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Opis wynalazku

Wynalazek dotyczy ogdlnie inhibitora metaloproteazy, a konkretniej aptameru RNA (A10.a.1
o sekwencji nukleotydowej SEQ ID NO 1) posiadajacego aktywnos¢ biologiczng polegajaca na hamo-
waniu procesu proteolizy prowadzonego przez mysig metaloproteaze ADAM10. Szczegdtowo wynala-
zek dotyczy zastosowania aptameru do hamowania aktywnosci biatka ADAM10. Bardziej szczegétowo
wynalazek dotyczy aptameru, kompozycji farmaceutycznej go zawierajgcej oraz zastosowania apta-
meru do leczenia standw zapalnych lub nowotwordéw.

Ograniczona proteoliza to potranslacyjna, nieodwracalna modyfikacja pozwalajaca modulowac
aktywnosci biatek istotnych dla funkcjonowania tak ziozonych ukiadoéw jak komoérka, tkanka czy caty
organizm. Proces ten prowadza proteazy. Jedna z ich grup sg metaloproteazy, a wsrdd nich wyréznié
mozna: metaloproteazy macierzy zewnatrzkomorkowej (MMP), btonowe metaloproteazy macierzy ze-
wnatrzkomorkowej (MT-MMP), btonowe metaloproteazy dysintegrynowe z motywem trombospondyno-
wym (ADAMTS) oraz btonowe metaloproteazy dysintegrynowe (ADAM) [1]. Biatka z rodziny ADAM
(ang. A Disintegrin And Metalloproteinase) umozliwiajg ztuszczanie (shedding) z powierzchni komorek
ektodomen biatek btonowych w wyniku konstytutywnej proteolizy przebiegajacej bez wptywu czynnikéw
stymulujacych lub poprzez aktywowang proteolize zachodzgcg po zadziataniu stymulatora [2, 3]. En-
zymy zaangazowane w ten proces okreslane sa jako szedazy (ang. sheddases).

Typowymi substratami dla proteaz ADAM sa niektdre czynniki wzrostu, cytokiny, chemokiny oraz
niektére receptory czynnikdw wzrostu i cytokin jak rowniez biatka $ciezki sygnatowej Notch i biatka ad-
hezyjne [4]. Ogdlne konsekwencje procesu ztuszczania biatek btonowych to m.in.: (/) wzrost w $rodowi-
sku stezenia cytokin i czynnikéw wzrostu produkowanych w postaci btonowych prekursoréw jak na przy-
ktad czynnika martwicy nowotworow (TNF) czy czynnikow wzrostu z rodziny naskorkowego czynnika
wzrostu (EGF); (ii) obnizenie reaktywnosci komérek na bodzce (gdy ztuszczaniu ulegng receptory);
(iif) transaktywacja komorek (poprzez miedzykomorkowe przekazywanie receptoréow np. specyficznego
receptora dla IL-6); (iv) stymulacja sygnatu wewnatrzkomaorkowego przez uwolnione, cytoplazmatyczne
domeny receptoréw (np. receptory Notch).

Wsrdd substratow proteaz ADAM znajduja sie gtéwnie biatka btonowe typu 1 i Il, ale takze biatka
zakotwiczone w btonie komorkowej kotwica glikozylofosfatydyloinozytolowa (GPI) okazaty sie celem dla
biatek ADAM [5]. Dowiedziono réwniez, ze biatko neuregulina 1 (NRG1) typu Ill dwukrotnie przebijajace
btone komdrkowa, jest substratem dla ADAM10 oraz ADAM17 [6, 7]. Dwie, blisko spokrewnione
szedazy ADAM10 i ADAM17 zaangazowane sg w wiekszo$¢ do tej pory poznanych procesow ztusz-
czania ektodomen biatkowych. Obie proteazy odpowiedzialne sg za ograniczong proteolize ponad stu
biatek btony komoérkowej, natomiast w przedmiotowym opisie efekt tego procesu zostanie opisany na
przyktadzie tylko kilku z nich. Enzymy te charakteryzuje cze$ciowa redundancja. Niektére substraty sa
uwalniane z podobng wydajnoscig przez obydwa enzymy, inne sg specyficznie rozpoznawane albo
przez biatko ADAM10 albo przez ADAM17, jeszcze inne sa preferencyjnie rozpoznawane przez jeden
z pary enzymoéw, ale przy jego braku proteolizy moze dokona¢ drugi enzym.

Wage procesu ograniczonej proteolizy prowadzonej przez ADAM10 i ADAM17 podkresla letal-
nos¢ mysich embriondéw z nokautami gendw kodujacych te metaloproteazy lub ich domeny katalityczne.
Myszy pozbawione ekspresji Adam10 umieraja w potowie rozwoju embrionalnego (E 9.5) [8]; embriony
Adam10-/- charakteryzujg sie zredukowana masg ciata, defektami w rozwoju centralnego uktadu ner-
wowego oraz uktadu sercowo-naczyniowego. Wytaczenie ekspresji Adam17 powoduje $mieré myszy
na poznym etapie rozwoju ptodowego (E 17.5) lub w pierwszych dniach po urodzeniu [9]. Myszy te
cechujg sie zaburzeniami w rozwoju ptuc, serca, skory i uktadu immunologicznego [10]. Co ciekawe,
nokaut genéw kodujacych inne enzymy z rodziny ADAM (ADAMS, 9, 12, 15, 28 i 33) nie zaburza rozwoju
embrionalnego myszy i wydaje sie nie mie¢ wiekszego wptywu na dalsze zycie zwierzat [11]. Proteazy
ADAM10 i ADAM17 petnig bardzo wazng funkcje nie tylko na etapie rozwoju embrionalnego, ale rowniez
u dorostych osobnikow. Co ciekawe, poziom ekspresji biatek ADAM10 i ADAM17 jest wyraznie wyzszy
od innych proteaz tej rodziny [11].

Patologiczna aktywacja uktadu odpornosciowego moze prowadzi¢ do wielu negatywnych skut-
kow, do czego przyczyniaja sie szedazy. Co ciekawe, przy ostrych i chronicznych stanach zapalnych
obserwowana jest nadaktywnos¢ i/lub nadekspresja biatek ADAM [11-13].

Uwalniany przez ADAM17 TNF jest, obok IL-1, odpowiedzialny za zagrazajaca zyciu niewydol-
nos¢ wielonarzadowag bedaca skutkiem szoku septycznego w ciezkich przypadkach posocznicy [14].
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Nadmierne i dtugotrwate dziatanie TNF-u przyczynia sie takze do rozwoju chordb o podtozu przewle-
ktego stanu zapalnego takich jak reumatoidalne zapalenie stawéw (RZS), choroba Les$niowskiego-
Crohna, wrzodziejace zapalenie jelita grubego czy tuszczyca [15]. Stosowanie lekow blokujacych dzia-
tanie TNF-u w chorobach o podtozu chronicznego stanu zapalnego jest bardzo skuteczne, cho¢ u czesci
pacjentow obserwuje sie oporno$¢ na terapie lub efekty uboczne np. nawracajace infekcje [16, 17].
W zwiazku z tym, poszukuje sie uzupetniajacych lub alternatywnych terapii majacych na celu zahamo-
wanie aktywnosci innych biatek zaangazowanych w rozwdj chronicznego stanu zapalnego.

Przyktadem takiego celu moze by¢ rozpuszczalny IL-6R, produkt aktywnosci ADAM10 i ADAM17.
Poziom tego receptora w osoczu i niektorych tkankach koreluje z réznymi stanami patologicznymi
o podtozu zapalnym [18-20]. Podczas gdy dziatanie IL-6 na komdrki, ktére wykazujg ekspresje IL-6R
(hepatocyty i komorki uktadu odpornosciowego) stuzy przywracaniu homeostazy organizmu zaburzonej
przez stan zapalny, to w przypadku sygnatu trans, |IL-6 nasila procesy prozapalne.

Rozpuszczalny FasL to kolejny przyktad biatka o aktywnosci prozapalnej. U pacjentéw z RZS
poziom rozpuszczalnego FasL w mazi stawowej koreluje z ostroscig przebiegu choroby [21]. Udowod-
niono réwniez, ze FasL stymuluje proliferacje synowiocytow i sekrecje cytokin prozapalnych przez te
komorki co przyczynia sie do nasilenia naptywu komérek odpornosciowych do torebki stawowej i do
uszkodzenia tkanki chrzestnej [22—24].

Nowotwory powstaja w wyniku nagromadzenia wielu genetycznych i epigenetycznych zmian
w komoérkach gospodarza. Fundamentalna nieprawidtowoscig prowadzaca do rozwoju howotworu jest
ciggta, nieograniczona proliferacja komoérek nowotworowych. Komorki nowotworowe nie posiadajg zdol-
nosci do prawidtowej odpowiedzi na sygnaty, ktére kontroluja zachowania niezmienionych komorek.
Dodatkowo, rosnacy nowotwor ksztattuje swoje wtasne unikalne mikrosrodowisko tkankowe, ktére stanowi
zrédio sygnatow stymulujacych wzrost, przezywalno$¢, zdolnos¢ do migracii i przerzutowania [25, 26].

