T-
bunky.

V pripade ochorenia lupienky léziou aktivované T-bunky
‘prévéine uéoIﬁujﬁ cytokiny Thl, ako su IL-2 a IFNy (Séhlgék a
spol. (1994) J. Invest. Derm. 102: 145-149). Tieto vyludované
cytokiny indukuju, Ze normalne keratinocyty exprimuju rovnaky
fenotyp (HLA DR'/ICAM-1'), ako sa nachddza v léziach lupienky
(Baadsgaard a spol. (1990) J. Invest. Derm. 95: 275-282). IL-

8 tieZ pbésobi in vivo a in vitro zapalovou odpovedou, a kedZe



je vyluéovany vo velkom mnozstve aktivovanymi T-bunkami a
keratinocytmi, ktoré pochadzaju z lézii lupienky, povazuju sa
za hlavny faktor patogénnych zmien, ktoré moZno spozorovat na
koZi postihnutej 1lupienkou, ako Jje napriklad hyperproli-
feridcia keratinocytov. Ukazalo sa, Ze Jjeden z rodiny recep-
torov B7 (prirodzené ligandy CD28 najdené na APC) BBl, sa
exprimuje v keratinocytoch pochadzajucich z 1lézie lupienky,
ale nie je exprimovany neinfikovanymi koZnymi keratinocytmi
(Nickoloff a spol. (1993) Am. J. Pathology 142: 1029-1040).
Tato skutocnost poukazuje na doéleZitd wulohu aktivacie T-bu-
niek v patogenéze choréb.

V pripade inych poruch koZe sprostredkovanych T-bunkami,
ako je alergickad kontaktnd dermatitida a ploSna lisaj, vac-
$ina dermalnych a epidermilnych T-buniek CD3' exprimuje vo
velkom mnoZstve CD28, ale u normaAlnej koZe a karcindéme bazil-
nych buniek (je to koZné ochorenie, ktoré nie je sprostred-
kované T-bunkami) sa CD28 exprimuje len v perivaskularnych T-
bunkédch. Podobne v pripade alergickej kontaktnej dermatitidy
a plochej liSaje sa zistila expresia B7 u dermdlnych dendri-
tickych buniek, dermalnych APC a u keratinocytov, ale nie
v pripade normalnej koZe a karcinému bazalnych buniek (Somon
a spol. (1994) J. Invest. Derm. 103: 5339-543). To znamena, Ze
drdha CD28/B7 je dbleZitym medidtorom koZnych ochoreni, kto-
rych sprostredkovatelom sui T-bunky.

Chybné aktivicie T-buniek spojené s urZitym autoimunit-
nych ochorenim, ktoré sui spdsobené stratou vlastnej tole-
rancie, sa vac¢Sinou ' charakterizujit pritomnostou T-buniek
CD28* a expresiou ich ligandu B7 na aktivovanych APC (mo-
nocyty, makrofagy alebo dendritické bunky). Tieto ochorenia
s autoimunitny Gravevov zapal Stitnej Zlazy (Garcia-Cozar a
spol. (1993) Immunologia 12, 32), sarkoidoza (Vandenberghe a
spol. (1993) Ont. Immunol. 5: 317-321), reumaticka artritida



(Verwilghen a spol. (1994) J. Immunol. 153: 1378-1385) a lu-
pus erythrematodes (Sfikakis a spol. (1994) Clin. Exp.
Immunol. 96: 8-14). Pri normdlnej aktivacii T-buniek, ktoré
spdsobuju odmietnutie transplantovanych buniek a organov, je
pri spusteni receptora T-buniek kritické naviazanie .CD28 na
svoj vhodny ligand B7 pogas, za u€elom dosiahnutia alogénnej
odpovede na cudzie antigény, napriklad darované tkanivo
(Azuma a spol. (1992) J. Exp. Med. 175: 353-360, Turka a
spol. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 11102-11105).

TradiZné lieenie autoimunitnych ochoreni nepredbieha
aktivaciu T-buniek, ¢&o je uG&inny krok pri autoreaktivnych
imunitnych odpovediach na vlastny antigén. Lieky, ako sii ste-
roidy a nesteroidné protizapalové lieky (NSAIDS) sa v su-
¢asnosti pouZivajui na zmiernenie symptémov, ale nezabrania
postupu ochorenia. Okrem toho steroidy méZu mat vedlajsie
ucinky, ako su osteoporéza, cukrovka a si toxické pre organy,
méZu tieZ urychlit degenera&ny proces chrupaviek a spdsobuji
tak zvané post-infekéné sCervenanie do 2 aZ 8 hodin. NSAIDS
méZu spééobovat vedlajSie uCinky v gastrointestindlnom trakte
a zvySuji nebezpelenstvo agranulocytézy a jatrogénnej
hepatitidy.

Ako jedna forma lieCenia sa tieZ pouZivaju imunosupre-
sivne lieky, predov3etkym v pokrocilych Stadidch chordb. Tie-
to lieky tlmia cely imunitny systém a lie&ba ma taZké ved-
Iaj8ie U¢inky, ako vysoky krvny tlak a nefrotoxicita. Ani
imunosupresivne ¢&inidla, ako je cyklosporin a FK506 nemdZu
inhibovat drdhu aktivacie T-buniek z4&visli ma CD28 (Juné a
spol. (1987) Mol. Cell Biol. 7: 4472-4481).

V sucCasnosti sa ako antigény, ktoré spdsobuju aktivaciu
T-buniek pouZivaji syntetické peptidy, monoklondlne proti-
latky a rozpustné formy molekxul aktivacie T-buniek. Dosial sa

neidentifikovali pre molekuly aktivacie T-buniek, ako je



CD28, CD40L a rodina CAM adhéznych molekil, konkurené&né
syntetické peptidy. Ukazalo sa, Ze monoklondlne protilatky
(mAb) maji pravdepodobne terapeuticky U&inok pri ochoreniach
sprostredkovanych T-bunkami, ako je lupienka (anti-CD4 (Prinz
a spol. (1994) Lancet 338: 320-321)) a pri imunosupresii nor-
malnej aktivacie T-buniek u aloimplantatov (anti-VCAM-1 a
VLA-4 (Isobe a spol. (1994) J. Immunol. 153: 5810-5818)).
V pripade chronického lieCenia si hostitelské zviera vyvinie
protilédtky proti monoklonalnym protilatkam, &o obmedzuje ich
pouZitie. Vyvinuli sa ,humanizované” monoklondlne protilatky,
ktoré vyrazne zniZuju nebezpelenstvo indukovanej imunitnej
odpovede na tieto monoklonadlne protilatky. Tieto humanizované
monoklondlne protilatky su stédle v 3tadiu vyvoja a okrem toho
si tvorené velkymi proteinmi a preto méZe byt obtiaZné, aby
dosiahli cielové miesto. Vyvinuli sa rozpustné formy molekil
aktivacie T-buniek, ako je CTLA-41g, ktoré obsahujui extrace-
lularnu oblast Iudského génu CTLA-4 (ktora je v podstate pri-
buznéd CD28) vo fuzii s retazcom Iudského IgCy. Ukazalo sa, Ze
CTLA-41Ig Specificky blokuje aktivaciu normalnych T-buniek a
tak sa predchéddza odmietnutiu xenogénnych (Lenschow a spol.
(1992) Science 257: 789-792) a alogénnych (Turka a spol.
(1992) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 89: 11102-11105) srdcovych
aloimplantatov u potkanov a dalej m& terapeuticky ucinok pri
chybnej aktivacii T-buniek, ako sa zistilo napriklad
v pripade autoimunitnej glomerulonefritidy (Nishikawa a spol.
(1994) Eur. J. Immunol. 24: 1249-1254). Rozpustny CTLA-4Ig m&
v3ak podobné obmedzenia ako monoklonalne protilatky a okrem
toho ich pripréva je nékladné.'Skutoéné funkcia molekuly po-
dobnej CD28 nie je znama, preto skér ako sa budi hodnotit
akékolvek vyhody liecby, je nutné urcit tieto funkcie.

Pri inhibicii expresie CD28 na bunkovom povrchu nedo-

chadza poCas dlh3ej doby k odpovedi, alebo nastane delécia



aktivovanych T-buniek. Deaktivacia predchadza proliferacii T-
buniek a zastavuje T-bunkovi 3Specifickd produkciu Speci-
fickych imunoregulaénych cytokinov, ako Jje interleukin-2,
interferén-gama a interleukin-8.

