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(57)Anotace:

Predkladané feSeni se tyka nukleovych kyselin, které plisobi s
vysokou afinitou jako ligandy tenascinu-C. Dale se feSeni
tyka zplisobu identifikace a piipravy vysokoafinitnich
ligandovych nukleovych kyselin k tenascinu-C. Dile se feSeni
tyka ligandovych nukleovych kyselin k tenascinu-C s
vysokou afinitou, RNA ligandi k tenascinu-C a
oligonukleotidd obsahujicich derivaty chemicky
modifikované v poloze 2 purini a pyrimidind. Dale se feSeni
tyka RNA ligandi k tenascinu-C, které obsahuji modifikace
skupinami 2'-F a 2"-OMe. Dale se feSeni tyka zplsobl
detekce nemoci v biologické tkani, kde je exprimovan
tenascin-C.
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Nukleové kyseliny jako ligandy tenascinu-C

Oblast techniky

Predkladany vyndlez se tyka nukleovych kyselin, které
pisobi s vysokou afinitou jako ligandy tenascinu-C. Dale se
vynédlez tykd  zpusobu identifikace a zpusobl pIipravy
vysokoafinitnich ligandovych nukleovych kyselin k tenascinu-C.
Pro identifikaci takovych nukleovych kyselin byl pouzit zpisob
SELEX, co? je akronym z terminu "Systematic Evolution of
Ligands by Exponential enrichment”. Dale se vynédlez tyka
ligandovych nukleovych kyselin k tenascinu-C s vysokou
afinitou, RNA ligandl k tenascinu-C a oligonukleotidd
obsahujicich derivéty chemicky modifikované v poloze 2' purinu
a pyrimidini. D&le se vynalez tykd RNA ligandl k tenascinu-C,
které obsahuji modifikace skupinami 2'-F a 2'-OMe.
Oligonukleotidy podle vynédlezu jsou u¥ite®né jako diagnosticka

a/nebo terapeutickd ¢inidla.

D vadni A4 ik

Tenascin-C je hexamerni glykoprotein velikosti 1,1 aZ
1,5x10° (Da), lokalizovany primdrné v extraceluldrni matrix.
Tenascin-C je exprimovadn bé&hem embryogenese, hojeni poranéni,
a neoplazie, coZz vede k pfedstavé o tom, Ze tento protein
hraje roli p¥i p¥estavbé (remodelingu) tkéni (Erickson and
Bourdon (1989) Annu Rev Cell Biol 5:71-92). Proces neoplézie
zahrnuje také p¥estavbu tkéni, a tenascin-C je nadmérné
exprimovédn v mnoha typech niddort v&. nap¥. karcinomu plic,

prsu, prostaty, tlustého st¥eva, astrocytomi, glioblastomu,



melanomt a sarkomd (Soini et al. (1993) Am J Clin Pathol 100
(2) :145-50; Koukoulis et al. (1991) Hum Pathol 22(7):636-43:
Borsi et al. (1992) Int J Cancer 52(5):688-92; Koukoulis et
al. (1993) J Submicrosc Cytol Pathol 25(2):285-95; Ibrahim et
al. (1993) Hum Pathol 24(9):982-9; Riedl et al. (1998) Dis
Colon Rectum 41(1):86-92; Tuominen and Kallioinen (19%94) J
Cutan Pathol 21(5):424-9; Natali et al. (1990) Int J Cancer
46(4) :586-90; Zagzag et al. (1995) Cancer Res 55(4):907-14;
Iiasegawa et al. (1997) Acta Neuropathol (Berl) 93(5):431-7;
Saxon et al. (1997) Pediatr Pathol Lab Med 17(2):259-66;
Hasegawa et al..(l995) Hum Pathol 26 (8):38-45). Kromé& toho je
tenascin-C nadm&rné& exprimovdn pIi hyperproliferativnich
onemocnénich kiZe jak je nap¥. psoriéza (lupénka) (Schalkwijk
et al. (1991) Br J Dermatol 124(1):13-20) a Vv atero-
sklerotickych 1ézich (Fukumoto et al. (1998) J Atheroscler
Thromb 5(1) :29-35; Wallner et al. (1999) Circulation
99(10) :1284-9) . Radioaktivn& znalené protiléatky, které se vazi
na tenascin-C, jsou u¥ivadny pro zobrazovéni a terapii nédoru
v klinické praxi (Paganelli et al. (1999) Eur J Nucl Med
26(4) :348-57; Paganelli et al. {(1994) Eur J Nucl Med
21(4) :314-21: Bigner et al. (1998) J Clin Oncol 16(6) :2202-12;
Merlo et al. (1997) Int J Cancer 71(5):810-6) .

Aptamery proti tenascinu-C jsou potenciidlné& uZite&né pro
diagnostiku a terapii nédord, aterosklerdézy a psoridzy. Ve
srovnani s protilétkami jsou aptamery malé molekuly, 7000 aZ
20000 (Da), clearance z krve Jje velmi rychld, a 1lze je
p¥ipravit chemickou syntézou. Velmi rychléd clearance z krve je
dile¥itd pro in vivo diagnostické zobrazovaci metody, kde
hladiny v krvi jsou primdrnim faktorem urdujicim pozadi rusici
kvalitu zobrazeni. Rychld clearance z krve je dileZitd i pro

terapii, a sice tam, kde hladina v krvi prispivad k toxicité.



Technologie SELEX dovoluje rychlou izolaci aptameru a
chemickd syntéza dovoluje snadnou a mistné-specifickou
konjugaci aptamerl s celou Yadou inertnich a bioaktivnich
molekul. Aptamer k tenascinu-C by proto byl uZite&ny pro
terapii nadorl nebo pro in vivo a ex vivo diagnostické
zobrazovani a/nebo pro p¥enos ruznych terapeuticky G&innych
%inidel v komplexu s ligandovou nukleovou kyselinou tenascinu-
C pro lé¢eni nemoci, p¥i kterych je tenascin-C exprimovan.

Po mnoho let se udrZovalo dogma, Ze nukleovd kyselina ma
primdrn& informalni roli. Metodou znadmou pod oznaCenim SELEX
(systematicky  vyvoj ligandd exponencidlnim obohacovéanim,
"Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment) se
objasnilo, %e nukleové kyseliny maji diverzitu trojrozm&rné
struktury ne nepodobnou proteinim. Metoda SELEX je metoda pro
in vitro v¥yvoj molekul nukleové kyseliny, které se vysoce
specificky v&%i na cilové molekuly, a byla popséna Vv patentové
p¥ihladsce USA &. 07/536.428. podané 11. Cervna 1990, nazvané
"Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment,"
nyni opu3téna, v patentu USA &. 5,475,096 nazvaném "Nucleic
Acid Ligands," a patentu USA & 5,270,163 (viz také WO
91/19813) nazvaném "Methods for Identifying Nucleic Acid
Ligands, " kteréZto dokumenty jsou vloZeny formou odkazu. KaZdy
z t&chto patentovych dokumenti, souhrnné zde nazyvanych
"patentové dokumenty SELEX" popisuje z&sadné novu metodu
p¥ipravy nukleovych kyselin jakoZto 1ligandd pro poZadované
cilové molekuly. Metoda SELEX poskytuje t¥idu produktl, které
jsou nazyvény ligandové nukleové kyseliny neboli aptamery,
z nich? ka?dy mé jedine&nou sekvenci a mi vlastnost specificky
se vazat na poZadovanou cilovou slou&eninu nebo molekulu.
Kazda z ligandovych  nukleovych kyselin identifikovanych
metodou SELEX je specifickym ligandem poZadované cilové

sloudeniny nebo molekuly.
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Metoda SELEX je zaloZena na jedinelné my&lence, a sice,
e nukleové kyseliny maji dostate&nou schopnost vytva¥et rtzné
dvoj- a trojrozmérné struktury a dostatednou proménlivost
v rdmci jejich monomeru k tomu, aby mohly plsobit jako ligandy
(tj. vytva¥et specifické vazebné pary) prakticky s jakoukoliv
chemickou sloudeninou, monomerni nebo polymerni. P¥i metodé
SELEX jsou cilové molekuly jakékoliv velikosti a jakéhokoliv
slo¥eni. Metoda SELEX pro vysokoafinitni wvazbu zahrnuje
selekci ze sm&si kandidétnich oligonukleotidd a postupné
opakovani navazéni, oddé€leni a amplifikace podle stejného
obecného schématu, aby bylo dosaZeno téméf jakéhokoliv
po¥adovaného kritéria na afinitu a selektivitu vazby. Metoda
SELEX vychdzi ze sm&si nukleovych kyselin, kterd vyhodné
obsahuje segment randomizované sekvence, a zahrnuje kroky, kdy
se sm&s p¥ivede do kontaktu s cilovou molekulou v podminkéch
vyhodnych pro vazbu, nenavéazané nukleové kyseliny se oddéli od
nukleovych kyselin, které se specificky navdzaly na cilovou
molekulu, komplexy cilova molekula-nukleovd kyselina se
disociuji a nukleové kyseliny disociované z komplexi se
amplifikuji, &imZ se vytvori ligandy obohacend smés nukleovych
kyselin, a pak se opakuji kroky navizéni, odd&leni, disociace
a amplifikace v tolika cyklech, kolik jich je potXeba
k ziskani vysoce specifické ligandové nukleové kyseliny
vazajici se na cilovou molekulu s vysokou afinitou.

pivodci p¥edkl&daného vynalezu uzndvaji, Ye metoda SELEX
ukédzala, ¥e nukleové kyseliny jakoZto chemické slouceniny
mohou vytva¥et velké spektrum tvart, velikosti a konfiguraci,
a jsou schopné mnohem vét8iho repertodru vazeb a dalsich
funkci, neZ jsou ty vazby a funkce, které projevuji nukleové
kyseliny v biologickych systémech.

74kladni metoda SELEX byla modifikovana pro Tadu
specifickych  cilu. Tak nap¥. patentova p¥ihlaska USA



%. 07/960,093, podand 14. ¥ijna 1992, nyni opudt&na, a patent
USA &. 5,707,796, oba dokumenty s niazvem "Method for Selecting
Nucleic Acids on the Basis of Structure" popisuji pouZiti
metody SELEX ve spojeni s gelovou elektroforézou pro selekci
molekul nukleové kyseliny se specifickymi strukturnimi
vlastnostmi, jako je nap¥. "zahnut&" DNA.

Patentovd prihlaska USA &. 08/123,935, podand 17. Z&ri
1993, nazvand "Photoselection of Nucleic Acid Ligands" nyni
opust&na, Patent USA ¢&. 5,763,177, nazvany "Systematic
Evolution of Ligands by Exponential Enrichment: Photoselection
of Nucleic Acid Ligands and Solution SELEX" a patentova
p¥ihladska USA ¢&. 09/093.293, podand 8. Cervna 1998, nazvana
nSystematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment:
Photoselection of Nucleic Acid Ligands and Solution SELEX"
popisuji metodu =zaloZenou na postupu SELEX pro selekci
ligandovych nukleovych kyselin obsahujicich fotoreaktivni
skupiny schopné vazby a/nebo fotozesiténi na a/nebo
fotoinaktivaci cilové molekuly. Patent USA ¢&. 5,580,737,
nazvany "High-Affinity Nucleic Acid Ligands That Discriminate
Between Theophylline and Caffeine" popisuje zpusob
identifikace vysoce specifickych ligandovych nukleovych
kyselin schopnych rozliSit mezi blizce p¥ibuznymi molekulami,
které mohou byt jiné ne¥ peptidové povahy, a tato metoda byla
nazvana Counter-SELEX. Patent USA ¢&. 5,567,588, nazvany
nSystematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment:
Solution SELEX" popisuje metodu =zaloZenou na SELEX, ktera
dosahuje vysoce uG&inného rozdé&leni oligonukleotidld majicich
vysokou a nizkou afinitu k cilové molekule.

Metoda SELEX zahrnuje identifikaci vysokoafinitnich
ligandovych nukleovych kyselin obsahujicich modifikované
nukleotidy, které poskytuji nap¥. zlepSenou stabilitu in vivo

nebo zlepSené vlastnosti pro podavani. K ptrikladim takovych
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modifikaci pat¥i chemickd substituce Vv poloze ribbzy a/nebo
fosfatu a/nebo béze. Ligandové nukleové kyseliny obsahujici
modifikované baze, které byly identifikovdny metodou SELEX
byly popsédny v Patentu USA &. 5,660,985, nazvaném "High
Affinity Nucleic Acid Ligands Containing Modified
Nucleotides," kde jsou popsany oligonukleotidy obsahujici
nukleotidové derivaty chemicky modifikované v poloze 5- a
2'-pyrimidint. Patent USA &. 5,580,737 zmin&ny vySe popisuje
vysoce specifické ligandové nukleové kyseliny obsahujici jeden
nebo vice nukleotidd modifikovanych 2'-aminoskupinou (2'-NHz),
2'-fluoroskupinou (2'-F) a/nebo 2'-0O-methylovou skupinou
(2'-OMe) . Patentovd p¥ihlaska USA ¢&. 08/264,029, podand 22.
ervna 1994, nazvand "Novel Method of Preparation of Known and
Novel 2' Modified Nucleosides by Intramolecuiar Nucleophilic
Displacement, " nyni opusténa, popisuje oligonukleotidy
obsahujici rtzné 2'-modifikované pyrimidiny.

Metoda SELEX zahrnuje také kombinovani vybranych
oligonukleotidl s jinymi vybranymi oligonukleotidy a Jjinymi
ne¥ oligonukleotidovymi funk&nimi skupinami, co? bylo popséno
v Patentu USA &. 5,637,459, nazvaném "Systematic Evolution of
Ligands by EXponential Enrichment: Chimeric SELEX," a Patentu
USA &. 5,683,867, nazvaném "Systematic Evolution of Ligands by
EXponential Enrichment: Blended SELEX,". Tyto metody umoZiiuji
kombinace 8Sirokého spektra tvari a dals8ich vlastnosti, a
i¢innych amplifikaénich a replikac&nich vlastnosti
oligonukleotidd s poZadovanymi vlastnostmi jinych molekul.

Metoda SELEX dale zahrnuje kombinaci vybranych
ligandovych nukleovych kyselin s lipofilnimi sloufeninami nebo
s neimunogennimi vysokomolekuldrnimi sloudeninami do
diagnostickych nebo terapeutickych komplexli, jak bylo popséano
v patentové p¥ihlédlce USA &. 08/434,465, podané 4. Kkvétna

1995, nazvané "Nucleic Acid Ligand Complexes".
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KazZdy z vyse zminénych patentovych dokumentt je

v p¥edklédané pt¥ihléSce cely zahrnut formou odkazu.

Podstata vyndlezu

P¥edkliddany vyndlez popisuje zpusob izolace ligandovych
nukleovych kyselin, které se vysoce specificky v&%Zi na
tenascin-C. Vyndlez dale popisuje ligandové nukleové kyseliny,
tj. nukleové kyseliny plusobici jako ligandy, k tenascinu-C.
Vynélez déle popisuje vysokoafinitni RNA ligandy
k tenascinu-C. Dale vyndlez popisuje RNA ligandy k tenascinu-C
obsahujici pyrimidiny modifikované 2'-fluoroskupinou (2'-F) a
puriny modifikované 2'-O-methylovou skupinou (2'-OMe). Zpusob
u¥ity ve vynadlezu pro identifikaci nukleovych kyselin
pisobicich jako 1ligandy (ligandovych nukleovych kyselin) Je
zvédn SELEX, co¥ je akronym ze "Systematic Evolution of Ligands
by Exponential enrichment" (Systematicky  vyvoj ligandd
exponencidlnim obohacovénim"). Vyndlez =zahrnuje také ligandy
uvedené v tabulkéch 3 a 4 a na obréazku 10.