W przypadku wielu typow nowotwordw (piersi, ptuc, okreznicy, zotadka, trzustki, nerek, prostaty,
jajnika, szyjki macicy, watroby, czy tez w biataczkach) zaobserwowano wzmozona ekspresje ADAM10
ilub ADAM17 [27-38]. Wysoka ekspresja ADAM17 w raku piersi koreluje z poziomem inwazyjnosci
nowotworu [39] a w modelach eksperymentalnych wyciszenie ekspresji ADAM10 i ADAM17 czesto pro-
wadzi do zahamowania wzrostu nowotworu [40—42]. W jaki sposob ADAM10 i ADAM17 przyczyniaja
sie do progresji nowotworéw? Obecnie przyjmuje sie nastepujaca hipoteze: w wielu typach nowotworow
zachodzi nadekspresja czynnikow wzrostu z rodziny EGF i ich receptorow ErbB, u cztowieka okresla-
nych tez jako HER (ang. Human EGFR family Receptors). Powoduje to silna, autokrynna stymulacje
proliferacji, przezywalnosci i migracji komoérek nowotworowych. Proces ten jest jednak efektywny tylko
wtedy, gdy komdrki nowotworowe, produkujace czynniki wzrostu, wykazuja ekspresje odpowiednich
biatek z rodziny ADAM. Czynniki wzrostowe, produkowane w formie btonowych prekursoréw, petna ak-
tywnos¢ wykazuja jako biatka rozpuszczalne, uwolnione z biony przez szedaze ADAM10 (w przypadku
EGF, betaceluliny, neureguliny 1) lub ADAM17 (w przypadku transformujgcego czynnika wzrostu o
(TGFa), wiazacego heparyne czynnika wzrostu podobnego do EGF (HB-EGF), amfireguliny, neuregu-
liny 1, epireguliny czy epigenu) [10, 43-48]. Uwolnienie czynnikow wzrostu utatwia ich oddziatywanie
z odpowiednimi receptorami z rodziny HER/ErbB (ErbB1, 3, 4) i konieczna dla przekazu sygnatu homo-
lub heterodimeryzacje receptorow miedzy soba lub dodatkowo z sierocym receptorem HER2/ErbB2.
HER1/ErbB1, 2 oraz 4 posiadajg domeny wewnatrzkomoérkowe o aktywnosci kinazowej, natomiast do-
mena HER3/ErbB3 jest pozbawiona tej aktywnosci. Aktywacja receptorow prowadzi do krzyzowej fos-
forylacji wewnatrzkomorkowej domeny receptora-partnera i uruchomienia szlakéw przekazu sygnatu
takich jak ERK/MAPK, PI3 K/AKT czy JAK/ST AT [49, 50].

Dziatanie szedaz na nowotwor poprzez aktywacje czynnikdw wzrostu nie ogranicza sie jedynie
do wptywu na proliferacje, przezywanie i migracje komoérek nowotworowych. W laboratorium wykazano,
ze w przypadku mysiego modelu raka jelita grubego, MC38CEA, ADAM17 poprzez autokrynna stymu-
lacje z udziatem neureguliny 1 promuje synteze VEGF-A (ang. Vascular Endothelial Growth Factor A)
i unaczynienie nowotworu [51]. Badania prowadzone na komdrkach U87 rowniez wskazujg na istnienie
korelacji miedzy aktywnoscia ADAM17 a syntezg VEGF-A; wyciszenie aktywnosci ADAM17 w tych ko-
morkach prowadzito do obnizenia poziomu wydzielanego VEGF-A [52]. Nie tylko ADAM17, ale rowniez
ADAM10 promuje angiogeneze w guzach nowotworowych. ADAM10 zostat zidentyfikowany jako
szedaza biatka GPNMB/OA, produkowanego przez komorki nowotworowe [53]. Rozpuszczalna forma
tego biatka stymuluje sekrecje VEGF-A i zwieksza rekrutacje komérek srodbtonkowych, przez co pro-
muje angiogeneze i przerzutowanie komoérek z guza pierwotnego [53, 54]. ADAM17 jest takze zaanga-
zowany w limfangiogeneze [55], proces ktéry moze wspiera¢ rozwqj i przerzutowanie nowotworow.



4 PL 239 749 B1

Szedazy ADAM10 oraz ADAM17 wykazuja aktywnos$¢ proteolityczna nie tylko w stosunku do
czynnikow wzrostowych, ale takze do niektorych z ich receptorow. ADAM10 zostat zidentyfikowany jako
szedaza dla ErbB2, natomiast ADAM17 dla ErbB4 [56, 57]. Poziom ekspresji ErbB2 w komérkach raka
piersi odzwierciedla poziom inwazyjnosci komérek nowotworowych. W terapii raka piersi stosuje sie
przeciwciata monoklonalne, Trastuzumab, hamujace aktywnos$¢ receptora ErbB2. Dowiedziono, ze
u czesci pacjentow terapia ta jest nieefektywna ze wzgledu na uwalnianie rozpuszczalnej formy tego
receptora przez ADAM10 [58]. Fizjologiczna rola proteolizy receptora ErbB4 nie jest do korica poznana.
Podczas rozwoju mdézgu myszy ztuszczanie ErbB4 indukuje proces RIP, ktory prowadzi do zahamowa-
nia ekspresji gendw niezbednych w réznicowaniu astrocytéw [59].

Poza autokrynna stymulacjg komoérek nowotworowych, rowniez czynniki wzrostowe uwalniane
przez szedazy z komoérek stromy nowotworu moga w sposob parakrynny wspieraé proliferacje i angio-
geneze [60]. Badania prowadzone nad nowotworami piersi i glejakami dowiodty, ze makrofagi wystepu-
jace w mikrosrodowisku guza tzw. TAM (ang. Tumor Associated Macrophages) zwiekszajg inwazyjnosc¢
komorek nowotworowych poprzez uruchomienie parakrynnej petli sygnatowej, w ktéra zaangazowany
jest EGF — uwalniany z powierzchni TAM przez ADAM10, oraz rozpuszczalna forma czynnika stymulu-
jacego powstawanie kolonii makrofagow (MCSF) uwalniana przez ADAM17 z komorek nowotworowych
[61-63]. MCSF powoduje aktywacje czynnika transkrypcyjnego NFxB w komorkach TAM i wzmozone
uwalnianie VEGF-A [64-68].

Teoretycznie ADAM10 oraz ADAM17 mogq przyczynia¢ sie do progresji nowotworéw poprzez
proteolize czgsteczek adhezji komorkowej takich jak L1, CD44, E-kadheryny, N-kadheryny czy VE-kad-
heryny, ktéra prowadzi do ostabienia oddziatywan miedzykomérkowych i utatwia migracje, a wiec i me-
tastaze komorek nowotworowych [48, 69, 70]. ADAM10 i ADAM17 moga réwniez uczestniczy¢
w ,ucieczce” komorek nowotworowych przed dziataniem uktadu immunologicznego. W przypadku wielu
nowotwordéw nabtonkowych dochodzi do ekspresji stresowych biatek MICA i MICB — ligandéw dla re-
ceptora NKG2D wystepujacego na powierzchni komoérek NK i cytotoksycznych limfocytow T [71]. Akty-
wacja NKG2D przez btonowe MICA i MICB uruchamia mechanizmy cytotoksyczne komorek odporno-
sciowych w stosunku do komorek nowotworowych [72]. U pacjentéw, u ktorych zidentyfikowano nowo-
twory MIC-pozytywne, obserwowano mierzalny poziom rozpuszczalnych form tych biatek w surowicy.
Za uwalnianie MICA i MICB sag odpowiedzialne ADAM17 i, w mniejszym stopniu, ADAM10 [73, 74].
Uwaza sie, ze rozpuszczalne MICA i MICB konkuruja z ich blonowymi prekursorami o wiazanie NKG2D
i w ten sposoOb ostabiajg rozpoznawanie i zabijanie komdérek nowotworowych.

Réwniez biatko B7-H6 wystepujace na powierzchni niektorych nowotwordw stymuluje cytotok-
sycznos¢ komorek NK aktywujac receptor NKp30 [75-77]. llos¢ btonowej formy B7-H6 kontrolowana
jest przez ADAM10 i ADAM17 a detekcja podwyzszonego poziomu rozpuszczalnej formy B7-H6 w su-
rowicy pacjentéw chorych na czerniaka, sugeruje, ze moze dochodzi¢ do obnizenia aktywacji komodrek
NK [78].

Podsumowujgc, ADAM10 i ADAM17 to najlepiej poznane biatka z rodziny btonowych metalopro-
teaz dysintegrynowych. Enzymy te, okreslane jako szedazy odpowiadaja za ztuszczanie z powierzchni
komodrek ektodomen biatek btonowych takich jak czynniki wzrostu, cytokiny i ich receptory jak réwniez
biatka adhezji komdrkowej. Aktywnos¢ ADAM10 | ADAM17 jest szczegdinie wazna w procesach wzro-
stu i réznicowania komorek oraz w funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego. Podwyzszona ekspresja
tych biatek moze przyczynia¢ sie do rozwoju chordb o podtozu przewlektego stanu zapalnego oraz cho-
réb nowotworowych. Proteazy ADAM10 i ADAM17 sg obecnie szeroko badane jako potencjalne cele
terapii w tych schorzeniach.