Requlacia expresie génu CD28 mdZe byt dosiahnuta za po-
uZitia antimediatorovych oligonukleotidov, ktoré tvoria tri-
plexy, pomocou hybridizacie oligodeoxyribonukleotidov alebo
oligoribonukleotidov so sekvenciami DNA alebo RNA v géne CD28
alebo v oblasti prométora (popisuje sa v publikacii
PCT/US96/01507, podana 30. augusta 1996). PouZitim oligo-
nukleotidov sa vyhne mnohym taZkostiam spojenych s ¢inidlami,
ktoré sa pouZivaju pri blokovani G&inkov normidlnej a
abnormalnej aktivacie T-buniek. Tieto oligonukleotidy, ktoré
sa pripravili pre U&ely antimedidtorovej stratégie, si na-
chylné k degradacii vnidtrobunkovymi nukledzami alebo nukle-
dzami, ktoré sa nachadzaju vo vonkajSom prostredi bunky.

Zistilo sa, Ze naviazanie DNA (alebo RNA) na protein je
zdkladnéd cesta, ktorou je riadend transkripcia génu. Tieto
regulacné proteiny alebo transkripé&né faktory rozoznavaju
sekvenie DNA, ktoré maju Specificki sekunddrnu 3Struktiru a
nasledujﬁée interakcie méZu viest k pozitivnej a negativne]
kontrole expresie génu. Aptaméry su kratke oligonukleotidové
sekvencie, ktoré sa mbéZu Specificky viazat na Specifické pro-
teiny. Ukazalo sa, Ze roézne aptamérové sekvencie mdZu Spe-
cificky viazat rdézne proteiny. Napriklad sekvencia GGNNGG,
kde symbol N je guanozin (G), cytozin (C), adenozin (A) alebo
tynidin (T) a Specificky sa viaze na trombin (popisané v pu-
blikacii Bock a spol. (1992) Nature 555: 564-566 a v patente
¢. 5582981 (1996) (Toole a spol.).

Aptamérové sekvencie sa nepopisuju, ale méZu byt ucinné
ako konkurenéné inhibitory miest viaZucich DNA na regqulaénych

proteinoch, ktoré si zname ako transkripéné faktory. Trans-



kripcne faktory su triedou proteinov, ktoré reguluju gény
primadrnym naviazanim na Specifické regulaéné sekvencie nacha-
dzajuce sa v smere 5° zakonlenia prométorovej oblasti tychto
génov. Tato interakcia vedie k inici&cii transkripcie. Niek-
toré transkripéné faktory ako je Spl, AP2, AP-1, EGR-1 a
NFkB, sui kritické pri aktivécii T a B lymfocytov (Skerka a
spol. J. Biol. Chem. 270:; 225000-22506, Jung a spol. (1995)
Ann. N. Y. Acad. Sci. 766: 245-252). Niekedy sa tieto trans-
krip&né faktory vyvolavaji signadlmi iniciovanymi néaslednou
ko-stimulaciou (Jung a spol. (1995) Ann. N. Y. Acad. Sci.
766: 245-252). Stale existuje potreba vyvinut &inidld a spd-
soby, ktoré by zabranili interakcii proteinu so Specifickym
DNA vdzobnym miestom, ktoré by spdsobili supresiu uréitej
imunitnej drdhy zahrffajicu ko-stimula&nu dréhu.

Podstata vyndlezu.

Vyndlez popisuje aptaméry, ktorych diZka sa pohybuje
medzi 12 aZ 22 jednotkami nukleovej kyseliny vratane.
Sekvencie, ktoré zahrnuju aspoil dve oblasti bohaté na G, sa
vybrali zo skupiny obsahujicej GGnG, GGGG, GnGG, nGGG a GGGn,
kde symbol G je guanidin a symbol n je Iubovolny nukleotid.

Vo vyhodnom uskutocneni vyndlezu sa navrhuji oligonuk-
leotidy tak, aby viazali Specifické regula&né proteiny, ako
je Spl a proteiny pribuzné Spl, a pbsobili tak, Ze konkuruju
vidzbe tychto transkrip&nych faktorov na prométorova oblast
génov, ktoré kontroluju. Tato skuto&nost sluZi pre moduléaciu
génove]j expresie tym, Ze sa predchddza transkripcii génu.
Potom aptamérové oligonﬁkleotidy si schopné inhibovat funkciu
RNA alebo DNA, bud ich transliciu na protein, ich trans-
lokaciu do cytoplazmy alebo ich Iubovold aktivitu potrebni
pre ich biologické funkcie. Ked RNA alebo DNA nie je schopné

uskutolnit vSetky alebo Cast svojich funkcii, spésobuje to



poruchu Casti gendmu, ktory riadi aktivaciu T-buniek. Geném
nie je spravne exprimovany, a tak nemdZe modulovat uvedeny
metabolizmus.

Je vyhodné, aby cielovad aptamérova nukleova kyselina sa
uchéddzala o miesta regulaénych proteinov viaZucich DNA, ktoré
Specificky reguluji molekuly, ktoré méZu tlmit aktivaciu T-
buniek. Zistilo sa, Ze pre tieto 1i€ely je obzvlast vhodné
pouZit protein CD28. OZakava sa, Ze inhibiciu CD28 a expresiu
génu pribuzného CD28 je moZné pouZit pri lie&eni lupienky a
inych ochoreni koZe, syndrémov spojenych s abnormalnou akti-
vaciou T- buniek, porich autoimunity a odmietnutie alo-
impmlantéatov.

Spdsoby podla vyndlezu zahffiaju utlmenie aktivacie T-bu-
niek tak, Ze pacient sa dostane do kontaktu s oligonuk-
leotidom, ktory konkuruje miestu viaZucemu DNA regulac¢ného
proteinu, ¢&im sa inhibuje expresia requlovaného proteinu,
ktory je znadmy, Ze je schopny tlmit aktivaciu T-buniek. Vy-
hodné su oligonukleotidy, ktoré sa viaZu na proteiny, ako je
Spl a proteiny pribuzné Spl, ktoré reguluji transkripciu CD28
a génov pribuznych CD28.

Vynalez dalej popisuje aplikdciu aptamérov za u&elom
lieCenia ochoreni, ktoré sii spdsobené abnormialnou aktiviciou
T-buniek, ako je lupienka, lupienka aktivovana AIDS alebo iné
koZné ochorenia, cukrovka typu I (zAvisla na inzuline), zapal
Stitnej ZIazy, sarkoidéza, roztrisena skleréza, autoimunitny
zapal uvealneho traktu, reumaticky zapal kibov, lupus eryth-
rematodes, zapalové qchorenia ¢riev (Crohnova choroba a vre-
dovity zapal hrubého &reva), septicky 3ok, nadorom indukovahé
kachexia a aplastickd anémia. Dalej sa aptaméry mdéZu pouZit
pri regulacii normilnej aktivacie T-buniek, &o je potrebné
Vv pripade odmietnutia aloimplantatov. Je to moZné dosiahnut
pertubaciami pri syntéze a expresii molekul aktivacie T-bu-
niek, ktoré zahrffiaju CD28 a molekuly pribuzné CD28.



Vynalez dalej popisuje aptaméry, ktoré si schopné viazat
Specifické regulacné proteiny, ako je Spl a proteiny pribuzné
Spl. Tymto spdésobom inhibuju transkripciu génov proteinu CD28
alebo proteinov pribuznych CD28, ktoré a) st v normalnom pri-
pade reqgulované uvedenymi proteinmi a b) méZu modulovat od-
povede T-buniek.

Aptamérové oligonukleotidy, ktoré sa 3Specificky viaZu na
vazobné miesta pre DNA regulaénych proteinov, ako je Spl a
proteiny pribuzné Spl, tak zabrania naviazaniu regula&ného
proteinu na épecifickﬁ. dvojretazcovid oblast DNA v promb6-
torovej oblasti génu. Konkurenéné naviazanie aptaméru bude
brénit transkripcii génu, a tak bude inhibovat tok genetic-
kych informacii z DNA na protein. Vlastnosti oligonukleo-
tidov, ktoré ich robi 3pecifickymi vo&i ich cieIu, ich tieZ
robi univerz&lnymi. VzhIadom k tomu, Ze oligonukleotidy su
dlhé retazce tvorené Styrmi monomérnymi jednotkami, mézZu sa
Tahko syntetizovat pre IubovoInu cielovi sekvenciu RNA.