P¥edkladany vynidlez se dale tykd zpusobu detekce nemoci,
p¥i které je v biologické tkéni exprimovan tenascin-C. D&ale se
tyka zpusobu detekce nadoru, ktery exprimuje tenascin-C,
v biologické tkani. D&le se vyndlez tyka komplex®i pro pouZiti
pro in vivo a in vitro diagnostiku. Diale se vyndlez tyka
komplexu pro pouZiti k podavéani 1é&ivého p¥ipravku

k profylaxi nebo léZeni nemocné tkané exprimujici tenascin-C.

Popis obrazkt

Obr. 1 ukazuje vazbu SELEX RNA pooll na buriky U251.

.
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Obr. 2 ukazuje ptredpokléddanou sekundarni strukturu aptamerl
TTA1 a TTA1.NB. Na obrédzku je zndzorn&na konjugace aptameru
s chelataénim ¢inidlem Tc-99m. V8echny A byly
210Me-modifikované, v3echny G, a% na uvedené vyjimky, byly

510Me-modifikované a v8echny C a U byly 2'F-modifikované.

Obr. 3 ukazuje zobrazeni xenotransplantétl naddord U251 u mySi

ziskanych Tc-99m-znafenym TTAl a TTAl.NB, 3 hodiny po injekci.

Obr. 4 ukazuje fluorescendni mikroskopii Yezu glioblastomu

U251 3 hodiny po i.v. injekci Rhodamin-Red-X-zna&eného TTAl.

Obr. 5 wukazuje zpisob, jakym je Tc-99m a linker navazan

prost¥ednitvim 5'G TTA 1.

Obr. 6 popisuje p¥ijem TTAI/GS7641 xenotransplantdty huménnich
nadord u my&i po 3 hodindch ve srovnédni a p¥ijmem kontrolniho

aptameru, ktery se nevéaZe. ID/g = injikovand davka na gram.

Obr. 7 ukazuje biodistribuci In-111-znafeného TTAl/GS7641
u¥itim budto DOTA nebo DTPA jako chalataéniho ¢&inidla
radioaktivniho kovu, 3 hodiny po injekci. ID/g = injikovana
davka na gram.

111

Obr. 8 ukazuje konjugaci aptameru s DTPA. In je ukdzéno jako

chelatované DTPA.

Obr. 9 ukazuje konjugaci aptameru s DOTA. *'In je ukézéno jako

chelatované DTPA.
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Obr. 10 ukazuje p¥edpokléddanou sekundarni strukturu aptameru
TTA1. Na obrazku je také konjugace aptameru s chelatadnim
ginidlem Tc-99m. Aptamer je ukézédn ve formé Tc-99m-znaeného
aptameru. VSechny A byly 2'OMe-modifikované, vSechny G, aZ na
uvedené vyjimky, byly 2'0Me-modifikované a v3echny C a U byly

2'F-modifikované.

Popis vyhodnych provedeni vynalezu

Zékladni metodou pouZitou pro identifikaci nukleovych
kyselin plsobicich jako ligandy k tenascinu-C (ligandovych
nukleovych kyselin) byla metoda  SELEX ("Systematic Evolution
of Ligands by Exponential enrichment"), ktera zahrnuje kroky,
kdy: (a) kandiddtni smé&s nukleovych kyselin se pfivede do
kontaktu s tenascinem-C (b) &leny kandidatni sm&si se rozdéli
na z&klad® afinity k tenascinu-C, a c¢) selektované molekuly
se amplifikuji, &im¥ vznikne sm&s obohacend sekvencemi
nukleovych kyselin s relativné& vysokou afinitou vazby k
tenascinu-C.

Vyndlez zahrnuje také ligandové RNA (tj. RNA pusobici
jako ligandy) k tenascinu-C. Vynalez zahrnuje také specifické
ligandy uvedené v tabulkéch 3 a 4 a na obréazku 10.

predklidany vynalez zahrnuje také sekvence nukleovych
kyselin, které jsou v podstaté homologni s a taktéZz maji
v podstat& stejnou schopnost véazat tenascin-C jako specifické
ligandové nukleové kyseliny uvedené v tabulkdch 3 a 4 a na
obr. 10. Terminem v podstat& homologni se mini mira homologie
primdrni sekvence vyE81 nei 70 %, vyhodn&ji vy38i neZ 80 %, a
nejvyhodn&ji vyZ8i nez 90 %, 95 % nebo 99 %. Procenta
homologie zde uvéd&nd jsou vypoltena jako procenta nukleotidl
nalezenych v kratsi ze dvou sekvenci shodujici se

s odpovidajicim nukleotidem srovnavané sekvence, pFficemZ 1



mezera miZe byt vnesena na délku 10 nukleotidl, aby se
napomohlo p¥i¥azeni sekvenci. V podstat& stejnd schopnost
vizat tenascin-C znamend, Ze afinita je v ramci 1 a¥Z dvou radu
cshodnd s afinitou ligandl zde uvedenych. Je zcela Vv kompetenci
odbornika urdit, =zda dané sekvence, kterd je vV podstaté
homologni se sekvencemi zde popsanymi, ma také stejnou
schopnost vazat tenascin-C.

P¥ehled sekven®nich homologii ligandovych nukleovych
kyselin uvedenych v tab. 3 a 4 a na obr. 10 wukazuje, Ze
sekvence s malou nebo ¥&dnou primdrni homologii mohou mit
v podstat& stejnou schopnost vézat tenascin-C. Z tohoto ddvodu
predkl&ddany vyndlez zahrnuje také ligandové nukleové kyseliny,
které maji v podstat& stejné p¥edpokladdané struktury nebo
strukturni motivy a schopnost vézat tenascin-C jako ligandové
nukleové kyseliny uvedené v tab. 3 a 4 a na obr. 10.

V podstat& stejné predpoklddané struktury nebo strukturni

motivy lze postulovat na zdkladé p¥ifazeni sekvenci ("sequence
alignment") pomoci programu Zukerfold (viz Zuker (1989)
Science 244:48-52). Jak je odbornikim dostaten& znamo, také

jiné po&itafové programy mohou byt pouZity k predikci
sekundarni struktury a strukturnich motivi. V podstaté stejna
struktura nebo strukturni motivy ligandovych nukleovych
kyselin v roztoku nebo jako vézanych struktur mize byt
postulovéna pomoci NMR nebo i jiné metody, coZ je odbornikim
Znamo.

Dédle se predkladany vyndlez tyk& zplsobu detekce nemoci,
p¥i které je exprimovadn tenascin-C v biologické tkdni, ktera
mi¥e tenascin-C obsahovat, kdy se a) identifikuje ligandova
nukleovd kyselina 2z kandidatni smési nukleovych kyselin,
pridemZ nukleovd kyselina je ligandem tenascinu-C, a sice
zptisobem, kdy I) kandidatni smés nukleovych kyselin se pIivede

do kontaktu s tenascinem-C, p¥iem? nukleovd kyselina majici



zvySenou afinitu k tenascinu-C ve srovnani se zbytkem
kandidatni sm&si mife byt odd&lena od zbytku kandidatni smési,
II) nukleové kyseliny se zvySenou afinitou se oddéli od zbytku
kandidatni sm&si, III) nukleové kyseliny se zvySenou afinitou
se amplifikuji, &imZz se p¥ipravi sm&s nukleovych kyselin
s relativn® vysokou afinitou a specifitou k tenascinu-C, &imZ
je identifikovédna ligandova nukleové kyselina k tenascinu-C,
b) na ligandovou nukleovou kyselinu identifikovanou Vv kroku
III se nava¥e marker, ktery se miZe pouZit pro in vivo nebo ex
vivo diagnostiku, c) tkam, kterd by mohla obsahovat nemoc, se
vystavi pusobeni komplexu ligandové nukleové kyseliny
s markerem a d) detekuje se p¥itomnost komplexu ligandové
nukleové kyseliny s markerem ve tkédni, ¢&imZ se identifikuje
nemoc exprimujici tenascin-C.

Ptedklddany vyndlez dale poskytuje komplex pro pouZiti
pro in vivo nebo ex vivo diagnostiku, ktery obsahuje jednu
nebo vice nukleovych  kyselin pusobicich jako ligand
k tenascinu-C (ligandovych nukleovych kyselin) a Jeden nebo
vice markeru.

Déle se vynalez tyka zplsobu podavani terapeutickych
inidel k profylaxi nebo 1é%eni nemoci, pfi kterych je

exprimovan tenascin-C.

Definice

P¥edkladany vynalez je popisovan pomoci raznych
specifickych termind. Aby bylo usnadnéno porozuméni popisu,
terminy jsou definovény nésledovné:

Termin "1ligandova nukleovd  kyselina" je nukleova
kyselina, kterd se nevyskytuje Vv p¥irod® a kterd pusobi
poZadovanym u&inkem na cilovou molekulu. Ligandové nukleové

kyseliny se oznafuji jako "aptamery". Cilovou molekulou je
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podle p¥edkléddaného vynalezu tenascin-C, co%Z vyjad¥uje termin
ligandovéd nukleovd kyselina tenascinu-C. Po%adovany u&inkem
se, kromé& jiného, rozumi vazba s cilovou molekulou,
katalytické plasobeni na cilovou molekulu, reakce s cilovou
molekulou zpusobem, ktery modifikuje/méni cilovou molekulu
nebo jeji funk&ni aktivity, kovalentni navdzadni na cilovou
molekulu jako je tomu nap¥. u "sebevraZednych" inhibitort, a
nebo usnadnéni reakce cilové molekuly s jinou molekulou. Ve
vyhodném provedeni vyndlezu je poZadovanym G&inkem specificka
vazebna afinita k cilové molekule, kdy cilovd molekula je
trojrozm&rnad chemicka struktura jina neZ polynukleotid, kteréd
se va¥e na ligandovou nukleovou kyselinu mechanismem, ktery je
zejména z4&visly na Watson/Crickové principu parovéani bézi nebo
na trojdroubovicové vazb&, p¥ifemZ ligandova nukleovd kyselina
neni nukleovd kyselina, jejiZz zna&md fyziologickad funkce by
byla vazat se na cilovou molekulu. Ligandovd nukleovad kyselina
je identifikovéna =z kandiddtni smési nukleovych kyselin,
p¥ifemZ? plisobi jako ligand tenascinu-C, nédsledujicim zpusobem:
a) kandididtni sm&s nukleovych kyselin se p¥ivede do kontaktu
s tenascinem-C, p¥i&em¥ nukleové kyseliny majici zvySenou
afinitu k tenascinu-C mohou byt odd&leny od zbytku kandidatni
smési, b) nukleové kyseliny majici zvySenou afinitu
k tenascinu-C se odd&li od zbytku kandidatni smé€si a c¢)
selektované molekuly nukleové kyseliny se amplifikuji, <&imZ
vznikne sm&s obohacend ligandovymi nukleovymi kyselinami
(viz patentovd p¥ihlad8ka USA &. 081434,425, podand 3. kvétna
1995, nyni Patent USA &. 5.789,157, zahrnut formou odkazu) .
Termin "kandidatni sm&s" oznaduje sm&s nukleovych kyselin
s ruznymi sekvencemi, ze kterych se vybira ligand
(tj. ligandovd nukleovd kyselina). Zdrojem kandidadtni smési
mohou byt prirozen& se vyskytujici nukleové kyseliny nebo

jejich fragmenty, chemicky syntetizované nukleové kyseliny
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nebo nukleové kyseliny p¥ipravené kombinaci uvedenych zplusobl.
Ve vyhodném provedeni ma kaZda nukleovd kyselina fixni
sekvenci obklopenou randomizovanym Usekem pro usnadnéni
amplifikace.

Termin "nukleovd kyselina" znamend DNA, RNA, a to
jedno¥et&zcové nebo dvojfetézcové formy, a jakékoliv jejich
modifikace. K modifikacim pat¥i krom& jiného modifikace, které
poskytuji dal3i chemické skupiny nesouci dodateény néaboj,
polarizovatelnost, vodikové vazby, elektrostatické interakce a
fluxionalitu bazi 1ligandové nukleové kyseliny nebo celé
ligandové nukleové kyseliny. K modifikacim pat¥i, aniZz by
vy&et byl omezujici, modifikace sacharidu v poloze 2',
modifikace pyrymidinu v poloze 5, modifikace purinu v poloze
8, modifikace exocylickych aminovych skupin, substituce
4-thiouridinu, substituce 5-brom- nebo joduracilu, modifikace
kostry, methylace, neobvyklé kombinace padrovédni bézi jako
nap¥. isobdze isocytidin a isoguanidin apod. K modifikacim
pat¥i také modifikace 3'- a 5'- koncu jako je nap¥. opat¥eni
Gepi&kou ("capping") .

Metoda "SELEX" je postup zahrnujici kombinaci selekce
ligandovych nukleovych kyselin, které interaguji poZadovanym
zpisobem s cilovou molekulu, napt. vazbou na protein,
s amplifikaci takto vybranych molekul. P¥ipadné opakované
cykly t&chto kroku selekce/amplifikace umoZiuji  vybrat
z puvodniho poolu (souboru) obsahujiciho velky poclet
nukleovych kyselin nakonec jednu nebo jen maly podet molekul,
které interaguji s cilovou molekulou velmi siln&. Opakovani
cyklt selekce/amplifikace pokraluje do té doby, dokud neni
dosa¥eno poZadovaného cile. V pF¥edkladaném vynédlezu se metoda
SELEX uZila k ziské&ni ligandové nukleové kyseliny k tenascinu-

C.



Metoda SELEX je podrobn& popséna ve vySe uvedenych
patentovych dokumetech SELEX.

Termin "SELEX cil" nebo "cil" =znameni jakoukoliv
sloudeninu nebo molekulu, pro kterou je poZadovan 1ligand.
Cilem mu¥e byt protein, peptid, sacharid, polysacharid,
glykoprotein, hormon, receptor, antigen, protilatka, virus,
substrat, metabolit, analog v p¥echodném stavu, kofaktor,
inhibitor, 1lé&ivo, barvivo, %ivina, rustovy faktor apod., bez
jakéhokoliv omezeni. V p¥edklédané p¥ihlaSce vyndlez je cilem,
resp. cilovou molekulou tenascin-C.

Termin "komplex" oznaduje molekuldrni entitu vytvofenou
kovalentnimi vazbami jedené nebo nékolika ligandovych
nukleovych kyselin tenascinu-C s jednim nebo nékolika markery.
V n&kterych provedenich p¥edklddaného vynédlezu Je komplex
zndzornén jako A-B-Y, kde A je marker, B je volitelnd <&ast,
nap¥. linker a Y je ligandovad nukleova kyselina tenascinu-C.