Otrzymany aptamer RNA A10.a.1 (SEQ ID NO 1) moze zosta¢ wykorzystany jako terapeutyk. Po-
mimo prowadzonych prac majacych na celu otrzymanie specyficznych inhibitorow ADAM10 (patrz np. mie-
dzynarodowe zgtoszenia patentowe nr PCT/US2004/012672, PCT/JP2007/075121, PCT/US2004/033945,
PCT/US2006/029726, PCT/GB2008/003441, PCT/EP2016/050028 i PCT/IB2015/002574), do tej pory nie
udato sie wprowadzi¢ ich do terapii ze wzgledu na niska specyficzno$¢ lub wywotywane efekty uboczne.
Alternatywa dla lekéw matoczasteczkowych i przeciwciat monoklonalnych, sg aptamery mogace spetniaé
role potencjalnych inhibitoréw proteaz. Aptamery to jednoniciowe oligonukleotydy RNA lub DNA wytonione
z kombinatorycznej biblioteki, wykazujace wysokie powinowactwo i specyficznos¢ wzgledem docelowej cza-
steczki. Sa wiec nowatorska alternatywa dla przeciwciat monoklonalnych. Synteza aptamerow RNA moze
by¢ przeprowadzana za pomoca syntezy chemicznej lub sposobdw laboratoryjnych (PCR i transkrypcja
in vitro). W poréwnaniu do przeciwciat monoklonalnych, ktérych produkcje prowadzi sie z wykorzysta-
niem hodowli komérkowych, koszty produkcji aptamerow sa znacznie nizsze. Co wiecej w stosunku do
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aptameréw RNA nie zidentyfikowano wystepowania swoistej odpowiedzi immunologicznej w uktadach
in vivo. Aptamery RNA moga by¢ w rozny sposéb modyfikowane co zwieksza spektrum ich potencjal-
nych zastosowan.

ISTOTA WYNALAZKU

Przedmiotem wynalazku jest aptamer wykazujgcy powinowactwo do biatka ADAM10 zawierajacy
sekwencje nukleotydowg SEQ ID NO 1 lub jej region zmienny, lub sekwencje kwasu nukleinowego
hybrydyzujacego specyficznie w ostrych warunkach roztworu hybrydyzacyjnego z kwasem nukleino-
wym stanowigcym ni¢ komplementarng do kwasu nukleinowego o sekwenciji SEQ ID NO 1.

Korzystnie, aptamer zawiera region zmienny sekwencji o SEQ ID NO 1.

Korzystnie regionem zmiennym SEQ ID NO 1 jest:

5'GCGUGAUUCGCUACUUUGGCCGUUGCAGGGCCUGACS

Kolejnym przedmiotem jest aptamer jak okreslono powyzej do zastosowania hamowania aktyw-
nosci biatka ADAM10.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest kompozycja farmaceutyczna charakteryzujaca sie tym, ze
zawiera aptamer jak okreslono powyze;.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest aptamer lub kompozycja farmaceutyczna jak okreslono
powyzej do zastosowania w leczeniu choroby mediowanej biatkiem ADAM10.

Korzystnie leczong chorobg mediowang biatkiem ADAM10 jest stan zapalny lub nowotwér.

KROTKI OPIS FIGUR

Figura 1 przedstawia schemat sposobu cell-SELEX na przyktadzie strategii zastosowanej w celu
otrzymania aptameréw RNA hamujacych aktywnos¢ ADAM10 i/lub ADAM17. Diagram kotowy przed-
stawia etapy amplifikacji aptameréw. Pozioma strzatka oznacza miejsce wprowadzenia syntetycznej
biblioteki ssDNA przed pierwsza rundg selekcyjna. Prostokatny panel przedstawia etap selekcji pozy-
tywnej i selekcji negatywno-pozytywnej z wykorzystaniem komaorek. Komorki wykazujace ekspresje do-
celowego biatka (komorki pozytywne) oznaczono jako ciemniejsze kotka, natomiast komérki pozba-
wione ekspres;ji tego biatka (komorki negatywne) jako kétka jasniejsze.

Figura 2 przedstawia analize zdolnosci wigzania wyselekcjonowanych aptameréw RNA do biatek
meADAM10_mFc, meADAM17_mFc oraz BSA za pomocg sposobu ELISA. Analizowano nastepujace
aptamery: A10.a.1, A10.b.2, A17.9.3, A10.c.4, A17.e.5,A10.d.6, A17.f.7. Kontrole negatywna stanowita
pula aptameréw RNA przed selekcja (pula RNA), a w kontroli odczynnikowej zamiast aptamerow wyko-
rzystano bufor PBS. Przedstawiony wynik to srednia z dwdéch niezaleznych eksperymentow, w ktorych
kazda préobka to triplikat.

Figura 3 przedstawia analize potencjatu inhibitorowego otrzymanych aptameréw RNA wzgledem
biatek meADAM9, meADAM10_mFc i meADAM17_mFc. Analizowano nastepujace aptamery: A10.a.1,
A10.b.2, A10.c.4, A10.d.6, A17.e.5, A17.f.7, A17.g.3. Kontrole negatywna stanowita pula aptamerdw
RNA przed selekcja (pula RNA), prébka obrazujaca aktywnos$¢ danego biatka ADAM bez obecnosci
aptameru to kontrola. Przedstawiony wynik to $rednia z trzech niezaleznych eksperymentéw, w ktérych
kazda prébka przygotowana byta w duplikacie.

Figura 4 przedstawia wyznaczanie parametru IC50 dla aptameru A10.a.1 poprzez wykreslenie
krzywej zaleznosci aktywnosci enzymatycznej (intensywnosci fluorescencji) meADAM10_mFc od ste-
zenia aptameru (w uM, skala logarytmiczna). Wartos¢ IC50 przedstawiono na wykresie w ramce oraz
za pomocg przerywane; linii. Przedstawiony wynik to srednia z trzech niezaleznych eksperymentow,
w ktérych kazda probka przygotowana byta w duplikacie.

Figura 5 przedstawia analize migracji komérek B16F10 w teScie ,zarastania rany”. A — Zdjecia
mikroskopowe po obrébce w programie TScratch pozwalajacej rozgraniczy¢é monowarstwe komorek
(jasnoszary kolor) B16F10 (WT) i B16F10-ADAM17-/- (ADAM17-/-) od ,ran” (kolor ciemnoszary). Ko-
morki B16F 10 (WT) inkubowano z badanymi aptamerami: A10.a.1, A17.e.5 lub A10.d.6 lub z pula RNA
lub z syntetycznym inhibitorem GI254023X albo GM6001 lub z DMSO (rozpuszczalnik dla syntetycz-
nych inhibitoréw) przez 18 h. Zdjecia zostaty wykonane w czasie 0 (T=0 h) oraz w tych samych miej-
scach po 18 h-inkubacji (T=18 h). Na kazdym zdjeciu zaznaczono skale za pomoca jasnego paska
odpowiadajacego 200 um. B — analiza powierzchni ptytki zarosnietej przez komorki B16F 10 (WT) inku-
bowane w samej pozywce lub w obecnosci badanych aptamerdw lub syntetycznych inhibitoréw szedaz
oraz powierzchni zarosnietej przez komorki ADAM17-/- po 18 h inkubacji. Wynik przedstawia srednia
ztrzech niezaleznych eksperymentow, wykonanych w tryplikatach. Za pomocg gwiazdek przedstawiono
istotnos¢ statystyczna: *** — p<0,001.
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Figura 6 przedstawia analize poziomu uwalniania ludzkiego TNF (hTNF) w komérkach B16F 10
(A) i B16F10-ADAM17-/- (B) wykazujacych ekspresje biatka fuzyjnego EGFP-hTNF-TdTOMATO. Ko-
morki preinkubowano z badanymi aptamerami, wyjsciowa pula RNA lub inhibitorami metaloproteaz
GM6001, G1254023X, a nastepnie uwalnianie TNF przez szedazy stymulowano PMA lub jonomycyna.
Kontrola odczynnikowa — pozywka hodowlana zawierajaca objetos¢ DMSO réowng koncowej objetosci
inhibitorow GM6001 i GI1254023X; kontrola — pozywka hodowlana. Stezenie TNF w pozywkach ozna-
czono testem ELISA. Przedstawiono $rednig z trzech niezaleznych eksperymentéw przeprowadzonych
w tryplikatach wraz z odchyleniami standardowymi. Za pomoca gwiazdek przedstawiono istotnos¢ sta-
tystyczna: ** — p<0,01, *** — p<0,001.

Figura 7 przedstawia analize poziomu uwalniania mysiego TNF (mTNF) w komdrkach RAW264.7
(A) i RAW264.7-ADAM17-/- (B) aktywowanych LPS-em. Komorki preinkubowano z badanymi aptame-
rami, wyjsciowa pulg RNA lub inhibitorami metaloproteaz: GM6001 lub GI254023X, a nastepnie stymu-
lowano uwalnianie TNF przez szedazy stosujac PMA lub jonomycyne. Kontrola DMSO + LPS - pozywka
hodowlana znad komorek aktywowanych LPS-em, zawierajaca objetos¢ DMSO réwng korncowej obje-
tosci inhibitorow GM6001 i G1254023X; kontrola + LPS — pozywka hodowlana znad komorek aktywo-
wanych LPS-em; kontrola — pozywka hodowlana znad komorek nieaktywowanych LPS-em. Przedsta-
wiony wynik oraz odchylenia standardowe to $rednia z trzech niezaleznych eksperymentow, w ktérych
kazda probka to tryplikat. Za pomoca gwiazdek przedstawiono istotnos¢ statystyczna: * — p<0,05, *** —
p<0,001.