Inhibicia expresie génu sprostredkovana oligonukleotidom
sa dokdzala v mnohych modeloch a v in vitro modeloch a vyka-
zuje lie&ebny potenci&l, ako nova stratégia pre lieenie mno-
hych Iudskych ochoreni (Uhlmann a Peyman (1990) Chem. Rev.
90: 544-584, Zon a Stec (1991) Oligonucleotides and
analogues- A Practical Approach: 87-108, Miller a spol.
(1981) Biochem 20: 1874-1880, Orson a spol. (1991) Nucleic
Acid Res. 19: 3435-3441, Helene a Toulme (1990) Biochem.
Biophys. Acta 1049: 99-125, Thierry a Dritschilo (1992)
Npcleis Acid Res. 20: 5691-5698). Vzhladom na ur&ité vyhody
syntézy oligonukleotidov rezistentnych Voéi nukledzam, pricom
oligonukleotidy zahffiaju fosforotioaty (popisané v publikacii
Zon a Stec (1991) Oligonucleotides and analogues- A Practical
Approach: 87-108) a fosforotioat-3"hydroxypropylamin (uvedené
v publikacii Tam a spol. (1994) Nucleic Acid Res. 22: 977-
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968) a ich lep3ie pohlcovanie bunkami, je teraz moZné po-
vazovat pouZitie oligonukleotidov za nova formu tera-
peutickych ¢inidiel.

Aptamérové nukleotidy cielené do vidzobnych miest requ-
lacénych proteinov predstavuji alternativnu triedu zlu&enin
zaloZenych na nukleovej kyseline a poskytuji rie3enie prob-
lémov, s ktorymi sa potyka suCasny stav techniky. Aptamérové
oligonukleotidy sa priamo podielaji na modulacii Specifickej
expresie génov, a tak zastavujui expresiu cielového proteinu.
Aptamérové oligonukleotidy nevykazuji konkuren&nu inhibiciu
rozpustnych receptorov cielového proteinu. Jednd sa o in-
terakcie, kde je potrebné Uplne rozumiet vdzobnym mechanizmom
a afinitnej interakcii receptor-ligand. Oligonukleotidy su
malé molekuly, a preto sa nevyskytuji rovnaké stérické prob-

lémy, ako u velkych molekdl inhibitorov.

Popis cielov

Termin ,ciele” tu znamenad molekuly, ktoré sa mdéZu regu-
|lovat transkrip&nymi faktormi, ktoré maju ddéleZitii nlohu pri
inicidcii a udrZovani imunitnej odpovede. Tieto molekuly za-
hffiaji ko-stimulacné molekuly, ako je CD28 a cytokiny, ako je
IL-2, GM-CSF a IFNy.

Pre 1uUCely lieCenia sa zvieratdm, o ktorych sa pred-
pokladd Ze si choré, ktoré je moZné lieCit zoslabenim expre-
sie ko-stimula&nych molekil, ako je CD28 alebo molekul pri-
buznych CD28, sa mdéZu aplikovat ollgonukleotldy podla tohoto
vynalezu. Oligonukleotidy sa méZu zaclenlt do farmaceutlckej
formy, ktora mdZe obsahovat n051ce, zahustovadla, rozpus-
tadla, pufre, konzervacéné ¢inidla, povrchovo aktivne &inidla,
lipozémy a lipidové latky a podobne. Farmaceutické kompozicie
mbéZu tieZ obsahovat jednu alebo viac aktivnych zloZiek, ako
su antimikrobidlne ¢inidla, protizipalové &inidla, anestetika

a podobne.
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Farmaceutickd kompozicia sa aplikuje rdznymi spdsobmi
podla toho, ¢&i je potrebnd lokdlna alebo systémovad liedba a
v zavislosti od oblasti lieCby. Aplikacia méZe byt povrchova
(oko, vagina, rektum, nos), oralna, inhaldciou alebo paren-
terdlne napriklad intravenézne, podkoZne, intraperitonealne
alebo intramuskuldrnou injekciou.

Kompozicia vhodnd pre povrchovid aplikaciu mbéZe zahfiat
masti, mlieka, krémy, gély, kvapky, c¢&ipky, spreje, roztoky a
puder. BeZné farmaceutické nosife, vodné, praskové alebo ole-
jové zdaklady, zahustovadlad a podobne, podla toho, ¢&o je po-
trebné alebo poZadované. TieZ sa mdéZu pouZivat potiahnuté
kondémy alebo rukavice.

Kompozicie vhodné pre oralnu aplikdciu zahrffiaju prasky
alebo granule, suspenzie alebo roztoky vo vodnom alebo ne-
vodnom médiu, kapsule alebo tablety. MéZu byt tieZz potrebné
zahustovadla, aromatiza&né prisady, riedidla, emulgatory,
disperzné c¢inidla alebo pojiva.

Prostriedky vhodné pre parenteralne podavanie mbézZu za-
hffiat vodné roztoky, ktoré obsahuji pufre, lipozémy, riedidléa
a iné vhodné prisady.

Davkovanie zA&vidi na za&vaZnosti stavu, ktory sa lie¢i a
na odpovedi na liefenie. V normidlnom pripade sa podava jedna
alebo viac davok denne, pri¢om priebeh lieCby trva niekolko
dni aZ mesiacov, alebo do chvile, ked je lieCba u¢inna, alebo
sa zmierni stav ochorenia. Odbornici mdéZu Iahko stanovit
optimalne davky, spdsob davkovania a interval opakovania.

Pri systémovej aplikécii aptamérov'’ jg vyhodna intra-
venézna aplikacia, pric¢om davka Jje 5 mg/ké a bodéva sa
jedenkrat denne. Pri povrchovej aplikacii sa aptaméry vyhodne
podavaju v podobe 1 aZ 5 % roztoku jedenkradt denne. Pri pul-
monalnej aplikdcii sa vyhodne aptaméry podavaju v podobe

aerosbélu v didvke 5 mg jedenkrat denne.
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Vynalez popisuje aptamérové oligonukleotidy vhodné pre
pouZitie pri inhibicii funkcie RNA a DNA, ktora =zodpoved&
proteinu schopnému modulovat aktivaciu T-buniek. Podla vy-
ndlezu vyraz ,oligonukleotid” znamend oligomér alebo polymér
ribonukleovej kyseliny alebo deoxyribonukleovej kyseliny.
Tento vyraz zahrila oligoméry obsahujice prirodzene sa vysky-
tujuce bazy, sacharidy a vnitorné kostry sacharidov, rovnako
ako oligoméry, ktoré obsahujui ¢asti s podobnou funkciou, a
ktoré sa prirodzene nevyskytuji. Takéto upravené alebo sub-
stituované oligonukleotidy su ¢&asto vyhodnej3ie ako priro-
dzené formy vzhladom k ich vlastnostiam, ako napriklad zvy-
Sené pohlcovanie bunkami a va&3ia stabilita v pritomnosti
nukleaz.

Oligonukleotidy podla vynédlezu vyhodne obsahuju pri-
bliZne 3 aZ 50 jednotiek baz nukleovych kyselin. Takéto oli-
gonukleotidy vyhodne obsahuju pribliZne 8 aZ 30 jednotiek baz
nukleovych kyselin a najvyhodnej3ie je, aby oligonukleotidy
obsahovali pribliZne 12 aZi 22 jednotiek béz nukleovych ky-
selin. Je vyhodné, aby béazovad jednotka nukleovej kyseliny
bola kombindciou baza-sacharid, ktoré je vhodne naviazand na
vedIajSiu Jjednotku béaza nukleovd kyselina prostrednictvom
fosfodiesterovej alebo inej vazby.

Oligonukleotidy, ktoré sa pouZivaji v stlade s predkla-
danym vynédlezom sa mdZu beZne pripravovat dobre znamymi meté-
dami syntézy na pevnej faze. Mnohi odbornici, medzi nimi aj
firma Applied Biosystems, predava zariadenia vhodné pre ta-
kito syntézu. M6Zu sa pouiZit Iubovolne iné 'spbsoby syntezy
Dobre zname je tiez pouZitie podobnych metod pripravy inych
oligonukleotidov, ako je fosforotioat a 3 amin-fosforoticat.