Termin "marker" oznaduje molekuldrni entitu, které je§-1i
komplexovédna s ligandovou nukleovou kyselinou tenascinu-C,
budto p¥imo nebo nep¥imo prost¥ednictvim linkeru (linkert)
nebo spaceru (spacerll) umoZiuje detekci komplexu v podminkéach
in vivo nebo ex vivo vizudln& nebo chemickymi prostredky.
K prikladim markerl pat¥i, av8ak vylet neni omezujici,
radionuklidy jako je Tc-99m, Re-188, Cu-64, Cu-67, F-18, %I,
1311 11ly1p, 32p, 1%Re, vSechny fluorofory jako je fluorescein,
rhodamin, Texas &erveii, derivaty fluorofori jako je napZf.
Rhodamin-&erveli-X, magnetické slouleniny, a také biotin.

"Linker" je molekuldrni entita, kterd spojuje dvé (nebo
vice) jiné molekuldrni entity prost¥ednictvim kovalentnich
vazeb nebo nekovalentnich interakci, a miZe umoZnit prostorové
oddéleni molekuldrnich entit takovym zplsobem, ktery zachovava
funk&ni vlastnosti jedné nebo obou molekuldrnich entit.

Linker je n&kdy oznafovdn terminem spacer. K neomezujicim
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p¥ikladiim linkerl pat¥i (CHCH;0)¢ a hexylaminové struktury
ukdzané na obr. 2.

"Therapeuticky" se v popisu vyndlezu uZiva ve smyslu
1é%ivy a/nebo profylakticky. Tento termin se uZzivd ve vztahu
k &lov&ku nebo zviratuim.

Termin ‘"kovalentni vazba" oznaduje chemickou vazbu
vytvotenou sdilenymi elektrony.

"Nekovalentni interakce" oznaduji to, %e wmolekularni
entity jsou drZfeny pohromad® interakcemi jinymi neZz jsou
kovalentni vazby, nap¥. iontovymi interakcemi nebo vodikovymi
vazbami.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu je ligandova nukleové
kyselina podle p¥edklddaného vynédlezu ziskana metodou SELEX,
kterd byla popsdna v patentové prihlédSce USA ¢&. 07/536,428
podané 11. J&ervna 1990, nazvané "Systematic Evolution of
Ligands by EXponential Enrichment," nyni opusdténa, Vv patentu
USA &. 5,475,096 nazvaném "Nucleic Acid Ligands," a patentu
USA &. 5,270,163 (viz také WO 91/19813) nazvaném "Methods for
Identifying Nucleic Acid Ligands". Tyto dokumenty jsou vloZeny
formou odkazu souhrnn& jsou zde oznadovény Jjako "patentové
dokumenty SELEX".

Metoda SELEX poskytuje t¥idu produktd, které jsou
ligandové nukleové kyseliny, z nichZ kaZdd ma jedinednou
sekvenci a ma vlastnost specificky se vézat na poZadovanou
cilovou sloudeninu nebo molekulu. Cilové molekuly jsou vyhodné
proteiny, ale mohou to byt sacharidy, peptidoglykany a rizné
malé molekuly, pri&em# tento vy&et neni omezujici. Metodu
SELEX lze u3ft také k zacileni na biologické struktury jako je
bun&&ny povrch nebo virus, a to prost¥ednictvim specifické
interakce s molekulou, kterd je integralni souldsti takové

biologické struktury.



V nejzékladn&jgi podob& je metoda SELEX definovéna

nidsledujicimi kroky:

1)

2)

3)

p¥ipravi se kandidatni sm&s nukleovych kyselin riznych
sekvenci. Kandiditni sm&s obecn& obsahuje useky fixnich
sekvenci (tj. ka?dy &len kandidatni smési obsahuje stejné
sekvence na stejném misté) a dseky randomizovanych
(ndhodnych) sekvenci. Useky fixnich sekvenci jsou vybrany
proto, aby se a) budto napomohlo amplifika&nim kroktm
popsanym vySe nebo b) napodobila sekvence, O které Jje
znamo, %e se va¥e na cil, nebo c) aby se zvysila
koncentrace daného strukturniho uspo¥adani nukleovych
kyselin v kandidétni smési. Randomizovand sekvence mohou
byt budto pln& randomizované (tj. pravd&podobnost nalezeni
bidze v jakékoliv poloze Jje 1/4) nebo  &asteclné
randomizované (tj. pravdépodobnost nalezeni baze
v jakékoliv poloze muZe byt vybrana z jakékoliv hladiny
mezi 0 a 100 %.

Kandidatni sm&s se privede do kontaktu s vybranym cilem
v podminkich, které jsou vyhodné pro vazbu cile a ¢&lent
kandidatni sm&si. Za t&chto podminek spo&ivéd interakce mezi
cilem a nukleovymi kyselinami kandidédtni smési ve vytvareni
part nukleovd kyselina - cil mezi cilovou molekulou a témi
nukleovymi kyselinami, které maji nejvy38i afinitu k cilové
molekule.

Nukleovd kyselina s nejvy#3i afinitou pro cil je oddélena
od nukleovych kyselin s mensi afinitou. JelikoZ
v kandidatni sm&si existuje Jjen mimo¥&dné maly polet
sekvenci (p¥ipadn& jen jedind molekula nukleové kyseliny)
odpovidajicich molekule s nejvy38i afinitou, je obecné
pot¥ebné stanovit selekéni kritéria, tak aby vyznamné
mnoZstvi (p¥ibliZn& 5 - 50 %) nukleovych kyselin zustalo

zachyceno v prub&hu oddé&lovéni.



4) Nukleové kyseliny vybrané v prub&hu oddélovani  pro
relativn& vysokou afinitu k cili jsou pak amplifikovéna,
&im¥ se vytvo¥i novad kandidatni smés, kterd je obohacena o
nukleové kyseliny majici relativné€ vysokou afinitu k cili.

5) Opakovanim krokll odd&leni a amplifikace vy&e popsanych nové
vytvorend kandidatni smés obsahuje stdle méné& a méné
jedinednych sekvenci a prumérnd afinita nukleové kyseliny
k cili obecn& roste. V extrémnim p¥ipadé by nakonec metoda
SELEX poskytla kandidétni smes, obsahovala jednu nebo jen
velmi maly polet jedinednych sekvenci, které pfedstavuji
sekvence nukleovych kyselin z puvodni kandiddtni smési,
které maji nejvy88i afinitu k cilové molekule.

zakladni metoda SELEX byla modifikovana pro dosaZeni

Yady specifickych cilu. Tak napf. patentovd p¥ihl&8ka USA

&. 07/960,093, podand 14. ¥ijna 1992, nyni opuSténa, a patent

USA &. 5,707.796, oba dokumenty s nézvem "Method for Selecting

Nucleic Acids on the Basis of Structure" popisuji pouZiti

metody SELEX ve spojeni s gelovou elektroforézou pro selekci

molekul nukleové kyseliny se specifickymi  strukturnimi
vlastnostmi, jako je nap¥. "zahnut&" DNA. Patentovad pt¥ihléaska

UsAa é. 08/123,935, podané 17. Zari 1993, nazvana

"photoselection of Nucleic Acid Ligands" nyni opuSténa, Patent

USA &. 5,763,177, nazvany "Systematic Evolution of Ligands by

Exponential Enrichment: Photoselection of Nucleic Acid Ligands

and Solution SELEX" a patentovd p¥ihladZka USA ¢&. 09/093,293,

podand 8. <&ervna 1998, nazvana nSystematic Evolution of

Ligands by Exponential Enrichment: Photoselection of Nucleic

Acid Ligands and Solution SELEX" popisuji metodu zaloZenou na

postupu SELEX pro selekci ligandovych nukleovych kyselin

obsahujicich fotoreaktivni skupiny schopné vazby a/nebo
zesiténi G&inkem sv&tla ("photocrosslinking") na a/nebo

w

fotoinaktivaci cilové molekuly. Patent USA C. 5,580,737,
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nazvany "High-Affinity Nucleic Acid Ligands That Discriminate
Between Theophylline and Caffeine" popisuje zpusob
identifikace vysoce specifickych ligandovych nukleovych
kyselin schopnych rozliSit mezi blizce pribuznymi molekulami,
které mohou byt jiné ne¥ peptidové povahy, a tato metoda byla
nazvédna Counter-SELEX. Patent USA ¢&. 5,567,588, nazvany
"Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment:
Solution SELEX," popisuje metodu zaloZenou na SELEX, ktera
dosahuje vysoce U&inného rozdéleni oligonukleotidd majicich
vysokou a nizkou afinitu k cilové molekule. Patent USA
&. 5,496,938, nazvany "Nucleic Acid Ligands to HIV-RT and
HIV-1 Rev," popisuje metodu ziské&ni zlepSenych ligandovych
nukleovych kyselin po provedeni metody SELEX. Patent USA
&. 5,705,337 nazvany "Systematic Evolution of Ligands by
Exponential Enrichment: Chemi-SELEX" popisuje metodu
kovalentniho navazani ligandu na cil.

Metoda SELEX zahrnuje identifikaci  vysokoafinitnich
ligandovych nukleovych kyselin obsahujicich modifikované
nukleotidy, které poskytuji zlep3ené vlastnosti ligandu, napt.
zlepSenou stabilitu in vivo nebo zlepfené vlastnosti pro
poddvani. K p¥ikladim takovych modifikaci patfi chemicka
substituce v poloze ribézy a/nebo fosfdtu a/nebo baze.
Ligandové nukleové kyseliny obsahujici modifikované
nukleotidy, které byly identifikovdny metodou SELEX, byly
popsény v Patentu USA ¢&. 5,660,985, nazvaném "High Affinity
Nucleic Acid Ligands Containing Modified Nucleotides", kde
jsou popsény oligonukleotidy obsahujici nukleotidové derivaty
chemicky modifikované v poloze 5- a 2'- pyrimidint. Patent USA
&. 5,580,737 zmin&ny vyde popisuje vysoce specifické ligandové
nukleové kyseliny obsahujici jeden nebo vice nukleotidl
modifikovanych 2'-aminoskupinou (2'-NH2), 2'-fluoroskupinou

(2'-F) a/nebo 2'-O-methylovou skupinou (2'-OMe). Patentova



p¥ihlédgka USA &. 08/264,029, podand 22. Cervna 1994, nazvana
"Novel Method of Preparation of Known and Novel 2! Modified
Nucleosides by Intramolecuiar Nucleophilic Displacement", nyni
opusténa, popisuje oligonukleotidy obsahujici rizné
2'-modifikované pyrimidiny.

Metoda SELEX zahrnuje také kombinovani vybranych
oligonukleotidl s jinymi vybranymi oligonukleotidy a Jjinymi
funk&nimi skupinami, které nejsou oligonukleotidy, coZ bylo
popsdno v Patentu USA ¢&. 5,637,459, nazvaném "Systematic
Evolution of Ligands by EXponential Enrichment: Chimeric
SELEX" a Patentu USA &. 5,683,867, nazvaném "Systematic
Evolution of ©Ligands by EXponential Enrichment: Blended
SELEX". Tyto metody umo¥fuji kombinace Sirokého spektra tvaru
a dalsich vlastnosti, a d&innych amplifika&nich a replikacnich
vlastnosti oligonukleotidd s poZadovanymi vlastnostmi Jjinych
molekul.

V Patentu USA &. 5,496,938 je popsdna metoda ziskani
zlepSenych ligandovych nukleovych kyselin po té, co byl
proveden postup SELEX. Tento patent nazvany “"Nucleic Acid
Ligands to HIV-RT and HIV-1 Rev," je specificky zahrnut formou
odkazu.

Patentova p¥ihléaska USA &. 08/434,425, nazvana
nSystematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment:
Tissue SELEX," podand 3. Kvétna 1995, nyni JjiZz Patent USA
¢. 5,789,157, popisuje metodu identifikace ligandovych
nukleovych kyselin pro makromolekuldrni komponenty tkéni,
v&etn& nadorovych bun&k, a také timto zplusobem identifikované
ligandy. Tento patent je specificky zahrnut formou odkazu.

Jednim potencidlnim problémem pIi terapeutickém nebo
diagnostickém  vyuZiti nukleovych kyselin je to, Ze
oligonukleotidy v jejich fosfodiesterové forma mohou byt

snadno degradovéany v télnich tekutinéch plsobenim
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intraceluldrnich a extraceluldrnicht jako jsou napt.
endonukledzy a exonukledzy, jest& p¥ed tim, neZ se projevi
pofadovany G&inek. Ur&ité chemické modifikace ligandovych
nukleovych kyselin 1lze realizovat s cilem, aby se zvySila
in vivo stabilita nukleovych kyselin nebo aby se zlep3il ¢&i
zprost¥edkoval p¥enos ligandové nukleové kyseliny do organizmu
(viz nap¥. patentovd p¥ihlasZka USA &. 08/117,991, podana
8. za¥i 1993, nyni opust&na, a Patent USA &. 5,660,985, oba
dokumenty s ndzvem "High Affinity Nucleic Acid Ligands
Containing Modified Nucleotides", zahrnuty formou odkazu) .

K modifikacim ligandovych nukleovych kyselin podle
vynadlezu pat¥i, aniZ by vylet byl omezujici, takové
modifikace, které poskytuji dal3i chemické skupiny nesouci
dodatedény néboj, polarizovatelnost, vodikové vazby,
elektrostatické interakce a fluxionalitu bazi 1ligandové
nukleové kyseliny nebo celé 1ligandové nukleové kyseliny.
K modifikacim pat¥i, aniZ by vylet byl omezujici, modifikace
sacharidu v poloze 2', modifikace pyrymidinu v poloze 5,
modifikace purinu v poloze 8, modifikace exocylickych
aminovych skupin, substituce 4-thiouridinu, substituce 5-brom-
nebo joduracilu, modifikace kostry, methylace, neobvyklé
kombinace parovadni bédzi jako nap¥. isobdze isocytidin a
isoguanidin apod. K modifkacim pat¥i také modifikace 3'- a
5'-koncti jako 3je nap¥. opat¥eni ¢&epifkou ("capping"). Ve
vyhodném provedeni vyndlezu jsou ligandové nukleové kyseliny
molekuly RNA, které jsou modifikované 2'-fluoroskupinou
(2'F) na sacahridové &&asti pyrimidinového zbytku.

Modifkace mohou byt provedeny budto p¥ed (pre-SELEX) nebo
po provedeni postupu SELEX (post-SELEX). Pre-SELEX modifikace
poskytuji ligandové nukleové kyseliny jak se specifitou pro
cil tak zlepSenou in vivo stabilitou. Post-SELEX modifikace

provedené na 2'-OH ligandové nukleové kyseliny vedou ke

evss



zlepSené in vivo stabilité& ani by uSkodily vazebné schopnosti
ligandové nukleové kyseliny.

Dal¥i typy modifikaci jsou odbornikim znamy. Takové
modifikace mohou byt provedeny jako post-SELEX modifikace
(modifikace d¥ive identifikovaného ligandu) nebo v pribéhu
procesu SELEX.

Ligandy podle p¥edkladaného vynalezu byly p¥ipraveny
metodou SELEX, kterd je podrobn& popsdna ve vySe citovanych
patentovych dokumentech SELEX.

Tenascin-C aptamery podle pYedkladdaného vyndlezu se VA&zi
na heparinové vazebné misto COOH konce tenascinu-C.

V n&kterych provedenich vyndlezu jsou ligandové nukleové
kyseliny k tenascinu-C uZitené pro diagnostické ulely ke
zobrazovani patologickych stavl (nap¥. zobrazovaci metody pri
diagnostice n&dort). Krom& toho ligandové nukleové kyseliny
kX tenascinu-C mohou byt uZitedné pro progndézy a monitorovani
nemoci, p¥i kterych je exprimovén tenascin-C.