Figura 8 przedstawia analize poziomu uwalniania mysiego receptora dla IL-6 (IL-6R) w komor-
kach RAW264.7 (A i B) oraz RAW264.7-ADAM17-/- (C). Komdérki preinkubowano z badanymi aptame-
rami, wyjsciowa pulg RNA lub inhibitorami metaloproteaz: GM6001 lub GI254023X, a nastepnie stymu-
lowano uwalnianie TNF przez szedazy stosujac PMA (dwugodzinna inkubacja) lub jonomycyne (potgo-
dzinna inkubacja). Kontrola DMSO - pozywka hodowlana zawierajaca objetos¢ DMSO réwng koncowe;j
objetosci inhibitorow GM6001 i GI254023X, kontrola — pozywka hodowlana. Przedstawiony wynik to
$rednia z trzech niezaleznych eksperymentéw przeprowadzonych w tryplikatach wraz odchyleniami
standardowymi. Za pomoca gwiazdek przedstawiono istotnos¢ statystyczna: *** — p<0,001.

Figura 9 przedstawia analize bioinformatyczng aptameru A10.a.1. A — struktura drugorzedowa
aptameru A10.a.1 wygenerowana za pomoca programu mFold v 2.3. B — struktura drugorzedowa apta-
meru A10.a.1 pozbawionego regionu statego na koncu 5'. Podano wartosci AG tworzenia zaprezento-
wanych struktur, kolorem jasnoszarym zaznaczono wspdélny element strukturalny dla petnej oraz skro-
conej wersji aptameru A10.a.1 oraz kolorem ciemnoszarym powstate w jego obrebie petle. C — Symu-
lacja struktury trzeciorzedowej aptameru A10.a.1 wykonana za pomoca serwera internetowego Si-
MmRNAweb.

Przyktady

W toku prowadzonych badan, do wyodrebnienia aptamerow RNA specyficznych wzgledem biatka
ADAM10, zastosowano zmodyfikowany sposob SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponen-
tial enrichment) wykorzystujacy zywe komorki (cell-SELEX). Prowadzono selekcje pozytywna — na ko-
morkach wykazujacych ekspresje biatek ADAM oraz selekcje negatywne — na komdrkach pochodza-
cych z myszy z nokautem Adam10 lub Adam17.

Po kilkunastu rundach selekcyjnych otrzymano szereg aptamerow RNA, ktérych cDNA zsekwen-
cjonowano. Aby scharakteryzowa¢ aktywno$¢ aptamerdw, otrzymano rekombinowane, aktywne prote-
olitycznie ektodomeny biatek ADAM10 oraz ADAM17 wykorzystujac system bakulowirusowy. Oczysz-
czone proteazy pozwolity na analize specyficznosci uzyskanych aptameréw, analize aktywnosci inhibi-
torowej (IC50) aptamerdéw w stosunku do reakcji proteolizy syntetycznego substratu.

Analizowano rowniez specyficznos¢ inhibitorowa aptameréw w stosunku do biatek ADAM10
i ADAM17 w ich naturalnym srodowisku btony komdrkowej. Badano wptyw aptameréw na migracje ko-
moérek mysiego czerniaka B16F 10 promowang przez biatka ADAM oraz na uwalnianie naturalnych sub-
stratow enzymow ADAM: TNF-u oraz receptora IL-6 z powierzchni komérek linii monocytarno-makrofa-
gowej RAW264.7 oraz B16F 10 typu dzikiego oraz takich, ktére pozbawiono ekspresji Adam17 sposo-
bami edycji genomu (TALEN w B16F10 i CRISPR/Cas9 w RAW264.7).

Dla sekwencji aptameru A10.a.1 przeprowadzono takze symulacje tworzenia struktur drugo-
i trzeciorzedowych z wykorzystaniem narzedzi bioinformatycznych.
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Przyktad 1

Selekcja aptameréw RNA pod katem otrzymania aptameréw anty-ADAM10 i anty-ADAM17
za pomocg sposobu cell-SELEX

Przeprowadzono dwie niezalezne selekcje aptamerow RNA za pomoca sposobu cell-SELEX ma-
jacych na celu: (i) otrzymanie aptamerow anty-ADAM10, z wykorzystaniem mysich linii komoérek: MEF
[8] (selekcja pozytywna) i MEF-ADAM10-/- [8] (selekcja negatywna) oraz (ii) aptamerow anty-ADAM17,
przy wykorzystaniu mysich linii komorek MEF, P388D1 (mysia linia monocytarno-makrofagowa (Ameri-
can Type Culture Collection, CCL-46™) (obie linie uzywane w selekcji pozytywnej) oraz MEF-ADAM17-
-/- [9] (selekcja negatywna). Sposob cell-SELEX prowadzono wedtug opublikowanego protokotu [79,
80], wykorzystujac biblioteke aptamerdw opisang przez Ulricha i wsp. [79, 80], z tg réznica, ze zamiast
frakcji mikrosomalnych wykorzystano cate, zywe komorki. Selekcje prowadzono wedtug schematu
przedstawionego na Figurze 1.

Pokrotce, pozytywne rundy selekcyjne przeprowadzane byly w nastepujacy sposéb:

Pule RNA, poddawano selekcji na komorkach P388D1 lub MEF. 15 ng RNA (~ 1 nmol) mieszano
z buforem CSB (roztwér wodny zawierajacy: 25 mM HEPES pH 7,4, 145 mM NaCl, 5,3 mM KClI,
1,8 mM CaClz, 1,7 mM MgClz, 30 uM ZnCl2) do kohcowej objetosci 91 pl i denaturowano (65°C, 10 min).
Bufor sporzadzono z odczynnikéw firmy Bioshop. Do roztworu dodawano 9 ul drozdzowego tRNA (Life
Technologies) o stezeniu 20 mg/ml i catos¢ inkubowano (RT, 10 min), aby czasteczki RNA przyjety
struktury trzeciorzedowe. Komorki P388D1 lub MEF przeptukiwano dwukrotnie PBS-em (Lonza) o tem-
peraturze 4°C, i uwalniano z szalki (® = 10 cm) silnym strumieniem PBS-u. Komarki wirowano (200 x
g, 5 min, 20°C), zawieszano w 500 pul buforu CSB (w zaleznosci od rundy selekcyjnej liczba komorek
miescita sie w zakresie od 1x10® do 1x107) i mieszano z przygotowang pulg RNA. Mieszanine inkubo-
wano przez 45 min w 37°C ratujac (20 rpm). Nastepnie komorki ptukano buforem CSB (po 500 wl) —
w zaleznosci od stosowanej presji selekcyjnej liczba ptukan wahata sie od 2 do 7, a zawieszone komorki
za kazdym razem zbierano poprzez wirowanie (800 x g, 2 min, 20°C). Po ostatnim ptukaniu komorki
zawieszano w 1 ml buforu CSB. Z komorek izolowano niskoczasteczkowe RNA za pomocg zestawu
PureLink® miRNA Isolation Kit (Invitrogen), ktory umozliwia wzbogacenie oczyszczonego RNA w cza-
steczki o wielkosci ponizej 100 nukleotydow.

Negatywne rundy selekcyjne przeprowadzano za pomoca sposobu opisanego ponizej:

Pule RNA uzyskana po kilku rundach selekcji pozytywnych, poddawano selekcji negatywnej. Po-
legata ona na inkubacji czasteczek RNA z komérkami mysich fibroblastow pozbawionymi ekspresji tar-
getowanej metaloproteazy — ADAM10 lub ADAM17. Komérki te powinny wigza¢ aptamery oddziatujgce
z wszystkimi powierzchniowymi czasteczkami fibroblastéw poza biatkami, odpowiednio, ADAM10 lub
ADAM17.

Komorki (w tym przypadku MEF-ADAM10-/- i MEF ADAM17-/-) oraz pule RNA przygotowywano
w ten sam sposob jak do selekcji pozytywnej, opisanej powyzej. Liczba wykorzystywanych komérek
MEF-ADAM10-/- i MEF-ADAM17-/- zmieniata sie w kolejnych rundach selekcji od 2x10° do 2x107. Po
30- lub 45-minutowej inkubacji komérek MEF-ADAM10-/- lub MEF-ADAM17-/- z pula RNA (37°C, rota-
cja: 20 rpm), komorki wirowano (800 x g, 2 min, 25°C). Czasteczki RNA, ktére nie zwigzaty sie do ko-
morek pozbawionych ekspresji targetowanej metaloproteazy denaturowano (65°C, 10 min), dodawano
do nich drozdzowy tRNA do kohcowego stezenia 0,3 mg/ml i inkubowano przez 10 min w 37°C. Tak
przygotowang pule RNA uzywano do selekcji pozytywnej na komérkach MEF lub P388D1 opisane;j
wyzej.

W celu uzyskania aptamerow rozpoznajagcych ADAM10 przeprowadzono 3 rundy selekcji pozy-
tywnej (komorki MEF) i 11 rund selekcji negatywno-pozytywnej (komérki MEF i MEF ADAM10-/-).