V sutlade s vynalezom je odbornikom zrejmé, Ze media-
torova RNA identifikované& otvorenym Citacim rdmcom (ORF) DNA,

z ktorého sa prepisuje, neobsahuje len informacie ORF DNA,
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ale tieZz pripojené oligonukleotidy, ktoré tvoria oblasti,
ktoré si pre odbornika znadme ako 5 - neprekladanid alebo 3°-
neprekladana oblast, intervenujuica sekvenciu ribonukleotidov.
Tak mdéZu vznikat oligonukleotidy podla vynalezu, ktoré siu
Uplne, alebo <¢iasto&ne cielené na tieto pripojené ribo-
nukleotidy, rovnako ako na informaéné ribonukleotidy. Vo vy-
hodnom uskutoCneni vyndlezu aptamérové oligonukleotidy inter-
agujui s DNA vdzobnym miestom regulaéného proteinu, ako je Spl
a proteiny pribuzné Spl, a spésobuji preru3enie expresie génu
kédujiceho protein zahrnuty do aktivacie T-buniek. Vo vy-
hodnych uskutolneniach podIa vyndlezu uvedené regulované
proteiny si CD28 a v3etky homolégy molekuly CD28. Oligo-
nukleotidy maju sekvencie s obsahom aspofi dvoch oblasti boha-
tych na G, ktoré sa definuju ako oblasti Styroch nukleotidov
obsahujicich aspoii tri guanozinové zvysky (G), ako je GGGG,
GNGG, GGNG, kde symbol N je vyhodne A, C, G, U alebo T. Podla
vynadlezu sa méZu pouZit dve takéto oblasti bohaté na G
oddelené maximalne Siestimi zvySkami a vyhodne 3tyrmi zvys-
kami, alebo men3im poctom zvy3Skov. Vyhodné sekvenéné segmen-—

ty, ktoré sa mdéZu pouZit v celku alebo ich &asti su:

5° 3° SEQ ID
TTG GAG GGG GTG GTG GGG obrazok ¢. 1A
GGG GAG GAG GGG GTG GAA ICN 16481
GGG GTG GTG GGG ICN 16525
TTG GAG GGG GAG GAG GGG ICN 16475
TTG GAG GGG GAG GTG GGG ICN 16479
© GGG TTG GAG GGG GTG GTG GGG ' ICN 16065

Veri sa, Ze uvedené sekvencie su presné, vyndlez sa
zaobera moZnostou opravit sekvencie v pripade, Ze sa zistia
chyby. Oligonukleotidy podla vynalezu obsahuju jednu z tychto

sekvencii alebo ich ¢ast. Vyhodné je pouZitie ktoréhokolvek z
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tychto nukleotidov, uvedenych vy33ie, alebo ktorychkolvek
podobnych oligonukleotidov, ktoré mdZe odbornik pripravit
vzhladom k vedomostiam o vyhodnych oligonukleotidovych cie-
Yoch, ktoré sluZia na utlmenie syntézy molekul aktivacie T-
buniek, zahrfila CD28 a molekuly pribuzné s 'CD28. O&akava sa,
¥e inhibicia alebo moduldcia produkcie CD28 a/alebo homolégov
CD28 m& podstatny terapeuticky G&inok pri lie€eni choréb. Za
u¢elom stanovenia u&innosti kompozicii je potrebné uskutocnit

viac sku3ok alebo sériu skusok.

Prehlad obrazkov na vykrese

Na obréazku &. 1A a 1B je uvedené grafické znazornenie
stability in vitro fosforotioatu oznageného P, ICN 16064
(Seq#4), v extraceluldrnej kvapaline a Jukartovych bunkéch.

Obrazky &. 1C a 1D znazoriiujui in vitro stabilitu fosfo-
rotioatu ozna&eného %P, ICN 16214 (Seq#2l), v extracelu-
larnej kvapaline a Jukartovych bunkach.

Na obrazku ¢&. 1lE a 1F je grafické zn&zornenie cCasove]j
zavislosti degradacie (0 aZ 96 hodin) kaZdého oligonukleotidu
ICN 16064 (Seq#4) a ICN 16214 (Seqg#21), (2 000 cpm), Co sa
stanovilo elektroforetickym delenim na 20 % polyakrylamidovom

denatura&nom géli, po ktorom nasledovalo zviditelnenie pomo-

cou PhospholImager. Symbol O znamen& percentd neporudeného

32p_RT03S v celej diZke a symbol ® oznaduje zvysny *?P-RTCO6S

v kaZidom c&asovom ﬁsekq, relativne k t=0. Tieto hodnoty sa
stanovﬁli v extracelularnych (obféiok’é.'lE) a 5unkov9ch (ob-
rdzok &. 1F) eluadtoch s hodnotou 1 000 cpm, ktoré presli cez
kolény Nickspin (Pharmacia). Sicasne sa analyzovali mole-
kulové hmotnosti 35tandardnych vzoriek (Std), 3?P-dNTP (N) a
voIného ortofosforeé&nanu (P).

Obrazok &. 2 graficky znazorfiuje analyzu posunu na géli,

ktory ukazuje, Ze oligonukleotidy obsahujuice motiv 1l2-merove]
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sekvencie bohatej na G (draha 5 a 11) vykazujui vzdialeny
pruh, ktory sa 1i3i elektroforetickym posunom od pruhu B,
ktory sa pozoroval u inych fosforotioatovych oligonukleotidov
po inkubédcii s extraktom 3jadier buniek Hela. Pruh C je
samotny 3?P-oligonukleotid.

Na obrazku ¢&. 3 je grafické znazornenie expresie chlo-
ramfenikolovej acetyltransferazy (CAT), ktord nasleduje po
transfekcii Jurkatovych buniek plazmidovym vektorom, ktory
obsahuje inzert 2z prombétorovej oblasti CD28 s velkostou 226
bp (zvyS8ky -197 az +28) (28bp), alebo mutant, ktory obsahuje
substiticiu zvySkov -51 aZ -22 sekvencie Seq#3 z Tabulky &.1
(28-1) v smere 5° =zakonCenia reportného génu CAT, a na-
sledujicej lieCby s pouZitim a bez pouZitia foforotioatovych
oligonukleotidov, ICN 16064 a ICN 16481l.

Na obrézku ¢. 4 je grafické znazornenie testu super-
posunu na géli, ktory ukazuje, Ze naviazanie Spl na oblast
-197 aZ +28 génu CD28 smerom k 5° zakon€eniu o velkosti 28 bp
je Specifické.

Na obrazku ¢&. 5 je grafické zndzornenie naviazania Spl
na dvojretazcovy oligonukleotid o velkosti 28 bp oznaeného
32p (ktory sa odvodil z rodi&ovskej sekvencie 28-Seq#l, Ta-
bulka ¢&.1) a konkurenéné naviazanie dvojretazcového oligo-
nukleotidu velkosti 28 bp a aptamérovych oligonukleotidov
(FIGURE1A a 16481).

Priklady uskutolnenia vyndlezu
Priklad 1: Oligonukleotidy

Oligodeoxynukleotidy sa syntetizuji v automatizovanom

syntetizatore DNA (Applied Biosystems model 394) za pouZitia
Standardnej fosforamiditovej chémie. p-kyanoetylfosforami-
dity, reaké&né &inidla a polystyrénové koldény CPG sa ziskali
od firmy Applied Biosystems (ABI, Foster City, CA). Koldny
3°-Amino-Modifier C3 CPG sa ziskali od firmy Glen Research
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(Sterling, VA). V pripade fosforotioatovych oligonukleotidov
sa 8tandardné oxida¢né flasky nahradili tetraetyltiuramdi-
sulfidom/acetomitrilom, a za uéelom postupnej adicie fosforo-
tioatovych vdzieb sa pouZil S3Standardny ABI program. Po od-
Stiepeni z riadenej poréznej sklenenej koldény sa odstrénila
ochranna skupina tak, Ze oligonukleotidy boli oSetrené kon-
centrovanym hydroxidom aménnym pri teplote 55 °C po&as 8
hodin. Oligonukleotidy sa precCistili HPLC za pouZitia semi-
preparatnej kolény C8 s reverznou fézou (ABI). Nasleduje od-
Stiepenie DMT ochrannej skupiny, o3etrenie 80 % kyselinou
octovou a vyzraZanie etanolom, Cistota produktu sa stanovila
pomocou HPLC za pouZitia analytickej kolény C18 (Beckman,
Fullerton, CA). VSetky oligonukleotidy, ktoré mali vy33iu
Cistotu ako 90 % boli lyofilizované. Oligonukleotidy sa re-
konStituovali v sterilnej deionizovanej vode (ICN, Costa

Mesa), objem sa doplnil do 400 uM a stanovila sa hodnota ODe
nm, vysledny objem sa rozdelil na men3ie podiely, ktoré sa
skladovali pri teplote -20 °C aZ do doby dalsieho pouZitia.
Vo vSetkych pripadoch sa pouZili aspoil tri séria oligo-

-

nukleotidov uvedenych v Tabulke &.1.

Priklad 2: Studium stability oligonukleotidov in vitro

Analyza stability oligonukleotidov sa uskutoénila spd-
sobom, ktory Jje popisany v publikdcii Tam a spol. (1994)
Nucleic Acid Res. 22: 977-986). Profily degradacie oligo-
nukle’otidov boli hodnotené pomocou elektroforézy a kvanti-
fikovali sa za pouZitia koldén Nickspin.