Diagnostickéa ¢inidla musi dovolit identifikovat
p¥itomnost daného cile v konkrétnim mist& nebo urlité
koncentraci. JednoduSe schopnost vytva¥et vazebné pary s cilem
miZe byt dostatednd pro vznik pozitivniho signédlu vhodného pro
diagnostické 1G&ely. Odbornik 3je snadno schopen adaptovat
jakoukoliv ligandovou nukleovou kyselinu pro tenascin-C pomoci
markeru tak, aby byl schopen sledovat p¥itomnost ligandové
nukleové kyseliny. Takové marker aby se mohly vyuZit v celé
¥ad& diagnostickych aplikaci, nap¥. pro detekci primarnich
nidortt a metastdz nebo pro detekci aterosklerotickych 1ézi.
K p¥ikladim zna&icich markert pat¥i Tc-99m a **'In, ale 1lze
u¥it i ¥adu jinych markert jako nap¥. dalsi radionuklidy,
magnetické sloudeniny, fluorofory nebo biotin, které mohou byt
konjugovény s ligandovou nukleovou kyselinou tenascinu-C pro

vyuZiti p¥i zobrazovédni v podminkdch in vivo nebo ex vivo p¥i
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diagnostice nemoci, kdy Jje exprimovdn tenascin-C (napt.
rakovina, ateroskleréza nebo psoridza). Marker miZe byt
kovalentn& vazadn v riznych polohédch ligandové nukleové
kyseliny tenascinu-C, nap¥. na exocyklickou aminoskupinu baze,
v 5-pozici pyrimidinového nukleotidu, v 8-pozici purinového
nukleotidu, na hydroxylovou skupinu fosfadtu nebo hydroxylovou
skupinu nebo jiné skupiny na 5'- nebo 3'-konci 1ligandové
nukleové kyseliny tenascinu-C.

V provedenich vyndlezu, kde marker je technecium-99m nebo
111n, je marker vAazédn na S'- nebo 3'-hydroxylovou skupinu
fosfatu nebo v 5-poloze modifikovaného pyrimidinu.
V nejvyhodn&jsim provedeni je marker vézé&n na 5'-hydroxylovou
skupinu fosfatové skupiny ligandové nukleové kyseliny
s linkerem nebo bez 1linkeru. V jiném provedeni vyndlezu je
marker konjugovadn s ligandovou nukleovou kyselinou tim, Ze je
do nukleové kyseliny inkorporovdn pyrimidin obsahujici
primdrni amin v poloze 5 a tento amin je pak vyuZit pro
konjugaci markeru. Navdzadni markeru miZe byt provedeno p¥imo
nebo pomoci linkeru. V provedenich vynalezu, kde je uZito jako

111

marker technecium-99m nebo In, je vyhodny hexylaminovy
linkerem, jak je uk&zéano ne obr. 10.

V daldich provedenich vyndlezu jsou ligandové nukleové
kyseliny tenascinu-C uZitecné k podavéani terapeutickych
sloudenin (nap¥. cytotoxickych sloudenin, 1latek =zvySujicich
imunitu, terapeutickych radionuklidd, avZak tento vycet neni
omezujici) do tkani nebo orgénd exprimujicich tenascin-C.
K nemocem, p¥i kterych je exprimovdn tenascin-C, pat¥i (avSak
vy¢et neni omezujici) rakovina, aterosklerdza a psoriéza
(lupénka). Odbornik snadno adaptuje Jjakoukoliv ligandovou
nukleovou kyselinu zn&mym postupem tak, aby vytvofila komplex
s terapeutickym &inidlem. Terapeutickd sloucenina miZe byt

kovalentn& vaz&na Vv ruznych polohdch ligandové nukleové



kyseliny tenascinu-C, nap¥. na exocyklickou aminoskupinu béaze,
v 5-pozici pyrimidinového nukleotidu, Vv 8-pozici purinového
nukleotidu, na hydroxylovou skupinu fosfitu nebo hydroxylovou
skupinu nebo jiné skupiny na 5'- nebo 3'-konci ligandové
nukleové kyseliny tenascinu-C. Ve vyhodném provedeni vynédlezu
je terapeutické &inidlo véazdno na 5'-aminoskupinu ligandové
nukleové kyseliny. Navazani terapeutického &inidla maZe byt
p¥imé nebo prost¥ednictvim linkeru. V provedenich vynalezu,
kde cilovou nemoci je rakovina, lze inkorporovat
5-fluordeoxyuracil nebo jiny nukleotidovy analog znémy jako
G&inné protinddorové <&inidlo, intern& do existujicich U
v ligandové nukleové kyseliné tenascinu-C nebo miZe byt
p¥idédn intern& nebo konjugovadn s kterymkoliv z koncl nukleové
kyseliny budto p¥imo nebo prost¥ednictvim linkeru. Krom& toho
mohou byt inkorporovany jak pyrimidinovy analog
2'2'-difluorcytidin tak i purinovy analog deoxycoformycin.
Patentova prihl&Zka USA &. 08/993,765 podand 18.prosince 1997,
zahrnutd formou odkazu, popisuje krom& jiného p¥edléciva
zalo¥end na nukleotidech obsahujici ligandové nukleové
kyseliny nami¥ené proti n&dortim, nap¥. proti tenascinu-C, pro
pY¥esnou lokalizaci l&tek uZivanych pro zvySeni vnimavosti
k chemoradioterapii, radioaterapii nebo lokalizaci
radionuklidovych 1é&ivych p¥ipravkd v nédoru.

Podle vyndlezu miZe byt asociovadn s ligandovou nukleovou
kyselinou jak marker tak i terapeutické ¢&inidlo, takzZe
podavani terapeutického ¢&inidla i detekce jsou uskuteénény
spole&n& pomoci jednoho aptameru nebo pomoci sm&si dvou nebo
vice modifikovanych verzi tého%¥ aptameru. Ve smyslu vynalezu
také muZe byt marker a/nebo terapeutické ¢&inidlo asociovany
s neimunogenni vysokomolekuldrni sloueninou nebo lipofilni
sloudeninou jako 3je nap¥. Liposom. Metody pro konjugaci

ligandovych  nukleovych  kyselin s liposomy a vytva¥eni
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diagnostickych nebo terapeuticky komplexi bylo popséno Vv
patentové prihldSce USA &. 08/434,465, podané 4. kvé&tna 1995,
nazvané "Nucleic Acid Ligand Complexes", kterd je zahrnuta
formou odkazu.

Terapeutické nebo diagnostické ptipravky podle
p¥edklddaného vyndlezu mohou byt podavany parenterdlné injekci
(nap¥. intravendzni, subkuténni, intradermalni nebo do léze),
i kdy?Z jsou mo¥né i jiné formy podédvani jako je napt.
intraartikuldrni  injekce, inhalace mlhy, ordln& G&inné
p¥ipravky, transdermilni iontoforéza nebo ¢&ipky. PE¥ipravky
podle vynadlezu mohou byt také podavany lok&lné€ p¥rimou injekci
nebo uvoliiovanim z terapeutického systému, jako jsou
implantované stenty nebo katetry, nebo podédvdn p¥imo na misto
infdzni pumpou. Vyhodnym farmaceutickym nosidem je solny
roztok, resp. fyziologicky roztok, avS8ak ve smyslu vynalezu
lze uZit i jiné 2zna&mé farmaceuticky p¥ijatelné nosice.
V jednom provedeni vynalezu tvo¥i komplex nosife a ligandové
nukleové kyseliny tenascinu-C fyziologicky kompatibilni formu
s pomalym uvolfovanim 1lé&iva. Primdrni rozpoustédlo v takovém
nosi®i je vodné nebo nevodné povahy. Navic nosi& mbZe
obsahovat 3je3t& dal3i farmakologicky p¥ijateln& excipienty,
které udrZuji nebo modifikuji pH, osmolaritu, viskozitu,
prizradnost, barvu, sterilitu, stabilitu, rychlost rozpousténi
nebo vini p¥ipravku. Nosi& miZe obsahovat jedt& dalsi
farmaceuticky pfijatelné excipienty modifikujici nebo
udrfujici stabilitu, rychlost rozpousté&ni, rychlost uvolfiovani
nebo absorpci ligandové nukleové kyseliny tenascinu-C. k témto
excipienttim pat¥i latky b&%Zn& vyuZivané pro formulaci 1éku pro
parenteralni poddvani v jednotkové nebo nésobné lékové formé.

Jakmile byl p¥ipravek formulovadn, miZe byt skladovan ve
sterilnich né&dobkdch jako roztok, suspenze, gel, emulze,

pevnd latka nebo dehydrovany nebo lyofilizovany prasek. Takové
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p¥ipravky lze skladovat ve form& p¥ipravené k pouZiti nebo ve
formé, kterd  vyZaduje rekonstituci bezprost¥edné  pfed
pou¥itim. Zplsob podavani p¥ipravku obsahujici ligandovou
nukleovou kyselinu tenascinu-C ur&eného pro systémové podéavani
je naprt. subkuténni, intramuskuléarni, intravendzni,
intraarteridlni nebo intranazélni nebo formou vagindlnich nebo
rekt&lnich &ipkl.

Nésledujici p¥iklady slou?i k vysvétleni a ilustraci
p¥edkladdaného vynilezu a rozsah vyndlezu nijak neomezuji.
P¥iklad 1 popisuje materidly a experimentédlni postupy pouZité
v prikladu 2 pro p¥ipravu RNA ligandhd k tenascinu-C. p¥iklad
2 popisuje RNA ligandy tenascinu-C a predikovanou sekundarni
strukturu selektovanych ligandovych  nukleovych kyselin.
P¥iklad 3 popisuje stanoveni minim&lni velikosti nezbytné pro
vysokoafinitni vazbu selektovanych 1ligandovych nukleovych
kyselin a substituci 2'-OH purind 2'-OMe puriny. P¥iklad 4
popisuje biodistribuci Tc-99m-znadenych ligandovych nukleovych
kyselin tenascinu-C u my8i s nadory. Priklad 5 popisuje
pouziti fluorescen®n& znadenych ligandovych nukleovych kyselin
tenascinu-C pro 1lokalizaci tenascinu-C ve tk&ni né&doxu.
P¥iklad 6 popisuje detekci nadort in vivo pomoci aptameru TTAl
(zndm také pod oznadenim GS7641). P¥iklad 7 popisuje

alternativni zna&eni pomoci *'In.

p¥iklad vedeni 2]

Priklad 1

U%Ziti metody SELEX k ziskdni ligandovych nukleovych kyselin
tenascinu-C a glioblastomovych bunék U251



Materidly a metody

Tenascin-C byl zakoupen od firmy Chemicon (Temecula, CA).
Jedno¥et&zcové DNA primery a templaty Dbyly syntetizovéany
firmou Operon Technologies Inc. (Alameda. CA).

Metoda SELEX byla podrobné popséana v patentové
dokumentaci SELEX uvedené v pY¥edchozi &&sti p¥ihlasky.

Ve strudnosti: dvojtet&zcové transkripéni templaty byly
p¥ipraveny extenzi uZitim Klenowova fragmentu ssDNA 40N7a:

5! —TCGCGCGAGTCGTCTG{4ON) CCGCATCGTCCTCCC-3"' (SEKVENCE 1ID. ¢. 1)
uZitim primeru SN7:

5' -TAATACGACTCACTATAGGGAGGACGATGCGG-3! (SEKVENCE 1ID. ¢. 2),
ktery obsahuje promotor T7 polymerazy (podtrZen). RNA byla
pfipravena pomoci T7 RNA polymerazy postupem, ktery popsali
Fitzwater a Polisky (1996) Methods Enzymol. 267: 275-301
(publikace je =zahrnuta formou odkazu). V3echny transkripéni
reakce byly provedeny za pfitomnosti pyrimidinového
nukleotidu, ktery m&l sacharidovou Cast modifikovanou
2'-fluoroskupinou (2'-F). Tato substituce vedla ke zvysSeni
rezistence k ribonukledzam, které uZivaji 2'-hydroxylovou
skupinu ke Stépeni fosfodiesterové vazby. Specificky
transkripéni reakéni smés obsahovala 3,3mM 2'-FUTP a
3,3mM 2'-FCTP spoledné s 1mM GTP a ATP. »

Podatedni randomizovanid RNA knihovna poskytla 3 x 10%
molekul. Afinity jednotlivych 1ligandovych nukleovych kyselin
tenascinu-C byly urdeny standardnim postupem déleni na
nitroceluldzovém filtru (Tuerk and Gold (1990) Science 249
496:505-10) .

Pro kaZdy cyklus SELEX byly desticky Lumino (Labsystems,
Needham Heights, MA) potaZeny 2 hodiny pfi teploté mistnosti
u¥itim 200 pl Dulbeccova PBS obsahujiciho tenascin-C
v koncentraci uvedené v tab. 1. Po potaZeni byly jamky

desti&ky blokovany uZitim pufru HBSMC+ [20 mM Hepes, pH 7,4,
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137 mM NaCl, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl, a 1 g/l humdnni sérovy
albumin (Sigma, frakce V) pro opakovani cykld 1 aZ 6, zatimco
pro cykly 7 a 8 byly jamky blokovény pufrem HBSMC+ obsahujicim
1 g/1 kaseinu (I-block; Tropix). Vazebny a promyvaci pufr byl
pufr HBSMC+ obsahujici 0,05% Tween 20. Pro kaZdy cyklus SELEX
byla RNA naYedéna do 100 ul vazebného pufru a ponechéana
inkubovat 2 hodiny p¥i 37°C v jamkdch potaZenych proteinem,
které byl predem promyty vazebnym pufrem. Po navazéni bylo
provedeno 6 promyti vZdy po 200 pl. Po promyti byly suché
destidky umist&ny na 5 minut na oh¥ivaci blok s teplotou
95 oC. Standardni reakce s AMV reverzni transkriptdzou (50 pl)
byla provedena p¥i 48 °C p¥imo v jamkdch a reak&ni produkty
pak byly u¥ity pro standardni PCR a transkripéni reakci.
V t&chto krocich reverzni transkripce a amplifikace templatu
byly uZity dva syntetické primery SN7 (viz vy3e) a 3N7a:
51 -TCGCGCGAGTCGTCTG-3' (SEKVENCE ID. C.3)

Pro postup SELEX s butikami byly huménni glioblastomové
burtiky U251 (Hum. Hered. (1971) 21:238) kultivovadny do
konfluence v médiu DMEM ("Dulbecco's Modified Eagle's Medium")
s 10% fetdlnim telecim sérem (GIBCO BRL. Gaithersburg, MD) na
gZestijamkovych miskdch pro kultivaci tké&ni (Becton Dickinson
Labware, Lincoln Park, NJ) a t¥ikrat opléchnuty Dulbeccovym
PBS s CaCl, (DPBS, GIBCO BRL). RNA znalend vnit¥né p¥i
transkripci (Fitzwater (1996) supra) byla inkubovéna
s bufikami 1 hodinu p¥i 37°C. Zna&end RNA pak byla odstranéna a
butiky byly promyty Sestkrat DPBS po 10 minutdch ve 37°C. Pak
se ptidalo DPBS obsahujici 5mM EDTA a builky se dale 30 minut
inkubovaly, aby se eluovala navazand RNA, kterd zustala po
promyti. Tato RNA byla kvantifikovéna standardnim scintiladnim

postupem a pak amplifikovéna metodou RT-PCR.