W celu otrzymania aptamerow rozpoznajacych ADAM17 przeprowadzono S rund pozytywnych
z wykorzystaniem komorek P388D1, 5 rund pozytywnych z wykorzystaniem komorek MEF oraz 8 rund
negatywno-pozytywnych z wykorzystaniem komoérek MEF i MEF ADAM 17-/-.

Aptamery anty-ADAM10

Po 14 rundach selekcyjnych zaprojektowanych w celu otrzymania aptameréw RNA anty-
ADAM10, przeprowadzono analize sekwencji aptamerow za pomoca programu ClustalX [81]. Do dal-
szych badan wybrano sekwencje bedace reprezentantami 4 najliczniejszych grup (A10.a.1, A10.b.2,
A10.c.4, A10.d.6), ktorych sekwencje zamieszczono ponizej w Tabeli 1.
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Tabela 1 Zestawienie sekwenciji aptameréw RNA wyselekcjonowanych za pomoca sposobu cell-SELEX jako
aptamery anty-ADAM10. Regiony state aptameréw zostaly przedstawione za pomoca pogrubionej czcionki, nato-
miast regiony zmienne zostaty podkreslone.

Nazwa aptameru | Sekwencja aptameru

Al10.a.1 GGGAGAAUUCAACUGCCAUCUAGCGUGAUUCGCUACUUUGGCCGUU

(SEQ ID NO 1) GCAGGGCCUGACACUACAAGCUUCUGGACUCGGU

A10.b.2 GGGAGAAUUCAACUGCCAUCUAGACUGAUGGUCUAUUUCAGCAGUA

(SEQ 1D NO 2) UUGAAUCGGAUGCUUGACUACAAGCUUCUGGACUCGGU

A10.c.4 GGGAGAAUUCAACUGCCAUCUAGUCGCCAGUUUGUGGACAGACUACU

(SEQ ID NO 3) E UCGCACGUUGAACUACAAGCUUCUGGACUCGGU

A10.d.6 GGGAGAAUUCAACUGCCAUCUAGACUGAUAGUCUACUUCGCACGUUG
AUAAGGUCUCUCGGGAGCACUACAAGCUUCUGGACUCGGU

(SEQIDNO4) |
i

Otrzymane aptamery zostaty poddane testom majacym na celu sprawdzenie ich specyficznosci
wigzania sie do biatka ADAM10 i ADAM17 (patrz Przyktad 2).

Przyktad 2

Zdolnosé wyselekcjonowanych aptameréw RNA do oddzialywania z ektodomenami biatek
ADAM10 (meADAM10_mFc) i ADAM17 (meADAM17_mFc)

Otrzymano i oczyszczono aktywne enzymatycznie, rekombinowane ektodomeny mysich biatek
ADAM10 (meADAM10_mFc)i ADAM17 (meADAM17_mFc) w systemie bakulowirusowym BaculoDirect
(Life Technologies) jako narzedzie dla potwierdzenia specyficznego oddziatywania aptamerow z ich
celami oraz zbadania ich wiasciwoéci inhibitorowych. Produkcje biatek prowadzono zgodnie z zamiesz-
czong instrukcja producenta. Pokrotce, biatka produkowane byty w komérkach owadzich SF9 (owadzia
linia komdérkowa pochodzaca ze Spodoptera frugiperda (Life Technologies)) transformowanych za po-
mocg bakulowirusa zawierajgcego sekwencje DNA kodujgce biatka meADAM10_mFc lub meA-
DAM17_mFc. Hodowle komérek SF9 zakazonych odpowiednim bakulowirusem prowadzono w zawie-
sinie przy ciagtym wytrzasaniu z szybkoscig 140 rpom w 27°C w pozywce ESF 921 (ExpressionSystems).
Dzieki temu, ze biatka fuzyjne zawierajace ektodomeny biatek ADAM miaty tez fragment Fc mysich
immunoglobulin mozna byto oczysci¢ je w jednostopniowej procedurze wykorzystujac chromatografie
powinowactwa na ztozu Protein G Sepharose 4 Fast Flow — GE Healthcare Life Sciences. Pozywki po
hodowli komoérek owadzich Sf9 zainfekowanych odpowiednimi wektorami bakulowirusowymi schto-
dzono na lodzie i zwirowano (10 000 x g, 5 min, 4°C). Nadsacz zbuforowano przez dodanie buforu BFN
10x (bufor fosforanowy 1 M, NaCl 1,5M, pH — 7,4; odczynniki pochodzace z firmy Bioshop) (1/9 objetosci
otrzymanego nadsaczu) i dodano do niego fenantroline z firmy Life Technologies (kohcowe stezenie:
1 mM) i PMSF z firmy Life Technologies (koncowe stezenie: 1 mM). Preparat przesgaczono przez filtr
(porowatos¢ 0,45 um). Rozdziat chromatograficzny prowadzono zgodnie z sposobem opisanym w [82].
Probke biatka naktadano z szybkoscia 0,5 ml/min w temperaturze 4°C. Niezwiazane biatka wymywano
buforem BFN, a biatka fuzyjne eluowano 0,1 M wodnym roztworem kwasu cytrynowego z firmy Bioshop
(pH 2,0) i eluaty natychmiast neutralizowano 2 M wodnym roztworem TRIS (firma Bioshop). Frakcje
zawierajace biatko potgczono i dializowano (przepuszczalnosé membrany < 10 kDa) do 20 mM wod-
nego roztworu buforu Tris-HCI pH 7,4 z dodatkiem 150 mM NaCl (Bioshop). W otrzymanym preparacie
oznaczano stezenie biatka sposobem BCA wykorzystujac albumine (Bioshop) jako standard wedtug
sposobu opisanego w [83].
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Wyselekcjonowane aptamery A10.a.1, A10.b.2, A10.c.4, A10.d.6, A17.e.5, A17f.7 i A17.g.3 ana-
lizowano pod katem ich zdolnosci do oddziatywania z biatkami meADAM10_mFc i meADAM17_mFc
wykorzystujac test ELONA. W celu zaadaptowania otrzymanych aptamerow RNA tego testu, konieczne
byto ich wyznakowanie na jednym z korncdéw czasteczka biotyny. W tym celu wykorzystano zestaw
5'EndTag™ Nucleic Acid Labeling System (Vector Laboratories) stosujac protokét dostarczony przez
producenta. Do optaszczania ptytek wykorzystano biatka meADAM10_mFc lub meADAM17_mFc lub
BSA - stanowigca kontrole negatywna (wszystkie w stezeniu 10 ug/ml w buforze boranowym pH 8,4).
Inkubacje biatek prowadzono przez noc w 4°C. Wolne miejsca na powierzchni dotkéow blokowano 3%
roztworem BSA w PBS (1 h, 37°C). Nastepnie do dotkdw natozono préobki zbiotynylowanych aptamerow
(1 ug/ml PBS). Inkubacje prowadzono przez 2 h w 37°C. Po przeptukaniu ptytek (5x, 200 ul PBS) zwia-
zane aptamery wykrywano roztworem streptawidyny-HRP firmy R&D numer katalogowy DY998 (1:500
w 0,5% BSA/PBS, 45 min w 37°C). Aktywnos¢ HRP oznaczano wykorzystujac odczynniki TMB Sub-
strate Reagent Set (BD OptEIA) i mierzac absorbancje (A = 450 nm) z wykorzystaniem czytnika mikro-
ptytek UV-VIS VersaMax (Molecular Devices).

Wyniki wskazaty na otrzymanie szesciu sekwencji o bispecyficznym charakterze oraz jednej
(A10.a.1), ktéra specyficznie wiaze meADAM10_mFc. Otrzymane wyniki przedstawiono na Figurze 2.

Przyktad 3

Wiasciwosci inhibitorowe aptameréw RNA wzgledem metaloproteaz meADAM10_mFc,
meADAM17_mFc i meADAM9

W celu sprawdzenia wtasciwosci inhibitorowych otrzymanych aptameréw RNA, przeprowadzono
test, w ktérym badano aktywnos$¢ w stosunku do syntetycznego, wrazliwego peptydu pochodzacego
z proTNF, po ich wczesniejszej inkubacji z badanymi aptamerami RNA. Intensywnos¢ fluorescenciji,
pojawiajacej sie w wyniku zniesienia jej wygaszania w substracie, odzwierciedla ilos¢ uwolnionego pro-
duktu, bedaca miara aktywnosci enzymatycznej biatek ADAM.

Aktywno$¢ enzymatyczng rekombinowanych meADAM10_mFc i meADAM17_mFc a takze me-
ADAMS9 (pochodzacy z firmy R&D) w obecnosci lub bez dodatku testowanych aptameréw oznaczano
wykorzystujac fluoroforogenny substrat Mca-P-L-A-Q-A-V-Dpa-R-S-S-S-R-NH: (Fluorogenic Peptide
Substrate Il firmy R&D). Jest to peptyd zawierajacy fluorescencyjng grupe kumaryno-7-metoksylowa
Zlokalizowang w Mca (amid kwasu kumaryno-7-metoksy-4-karboksylowy). Emitowana fluorescencja
jest wygaszana poprzez rezonansowy transfer energii na grupe 2,4-dinitrofenylowa w Dpa (N-3-(2,4-
-dinitrofenylo)-L-2,3-diaminopropionian). Sekwencja peptydu odpowiada fragmentowi pro-hTNF (Pro’2-
Arg®?) rozpoznawanego przez ADAM9, ADAM10 i ADAM17 i zawierajacego wigzanie peptydowe Ala-
Val hydrolizowane przez te enzymy. Hydroliza tego wigzania znosi wygaszanie fluorescencji, a wiec
wywotuje wzrost fluorescencji. Stezenia enzymdw w tescie dobrano eksperymentalnie i wynosity one
dla meADAM9 - 80 nM, meADAM10_mFc — 40 nM, a dla meADAM17_mFc — 4 nM.