Priklad 3: Bunkové linie a ¢istenie T-buniek
Periférne krvné mononukledrne bunky (PBMC) boli izo-
lované zo zrazeniny leukocytov tak, Ze 60 ml krve zdravého

darcu bolo centrifugovanych cez hustotny gradient Ficoll-
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Hypaque. Potom boli izolované T-bunky z PMBC pomocou &inidla
pre izolaciu lymfocytov Lmphokwik, ktoré je 3Specifické pre T-
bunky (LK-25T, One Lambda, Canoga Park, CA). Priemerny vy-
faZok je 40 aZ 60 x 10° T-buniek. T-bunky sa potom inkubovali
cez noc pri teplote 37 °C v 20 aZ 30 ml kultiva&ného média
RPMI-APS5 (kultiva¢né médium RPMI~1640; ICN, Costa Mesa, CA) s
obsahom 20 mM HEPES pufra, pH=7,45, 5 % plazmy, 1 % L-glu-
taminu, 1 % penicilin/streptomycin a 0,05 % 2-merkap-
toetanolu, za 1ucelom odstrénenia akychkolvek adherentnych
buniek, ktoré tu vystupuji ako kontaminadcia. Vo v3etkych po-
kusoch sa T-bunky premyli RPMI-AP5, a potom sa preniesli na
mikrotitracné platnic¢ky s 96 Jjamkami. Koncentracia buniek je
2 az 3 x 10° buniek/ml.

Bunky z linie lymfomu T-buniek Jurkat E6-1 (CD28'/CD4")
(152-TIB) boli udrZiavané v kultivac¢nom médiu RPMI-10 (kulti-
vaéné médium RPMI-1640 s obsahom 20 mM HEPES pufra pH=7,4, 10
% fetalneho hovadzieho séra (FCS) (Hyclon, Logan, UT), 1 % L-
glutaminu a 1 % penicilin/streptomycin.

Priklad 4: Mitogénom indukovana aktivacia T-buniek a
lieCenie oligonukleotidmi

Pred pridanim Iudskych periférnych T-buniek alebo
bunkovej linie lymfomu T-buniek (v mnoZstve 0,3 x 10%) sa
duplikat mikrotitraénych platnidiek s 96 jamkami pokryl mono-
klondlnymi protilatkami proti CD3 (mAb) (6,25-200 ng/jamka)
(klén HIT 3a, Pharmingen, San Diego, CA) a dvakréat sa p;emyL
studenym fyziologickym roztokom pufrovanym fosféreénandm, pH
= 17,4 (PBS). T-bunky oSetrené anti-CD3 monoklona&lnymi
protiladtkami sa potom aktivovali pridanim 2 ng forbol-12-
myristidt-13-acetdtu (PMA) (Calbiochem, La Jolla, CA) a boli
inkubované 48 hodin pri teplote 37 °C. HEned po aktivacii sa
T-bunky aktivované anti-CD3/PMA o3etrili 1 aZ 20 pM CD28 Spe-
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cifickymi a kontrolnymi oligonukleotidmi a pridanie sa opa-
kovalo e3te Jjeden krat po 24 hodinach. T-bunky 2z jedného
duplikdtu mikrotitraénych platni&iek sa pouzZili pre imuno-
fluorescenCni analyzu a druhd mikrotitradnad platnidka sa
pouZila pre analyzu proliferacie T-buniek.

Priklad 5: Imunofluorescen&né 3tudie

Po aktivacii sa 150 pl inkuba&ného média nad bunkami
z prvého duplikatu mikrotitracnej platni&ky prenieslo na inu
mikrotitra&nd platni¢ku za u&elom analyzy tvorby cytokinov
bunkami. Zvy3Sné bunky sa premyli dvakrat izotonickym fyzio-
logickym roztokom pH = 7,4 (Becton Dickinson, Mansfield, MA)
a resuspendovali sa v 50 pl izotonického fyziologického roz-
toku a rozdelili sa na dve vzorky. Jedna vzorka sa zafarbila
PE-CD28/FITC-CD4 monoklonalnymi protilatkami a druh& vzorka
sa zafarbila porovnatelnymi kontrolnymi protildtkami ozna-
Cenymi PE/FITC. VSetky protilatky oznafené fluorescen&ne sa
ziskali od firmy Becton Dickinson (San Jose, CA). Inkubacia
sa uskutoCnila v tme pri teplote 4 °C pol&as 45 minut pri po-
uziti nasytenej koncentracie monoklonadlnych protilatok. Nena-
viazand znaCend latka sa pred analyzou v prietokovom cyto-
metri FACScan (Becton Dickinson) odstrénila prenmytim pomocou
PBS. Hustota antigénu sa nepriamo stanovila v privadzanych
Zivych bunkdch a vyjadrila sa ako priemerné pasmo fluores-
cencie (MFC). Povrchova expresia CD4' buniek zafarbenych CD28
monoklondlnymi protilatkami sa stanovila odpoc¢itanim MCF bu-
niek CD28'CD4" od MCF buniek CD28°CD4". Zivotaschopnost kon-,
trolnych neo3etrenych buniek a buniek o3etrenych oligonuk-
leotidmi sa stanovila v kaZdej sérii u v3etkych oligonukle-
otidov a viacerych donorov farbenim propidiumjodidom (vys-
ledna koncentrédcia je 5 pg/ml). Percento Zivych buniek po
oSetreni vSetkymi sériami oligonukleotidov v rozsahu davky 1
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az 20 pM, ktoré sa stanovilo po zafarbeni propidiumjodidom sa
stanovilo cytometricky a bolo vy33ie ako 90 $ (rozsah 90 a2
99 %).

Priklad 6: Analyza cytokinov

Koncentracia Iudskych cytokinov ziskanych 2z buniek sa
stanovila vo v3etkych supernatantoch buniek 2z prvého dupli-
kadtu mikrotitra¢nych platniciek. Mitogénom indukované zmeny
v mnoZstve interleukinu-2 (IL-2) sa stanovili pouZitim beZne
dostupného kitu ELISA (R and D systems Quantikine kit,
Minneapolis, MN). V3etky vysledky testu ELISA sa vyjadruja
v jednotkédch pg/ml.

Priklad 7: Analyza zmeny elektroforetickej mobility (EMSA)

5° zakonCenie testovanych oligonukleotidov za oznacil
[y-3?P)-ATP (ICN, Costa Mesa, CA) za pouZitia T4 polynukleo-
tidovej kindzy podla protokolu vyrobcu (Gibco BRL,
Gaithersburg, MD). 10 pg nukledrneho extraktu buniek HelLa
(Promega) sa inkubovalo priblizZne s 80 000 cpm znaceného
oligonukleotidu 20 minit pri laboratérnej teplote. Reak&na
zmes pre vazbu obsahovala 10 mM Tris-HCl (pH = 7,5), 50 mM
NaCl, 0,5 mM DTT, 0,5 mM EDTA, 1 mM MgCl,, 4 % glycerol a 0,5
Bg poly(dI.dC). Komplexy DNA-protein sa rozdelili elektro-
foreticky na 4 % polyakrylamidovom géli, ktory obsahoval 0,5
X TBE pufer (50 mM Tris, 45 mM kyselina ortoborita, 0,5 mM
EDTA) poCas 3 hodin pri napati 100 V. Gél sa vysu$il a
autoradiograf sa analyzoval v PhosphorImager (Biorad,
Richmond, CA).