Vazebﬁ? test bunék U251

Vnit#n& zna%enid RNA byla inkubovéna se zv&t3ujici se
koncentraci konfluentnich bunék U251 v Sestijamkovych
kultiva®nich miskdch (Becton Dickinson Labware. Lincoln Park,
NJ) 60 minut ve 37°C. nenavdzand RNA byla odmyta ve t¥ech
promytich po 10 minutéch s DPBS+ CaCl, p¥i 37°C, a véazand byla
odebrina tak, %e butiky byly rozruSeny Trizolem (Gibco BRL~
Gaithersburg; MD) . Navazana RNA byla kvantifikovana

standardnim m&¥enim scintilace.

Klonovani a sekvencovani

Amplifikované afinitn& obohacené oligonukleotidové pooly
byly purifikovdny na 8% polyakrylamidovém gelu, reverzni
transkripci p¥evedeny na ssDNA a tato DNA pak byla
amplifikovdna v polymerédzové Yfet&zové reakci (PCR) uZitim
primerd obsahujicich mista pro BamHI a HindIII restrikdéni
endonukledzy. PCR fragmenty byly klonovany, plazmidy byl
izolovdny a DNA byla sekvencovana standardnimi postupy, které
jsoi odbornikim znémy (viz Sambrook et al. (1989) Molecular
Cloning: A Laboratorv Manual, 2nd Ed. 3 vols., Cold Spring

Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor).
P¥iklad 2
RNA ligandy tenascinu-C
Ligandové nukleové kyseliny k buiikdm U251 byly ziskény
metodou SELEX, kterd byla popsdna v patentové p¥ihlésSce USA

&. 08/434,425, nazvané nSystematic Evolution of Ligands by

Exponential Enrichment: Tissue SELEX," podané 3. Kvétna 1995,
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nyni Patent USA &. 5,789,157. Nésledné& bylo urdeno, Ze ziskané
ligandy jsou ligandové nukleové kyseliny tenascinu-C.

Pro ziskéni 1ligandovych nukleovych kyselin k humdnnimu
tenascinu-C bylo provedeno 8 cykld SELEX s randomizovanou
nukleotidovou knihovnou jak bylo popsé&no v Casti Materidly a
metody. RNA a protein, které slouZily jako vstupni material
v kaZdém cyklu jsou uvedeny v tab. 1. Po 8 cyklech SELEX byla
afinita oligonukleotidového poolu k tenascinu-C 10 nM, a jiZ
se dédle nezvySovala v dalSich cyklech SELEX. '

Pro ziska&ni ligandd ke glioblastomovym builkdm U251 bylo
provedeno 9 cyklh  SELEX s randomizovanou nukleotidovou
knihovnou. Po 9 cyklech vazby na builky U251 a eluci EDTA byly
produkty ze 3., 5. a 9. Cyklu testovédna na jejich schopnost
vazat builkky U251. Obr. 1 ukazuje, Ze s rostoucim poltem cykld
SELEX roste také mnoZstvi navdzané RNA ©p¥i konkrétni
koncentraci. Vzhledem ke sloZitosti cile nebylo moZné stanovit
afinitu oligonukleotidového poolu k neznamé cilové molekule na
té&chto burikéch.

Pool oligonukleotidd E9 (9 cykld navéazadni a EDTA eluce
z bun€k U251) byl pak uZit jako vychozi materidl pro dalsi
SELEX proti purifikovanému tenascinu-C. Dva cykly SELEX
s purifikovanym tenascinem-C byly provedeny stejné&, jak bylo
popséno vySe. Proteiny a RNA koncentrace ve dvou cyklech SELEX
(E9P1 a E9P2) jsou uvedeny v tab. 2.

Celkem byly provedeny t¥i rizné€ experimenty SELEX: SELEX
experiment, kde cilem byl purifikovany tenascin-C, druhy
experiment, kde cilem byly glioblastomové buiiky U251 a t¥eti
experiment, kde pool z experimentu s glioblastomovymi burikami
U251 byl pouzit jako  vychozi  material v experimentu
s purifikovanym tenascinem-C jakoZto cilem.

Vdechny t¥i uvedené experimenty byly analyzovany

klonovdnim a sekvencovanim ziskanych ligandd z 8 cykld SELEX
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proti purifikovanému tenascinu-C (sekvence "TN"), 2z 9 cyklu
SELEX proti bufikdm U251 (sekvence "E9"), a ze dvou cykll
hybridni U251/tenascin-C SELEX (sekvence "E9P2"). Sekvence
jedine&nych kloni jsou ukdzdny v tab. 3 a jsou rozdé€leny do
dvou hlavnich skupin: ligandy tenascinu-C (sekvence "TN" a
"E9P2") a ligandy bun&k U251 (ligandy "E9"). Mezi ligandy
tenascinu-C vé&tSina klonl (celkem 65) predstavuje jednu ze
dvou odlisnych t¥id sekvenci oznafenych jako rodina I a rodina
II (viz obr. 1).

VySet¥eni variabilnich Gsekll 12 klonl z rodiny I uk&azalo
7 jedine&nych sekvenci, které jsou p¥ibuzné prost¥ednictvim
kanonické sekvence GACNYLJUCCNGCYAC (SEKVENCE ID. C. 12).
VySet¥eni wvariabilnich dsekd 18 klonh z rodiny II odhalilo
sdilenou kanonickou sekvenci CGUCGCC (Tab. 3). Sekvence E9
mohou byt seskupeny podle konzervativnich tGsekd GAY a CAU ve
variabilnich dsecich. 2Zbyvajici sekvence nejsou s ostatnimi
sekvencemi nijak p¥ibuzné a byly oznaleny jako "sirotci". TZi
sekvence prevladaji, s ES9P2-1, E9P2-2, a TNS byly
reprezentovany 14x, 16x a 10x. V kategorii "sirotkd" je jedna
sekvence, a sice TN18, zastoupena 2x. celkové lze shrnout, Ze
tyto tGdaje ukazuji na vysoce obohaceny pool sekvenci.

vét3ina jedinch vykazovala nizkou nanomoldrni disociadni
konstantu, p¥idemZ nejlastéjsi sekvence TN9, ESP2-1 a E9P2-2
m&ly nejvy3si afinity, a sice 5 nM, 2nM a 8 nM (viz tabulka
3). Tyto vysledky ukazuji, Ze metoda SELEX s buitkami U251 je
dobrym zdrojem aptamer k tenascinu-C, p¥icemZ pouhé dva cykly
SELEX byly pot¥ebné k izolaci 1ligandld specifickych pro
tenascin-C z celého poolu SELEX oligonukleotidl. Podobné& mohou
byt izolovény oligonukleotidové 1ligandy k jinym proteindim

z poolu E9 pomoci purifikovaného proteinového cile.



Priklad 3

Stanoveni minimdlni velikosti TN9 a substituce

2'-OH purinti 2'-OMe puriny: Syntéza aptameru TTAl

Byl uZit standardni postup syntézy oligonukleotidu, ktery
je odbornikiim zn&m (Green et al. (1995) Chem Biol 2 10 :683-
95). 2'-fluorpyrimidinfosforamiditové monomery byly ziskény od
firmy JBL Scientific (San Luis Obispo, CA); 2'-OMe-purinové,
2'-OH-purinové, hexylaminové a (CH;CH;0)¢ monomery, a také
dT-polystyrenovy pevny nosi&, byly ziskdny od firmy Glen
Research (Sterling, VA). Afinity aptameri Dbyly stanoveny
pomoci d&leni na nitroceluldzovém filtru (Green et al.,
supra) .

TNS byl vybrédn pro dalZi analyzu na zé&klad€ jeho vysoké
afinity k tenascinu-C. nejd¥ive byla zkoumdna minimdlni
sekvence nezbytnd pro vysokoafinitni vazbu. Standardnim
postupem (Green et al, supra) bylo zjist&no, Ze 55 nukleotidl
3'-konce bylo nutnych k vazb& na tenascin-C, zatimco zadné
nukleotidy nemohly byt odstran&ny z 5'-konce bez ztraty
afinity. Kvali zjisténi, zda 1lze TN9 jeSt& =z délky 55
nukleotidl zkradtit a p¥itom zachovat vysokou afinitu vazby,
byly provedeny pokusy s vnit¥nimi delecemi v TN9. Prvnich 55
nukleotidd TN9 spole&n& s prvnimi 55 nukleotidy ligandd TN7,
TN21 a TN41 rodiny II bylo analyzovidno pol&itaovym programem
z hlediska moZného uspofadani sekundarni struktury RNA (mfold
3.0, dostupny na adrese http://www.ibc.wustl.eduhzuker/ (viz
také M. Zuker, D.H. Mathews & D.H. Turner. Algorithms and
Thermodynamics for RNA Secondary  Structure Prediction:
A Practical Guide. In: RNA Biochemistry and Biotechnology, J.
Barciszewski & B.F.C. Clark, eds., NATO ASI Series, Kluwer

Academic Publishers, (1999)). Krom& mnoha potencidlnich sestav
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RNA predikovanych pomoci uZitého algoritmu byla nalezena
struktura spole&néd ka?dému oligonukleotidu. Tato struktura je
predstavovdna oligonukleotidem TTAl uvedenym na obr. 2, a
obsahuje 3 stonky setké&vajici se v jednom bodé&, tzv.
t¥istonkovy uzel. P¥i tomto usporadani jsou
nejkonzervativn&jdi nukleotidy =z oligonukleotidd rodiny II
lokalizovany v oblasti uzlu. P¥i srovndni TN9, TN7, TN21 a
TN41 se ukazalo, %e druhy stonek md proménlivou délku a
sekvenci, co¥ vedlo k predpokladu, Ze extenze 2. Stonku neni
nutnd k vazn& na tenascin-C. P¥i testovadni této hypotézy se
zjistilo, Z%e nukleotidy 10 aZ 26 mohou byt nahrazeny
ethyleneglykolovym linkerem (CH,CH,0)¢. Tento linker slouZi
jako néhradni smy&ka a sniZuje velikost aptameru. Navic
dty¥nukleotidové smy&ky (CACU nebo GAGA), které nahradi
‘nukleotidy 10 a% 26, vytvo¥i sekvenci s vysokou afinitou
k tenascinu-C. Odbornik snadno stanovi dalSi nukleotidové
smydky nebo jiné spacery, které by mohly nahradit nukleotidy
10 a% 26, aby vznikly sekvence s vysokou afinitou k tenascinu-
C.

Kvali zvySeni ochrany proti nukledzédm byla vyhledany
polohy puring, kde by mohly byt provedeny substituce
odpovidajicimi 2'-OMe-purinovymi nukleotidy.. Oligonukleotidy
byly libovoln& rozd&leny do pé&ti sektori a vSechny puriny
v jednom sektoru byly nahrazeny odpovidajicimi
2'-OMe-purinovymi nukleotidy, celkem 5 oligonukleotidl
(tabulka 4, f&ze I syntézy). Afinita kaZdého oligonukleotidu
k tenascinu-C byla ur&ena a bylo zjidt&no, Ze vSechny puriny
v sektorech 1, 3 a 5 mohou byt nahrazeny, aniZ by doslo
k viditelné ztrat& afinity. V sektorech 2 a 4 byly pak
substituovdny jednotlivé puriny 2'-OMe puriny a vysledny
G&inek byl m&¥en (tabulka 4, féze III syntézy). 2 té&chto

experimentli se dalo soudit, Ze substituce nukleotidd G9, G28,



G31 ; G34 210MeG vedla ke ztrat& afinity k tenascinu-C.
TakZ?e tyto nukleotidy byly v aptameru TTA 1 ponechény jako
2'-0OH puriny.

Aptamer TTAl (Tab. 4) byl pak syntetizovédn s linkerem
(CH,CH.0)s (Spacer 18), a 3'-3' dT &epiCkou pro ochranu proti
exonukledzam, 5' hexylaminem (Tab. 4) a vSemi puriny ve formé
2'-OMe, s vyjimkou 5 G uvedenych v tab. 4. Nevédzajici se
kontrolni aptamer TTA1.NB byl p¥ipraven deleci 5 nukleotidl
na 3'-konci. TTA1 se vA¥%e na tenascin-C s rovnovaznou
disociadni konstantou (Kd) 5 nM, zatimco TTAL1L.NB mad pro
tenascin-C Kd > 5 pM.

Nukleotidy 10 aZ 26 mohou byt nahrazeny nenukleotidovym
ethylenglykolovym linkerem. Je tedy pravd&podobné, Ze TTAl
mi¥e byt syntetizovédn ve dvou oddélenych <&astech, pticemz
pr¥eruSeni Jje v pozici ethylenglykolového linkeru a jsou
vneseny nové 5'- a 3'-konce. Po syntéze se tyto dvé molekuly
spoledn& inkubuji tak, aby byl umoZné&n vznik hybridu. Tato
metoda umoZfiuje vneseni dalfich aminovych skupin a také
dal8ich nukleotidd na nové 5'- a 3'-konce. Pro biokonjugaci
mohou byt uZity nové funk&ni skupiny. Navic takovdto syntéz
ave dvou &astech vede k vy33imu vyt&Zku, nebot se syntetizuji

krat$8i molekuly.

P¥iklad 4

Biodistribuce Tc-99m-znadenych aptamerl u my8i s nadory
Biodistribuce aptamerl byla testovdna pomoci konjugace

chelata®niho &inidla pro Tc-99m (Hi;s: Hilger et al. (1998) Tet

Lett 39:9403-9406) na 5'-konec oligonukleotidu, jak je uk&zano

na obr. 2, a =znaenim aptameru Tc-99m. Aptamer Ve formé



sese

znadené Tc-99m je ukézdn na obr. 10. TTAl a TTALl.NB byly
konjugovédny s Hi;s p¥i koncentraci 50 mg/ml aptameru ve 30%
dimethylformamidu s 5 moldrnimi ekvivalenty Hi;s~N-
hydoxysukcinimidu, pufrovédno 100 mM boritanem sodnym, pH 9,3,
30 minut p¥u teplot& mistnosti. Po p¥elidté&ni pomoci HPLC
s reverzni fazi byly ziské&ny  Hi;s-TTAl a Hi,s~-TTA1l.NB.
Oligonucleotidy pak byly znaleny Tc-99m ndsledujicim zplsobem:

k 1 nmol His-aptameru bylo p¥idé&no 200 pl 100 mM fosfatového

pufru pH 8,5, s 23 mg/ml tartrdtu sodného a 50 pl Tc-99m
pertechnetdtu (5,0 mCi) eluovaného 2z kolony Mo-99 (Syncor,

Denver) b&hem 12 hodin. Zna&ici reakce byla zahdjena p¥idénim

10 pl SnCl,. Reakéni smés byla inkubovédna 15 minut p¥i 90 °C.
Reakce pak byla odd&lena od nezreagovaného Tc-99m rotacdni
dialyzou ptes membréanu s prahem molekulové hmotnosti

("cut-off") 30 000 (Centrex, Schleicher & Scheull) se dvéma

promytimi po 300 pl. Tento znalici postup vedl k inkorporaci 30
a¥? 50 % pridaného Tc-99m a specifikcé aktivité& 2-3 mCi/nmol
RNA. Tc-99m je vazéno prost¥ednictvim 5'G jak je uké&zé&no na
obr. 5.