Przed eksperymentem badane aptamery lub pule aptameréw RNA przed selekcja denaturowano
w 65°C przez 10 min, a nastepnie schtadzano do temperatury pokojowej przez 10 min. Nastepnie prze-
prowadzano preinkubacje biatek meADAM9Y, meADAM10_mFc lub meADAM17_mFc z badanymi apta-
merami (1 uM) lub pulg aptamerow RNA przed selekcjg (1 uM). Kontrolg negatywna testu zahamowania
aktywnosci biatek ADAM byta woda dodana w takiej samej objetosci jak badane aptamery. Objetos¢
catkowita kazdej mieszaniny wynosita 50 ul. Preinkubacje prowadzono w dotkach ptytki 96-dotkowej do
pomiarow fluorescencji w termomikserze firmy Eppendorf (37°C, 45 min, 500 rpm), a nastepnie do kaz-
dej mieszaniny dodawano 50 pul substratu (5 uM; stezenie dobrane eksperymentalnie) rozpuszczonego
w buforze FPS (roztwor wodny sktadajacy sie z: 25 mM tris-HCI pH 9; 2,5 uM ZnClz; 0,005% w/o Brij-
35; odczynniki pochodzity z firmy Bioshop)). Intensywnos¢ fluorescencji produktu mierzono podczas
jednogodzinnej inkubacji w 37°C, w czytniku do mikroptytek Synergy H1 (BioTek), stosujac nastepujace
ustawienia: wzbudzenie A = 320 nm, emisja A = 405, pomiar odgérny. Wyniki doSwiadczenia wskazaty,
ze A10.a.1 specyficznie hamuje aktywno$¢ ADAM10. Zaden z aptameréw nie hamuje aktywnosci
ADAMO. Wyniki przedstawiono na Figurze 3.

Do wyznaczenia parametru IC50 wykorzystano zmienne stezenia aptameréw wykonane metoda
seryjnych rozcienczeh w zakresie od 2 uM do 1 nM. Preinkubacje prowadzono w dotkach ptytki
96-dotkowej do pomiardw fluorescencji w termomikserze (37°C, 45 min, 500 rpm), a nastepnie do kazde;j
mieszaniny dodawano 50 ul substratu (5 uM; stezenie dobrane eksperymentalnie) rozpuszczonego
w buforze FPS. Intensywno$¢ fluorescencji produktu mierzono podczas jednogodzinnej inkubac;ji
w 37°C, w czytniku do mikroptytek Synergy H1 (BioTek), stosujac nastepujace ustawienia: wzbudzenie
A = 320 nm, emisja A = 405, pomiar odgorny. Na podstawie otrzymanych danych wykreslono krzywa
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zaleznosci intensywnosci fluorescencji produktu od stosowanego stezenia aptameru dzieki czemu wy-
znaczono parametr IC50 [84]. Wyniki opracowano przy wykorzystaniu programu GraphPad Prism 6.01
(GraphPad Software). Dla trzech aptamerow-inhibitoréw, wyznaczono nastepujace wartosci parametru
IC50 czyli stezenia aptamerow potrzebnego do potowicznego zahamowania aktywnosci enzymatyczne;j.
Otrzymano nastepujace wartosci:

— w stosunku do meADAM10_mFc: A10.a.1 — 32 nM, A10.d.6 — 118 nM, A17.e.5—- 131 nM

— w stosunku do meADAM17_mFc: A10.a.1 —>1000 nM, A10.d.6 — 227 nM, A17.e.5 — 188 nM.

Otrzymane wyniki przedstawiono na Figurze 4.

Przyktad 4

Wplyw aptameréw A10.a.1, A10.d.6 i A17.e.5 na linie komérek B16F10 oraz B16F10-
-ADAM17-/-.

W celu potwierdzenia skutecznosci dziatania aptameréw A10.a.1, A10.d.6 i A17.e.5 w uktadzie
biologicznym, otrzymano nowa linie komorek: B16F10-ADAM17-/- (z zastosowaniem sposobu edycji
genomu TALEN zgodnie z zaleceniami twércow metody [85, 86] przy wykorzystaniu zestawu plazmidow
pC-GoldyTALEN [87] i Golden Gate TALEN [88]).

Linia komorek B16F10-ADAM17-/- powstata poprzez zastosowanie sposobu TALEN (rozpozna-
wane sekwencje przez biatka TALEN znajdowaty sie w egzone2 genu Adam17: STGATTCTTT-
GCTCTCAZJ' — ni¢ sensowna i 5’GAATCGATTATAAGTCG3' — ni¢ antysensowna) za pomoca, ktérego
wprowadzone zostaty mutacje polegajace na delecji 28 nukleotyddéw w pozyciji 314-341 w jednym allelu
oraz insercji GG pomiedzy 327 a 328 nukleotydem w drugim allelu w egzonie 2 genu Adam17.

Przeprowadzono test sprawdzajacy wptyw otrzymanych aptameréw RNA na migracje komodrek
B16F10. Pokrotce, komérki B16F10 lub B16F 10-ADAM17-/- wysiewano w ilosci 1x10° na dotek ptytki
dwunastodotkowej w pozywce hodowlanej (1 ml) zawierajacej 2% FBS. Po zaadherowaniu komérek do
powierzchni ptytki (ok. 3 h) dodawano badane RNA, inhibitory (kontrole pozytywne) lub odpowiednie
rozpuszczalniki (kontrole odczynnikowe). Opis testowanych odczynnikéw wraz z podaniem stosowa-
nych stezeh zebrano w Tabeli 3 ponize;.

Tabela 3. Zestawienie testowanych odczynnikéw (wraz ze stezeniami) wykorzystywanych przy badaniu wptywu
aptameréw RNA na aktywno$¢ biologiczng ADAM10 i ADAM17.

Rodzaj testowanego | Testowany odczynnik

odczynnika

badane RNA ¢ aptamery RNA (250 pM)
pula aptamerow przed selekcjg (250 pM) - kontrola
negatywna

inhibitory GM6001 (25 pM) - kontrola pozytywna, firma Life
Technologies

£ GI254023X (20 pM) - kontrola pozytywna, firma Life
Technologies - i
rozpuszczalniki bufor CSB — dodana objetosc: taka sama jak testowanych
. RNA
DMSO?! - dodana objetosé: taka sama jak GM6001 i
GI1254023X; DMSO z firmy Bioshop
lkoAcowe stezenie DMSO nigdy nie przekraczato 0,1%.

Testowane RNA wstepnie denaturowano (10 min, 65°C), a nastepnie, aby umozliwi¢ im przyjecie
natywnej struktury, inkubowano przez 10 min w temperaturze pokojowej. Po 48 h w monowarstwie ko-
moérek wykonywano zadrapanie (,rane”) zotta koncowka od pipety automatycznej, wskutek czego otrzy-
mywano przerwe w monowarstwie komorek o szerokosci ok. 0,3 mm. Monowarstwe przeptukiwano
PBS-em, dodawano po 2 ml pozywki DMEM (Lonza) bez surowicy z dodatkiem tych samych substancji,
w tych samych stezeniach, co podczas hodowli przed zranieniem (Tabela 3). Kilka konkretnych miejsc
kazdej z ,ran” fotografowano w chwili rozpoczecia eksperymentu (czas 0) i po 18 h. Zdjecia w jasnym
polu wykonano przy uzyciu kamery DFC450C wspotpracujacej z mikroskopem DM IL LED fluo (Leica
Microsystems).
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Powierzchnie zarosniecia rany analizowano za pomocg programu TScratch. Program ten wyzna-
cza granice pomiedzy monowarstwa komarek, a pusta przestrzenia ptytki i stosuje algorytm obliczajacy
powierzchnie ,rany” jako procent powierzchni zdjecia [89]. Do obliczenia powierzchni zaro$nietej przez
migrujace komorki zastosowano ponizszy wzor:

(% 0h—%18h) x 0,55 mm?
100%

gdzie: % 0 h oraz % 18 h — powierzchnie rany w stosunku do powierzchni zdjecia wyrazone w %
w czasie 0 i po 18 h godzinach; 0,55 mm? — powierzchnia wykonanego zdjecia o wymiarach 0,85 mm x
0,64 mm.

Wykazano, ze aptamer A10.a.1, hamuje migracje komdrek mysiego czerniaka B16F10 w tescie
zarastania rany. Wyniki przedstawiono na Figurze 5.

Komorki B16F10 oraz B16F10-ADAM17-/- przejsciowo transfekowano skonstruowanym, stan-
dardowymi metodami, plazmidem kodujacym ludzka forme biatka TNF — pcDNAS3.1/zeo(-)_EGFP-
hTNF-TdTOMATO. W ten sposdb komorki te otrzymaty zdolnos¢ do ekspresiji substratu ADAM10
i ADAM17, ktorym jest TNF.