Priklad 8: Priprava cDNA pre Ulely mapovania oligonukleotidov
za pouZitia nukleadz 3Stiepiacich DNA a test posunu

na géli
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cDNA (o velkosti 300 parov baz), ktoré sa pouZiva pri
naviazani proteinu a DNA v testoch mapovania oligonukleotidov
a posunu na géli, sa 1izolovala 2z plazmidov pCAT3e28b,
pCATe28h alebo pCAT3e28h-1. 60 png kaZdého plazmidu sa 3tie-
pilo restrikénym enzymom BglIII. Niektora 3tiepend DNA sa na-
niesla na agardzovy gél, aby sa overila linearita DNA. Zvy3ok
sa extrahoval zmesou fenol/sevag, vyzradZal sa etanolom a opit
bol resuspendovany vo vode a bol 3tiepeny re3trikénym enzymom
SacI. Mala cast sa opat naniesla na gél, aby sa overilo, ¢&i
sa uskuto¢nilo 3tiepenie (mali by sa objavit dva pruhy vel-
kosti 4 kb a 300 bp). Zvy3ok sa extrahoval zmesou fenol/sevag
a vyzréZal sa etanolom. Pre uUcely nasledujucej defosforylacie
sa pelet DNA resuspendoval v malom objeme vody (62 pl) a pri-
dal sa 1 pl 20 U/ul alkalickej fosfatdzy (Boehringer
Mannheim, Indianapolis, IN) a 7 pl 10 x koncentrovaného reak-
¢ného pufru. Po inkub&cii reakénej zmesi pri teplote 37 °C
po¢as 1 hodiny sa pridalo 7 pl 0,2 M EGTA pH=8,0 a vSetko sa
zahrievalo pri teplote 65 °C 10 minit. Celkovy objem 77 pl
defosforylovanej DNA sa naniesol za uUcelom preéistenia pruhu
velkosti 300 pb na 1 % agarbzovy gél. K extrakcii DNA z gélu
sa pouZil extrakény kit Qiaquick od firmy Qiagen (Santa
Clarita, CA). Vysledny objem Cisteného pruhu DNA o velkosti
300 pb bol 70 pl a koncentracia sa vypocitala nasledovnym
spésobom: 60 pg x (300 bp/4 300 bp) = 4,2 pg. Predpoklada
sa, Ze vytazZzok DNA z pruhu je 50 % a potom koncentracia bude
2,1 ng v 70 pl. To znamend 30 ng/pl. Koniec DNA za oznadil
3p (pomocou kinazy). V reakcii pri rédioéktivnom znaCeni sa

pouZilo 5 aZ 7 pl izolovanej DNA o velkosti 3060 bp.

Priprava polyakrylamidového gélu pre ufely testu posunu na
géli

Pripravil sa roztok 4 % polyakrylamidového gélu, ktory
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nema denaturalné vlastnosti, v 0,5 x TBE podla technického
navodu Promega Gel Shift Assay Systems (4 % akrylamid, 0,05 %
bisakrylamid, 2,5 % glycerol, 0,5 % TBE). Pripravil sa
zasobny roztok vy33ie uvedeného gélu v mnoistve 250 ml, pre-
filtroval sa a uskladnil pri teplote 4 °C. Pri kaZdom pouZiti
sa pridalo na kaZdych 25 ml z&sobného roztoku 4 % gélu 12,2
pl TEMED a 287,5 pl 10 % persufatu aménneho a roztok gélu sa
vylial na platni&ku rozmerov 16,5 cm x 16,5 cm x 0,75 mm. Aby
sa dosiahli optimdlne vysledky, gél sa nechal vidy poly-
merizovat cez noc. Elektroforéza sa uskutonila len v pufri
0,5 x TBE bez vzoriek poCas 30 minit pri napiti 100 V a potom

sa naniesli vzorky.

Priklad 9: Priprava a Cistenie dvojretazcovych oligonukleotidov
PouZity spdsob je zaloZeny na publikacii ,Antiparallel
polypurine phosphorothioate oligonucleotides form stable tri-
plexes with the rat al (I) collagen gene promotor and inhibit
transcription in cultured rat fibroblasts” Jacob Joseph a
spol., Nucleic Acids Research, 1997, zv. 25, ¢&. 11, 2182-
2188. Rovnaké mnoZstvo komplementidrneho retazca sa zahrievalo
pri teplote 80 °C 5 mindt v 0,25 M NaCl. Potom nasleduje po-
malé ochladenie na laboratérnu teplotu. Dvojretazcové oligo-
nukleotidy spojené tepelnou hybridiz&ciou sa izolovali elek-
troforézou na 6 % polyalrylovom géli (29 : 1), ktory nema
denaturalné vlastnosti, potom sa vyrezali a eluovali z gélu a
vyzrazali sa etanolom. PouZili sa, spbsoby popisané v pub-
likacii ,Molecular cloﬂing, a.laborafory manual”, Sambrook,
Fritsch a Maniatis. Do znaCkovacej reakcie sa pridalo prib-

liZne 20 ng dvojretazcovych oligonukleotidov.

Priklad 10: Znadenie konca DNA pomocou P
150 aZ 200 ng cDNA o velkosti 300 bp alebo 20 ng dvoj-
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retazcovych oligonukleotidov sa inkubovalo s 10 pCi [y-32P)ATP
(4 500 Ci/mmol, ICN, Irvin, CA) a s 10 jednotkami kinazy a 1
x koncentrovanym kindzovym pufrom (firma Promega) v objeme 10
pl pri teplote 37 °C po&as 1 hodiny a predistili sa na koléne
Centri Spin 10 (Princeton Separation, Adelphia, NJ). Pri re-
akcii v kaZdom teste posunu sa pouZivala DNA vykazujuca pri-

bliZne 80 000 aZ 100 000 cpm, ktord je upravena kinizou.

Priklad 11: Test posunu na géli

Proteiny (nuklearny extrakt alebo prelisteny trans-
kripény faktor) sa inkubovali s 1 x koncentrovanym pufrom pre
test posunu na géli (Promega, Madison, WI) pri laboratérnej
teplote polas 5 aZ 10 minat, potom sa pridala DNA upravena
kindzou a nasledovala inkubacia 20 aZ 30 mindit pri labora-
térnej teplote. Vzorky sa potom naniesli na upraveny 4 % gél,
ktory nema denaturalné vlastnosti. Elektroforéza sa uskutod&-
nila poCas 3 aZ 4 hodin pri napati 100 V v pufri, ktory je
0,5 x koncentrovany TBE. Gél sa su$il na dvoch harkoch
Whatman papiera a exponoval sa vo vyvojke 1luminiscencie

fosforu cez noc.

Priklad 12: Test protilatkového super-posunu na géli
Protildtky Spl (klén 1C6, Santa Cruz Biotechologies,
Santa Cruz, CA) sa predinkubovali s preCistenym Spl (Promega)
1 hodinu a potom sa pridala cDNA ozna&ena 2P alebo
oligonukleotidmi.
Priklad 13: Konkurenény test posunu na géli
Neznaené oligonukleotidy v pribliZne 70 aZ 100 molarnom
nadbytku (bud jednoretazcové alebo dvojretazcové) sa pred-
inkubovali s proteinom pri laboratdérnej teplote pribliZne 30

minit a potom sa pridala cDNA ozna&ena *2P.
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Priklad 14: Kon3trukcia pCAT3e28b, pCAT3e, pCAT3e28h-1

RT PCR umoZnila vytvorit cDNA smerom ku 5° zakond&eniu
CD28 (-197 aZ +28), pricCom ako templat sa pouZila celkova RNA
buniek Jurkat. Tento segment cDNA sa najskér klénoval do TA
klénovacieho vektora PCR 2.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA). Rov-
nakd cDNA sa neskdr subkldénovala do vektora pCAT3e (Promega)
a zallenila sa do miesta XhoI-SacIl. PCAT3e28h a pCAT3e28h-1
si mutanty pCAT3e28b, v ktorych boli deletované sekvencie -51

aZ -22 a boli substituované inymi 15 nukleotidmi.

Priklad 15: Transfekcia (doCasnid expresia)

Jeden deii pred transfekciou sa bunky Jurkat pripravili
do 2 alebo 3 T150 v riedeni 1:4 alebo 1:5 z 80 aZ 90 %
konfluentnych buniek. Tesne pred transfekciou sa vSetky bunky
zliali do jednej kultivatnej nadoby a spo&itali sa (kon-
centréicia buniek by sa mala pohybovat okolo 40 x 10' buniek/
ml). 11 x 4 x 10° buniek pre pouZitie v 10 transfek&nych
reakcidch sa centrifugovalo v skuimavkdch s kénickym dnom
s objemom 50 ml. Bunky sa jedenkrat premyli PBS. Objem PBS je
polovica pdvodného objemu. Bunky sa resuspendovali v 44 ml
vopred zahriateho, <&erstvého Jurkatovho kultiva¢ného média
(90 % RPMI 1640, 10 % FBS, 1 % L-glutamat, 1 % penici-
lin/streptomycin) tak, Ze vysledné& koncentréacia bola 1 x 108
buniek/ml. 4 ml roztoku buniek sa rozpipetovali do jamék mik-
rotitraénej platni¢ky so 6 jamkami. Do skumavky objemu 1,5 ml
sa napipetovalo 2,5 nl plazmidu v koncentracii 2 mg/ml (séria
pCAT3e),' pridalo sa 147,5 nl kultivaéného média RPMI 1640
(bez séra a antibiotik). Potom do roztoku plazmidu a kul-
tivadného média bolo pridanych 20 pl ¢&inidla Superfact od
firmy Qiagen. Zmes sa premieSala pipetou tak, Ze sa roztok 5
x do pipety napipetoval a vypustil a potom sa nechal stat pri
laboratérnej teplote 5 aZ 10 minat. Do kaZidej jamky s bunkami
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sa po kvapkach pridal transfekény komplex a v3etko sa mierne
premieSalo. Bunky sa inkubovali pri teplote 37 °C v inkub&-
tore s atmosférou CO, a po 24 hodinadch sa bunky odobrali pre
UCely testu CAT. V pripade, Ze sa po transfekcii maju pridat
oligonukleotidy, k bunkdm sa v uréeny &as (1 hodina po trans-
fekcii) pridalo 50 ul zasobného roztoku 400 uM oligo-
nukleotidov a bunky boli uloZené do inkubatora.