Pro pokusy s biodistribuci byly xenotransplantdty n&doru
U251 pripraveny nésledovné&: builky U251 byly kultivovany
v médiu DMEM ("Dulbeccos' Modified Eagle‘s‘ Medium") s 10%
(objem/objem) telecim fetdlnim sérem (Gibco BRL, Gaithersburg,
MD). Athymické myZi, tj. myS8i bez brzliku (Harlan Sprague
Dawley, Indianapolis, IN) dostaly subkuténni injekci 1 x 10°
bun&k U251. KdyZ nadory dosahly velikosti 200-300 mg (za 1 aZ
2 tydny), Tc-99m-znadené aptamery byly injikovény intravendézné
v davce 3,25 mg/kg. V ur&enych &fasech byla zvi¥ata podrobena
anestezi isofluranem (Fort Dodge Animal Health, Fort Dodge,
IA), byla jim odebrdna krev srdedni punkci a zvifata pak byla
utracena a byly =z nich odebrény tkan&. Hladina Tc-99m byla

mé&¥ena gama-po&itadem (Wallac Oy, Turku, Finland). PE¥ijem



aptameru do tkéni byl mé&¥en jako % of injikované davky na gram
tkadné (%ID/g).

Snimky my3i byly ziskdny gama-kamerou. MyS8i byly pod
anestezi (isofluran) umist&ny do kamery (Siemens, LEM+). Data
byla sbirdna (30 vte¥in aZ 10 minut) a analyzovéna pomoci
programového vybaveni Nuclear MAC verze 3.22.2 (Scientific
Imaging. CA) na po&itadi Power MAC G3 (Apple Computer, CA).

Biodistribu®ni experimenty (tab. 5) wukézaly rychly a
specificky p¥ijem aptameru do tkani nadoru, nevazajici se
apatmer nebyl zadrZen v nddoru. Hladina Tc-99m v krvi klesala
velmi rychle. Po t¥ech hodindch hladina Tc-99m vnesena do
nadoru u¥itim Hi,s-TTA1 mé&la velmi dlouhy polo&as (>18 hodin).
To ukazuje, Ze jakmile jednou aptamer pronikne do nadoru,
radioaktivni znadka jim nesend zUstdvd v nddoru o dlouhou
dobu. To by ukazovalo, Z%e také cytotoxickd <&inidla, vcetné
radionuklidla nebo neradioaktivnich ¢inidel, konjugovana
s aptamery, by zistdvala v nddoru s dlouhym pololasem.

Tc-99m radioaktivita se objevila i v jinych tkénich,
zejména Vv tenkém a tlustém st¥evu. Profil hepatobiliadrni
clearance, ktery byl zde pozorovan, miZe byt odbornikem snadno
zm&n&n, nap¥. tim, Ze se zm&ni hydrofilnost chelata&niho
¢inidla pro Tc-99m, zm&ni se chelataéni ¢inidlo nebo se zméni
soudasné radioaktivni znaka i chelataéni &inidlo.

Celot&lové snimky zvirat byly =ziskdny uZitim Tc-99m-
znadeného His-TTA1 3 hodiny po injekci: Snimky 2z mySi
injikovanych Hi;s-TTAl jasn& zobrazuji nédory, zatimco snimky
z my3i injikovanych Hi;s-TTA1.NB nikoliv (obr. 3). Dalsi
radioaktivita je patrnd v gastrointestindlnim traktu, jak bylo

predikovédno v biodistribudnimn experimentu.
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P¥iklad 5

U%iti fluorescendné znaleného TTAl Kk lokalizaci tenascinu-C

v naddorové tkéani

Materidly a metody

TTA1 a TTA1.NB byly syntetizovdny jak jiZ bylo popséno
vyse. Fluorescenéni barvivo sukcinimdylrhodamin-Red-X
(Molecular Probes, Eugene, OR) bylo konjugovano na 5'-aminovou
skupinu aptameru, jak bylo popséno vySe pro Hi;s-NHS konjugaty.
Rhodamin-Red-X-konjugované aptamery, TTAl-Red a TTAl.NB-Red,
byly purifikovédny HPLC s reverzni fazi. Buné&éné kultury U251 a
rist nadort u "nahych" (athymickych) my3i byly taktéZ popsany
vySe. 5 nmol TTAl-Red nebo TTAl.NB-Red bylo injikovéano
intravenézn& do my3i a v po¥adovaném &ase bylo zvi¥fe podrobeno

anestezi a perfundovdno 0,9% NaCl a utraceno. Nador byl

vyoperovén a vloZen do formalinu. Po 24 hodinach ve formalinu

byly p¥ipraveny 10 pm F¥ezy a Rhodamin-Red-X byla detekovéna

fluorescen®ni mikroskopii (Eclipse E800, Nikon, Japan) .

Vysledky

TTA1-Red m&l stejnou afinitu k tenascinu-C jako
nekonjugovany puvodni aptamer, TTA 1, a sice 5 nM. Byla
srovnidna hladina fluorescence Vv nddoru pro TTAl-Red a
TTA1.NB-Red 10 minut po injekci. Vazajici se aptamer TTAl-Red
siln& obarvil n&dor, ale nikoliv okolni tk&né (obr. 4).
Naproti tomu p¥i pouZiti TTAl.NB-Red byla detekovédna pouze
vlastni fluorescence tkani. Tyto vysledky ukazuji uZitelnost
aptamerti podle vyndlezu pro fluorescenéni detekci tenascin-C

in wvivo.



P¥iklad 6

Detekce nadorti in vivo pomoci aptameru TTAL (GS7641): dalsi

typy nadori

Zna&eni apatameru, biodistribuce a xenotransplantace
nddorl na “nahé” my3i byly shodné s pf¥ikladem 4.

Je znamo, %e mnohé typy huménnich nédort exprimuji
tenascin-C. Pro vyhodnoceni schopnosti TTA1/GS7641 zamé¥it i
jiné typy nédoru neZ glioblastomy, byly kultivovany bunééné
linie humannich n&dori jako*to nédory na “nahych” mySich.
Niddorové tkan& pak byly testovdny na expresi huménniho
tenascinu-C, a pak nadory exprimujici huménni tenascin-C byly
testovadny na pr¥ijem aptameru.

Obr. 6 ukazuje prijem aptameru u né&kolika nadoru, jako
nap¥. glioblastomu, néadoru prsu, kolorektdlniho nédoru a
rhabdomyosarkomu. Specificky p¥ijem do nadoru byl demonstrovéan
na zadklad& srovndni vazajiciho se (TTA1/GS7641) a nevazajiciho
se aptameru (TTA1l.NB). Zajimavé bylo, Ye KB, xenotransplantét,
ktery exprimuje my3i a nikoliv humédnni TN-C, nejevil Z&adny
p¥ijem do nédoru. Tento experiment roz3iXuje pozorovani p¥ijmu
aptameru do glioblastomu o dal3i typy karcinomi a sarkomi, a
prokazuje, Ze vSechny néddory exprimujici humdnni tenascin-C

vykazuji p¥ijem TTA1l/GS7641.

Priklad 7

Alternativni znadeni pomoci In-111

Xenotransplantidty nadord a biodistribulni studie byly

provedeny shodné s p¥ikladem 4. Pro navadzadni DTPA a DOTA na



TTA1/GS7641, byl cyklicky anhydrid kaZdého z nich inkubovéan
s TTA1/GS7641 obsahujicim amin v podminkdch neutrdlniho pH
standardnim zplsobem. Struktura DTPA a p¥islud3ného konjugétu
je uvedena na obr. 8 a 9, kde Jjsou znaCeny In-111.
DOTA-konjugdt ma& identické 1linkery Jjako DTPA. DOTA- a
DTPA-konjugdt byly znafeny In-111 inkubaci 30 minut v 95°C v
0,5M NaOAc, pH 5,5. P odstran&ni neinkorporované radioaktivni
znacky odst¥edovaci dialyzou ptes membranu s limitem
propustnosti 30K byl radioaktivn& znaleny aptamer p¥enesen do
fosfatem pufrovaného solného roztoku, aby mohlo byt injikovan
mySim nesoucim néadory.

Biodistribuce aptameru znadeného In-111 byla vyrazné
odlidnd od ptripravkd znafenych Tc popsanych v p¥ikladu 4.
Obr. 7 ukazuje, Ze ve srovnadni se TTA1/GS7641 znalenym Tc-99m
je radioaktivita z TTA1/GS7641 zna&eného In-111
v intestindlnim traktu zna&n& sniZfena a soulasné je zvySen
prfijem do Jjater a ledvin. Tento experiment wukazuje, Ze
chemické vlastnosti chelata&niho &inidla maji vyznamny vliv
na distribuci radioaktivni zna&ky TTA1l/GS7641 v Zivém
zviteti. Biodstribudlni profily odlisné od profild
Hil5-TTA1/GS7641 mohu byt uZitedné pro zacileni nadoru za
urditych klinickych stav, kdy hepatobilidrni clearance neni
?4douci. K takovym klinickym stavim pat¥i, aniZ by vycet byl
omezujici, radioaterapeutické aplikace a zobrazovani
intestindlniho traktu, prostaty a dal3ich abdominédlnich

oblasti.



Tabulka 1

39

Tenascin-C SELEX RNA a vstupni protein

Cyklus Tenascin-C RNA
(pmol/jamka) (pmol/jamka)
1 12 200
2 12 200
3 12 200
4 12 200
5 2 33
6 2 33
7 2 33
8 0,2 3,3
Tabulka 2

Tenascin-C SELEX RNA a vstupni protein v bun&lném SELEX

Cyklus Tenascin-C RNA

(pmol/jamka) (pmol/jamka)
E9P1 2 33
E9P2 2 33
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<160>

<170>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

E

65

PatentIn Ver. 2.0

1
71
DNA

Umé&la sekvence

modifikovanad baze

(1) .. (56)

N v polohach 17-56 je A, C, T, nebo G
1

e e
ve .
. .
L] .
e o

. as oo

FV 2002 - 35

%

tcgecgecgagt cgtctgnnnn nnonnnnnnn NANNNNONND ONDDOonnnn nnonnncecgc 60

atcgtcctcece c

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

2
32
DNA

Umé&la sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina
2

taatacgact cactataggg aggacgatgc gg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

3
16
DNA

Umé&la sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

3

tcgegegagt cgtcetg

71

32

16



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

.
. (3 . * oo
L) ] . . -
. see ¢ o . -

. 3 . . .

cses eo «a oee

4
71
RNA

Um&la sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

modifikovanad baze
(1) ..(71)
viechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.

4

gggaggacga ugcggcaauc aaaacucacg uuauucccuc aucuauuagc uuccccagac 60

gacucgeeeg a 71

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

5
71
RNA

Um&la sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleova kyselina

modifikovani béaze

(1) ..(71)

vEechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.
5

gggaggacga ugcggcaauc uccgaaaaag acucuuccug cauccucuca ccccccagac 60

gacucgcccg a 71

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>

6
71
RNA

Um&la sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

modifikovani baze

. sssp



<222> (1)..(71)

<223> Viechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.

<400> 6

gggaggacga ugcggcaacc ucgaaagacu uuucccgcau cacuguguac ucccccagac 60

gacucgcccg a 71

<210> 7

<211> 71

<212> RNA

<213> Um&la sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleova kyselina
<220>

<221> modifikovand baze

<222> (1)..(71)

<223> V3echny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.
<400> 7

gggaggacga ugcggcaacc ucgauagacu uuucccgcau cacuguguac ucccccagac 60

gacucgcccg a 71

<210> 8

<211> 71

<212> RNA

<213> Umé&la sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina
<220>

<221> modifikovand béze

<222> (1)..(71)

<223> Viechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.
<400> 8

gggaggacga ugcggcaacc ucaaucuuga cauuucccgc accuaaauuu gceccccagac 60

gacucgcecg a 71

e seov e



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
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* 200 o o ) o
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9
71
RNA

Uméla sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

modifikovanad béaze

(1)..(71)

v8echny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.
9

gggaggacga ugcggcaaac gaucacuuac cuuuccugca ucugcuagee ucccccagac 60

gacucgceeg a 71

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

10
71
RNA

Umé&la sekvence

modifikovanéd baze

(1) ..(71)

VBechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.
10

gggaggacga ugcggacgcc agccauugac CCucgcuucc acuauuccau ccccccagac 60

gacucgcceg a 71

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

11
70
RNA

Uméla sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleova kyselina

modifikovani béze

(1) ..(70)
vSechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.



<400> 11

gggaggacga ugcggccaac cucauuuuga

.
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cacuucgccg caccuaauug cccccagacg 60

acucgcccga 70
<210> 12

<211> 15

<212> RNA

<213> Umélad sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

<220>

<221> modifikovand baze

<222> (1)..(15)

<223> Viechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.

<220>

<221> modifikovana béaze

<222> (1)..(15)

<223> N v polohdch 4 a 10 je A, G, 2'-F-U nebo 2'-F-C

<400> 12

gacnyuuccn gcayc 15

<210> 13

<211> 71

<212> RNA

<213> Um&€la sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleovi kyselina

<220>
<221> modifikovand béaze

<222> (1)..(71)

<223> VSechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.

<400> 13

gggaggacga ugcggaaccc auaacgcgaa ccgaccaaca ugccucccgu gcccccagac 60

gacucgcccg a

71



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

seee oo .o ees

14
70
RNA

Um&la sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

modifikovana baze
(1)..(70)
VSechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.

14

gggaggacga ugcggugccc auagaagcgu gccgcuaaug cuaacgcccu cccccagacg 60

acucgcccga 70

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

15
71
RNA

Um&la sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

modifikovand baze
(1)..(71)
V3echny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.

15

gggaggacga ugcggugcecc acuaugcgug ccgaaaaaca uuucccccuc uaccccagac 60

gacucgccceg a 71

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>

16
71
RNA

Um&la sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

modifikovand baze

(1)..(71)



<223> VSechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.
<400> 16
gggaggacga ugcggaacac uuucccaugc gucgccauac cggauauauu gcucccagac 60

gacucgecccg a 71

<210> 17

<211l> 71

<212> RNA

<213> Um&la sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina
<220> '

<221> modifikovand béaze

<222> (1)..(71)

<223> V3echny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.
<400> 17

gggaggacga ugcggacugg accaaaccgu cgccgauace cggauacuuu gcucccagac 60

gacucgecccg a 71

<210> 18

<211> 71

<212> RNA

<213> Umé&la sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleovad kyselina
<220>

<221> modifikovand baze

<222> (1)..(71)

<223> VZechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.
<400> 18

gggaggacga ugcggaacaa ugcacucguc gccguaaugg auguuuugcu cccugcagac 60

gacucgcccg a 71



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
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19
71
RNA

Um&la sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

modifikovana baze

(1)..(71)

viechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.
19

gggaggacga ugcgguuaag ucucgguuga augcccaucc cagauccccc ugacccagac 60

gacucgccecg a 71
<210> 20

<212> RNA

<213> Um&€la sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina
<220>

<221> modifikovand béaze

<222> (1)..(71)

<223> V3echny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.
<400> 20

gagaggacga ugcggauggc aagucgaacc aucccccacg cuucuccugu ucccccagac 60

gacucgccecg a 71

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<400>

21
71
RNA

Uméla sekvence
Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina
modifikovanad baze

(1) ..(71)
21



gggaggacga ugcgggaagu uuucucugcc uugguuucga uuggcgccuc ccccccagac 60

gacucgceceg a 71

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

22
71
RNA

Um&la sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

modifikovana baze
(1)..(71)
Viechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.