In vivo TNF jest substratem przede wszystkim dla ADAM17. Stymulacja komorek in vitro przez
PMA powoduje szybkie uwalnianie rozpuszczalnej formy TNF dzieki aktywacji ADAM17.

Stymulacja komorek in vitro jonomycyna wywotuje podobny efekt jak PMA, natomiast w tym przy-
padku za uwalnianie TNF odpowiedzialny jest ADAM10. Stosowanie odpowiednich induktoréw pozwala
rozrozni¢ aktywnos$¢ biatek ADAM w stosunku do badanego, wspdlnego substratu.

Po 96 h po transfekcji komorki B16F10 lub B16F 10-ADAM17-/- wysiano na ptytki 96-dotkowe
(2x10%w 100 pl pozywki na dotek). Po 24 h zmieniono pozywke na bezsurowicza i inkubowano komorki
z badanymi aptamerami lub inhibitorami (w takich samych zakresach stezen i z takimi samymi kontro-
lami jak opisano w Przyktadzie 4, Tabela 3) przez 1 h, a nastepnie zmieniono pozywke na PBS lub PBS
zawierajacy: PMA (100 ng/ml) z firmy Life Technologies lub jonomycyne (500 ng/ml) z firmy Life Tech-
nologies lub taka sama objetos¢ DMSO. Po 30 min inkubacji, zbierano PBS znad komorek, wirowano
i w nadsaczach oznaczano stezenie hTNF stosujac sposéb ELISA opracowany w Zaktadzie Biochemii
Komorki UJ wykorzystujacy wtasne przeciwciata monoklonalne i poliklonalne. Pokrotce, test przepro-
wadzono zgodnie ze standardowym protokotem [90] uzywajac do optaszczania ptytek szczurzych poli-
klonalnych immunoglobulin anty-hTNF (2 ng/ml w buforze boranowym pH 8,4), a do detekcji — biotyny-
lowanych, mysich, monoklonalnych IgG (0,5 ng/ml w PBS/1% BSA) oraz roztworu streptawidyny sprze-
gnietej z HRP (200x rozcienczonej PBS/1% BSA, z firmy R&D). Do blokowania uzyto 3% roztwor BSA
w PBS-ie. Aktywnos$¢ HRP oznaczano tak, jak opisano w Przyktadzie 2. Otrzymane wyniki przedsta-
wiono na Figurze 6.

Otrzymane wyniki wskazujg na mozliwos¢ zahamowania aktywnosci ADAM10 jako szedazy
TNF-u, przez aptamer A10.a.1.

Przyktad 5

Wplyw badanych aptameréw RNA na uwalnianie substratu szedaz — TNF, z powierzchni
mysich komérek RAW264.7 oraz RAW264.7-ADAM17-/-

W celu potwierdzenia skuteczno$ci dziatania aptameru A10.a.1, w uktadzie biologicznym, otrzy-
mano druga nowa linie komorek: RAW264.7-ADAM17-/- za pomoca sposobu edycji genomu CRI-
SPR/Cas9 [91]).

Komorki RAW264.7-ADAM17-/- otrzymane za pomoca sposobu CRISPR/Cas9 (targetowano se-
kwencje w obrebie egzonu 2 genu Adam17: 5GTGCTGCTGAATATTAGCTAAGG3') posiadajg w obre-
bie egzonu 2 genu Adam17 dwie delecje: w jednym allelu 7-nukleotydowg w pozycji od 340 do 346 genu
Adam17 oraz w drugim allelu — 4-nukleotydowg w pozycji od 343 do 346.

Wykazano, Ze testowane aptamery hamuja uwalnianie substratu szedaz — TNF-u, réwniez z po-
wierzchni mysich komdrek RAW264.7. Wyniki, przedstawione na Figurze 7, potwierdzity specyficznos¢
aptameru A10.a.1 w stosunku do ADAM10. Zahamowanie uwalniania mysiego TNF w komdrkach
RAW264.7 za pomoca otrzymanych aptameréw RNA mierzono wykorzystujac test ELISA oceniajacy
stezenie rozpuszczalnej formy TNF w pozywce hodowlane]. Pokrotce, komarki linii RAW264.7 lub
RAW264.7-ADAM17-/- wysiewano na ptytki 96-dotkowe (8x10* komdrek w 50 ul pozywki na dotek). Po
18 h zmieniano pozywke na swieza bezsurowiczg (50 pl) z dodatkiem LPS-u (50 ng/ml) oraz badanym

powierzchnia zarosnieta przez komorki =

]
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odczynnikiem wedtug danych zebranych w Tabeli 3, Przyktad 4. RNA uprzednio denaturowano i rena-
turowano jak opisano w Przykiadzie 4. Po 3 h komorki przeptukiwano dwukrotnie PBS-em (100 pl)
i dodawano po 60 pl bezsurowiczej pozywki zawierajacej badany odczynnik (Tabela 3, Przykiad 4) z ta
réznica, ze do niektdrych dotkow dodawano aktywatoréw biatek ADAM17 i ADAM10, odpowiednio PMA
(100 ng/ml) lub jonomycyny (500 ng/ml) lub taka sama objeto$¢ DMSO (rozpuszczalnik PMA i jonomy-
cyny). Inkubacje prowadzano przez 45 min, po czym pozywki znad komaorek zbierano i wirowano (250
x g, 5 min, RT). W nadsaczach oznaczano stezenie mTNF sposobem ELISA wykorzystujac komercyjny
zestaw odczynnikéw (Mouse TNF-alpha DuoSet ELISA, R&D) i postepujac zgodnie z zaleceniami pro-
ducenta. Aktywnos$¢ HRP, z ktéra byty sprzegniete przeciwciata detekcyjne oznaczano wykorzystujac
odczynniki TMB Substrate Reagent Set (BD OptEIA) i mierzac absorbancje ( = 450 nm). Wyniki przed-
stawiono na Figurze 7.

Przyktad 6

Wplyw wybranych aptameréw na poziom uwalniania receptora IL-6 z powierzchni mysich
komérek RAW264.7 oraz RAW264.7-ADAM17-/-

Wynik zahamowania migracji komérek przez aptamery sugerowat, ze aktywnos¢ inhibitorowa ap-
tamerow nie ogranicza sie do hamowania proteolizy TNF, jednak postanowiono zweryfikowac te hipo-
teze badajac ich wptyw na uwalnianie innego substratu obu szedaz — receptora IL-6 (IL-6R). Aby po-
twierdzi¢ hamujacy wplyw wybranych aptameréw na poziom jego uwalniania, przeprowadzono test,
w ktorym komorki RAW264.7 i RAW264.7-ADAM17-/- stymulowano PMA lub jonomycyna. Pokrotce,
Komorki linii RAW264.7 lub RAW264.7-ADAM17-/- wysiewano na ptytki 96-dotkowe (1x10° komorek
w 50 ul pozywki na dotek). Po 18 h zmieniano pozywke na swiezg bezsurowicza (50 ul) z dodatkiem
badanego odczynnika wedtug danych zebranych w Tabeli 3, Przyktad 4. RNA uprzednio denaturowano
i renaturowano jak opisano w Przykfadzie 4. Po 1 h inkubaciji, komorki przeptukiwano dwukrotnie PBS-
em (100 pl) i dodawano po 60 ul bezsurowiczej pozywki lub bezsurowiczej pozywki zawierajacej akty-
watory PMA (100 ng/ml) lub jonomycyne (500 ng/ml) lub bezsurowiczej pozywki z dodatkiem DMSO
0 objetosci takiej samej jak jonomycyny lub PMA. Pozywki z dotkéw zawierajacych jonomycyne i odpo-
wiednie kontrole zbierano po 30 min inkubacji, natomiast zawierajace PMA i odpowiednie kontrole po
2 h inkubacji. Pozywki znad komorek wirowano (250 x g, 5 min, RT), a nastepnie oznaczano stezenie
rozpuszczalnej formy receptora IL-6 za pomoca testu ELISA wykorzystujac zestaw Mouse IL-6R-alpha
DuoSet ELISA (R&D). Odstepstwem od protokotu zataczonego przez producenta byty zredukowane
o potowe (do 50 ul) objetosci wykorzystywanych przeciwciat oraz probek a takze standardow do krzywe;.
Analize tego sposobu ELISA prowadzono tak samo, jak opisano dla Przykiadu 5 a wyniki przedstawia
Figura 8.

Pomiar poziomu uwalniania rozpuszczalnej formy receptora dla IL-6 potwierdzit inhibitorowy cha-
rakter aptameru A10.a.1, w stosunku do biatka ADAM10.

Przyktad 7

Modele struktur drugo- i trzeciorzedowych wybranych aptameréw RNA

Dla aptameru-inhibitora przeprowadzono symulacje bioinformatyczne, ktérych efektem sg mo-
dele struktur drugo- i trzeciorzedowych, wyznaczonych za pomocg programéw, odpowiednio mFold [92]
oraz SImRNAweb [93]. Analiza wygenerowanych struktur drugorzedowych pozwolita réwniez na wyzna-
czenie wartosci energii swobodnej Gibbsa, okreslajacej mozliwos¢ spontanicznego tworzenia przedsta-
wionych struktur dla wszystkich trzech aptameréw. Otrzymane wyniki AG w granicach -15 — 20 kcal/mol
wskazuja, Ze tworzone struktury sa bardzo stabilne.