Priklad 16: Test CAT

PO 24 hodinach inkubacie sa bunky odobrali pipetou
z kazdej jamy do skumaviek objemu 15 ml s kénickym dnom. Jam-
ky sa premyli bunkovym kultiva&nym médiom, aby tam nezostali
Ziadne bunky. Bunky boli potom centrifugované pri 2 000 ot&&-
kach za mindtu pri laboratérnej teplote 5 mindt. Kultivadné
médium sa odsalo pipetu. KaZdy bunkovy pelet sa premyl 2 x 2
ml PBS (pridal sa PBS, zmes sa premie3ala na Vortexe, cen-
trifugovala a kultivacné médium sa odsalo pipetu). Pipetou sa
odsalo maximdlne mnoZstvo PBS. Potom sa do skiimavky s peletom
buniek pridalo 400 pl 1 x koncentrovaného reportného 1lyzu-
jiceho pufra. Lyza buniek sa uskuto&nila inkubdciou pri la-
boratérnej teplote poCas 30 minit za ob&asného premieSania
skimaviek na Vortexe. Na konci 30 minttovej inkubacie sa ski-
mavky zahriali na teplotu 60 °C po&as 10 mintut, potom sa
centrifugovali pri laboratérnej teplote pri 12 000 ot./min. 2
minidty a supernatant (lyzdt) sa preniesol pipetou do novej
skimavky objemu 1,5 m;. Pri kaZdej reakcii testu CAT sa po-
uzilo 100 pl iyzétu. Zvysok sa zamrazil pri teplote -80 °c.
KaZzdy test CAT obsahoval: 18,5 pl vody sa zmieZalo so 100 nl
lyzatu, pridalo sa 5 pl n-butyryl-CoA v koncentracii 5 mg/ml
(Promega) a 1,5 pl 0,1 pCi/pl chloramfenikol-!*C (ICN) v ski-
mavke 1,5 ml (celkovy objem zmesi je 125 pl) a zmes sa inku-
bovala pri teplote 37 °C 1 hodinu. Na konci prvej hodiny sa
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do kazdej skimavky pridalo 300 nl xylénu (ICN). Objem sa pre-
mieSal na Vortexe 5 sekind, potom nasledovala centrifugacia
pri maximdlnej rychlosti 3 minity pri laboratérnej teplote.
280 nl vrchnej fazy (xylén) sa prenieslo pipetou do novej
skimavky. K tymto 280 pl xylénovej fazy sa pridalo 100 pl
0,25 M Tris, pH=8,0. Zmes sa premieSala na Vortexe a cen-
trifugovala sa ako je popisané vy33ie. 200 pl vrchnej fazy sa
prenieslo pipetou do scintilaénej fla3tic€ky a pridalo sa 5 ml
scintilaéného roztoku. Cely objem sa dobre premieSal a vzorky

sa hodnotili meranim radioaktivity v scintilaCnom pocitadi.

Priklad 17: Stabilita oligonukleotidov in vitro predlZuje
biologickii aktivitu fosforotioatovych oligo-
nukleotidov

Modifikacia oligonukleotidov internukleotidovymi fosfo-
rotioatovymi vidzbami méZe udelitf rezistenciu vo&i nukleézam,

a tak prediZit bioaktivitu in vitro z 1 aZ 2 hodin na 24

hodin (Stein, (1993) Science 261: 1004-1012). Ukazalo sa, Ze

oligonukleotidy bohaté na G napriklad FIGURElA (Seq#4) vyka-
zuju vacSiu stabilitu in vitro pri porovnani s fosforo-
tioatom, ktory nie je obohateny G FIGURE1B (Seq#21). Na ob-
razku 1A uvedené elektroforeogramy kasne ukazuju, Ze v pri-
pade extracelularneho 1A (S) a bunkového 1B (L) podstatne
viac neporuSeny pofas 96 hodinovej inkubacie s bunkami Jurkat
zostava oligonukleotid FIGURE1A (Seq#4) oznadeny °’P pri po-
rovnani s oligonukleotidom FIGURE1B (Seq#2l). V suhlase

s tYmﬁo bozorovanim sa javia ddaje z kolény Nickspin (obrazok

&. 1B). Percento neporudenych bligonukleotidov .FIGURElA

(Seq#4) po 96 hodinach je 54 % (S) a 59 % (L) a z FIGURE1B

(Seq #21) je 10 % (S) a 34 % (L). Tieto vysledky naznacuju,

Ze vy3Sia rezistencia voéi nukledze sa dosiahne iba pritom-

nostou oblasti obohatenych G v FIGURE1lA (Seq#4) a to je prav-
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depodobne spojené so schopnostou tohoto ur&itého nukleotidu
tvorit zbalené sekundarne Struktiry.

Priklad 18: Inhibicia expresie funkéného CD28 a CD28-
Specificka produkcia IL-2 v aktivovanych
Iudskych T-bunkdch aptamérovymi oligonuk-
leotidmi je z&visld na Specifickom motive
bohatom na G
Realativna inhibicia expresie CD28 a CD28-3pecifickej
produkcie IL-2 pomocou fosforotiodtovej oligonukleotidovej
sekvencie #4 aZ #21 (5 pM) uvedené v tabulke &. 1 je zazna-
menana v tabulke ¢&. 2. Tabulka €. 2 ukazuje, Ze inhibiéna ak-
tivita Ciastolne zavisi od sekvencie a opiera sa o pritomnost
motivu, ktory obsahuje dve 3tvorice G oddelenych 3tyrmi ba-
zami (Seq#5 aZ #8). Tieto hodnoty nazna&ujui, Ze interakcia
oligonukleotidu, ako je FIGURE1lA (Seq#4) a jeho putativneho
ciela, zavisi na presnej poZiadavke konformicie, & je podob-
né ako u interakcie oligonukleotid-protein, skér ako na po-
Ziadavke hybridizacie nukleovd kyselina/nukleovad kyselina

(ako je moZné najst u antigénnych a nezmyselnych modelov).

Priklad 19: Oligonukleotidy obsahujice 3pecificky 12-mérovy
motiv tvoria Specificky proteinovy oligonukleoti-
dovy komplex

Obrazok €. 2 zobrazuje analyzu posunu elektroforetickej
pohyblivosti oligonukleotidov ozna&enych 3P, ktoré sa pred-
inkubovali s extraktom buniek Hela. Zoznam oligonukleotidov
uvedeny v tabulke C. 3 obsahuje dva oligonukleotidy FIGURELA

(Seg#4) a ICN 16481 (Seq#5), ktoré obsahuju 12-mérovy motiv

nesuci dve sady 3tvoric G oddelenych 4 nukleotidmi. Testovali

sa len oligonukleotidy s uvedenym motivom (drdha 5 a 11), aby

vznikol posun komplexu oligonukleotid-protein (pruh A), ktory
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sa 1i3i od inych fosforotioatovych oligonukleotidov. Tieto
hodnoty naznacuiju, Ze Specifické interakcie protein-oligo-
nukleotid sa objavujd u oligonukleotidov obsahujtcich 12-

mérovy motiv.

Priklad 20: Inhibicia expresie funk&ného CD28 v aktivovanych
Tudskych T-bunkach pomocou aptamérovych oligonuk-
leotidov je vo vztahu k pritomnosti Specifického
komplexu oligonukleotid-protein

Tabulka &. 4 porovnava GCinok inhibicie mitogénom vyvo-
lanej expresie CD28 a produkcie IL-2 pomocou niektorych fos-
forotioatovych oligonukleotidov pri koncentracii 5 pM s ich
aptamérovou schopnostou tvorit Specificky komplex oligonukle-
otid-protein, v pripade Ze sa inkubuji s nukledrnym extraktom
buniek HelLa, ktory je bohatym zdrojom transkrip&nych faktorov.