22

gggaggacga ugcggucgag cggucgaccg ucaacaagaa uaaagcgugu cccugcagac 60

gacucgcceg a 71

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

23
71
RNA

Um&la sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

modifikovand baze

(1)..(71)

v3echny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.
23

gggaggacga ugcggaugge aagucgaacC aucccccacg cuucuccugu ucccccagac 60

gacucgceceg a 71

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

24
76
RNA

Um&la sekvence

caee
see
.
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<223> Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

<220>

<221> modifikovana béaze

<222> (1)..(76)

<223> Viechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.

<400> 24

gggaggacga ugcggacuag accgcgaguc cauucaacuu gcccaaaaaa aaaccuccce 60

cagacgacuc gcccga 76

<210> 25

<211> 71

<212> RNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina
<220>

<221> modifikovanad baze

<222> (1)..(71)

<223> VSechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.
<400> 25

gggaggacga ugcgggagau caacauuccu cuaguuuggu uccaaccuac acccccagac 60

gacucgceccg a 71

<210> 26

<211> 71

<212> RNA

<213> Um&la sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleova kyselina
<220>

<221> modifikovand baze

<222> (1)..(71)

<223> Véechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.

> LN ]



<400>

gggaggacga ugcggacgag cgucucauga

26

ucacacuauu ucgucucagu gugcacagac 60

gacucgcecg a 71

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

27
71
RNA

Umé&la sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

modifikovand baze

(1)..(71)

Viechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.
27

gggaggacga ugcggucgac cucgaaugac ucuccaccua ucuaacaucc ccccccagac 60

gacucgcceg a 71

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<400>

28
71
RNA

Umé&la sekvence
Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina
modifikovana baze

(1) ..(71)
28

gggaggacga ugcggucgac cucgaaugac ucuccaccua ucuaacagce uuccccagac 60

gacucgecceg a

<210> 29
<211> 71
<212> RNA

<213> Um&la sekvence

71



<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

modifikovani baze

(1) ..(71)

Viechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.
29

gggaggacga ugcggagaac ucauccuaac cgcucuaaca aaucuugucc gaccgcagac 60

gacucgcecg a

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

30
71
RNA

Umé&la sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleova kyselina

modifikovand béaze

(1)..(71)

VSechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.
30

71

gggaggacga ugcggauaau ucgacaccaa ccaggucccg gaaaucaucc cucugcagac 60

gacucgeccg a

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

31
71
RNA

Um&la sekvence
Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina
modifikovanad baze

(1)..(71)

VSechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.

31

71



gggaggacga ugcggaaacc aaccguugac

gacucgcececg a

caccuuuucg uuuccggaaa guccccagac 60
71

<210> 32

<211> 71

<212> RNA

<213> Um&la sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleova kyselina
<220>

<221> modifikovand baze

<222> (1)..(71)

<223> V8echny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.
<400> 32

gggaggacga ugcggaagcc aacccucuag ucagccuuuc guuucccacg ccacccagac 60

gacucgcecg a

<210> 33
<211> 72
<212> RNA
<213> Um&la sekvence
<220>
<223>
<220>
<221> modifikovand béaze
<222> (1)..(72)
<223>

<400> 33

71

Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

Viechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.

gggaggacga ugcgggacca acuaaacugu ucgaaagcug gaacaugucc ugacgccaga 60

cgacucgccce ga

<210> 34

<211> 71

<212> RNA

<213> Umé&la sekvence

72
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<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleovéd kyselina

<220>

<221> modifikovand baze

<222> (1)..(71)

<223> Viechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.

<400> 34

gggaggacga ugcggaccaa cuaaacuguu cgaaagcugg aacacguccu gacgccagac 60

gacucgceccg a 71

<211> 71

<212> RNA

<213> Umé&la sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina
<220>

<221> modifikovand bize

<222> (1)..(71)

<223> V3echny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.
<400> 35

gggaggacga ugcggaccaa cuaaacuguu cgaaagcuag aacacgucca gacgccagac 60

gacucgcccg a 71

<210> 36

<211> 71

<212> RNA

<213> Um&la sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleovad kyselina
<220>

<221> modifikovana béaze

<222> (1)..(71)

<223> Viechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.



<400>
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36

gggaggacga ugcggaccaa cuaaacuguu cgaaagcugg aacacguucu gacgccagac 60

gacucgceeg a 71

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

37
71
RNA

Um&la sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

modifikovana baze

(1)..(71)

viechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.
37

gggaggacga ugcggaccaa cuaaacuguu cgaaagcugg aauacguccu gacgccagac 60

gacucgcccg a 71

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<400>

38
71
RNA

Um&la sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

modifikovand baze

(1)..(71)
38

gggaggacga ugcggaaguu uagugcucca guuccgacac uccucuacuc agcecccagac 60

gacucgcecg a 71

<210>
<211>
<212>
<213>

39
71
RNA

Um&lad sekvence

X Rl
.
e
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<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleova kyselina

<220>

<221> modifikovand baze

<222> (1)..(71)

<223> Vechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.

<400> 39

gggaggacga ugcggagcca gagccucucu caguucuaca gaacuuaccc acuggcagac 60

gacucgcccg a 71

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>

40
71
RNA

Um&la sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

modifikovana baze

(1) ..(71)

<223> VSechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.
<400> 40
gggaggacga ugcggaccua acucaaucag gaaccaaacc uagcacucuc auggccagac 60

gacucgcceg a 71

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>

41
71
RNA

Um&la sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleovad kyselina

modifikovana béaze

(1) ..(71)

<223> VSechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.
<400> 41
gggaggacga ugcgggagau caacauuccu cuaguuuggu uccaaccuac acccccagac 60

gacucgceeg a 71
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<210> 42

<211> 71

<212> RNA

<213> Um&la sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina
<220>

<221> modifikovana baze

<222> (1)..(71)

<223> Viechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.
<400> 42

gggaggacga ugcggaucuc gauccuucag cacuucauuu cauuccuuuc ugccccagac 60

gacucgcceg a 71

<210> 43

<211> 71

<212> RNA

<213> Um&la sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

<220>

<221> modifikovana béaze

<222> (1)..(71)

<223> V3echny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.

<400> 43 _
gggaggacga ugcggacgau ccuuuccuua acauuucauc auuucucuug ugccccagac 60

gacucgcceg a 71

<210> 44

<211> 71

<212> RNA

<213> Um&la sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina
<220>

<221> modifikovand béze

<222> (1)..(71)

ace



<223>
<400>

Viechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.
44

gggaggacga ugcggugacg acaacucgac ugcauaucuc acaacuccug ugccccagac 60

gacucgcccg a 71
<211> 72

<212> RNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina
<220>

<221> modifikovand baze

<222> (1)..(72)

<223> Viechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.
<400> 45

gggaggacga ugcggacuag accgcgaguc cauucaacuu gcccaaaaac cucccccaga 60

cgacucgccc ga 72
<210> 46

<211> 70

<212> RNA

<213> Umé&la sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: Nukleovd kyselina
<220>

<221> modifikovana béaze

<222> (1)..(70)

<223> V3echny pyrimidiny jsou modifikované 2'F.
<400> 46

gggaggacga ugcgggcgca ucgagcaaca uccgauucgg auuccuccac ucccccagac 60

gacugcccga 70

<210>
<211>
<212>
<213>

47
50
RNA

Um&l& sekvence
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<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleova kyselina

<220>

<221> modifikovana baze

<222> (1)..(50)

<223> V3echny pyrimidiny jsou modifikované 2'F; vazba v polohédch 50
a 51 je 3'-3',

<400> 47

gggaggacga ugcggaacaa ugcacucguc gccguaaugg auguuuugcu 50

<210> 48

<211> 55

<212> RNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleova kyselina

<220>

<221> modifikovana béaze

<222> (1) ..(55)

<223> Vechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F; vazba v polohédch 55
a 56 je 3'-3'.

<400> 48

gggaggacga ugcggaacaa ugcacucguc gccguaaugg auguuuugcu cccug 55

<210> 49

<211> 55

<212> RNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleova kyselina

<220>

<221> modifikovanad béaze

<222> (1) ..(55)

<223> Viechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F; G v polohéch 1-3, 5
a 55 jsou modifikované 2'OMe; a v poloze 4 je 2'OMe;
vazba v polchdch 55 a 56 je 3'-3'.

<400> 49
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gggaggacga ugcggaacaa ugcacucguc gccguaaugg auguuuugcu cccug 55

<210> 50

<211> 55

<212> RNA

<213> Umé&la sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleovad kyselina

<220>

<222> (1)..(55)

<223> V8echny pyrimidiny jsou modifikované 2'F; G v polohach 6, 9, 12
a 14 jsou modifikované 2'OMe; A v polohdch 7 a 10 jsou modifikované
2'0OMe; vazba v polohdch je 3'-3'.

<400> 50

gggaggacga ugcggaacaa ugcacucguc gccguaaugg auguuuugcu cccug 55

<210> 51

<211> 55

<212> RNA

<213> Umé&la sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

<220>

<221> modifikovand béze

<222> (1)..(55)

<223> V3echny pyrimidiny jsou modifikované 2'F; g v polohéach 15 a
22 jsou modifikované 2'OMe; a v polohdch 16-17, 19-20 a 24
jsou modifikované 2'OMe; vazba v polohdch 55 a 56 je 3'-3'.

<400> 51

gggaggacga ugcggaacaa ugcacucguc gccguaaugg auguuuugcu cccug 55

<210> 52

<211> 55

<212> RNA

<213> Uméla sekvence
<220>
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<223> Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

<220>
<221>
<222>

<223> Viechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F; g v polohdch 38,

<400>

gggaggacga ugcggaacaa ugcacucguc gccguaaugg auguuuugcu cccug

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

gggaggacga ugcggaacaa ugcacucguc gccguaaugg auguuuugcu cccug

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

modifikovand béaze

(1)..(55)

a 44 jsou 2'OMe; vazba v polohdch 55 a 56 je 3'-3'.

52

53
55
RNA

Uméla sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleovad kyselina

modifikovana baze

(1)..(55)

sse

55

VSechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F; g v polohach 39-40,

43 a 48 jsou 2'0OMe; a's v polohdch 36-37 a 41

jsou 2'OMe; vazba v polohédch 55 a 56 je 3'-3'.

53

54
55
RNA

Umé&la sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

modifikovani baze

(1) ..(55)

Véechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F; g v polohéch 1-3,

5-6, 9, 12, 14-15,
a 55 jsou 2'OMe.

22,

28,

31,

34,

39-40,

43,

48

55



<221> modifikovana baze
<222> (1)..(55)
<223> a v polohach 7, 10, 16-17, 19-20, 24, 36-37,
a 41 jsou 2'0OMe; vazba v polohdch 55 a 56 je 3'-3
<400> 54

gggaggacga ugcggaacaa ugcacucguc gccguaaugg auguuuugcu cccug

<210> 55

<211> 55

<212> RNA

<213> Umé&la sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleova kyselina
<220>

<221> modifikovana baze

<222> (1)..(55)

"o eV

S5

<223> V3echny pyrimidiny jsou modifikované 2'F; g v polohdch 1-3,

5-6, 9, 12, 14-15, 22, 39-40, 43, 48 a 55 jsou 2'OMe; a v polohédch

4,7, 10, 16-17,19-20, 24-36-37, 40 jsou 2'OMe.
<220>
<221> modifikovana baze
<222> (1)..(55)
<223> Vazba v polohédch 55 a 56 je 3'-3'.
<400> 55

gggaggacga ugcggaacaa ugcacucguc gccguaaugg auguuuugcu cccug

<210> 56

<211> 55

<212> RNA

<213> Um€la sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina
<220>

<221> modifikovana baze

<222> (1)..(55)

55

<223> VEechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F; g v polohdch 1-3,

5-6, 15, 22, 39-40, 43, 48 a 55 jsou 2'OMe; a v polohédch 4, 16-17,
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19-20, 24 36-37 a 40 jsou 2'OMe; vazba v polohdch 55 a 56 je 3'-3'.

<400> 56

gggaggacga ugcggaacaa ugcacucguc gccguaaugg auguuuugcu cccug 55
<210> 57

<211> 55

<212> RNA

<213> Um&la sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleovad kyselina

<220>

<221> modifikovana baze

<222> (1)..(55)

<223> V3echny pyrimidiny jsou modifikované 2'F; g v polohach 1-3, 5, 15,

22, 39-40, 43, 48, 55 jsou 2'OMe; a v polohédch 4, 7, 16-17, 19-20,
24, 36-37, 40 jsou 2'0OMe; vazba v polchdch 55, 56 je 3'-3'.

<400> 57

gggaggacga ugcggaacaa ugcacucguc gccguaaugg auguuuugcu cccug 55
<210> 58

<211> 55

<212> RNA

<213> Um&la sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleova kyselina

<220>

<221> modifikovanad béaze

<222> (1)..(55)

<223> Vi3echny pyrimidiny jsou modifikované 2'F; g v 1-3, 5, 9, 15, 22,

<400>

39-40, 43, 48, 55 jsou 2'OMe; a v 4, 16-17, 19-20, 24, 36-37, 41 jsou

2'0OMe; vazba v 55, 56 je 3'-3'.
58

gggaggacga ugcggaacaa ugcacucguc gccguaaugg auguuuugcu cccug 55



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

59
55
RNA

Um&lad sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

modifikovand baze

(1) ..(55)

VvSechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F; g v 1-3, 5, 15,

39-40, 43, 48 a 55 jsou 2'OMe; a v 4, 10, 16-17,
a 41 jsou 2'0OMe; vazba v 55 a 56 je 3'-3'.
59

19-20,

gggaggacga ugcggaacaa ugcacucguc gccguaaugg auguuuugcu cccug

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

60
55
RNA

Umé&la sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

modifikovanid béaze

(1)..(55)

24,

[}
I E XX

22,

36-37,

55

Viechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F; g v 1-3, 5, 12, 14-15,

22, 39-40, 43, 48 a 55 jsou 2'OMe; a v 4, 16-17,
41 jsou 2'OMe; vazba v 55 a 56 je 3'-3'.
60

19-20,

gggaggacga ugcggaacaa ugcacucguc gccguaaugg auguuuugcu cccug

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>

61
55
RNA

Um&l4 sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

24,

36-37 a

55
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<221> modifikovand baze

<222> (1)..(55)

<223> VSechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F; g v 1-3, 6, 15, 22,
28, 39-40, 43, 48, a 55 jsou 2'OMe; a Vv 4, 16-17, 19-20, 24, 36-37 a
40 jsou 2'OMe; vazba v 55 a 56 je 3'-3'.

<400> 61

gggaggacga ugcggaacaa ugcacucguc gccguaaugg auguuuugcu cccug 55

<210> 62

<211> 55

<212> RNA

<213> Um&la sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleova kyselina

<220>

<221> modifikovand baze

<222> (1)..(55)

<223> V3echny pyrimidiny jsou modifikované 2'F; g v 1-3, 5, 15, 22,
39-40, 43, 48 a 55 jsou 2'OMe; a v 4, 16-17, 19-20, 27, 36-37 a 40
jsou 2'OMe; vazba v 55 a 56 je 3'-3'.