Symulacja struktury drugorzedowej aptameru A10.a.1 zostata wygenerowana dla statej tempera-
tury fatdowania rownej 37°C (Fig. 9A). W obrebie otrzymanej architektury zidentyfikowano dwie petle:
(/) petla utworzona pomiedzy dtugim (14-nukleotydowym) oraz krotkim (6-nukleotydowym) odcinkiem
helikalnym (A1sUCU21A3sCUUU2e) z ktdrych A1s i Uz oraz Uz1 i Ass zamykaja petle tworzac pary zasad
stabilizowane wigzaniami wodorowymi, (ii) petla utworzona na koncu krotkiego, szescionukleotydowego
odcinka helikalnego, w skfad ktérej wchodzi 7 nukleotyddw G2sUGAUUCS4, z ktorych petle zamykaja
Gas i C31tworzace pare nukleotydowa stabilizowana wigzaniami wodorowymi. Przeprowadzono réwniez
symulacje struktury aptameru A10.a.1 pozbawionego sekwencji ACUACAAGCUUCUGGACUCGGU na
koncu 5' wchodzgcej w sktad regionu statego. Zabieg ten spowodowat utworzenie struktury wykazujgcej
bardzo duze podobienstwo do motywu opisanego dla aptameru A10.a.1 o petnej diugosci (Fig. 9B).

Obie wygenerowane struktury drugorzedowe cechujg podobne wartosci energii swobodnej
Gibbsa AG = -18,9 kcal/mol i AG = -18,0 kcal/mol, okreslajacej mozliwos¢ spontanicznego tworzenia
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przedstawionych struktur. Wyniki te sugeruja, ze zaznaczony na szaro motyw moze bra¢ udziat w bez-
posrednim oddziatywaniu z mysim biatkiem ADAM10. Aby sprawdzi¢, czy zlokalizowany motyw apta-
meru nie jest angazowany w oddziatywanie z innymi elementami struktury trzeciorzedowej, przeprowa-
dzono symulacje fatdowania 3D dla aptameru A10.a.1 (Fig. 9C). Otrzymany wynik wykazat, ze zidenty-
fikowany motyw aptameru A10.a.1 nie jest zastaniany przez pozostatg czesc¢ struktury.

Podsumowujac otrzymane wyniki mozna stwierdzi¢, ze struktury wszystkich analizowanych ap-
tamerdw sa rézne oraz tworza motywy, ktére nie oddziatujg z pozostatymi regionami aptameréw. Ziden-
tyfikowane struktury moga by¢ odpowiedzialne za oddziatywanie z docelowymi biatkami. Przeprowa-
dzona in silico analiza struktur fragmentéw zmiennych wybranych aptameréw wskazuje na to, ze na ich
tworzenie nie wptywa znaczaco obecno$¢ czesci statych. Jest to istotne, gdyz na ogdt w analizach in
vivo wykorzystuje sie jedynie fragmenty zmienne specyficznie oddziatujace z celem.

W dalszej perspektywie badan konieczne bedzie przeprowadzenie dodatkowych testéw spraw-
dzajacych specyficzno$¢ oddziatywania oraz specyficznos¢ inhibitorowg otrzymanych aptamerow RNA
wzgledem innych biatek z rodziny ADAM oraz MMP.

Otrzymany aptamer powinien by¢ poddany modyfikacjom chemicznym polegajacym na przyta-
czeniu czasteczki/czasteczek PEG do konca 3' lub 5' sekwencji aptameru, co zwiekszy jego mase cza-
steczkowa. Zabieg ten z jednej strony poprawi parametry farmakokinetyczne (zmniejszenie klirensu
nerkowego) aptameru a z drugiej zwiekszy jego stabilnos¢. Po przeprowadzeniu tego typu modyfikacji
mozliwe bedzie sprawdzenie wtasciwosci otrzymanego aptameru RNA w warunkach in vivo. Badania
tego typu dadza odpowiedZ? na temat mozliwosci stosowania prezentowanego wynalazku w terapiach
chordb o podtozu chronicznych standw zapalnych oraz choréb nowotworowych. Konieczne bedzie takze
sprawdzenie wasciwosci inhibitorowych aptameréow RNA w stosunku do ludzkiego biatka ADAM10.

Opisany aptamer RNA posiada rowniez potencjat diagnostyczny. Po przytaczeniu odpowiedniego
znacznika (fluoroforu, izotopu itp.) mozliwe bedzie jego wykorzystanie jako molekularnej sondy stoso-
wanej w pracy laboratoryjnej oraz diagnostyce medycznej. Ciekawym pomystem moze by¢ stworzenie
detektorow wykorzystujacych zjawisko FRET lub wygaszanie fluorescencji. Jesli w obrebie struktury
aptameru dochodzi do znaczacych zmian przestrzennych generowanych zwiazaniem do biatka
ADAM10, to po przytaczeniu do korncow 5' i 3' pary fluorofor-wygaszacz, mozna otrzymac¢ sonde mole-
kularng okreslang jako ,molecular beacon” [95].

Poniewaz w wielu typach nowotworéw obserwuje sie nadekspresje biatka ADAM10, by¢é moze
prezentowany aptamer bedzie mozna wykorzysta¢ jako narzedzie wspomagajace dla oceny stopnia
zaawansowania choroby lub okres$lenia najlepszej strategii terapeutyczne;.

Kolejnym potencjalnym zastosowaniem aptameréw moze by¢ stosowanie ich jako nosnikéw le-
kow w celowanej terapii.
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LISTA SEKWENCJI

<120> Tytut: Aptamer RNA hamujacy aktywnos¢ proteolityczng mysiej metaloproteazy

ADAM10

<130> 32672/17
Sekwencja

<213> Sekwencja sztuczna
<400>

gEgagaauuc aacugccauc Uagcgugauu cgcuacuuug geccguugeag ggecugacac 60

uacaagcuuc uggacucggu 80
<212> RNA

<211> 80

SEQIDNO1

Sekwencja

<213> Sekwencja sztuczna

<400>

gEgagaauuc aacugecauc uagacugaug gucuauuuca geaguauuga aucggaugeu 60

ugacuacaag cuucuggacu cggu 84
<212> RNA

<211> 84

SEQ IDNO 2

Sekwencja

<213> Sekwencja sztuczna

<400>

gggagaauuc aacugccauc Uagucgecag uuuguggaca gacuacuucg cacguugaac 60

uacaagcuuc uggacucggu 80
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<212> RNA

<211> 80

SEQID NO 3

Sekwencja

<213> Sekwencja sz2tuczna
<400>

ggEagaallc aacugecauc uagacugala gucuacuucg cacguugaua aggucucucg

ggagcacuac aagcuucugg acucggu 87
<212> RNA

<211> 87

SEQIDNO 4

Sekwencja

<213> Sekwencja sztuczna

<400>

gggagaauuc aacugccauc uacagaugac Cgguccuagu gaccuguccu auuuggaguu

gaacuacaag cuucuggacu cggu
<212> RNA

<211> 84

SEQIDNOS5S

Sekwencja

<213> Sekwencja sztuczna
<400>

gggagaauuc aacugecauc Uacaucguag aucgeucuug acucucgacy uuggguuugg

acacuacaag cuucuggacu cggu 84
<212> RNA

<211> 84

16

60

84

60
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SEQIDNO6

Sekwencja

<213> Sekwencja sztuczna
<400>

gEgagaauuc aacugccauc uaggugaugg UggUCUCggU UCUguCuUUgg uacuugacug

uuugucaacu acaagcuucu ggacucggu 89
<212> RNA
<211> 89

SEQIDNO 7

60
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Zastrzezenia patentowe

. Aptamer wykazujacy powinowactwo do biatka ADAM10 zawierajgcy sekwencje nukleotydowag

o SEQ ID NO 1 lub jej region zmienny, lub sekwencje kwasu nukleinowego hybrydyzujacego
specyficznie w ostrych warunkach roztworu hybrydyzacyjnego z kwasem nukleinowym stano-
wigcym ni¢ komplementarna do kwasu nukleinowego o sekwencji SEQ ID NO 1.

. Aptamer wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze zawiera region zmienny sekwencji SEQ 1D

NO 1.

. Aptamer wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze regionem zmiennym SEQ ID NO 1 jest:

5'GCGUGAUUCGCUACUUUGGCCGUUGCAGGGCCUGACS'.

. Aptamer jak okreslono w ktérymkolwiek z zastrz. 1-3 do zastosowania hamowania aktywnosci

biatka ADAM10.

. Kompozycja farmaceutyczna, znamienna tym, ze zawiera aptamer jak okreslono w ktérym-

kolwiek z zastrz. 1-3.

. Aptamer jak okreslono w zastrz. 1-3 lub kompozycja farmaceutyczna jak okreslono w zastrz. 5

do zastosowania w leczeniu choroby mediowanej biatkiem ADAM10.

. Aptamer do zastosowania wedtug w zastrz. 6, przy czym leczong chorobg mediowang biat-

kiem ADAM10 jest stan zapalny lub nowotwor.
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