Tieto uddaje jasne ukazuji na vztah medzi inhibi&nou aktivitou

oligonukleotidov s motivom pre expresiu CD28 a vylu&ovanie IL-2

a tvorbu 3Specifického pruhu posunu na géli. Substittucia sme-

rovana do dvoch Stvoric G vedie k strate funkcie a komplex

oligonukleotid-protein mizne.

Priklad 21: Promdtorova oblast na 5° zakonCeni CD28 -197 aZ
+28 (28b) viaZe Spl

Promdotorova oblast CD28 -197 aZ +28 oznadena 2P, ktora je
znama ako 28b, sa inkubovala s proteinom Spl a so sériou troj-
nadsobného riedenia protildtok proti Spl za&inajlicou mnoZstvom
0,5 ng. Uskuto&nil sa test super-posunu na géli a komplexy DNA;
protein-protilatka sa rozdelili elektroforézou. Vysledky su
uvedené na obrazku &.4. Udaje znamenajui, Ze Spl sa viaZe na
oblast 28b prométora CD28. Tato interakcia je Specificka, &oho
dékazom je vymiznutie pruhu Spl/32P-28b/Spl (prh B) pri na-
riedeni protilatok 3pecifickych pre Spl na hodnotu 0,00617 ng,
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pricom zostal len pruh 28b/Spl (pruh A). Znamend to, Ze 28b
Specificky viaZe Spl. Pruh C predstavuje volIny 28b znadeny 3°P.

Priklad 22: Oligonukleotid -51 aZ -22 odvodeny od prométorovej
| oblasti na 5° zakon€eni CD28 -197 aZ +28 (28b)
obsahujici 12-mérovy motiv bohaty na G mdzZe
viazat Spl

Za UCelom vymedzenia presnej Spl viaZucej oblasti v 28b na
motiv bohaty na G v prombétorovej oblasti CD28 -197 aZ +28 sa
syntetizoval dvojretazcovy (ds) 30-mérovy oligonukleotid, ktory
bol pomenovany 28b oligo (Seq#l, tabulka &. 1), ktory obsahuje
vo svojej sekvencii 12-mér GGGGAGGAGGGG. Bola vyslovena hypo-
téza, Ze sa jednd o vazobné miesto pre Spl v prométorovej ob-
lasti CD28. Po oznadeni **P sa 28b oligo inkuboval s extraktom
Spl a do$lo k vzajomnému naviazaniu (obrazok ¢&. 5, pruh A,
dréha 2 a 3). Konkurencia s dvojretazcovym 28b oligo spdsobila,
Ze pruh zmizol, &o znamend, Ze vdzba je 3Specifickd pre Spl
(draha 4). Prekvapivo jednoretazcové fosforotiodtové oligonuk-
leotidy bohaté na G FIGURE1A (drédha 5) a 16481 (draha 6) (obi-
dva obsahuji motiv bohaty na G) na rozdiel od kontrolného oli-
gonukleotidu ICN 16476 (drdha 7) sa uchadzaju o vazbu s Spl.
Tieto Gdaje znamenajli, Ze fosforotioatové oligonukleotidy bo-
haté na G FIGUREIA a ICN 16481 mbéZu pbsobit ako aptaméry pri
vdazbe na DNA vazobné miesto Spl. Dosledkom tejto interakcie je
prevencia naviazania Spl na Spl miesto -51 aZ -22 v prombto-
rovej oblasti a tak dochaddza k inhibicii transkripcie génu CD28

sprostredkovanej SP1 a k zoslabeniu expresie proteinu CD2§.
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ZMENENY LIST

PATENTOVE NAROKY

1. Aptamér so sekvenciou, ktord obsahuje aspoii dve oblasti
bohaté na G vybrané zo skupiny GGnG, GGGG, GnGG, nGGG a GGGn,
kde G je guanezin a n je Iubovolny nukleotid.

2. Aptamér podla naroku 1, kde aspoii dve =z aspoii dvoch
oblasti su oddelené menej ako siedmimi nukleotidmi wvréatane.

3. Aptamér podla naroku 1, kde aspoii dve =z aspoii dvoch
oblasti si oddelené tromi aZ Siestimi nukleotidmi vritane.

4. Aptamér podla naroku 1, kde aspoil dve 2z aspoii dvoch ob-
lasti si oddelené Styrmi nukleotidmi.

5. Aptamér podla naroku 1, ktory sa uchddza o vidzobné miesto
imunitného regulaéného proteinu pre nukleovi kyselinu.

6. Aptamér podla naroku 2, kde imunitny reguladny protein
sa vybral zo skupiny obsahujicej SP1l, NFKB, EGR1 a AP2.

7. Aptamér podla naroku 1, ktory sa uchadza o vazobné miesto
imunitného regulaéného proteinu pre nukleovii kyselinu, kde
aspoil jedna z aspoil dvoch oblasti bohatych na G obsahuje GGnG a
aspofi dve z aspofi, dvoch oblasti sﬁ.dddelqné dvomi .aZ ,siedmimi
nukleotidmi.

8. Aptamér podla naroku 1, ktory sa uchddza o vidzobné miesto
imunitného regula&éného proteinu pre nukleovd kyselinu, kde
asponi jedna z aspon dvoch oblasti bohatych na G obsahuje GGGG a
aspon dve z asponn dvoch oblasti si oddelené dvomi aZ siedmimi

nukleotidmi vratane.
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9. Aptamér podla néroku 1, ktory sa uchaddza o viazobné miesto
imunitného regulaéného proteinu pre nukleovi kyselinu, kde
aspoii jedna z aspori dvoch oblasti bohatych na G obsahuje GnGG a
aspoii dve z aspofi dvoch oblasti su oddelené menej ako siedmimi
nukleotidmi.

10. Aptamér podIa naroku 1, ktory sa uchddza o vazobné miesto
imunitného regula¢ného proteinu pre nukleovii kyselinu, kde
aspoil jedna z aspoil dvoch oblasti bohatych na G obsahuje GGG a
aspofi dve z aspon dvoch oblasti si oddelené menej ako siedmimi
nukleotidmi.

11. Aptamér podIa naroku 1 obsahujuci sekvenciu 5°'TTG GAG
GGG GTG GTG GGG 3° (Seq. ID. No.4).

12. Aptamér podIa né&roku 1 obsahujici sekvenciu 5°GGG GAG
GAG GGG CTG GAA 3° (Seq. ID. No.5).

13. Aptamér podla naroku 1 obsahujlci sekvenciu 5°GGG GTG
GTG GGG 3° (Seq. ID. No.13).

14. Aptamér podIa naroku 1 obsahujici sekvenciu 5°TTG GAG
GGG GAG GAG GGG 3° (Seq. ID. No.7).

. ' g - ‘
15. Aptamér podlIa naroku 1 obsahujici sekvenciu 5°TTG GAG
GGG GAG GTG GGG 3° (Seq. ID. No.8).

16. Aptamér podIa naroku 1 obsahujuci sekvenciu 5°GGG TTG
GAG GGG GTG GTG GGG 3° (Seq. ID. No.6).



M

ZMENENY LIST

17. Spbésob tlmenia odpovede imunitného systému u pacienta

vyzna ¢ u juci s a t y m, Ze zahrffia aplikaciu

aptaméru podXa ktoréhokolIvek z narokov 1 aZ 16 pacientovi.

18. Spdésob lieCenia pacienta, ktory vykazuje stav charak-
terizovany neprimeranou odpovedou imunitného systému, v y -
znacujaci sa tym Ze zahfila aplikadciu aptaméru
podla ktorychkoIvek z narokov 1 aZ 16 pacientovi.

19. Spdésob podla naroku 18, vy znac¢ujuci sa

t vy m Ze stav zahfifia Step verzus odpoved hostitela.

20. Spbésob podIa néaroku 18, vy znadc¢uijunci s a

t vy m, Ze stav zahrfila autoimunitné ochorenia.

21. Spbdsob podla naroku 20, vyznac¢cujiaci sa
t y m, Ze stav zahfhia reumaticky zapal kibov.
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22. Spdsob podla naroku 20, vy znac¢auj
t vy m, Ze stav zahffia roztrusenu sklerdzu.

23. Spbésob podIla naroku 20, vy zna ¢ ujuaci s a

t ym Ze stav zahfiia lupus erythematodes.
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" 24., Spdésob podla néaroku 20, vyznaddc¢uijau

. , ! . . ’ ] rd
t vy m Ze stav zahffia cukrovku zavisld na inzuline.

25. Spbsob podla naroku 20, vy znac¢uijuci s a

t ym Ze stav zahffa lupienku.
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