<400> 62

gggaggacga ugcggaacaa ugcacucguc gccguaaugg auguuuugcu cccug 55

<210> 63

<211> 55

<212> RNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

<220>

<221> modifikovand béaze

<222> (1)..(55)

<223> V3echny pyrimidiny jsou modifikované 2'F; g v 1-3, 5, 15, 22,
39-40, 43, 48 a 55 jsou 2'OMe; a v 4, 16-17,19-20, 24, 36-37, a 40
jsou 2'0Me; vazba v 55 a 56 je 3'-3'.

<400> 63

gggaggacga ugcggaacaa ugcacucguc gccguaaugg auguuuugcu cccug 55



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

64
39
RNA

Um&la sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleovad kyselina

modifikovanid baze
(1)..(39)

VSechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F; g Vv polohach 2-3,

[ XX BJ

5-6, 23-24, 27, 32, a 39 jsou 2'OMe; a v polohach 4, 7, 20-21, a 25

jsou 2'OMe.

modifikovanad baze

Vazba v polohdch 39 a 40 je 3'-3'.

modifikovanid béze

(1)..(39)
N v poloze 10 je (CH,CH;0)¢
64

gggaggacgn cgucgccgua auggauguuu ugcucccug

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

65
34
RNA

Um&la sekvence

Popis um&lé sekvence: Nukleovd kyselina

modifikovana béze

(1) ..(34)

Viechny pyrimidiny jsou modifikované 2'F; g Vv polohéach 2-3,

39

5-6, 23-24, 27 a 32 jsou 2'OMe; a Vv polohédch 4, 7, 20-21, a 25

jsou 2'OMe

modifikovana baze
(1) .. (34)
N v poloze 10 je (CH,CH;0)s



<220>

<221> modifikovana béze

<222> (1)..(34)

<223> vazba v polohlch 34 a 35 je 3' - 3!
<400> 65

gggaggacgn cgucgccgua auggauguuu ugcu

.
XX

34
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1. Ligandova nukleova kyselina k tenascinu-C
identifikovana zplsobem, ktery obsahuje nasledujici kroky:

a) kandididtni sm&s nukleovych kyselin se pfivede do
kontaktu s tenascinem-C, p¥i&em? nukleova kyselina majici
zvySenou afinitu k tenascinu-C ve srovnani se zbytkem
kandidatni sm&si mi%e byt oddélena od zbytku kandidatni smési,

b) nukleové kyseliny se zvySenou afinitou se oddéli od
zbytku kandidatni smési, c) nukleové kyseliny se zvySenou
afinitou se amplifikuji,

c) &im¥ se pripravi sm&s nukleovych kyselin obohacena
nukleovymi kyselinami s relativné vysokou afinitou
a specifitou pro vazbu k tenascinu-C, &¢imZ je identifikovéna

ligandova nukleovd kyselina k tenascinu-C.

2. Ligandovd nukleovd kyselina podle naroku 1, kde
kandidatni sm&s nukleovych kyselin obsahuje jedno¥etézcové

nukleové kyseliny.

3. Ligandovd nukleovd kyselina podle: nidroku 2, kde

jednotret&zcové nukleové kyseliny jsou ribonukleové kyseliny.

4. Ligandovd nukleovad kyselina podle ndroku 3, kde
kandididtni sm&s nukleovych kyselin obsahuje ribonukleové

kyseliny modifikované 2'-fluoroskupinou.

5. purifikovand a izolovand ligandova nukleovd kyselina k

tenascinu-C, kterd se nevyskytuje v pfirodé&.



6. Purifikovand a izolovand ligandovd nukleovéd kyselina k
tenascinu-C, kterd se nevyskytuje v p¥irod&, podle naroku 5,

kde ligandova nukleova kyselina je jednotetézcova.

7. purifikovana a izolovanid ligandovd nukleovd kyselina k
tenascinu-C, kterd se nevyskytuje v p¥irod€, podle naroku 6,

kde ligandovad nukleova kyselina je RNA.

8. Ppurifikovania a izolovanad ligandovd RNA, kterad se
nevyskytuje v p¥irod&, podle naroku 7, kde 1ligandovd RNA

obsahuje nukleotidy modifikované 2'-fluoroskupinou.

9. Ppurifikovania a izolovand ligandovd RNA, kterd se
nevyskytuje v p¥irod&, podle néroku 8, kde ligandovad RNA je
vybréna ze skupiny obsahujici sekvence uvedené v tabulkéch 3 a

4 a na obrazku 2.

10. Zpusob identifikace 1ligandové nukleové kyseliny k
tenascinu-C vy znadujici s e t im, ?e obsahuje
kroky:

a) kandiddtni sm&s nukleovych kyselin se pfivede do
kontaktu S tenascinem-C, pYridemZz nukleovd . kyselina majici
zvySenou afinitu k tenascinu-C ve srovnédni se zbytkem
kandiditni smési miZe byt odd&lena od zbytku kandidatni smési,

b) nukleové kyseliny se zvySenou afinitou se oddéli od
zbytku kandidatni smési,

c) nukleové kyseliny se zvySenou afinitou se amplifikuji,
%im¥ se pripravi sm&s nukleovych kyselin obohacend nukleovymi
kyselinami s relativné& vysokou afinitou a specifitou pro vazbu
k tenascinu-C, ¢&imZz je identifikovéna ligandové nukleova

kyselina k tenascinu-C.
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11. Zpusob podle ndroku 10 vy zna?¢d
t i m, Ze dile obsahuje krok:

d) opakuji se kroky a), b), a c).

i s e

()
0

12. Zptisob podle ndroku 10 vy znacduj
t £ m, %e kandididtni sm&s nukleovych kyselin je sloZena

z jednoYet&zcovych nukleovych kyselin.

13. Zpisob podle néroku 12 vy znadc¢ujici s e
t i m, Ze jednoret&zcové nukleové kyseliny jsou ribonukleové
kyseliny.

14. Zphsob podle naroku 13 vy znadc¢ujic i s e
t f m, ¥e nukleové kyseliny jsou ribonukleové kyseliny

modifikované 2'-fluoroskupinou.

15. Komplex pro pouZiti p¥i in vivo diagnostice, ktery

obsahuje ligandovou nukleovou kyselinu k tenascinu-C a marker.

16. Komplex podle naroku 15, kde ligandovd nukleova
kyselina k tenascinu-C byla identifikovéana zpusobem, ktery
obsahuje nasledujici kroky:

a) kandiditni sm&s nukleovych kyselin se pfivede do
kontaktu s tenascinem-C, pri&emZ nukleovd kyselina majici
zvySenou afinitu k tenascinu-C ve srovnadni se zbytkem
kandidatni sm&si mi¥e byt odd&lena od zbytku kandidétni smé&si,

b) nukleové kyseliny se zvySenou afinitou se oddéli od
zbytku kandidatni smési,

c) nukleové kyseliny se zvySenou afinitou se amplifikuji,
gimZ se p¥ipravi sm&s nukleovych kyselin obohacend nukleovymi

kyselinami s relativn& vysokou afinitou a specifitou pro vazbu
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k tenascinu-C, &imZ Jje identifikovédna ligandova nukleova

kyselina k tenascinu-C.

17. Komplex podle néroku 16, kde kandidatni smés
nukleovych kyselin je sloZena z jednotet&zcovych nukleovych

kyselin.

18. Komplex podle ndroku 17, kde jedno¥et&zcové nukleové

kyseliny jsou ribonukleové kyseliny.

19. Komplex podle né&roku 18, kde nukleové kyseliny jsou

ribonukleové kyseliny modifikované 2'-fluoroskupinou.

20. Komplex podle ndroku 15, kde marker je vybrédn ze
skupiny obsahujici radionuklidy, fluorofory, magnetické

sloueniny a biotin.
21. Komplex podle naroku 20, kde radionuklid je vybréan ze
skupiny obsahujici technecium-99m, Re-188, Cu-64, Cu-67, F-18,

125I, 131I, lllIn' 32P, a 186Re.

22, Komplex podle naroku 21, kde marker je

technecium-99m.

23. Komplex podle néroku 22, ktery ddle obsahuje linker.
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24. Komplex podle naroku 23, kde linker ma nasledujici

strukturu:

25. Komplex podle naroku 24, ktery je nédsledujici:

(CH,CH,0), linker

’c.s7C G
o] A A U
O«_N N GGCG ’
T N l lg_‘é e=2"OHG
s ™o o @C
L\//\V/»\V,O-P‘OK!C;C:
u U-G-3'-3"-T

hexylaminovy linkej
kde
v3echny A jsou modifikované skupinou 2'-OMe,
vSechny G, s vyjimkou oznacdenych, jsou modifikované skupinou
2'-OMe,
v3echny C jsou modifikované skupinou 2'-F a

v3echny U jsou modifikované skupinou 2'-F.

26. Zplsob ptipravy komplexu obsahujiciho ligandovou

nukleovou kyselinu k tenascinu-C a marker

z

c i s e t { m, %e obsahuje nésledujici

[l

vyznacdcuij

kroky:



a) kandidatni sm&s nukleovych kyselin se privede do
kontaktu s tenascinem-C, pri&emZ nukleova kyselina majici
zvySenou afinitu k tenascinu-C ve srovndni se zbytkem
kandidatni sm&si miZe byt odd&lena od zbytku kandidatni smési,

b) nukleové kyseliny se zvySenou afinitou se oddéli od
zbytku kandidatni smési,

c) nukleové kyseliny se zvySenou afinitou se amplifikuji,
&im¥ se p¥ipravi sm&s nukleovych kyselin obohacend nukleovymi
kyselinami s relativné& vysokou afinitou a specifitou pro vazbu
k tenascinu-C, ¢im¥ Jje identifikovéna ligandovd nukleova
kyselina k tenascinu-C, a

d) na 1ligandovou nukleovou kyselinu k tenascinu-C se

kovalentn® navaZe marker.

27. Zpusob podle ndroku 26 vy znadcdu jici s e
t 1 m, %e marker je vybran ze skupiny obsahujici radionuklidy,

fluorofory, magnetické sloudeniny a biotin.

28. ZplUsob podle néroku 27 vy zna Eujici s e
t 1 m, ¥e radionuklid je vybran ze skupiny obsahujici Tc-99m,

Re-188, Cu-64, Cu-67, F-18, %1, 31, *"In, 32p, a '®Re.

Q
[
J
Y
(@]
[
10)
0]

29. Zpusob podle ndroku 28 vy zn a &

t i m, Ze marker je Tc-99m.

30. 2Zpuisob podle néroku 29 vy zna Eujici s e
t 1 m, Ze dadle obsahuje linker.
31. Zpusob podle ndroku 30 vy zna Eujici s e

t £ m, %e linker m& ndsledujici strukturu:
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32. Zpusob podle 4néroku 31 vyznad¢ujici s e
t i m, Ye komplex je nédsledujici:
(CH,CH,0), linker
C\ Ge
c'. ® o U ‘&
“ A
W EPe%e hey
,<° A ~GUuU
Os_N N C?ﬁj
0y ’r A— = ]
T :Z}Q\ L i G-c e=2"0OHG
& INnwo o @C
0-P-0-0G"

“hexylaminovy linkerI
kde
v8echny A jsou modifikované skupinou 2'-OMe,
v8echny G, s vyjimkou oznafenych, jsou modifikované skupinou
2'-OMe,
vZechny C jsou modifikované skupinou 2'-F a

v8echny U jsou modifikované skupinou 2'-F.

33. Zpusob detekce pF¥itomnosti nemoci, p¥i které je
exprimovan tenascin-C Vv biologické tkéni, kterd je nemoci

zasa%ena, vyznadcujicil s e t i m, Ze obsahuje

ndsledujici kroky:



a) identifikuje se ligandova nukleova kyselina
2 kandidatni sm&si nukleovych kyselin, p¥ilemZ tato ligandova
nukleovd kyselina je ligandem k tenascinu-C, zplisobem kdy

I) kandidatni sm&s nukleovych kyselin se p¥ivede do
kontaktu s tenascinem-C, pri&em# nukleovd kyselina majici
zvySenou afinitu k tenascinu-C ve srovndni se zbytkem
kandidatni sm&si miZe byt odd&lena od zbytku kandidatni smési,

II) nukleové kyseliny se zvySenou afinitou se oddéli od
zbytku kandidatni smési,

II1) nukleové  kyseliny  se zvy8enou afinitou  se
amplifikuji, &imz se pripravi sm&s nukleovych kyselin
obohacend o nukleové kyseliny s relativn& vysokou afinitou a
specifitou pro vazbu k tenascinu-C, &imz je identifikovéna
ligandova nukleové kyselina k tenascinu-C, a

b) na ligandovou nukleovou kyselinu k tenascinu-C
identifikovanou v kroku III se kovalentn& navédZe marker
pouf¥itelny pro in vivo diagnostiku, &imZ se p¥ipravi komplex
marker-ligandova nukleova kyselina,

c) tkad, kterd mife obsahovat nador, se vystavi komplexu
marker-ligandova nukleova kyselina, a

d) detekuje se p¥itomnost komplexu marker-ligandova
nukleovd kyselina ve tkéni, &im%Z je identifikovana nemoc, pti

které je exprimovan tenascin-C.

34. Zpusob podle néroku 33 vy zna¢c¢uj ici s e
t i m, %e komplex marker-ligandovd nukleova kyselina dale
obsahuje linker.

35. Zpisob podle ndroku 34 vy znadcuj ici s e
t i m, Ze marker je vybrédn ze skupiny obsahujici radionuklidy,

fluorofory, magnetické sloufeniny a biotin.
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36. Zplisob podle naroku 35 vy 2z na gujici s e
t i m, Ze radionuklid je vybran ze skupiny obsahujici Tc-99m,

Re-188, Cu-64, Cu-67, F-18, '*I, 131y i1y 32p g5 %Re.

[
0]
[0}

37. Zpusob podle ndroku 36 vy zna ujici

t 1 m, %e marker je technecium-99m.

[
1]
(0]

38. Zpusob podle naroku 37 vy zna dujic

t i m, %e linker m& néasledujici strukturu:

-0

|
0—P_0

(o)

39. Zplsob podle néroku 38 vy zna ujici s e

t i m, Ze komplex marker-ligandova nukleovd kyselina je

nasledujici:

(CH,CH,0), linker

—

O N, N A
T A l _ cC
’ I o G’

s N
(@) 1
{ L~ 0-5-0-2GC

hexylaminovy Iinker‘
kde
véechny A jsou modifikované skupinou 2'-0OMe,
vEechny G, s vyjimkou oznalenych, jsou modifikované skupinou

2'-0OMe,
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v8echny C jsou modifikované skupinou 2'-F a

viechny U jsou modifikované skupinou 2'-F.

40. Zpusob podle néroku 33 vy zna Eujici s e
t i m, %e dale obsahuje krok, kdy se ke komplexu navéaze
terapeutické nebo diagnostické &inidlo.

41. Zpusob podle néroku 33 vyzna Eujici s e
t i m, %e nemoc je vybradna ze skupiny obsahujici rakovinu,

psoridzu a aterosklerdzu.

42. Zplsob podle nédroku 41 vy zna Egujici s e

t 1 m, Ze nemoc je rakovina.

43. Zpusob podavani terapeutického <&inidla p¥i nemoci,
kdy Jje exprimovédn tenascin-C, Vv Yy zna gujici s e
t i m, Ze obsahuje kroky, kdy

se ligandovd nukleové kyseliny k tenascinu-C kovalentné
nava¥e na terapeutické ¢&inidlo a vytvofi s nim komplex,

a tento komplex se podédva pacientovi.
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