ABSTRAKT

V této studii se projevuje nadéjnd moznost zvySeni genové exprese konjugaci ligandli na
antisense oligonukleotidy a siRNA. Pfi modifikaci se vyuzilo 2’-O-lysylaminohexylové
skupiny vazané na uridinovou bazi, ktera nahradila jednu, dv¢ az tfi baze thyminové. Uvedené
zamény a modifikace bazi byly testovany pro zlepseni inhibice proteinové exprese.

Efektivita modifikaci v inhibici proteinové exprese byla zkousena na alicaforsenové sekvenci
(DNA) a siRNA. Alicaforsen, ktery se nachazi ve tieti fazi klinické studie, je phosphorothioat
komplementarni k ICAM-1, siRNA, jenz nov¢ prokazala afinitu k ICAM-1, c¢ehoz bylo
vyuzito pfi porovnani ucinnosti vyse zminénych modifikaci a objeveni naslednych moznosti
uplatnéni alicaforsen a siRNA v terapii. Poprvé byla pozorovana a prokazana down-regulace
ICAM-1 na bunécné linii ECV304, ktera imituje prostfedi hematoencefalické bariéry.
Nemodifikované/modifikované sekvence oligonukleotidii a siRNA byly transfekovany do
ECV304 bun¢k. Po 24 hodinové transfekci byly buiiky rozruSeny chemickou lyzou.
Koncentrace ziskanych proteinti byly stanoveny Bradford analyzou a nasledna inhibice
ICAM-1 byla vyhodnocena western blotem. Hodnoty inhibici byly standardizovéany
k odpovidajicimu aktinu a kontrolnim bunkam. Vyhodnoceni genové exprese probéhlo
pomoci denzitometrie autoradiogrami a pocitacového programu Quantity One. VSechny
pokusy byly provedeny nejméné tiikrat.

Modifikace 2’-O-lysylaminohexylem zlepSila uptake oligonukleotidi bunéénou membranou a
zaroven zvysila jejich rezistenci vici nukleazam. Modifikované DNA i siRNA potlacily
genovou expresi ICAM-1 piiblizné 50%. Zvysenim poctu modifikaci (z jedné na dv¢ az tii) se
zvysila inhibice ICAM-1 oproti nemodifikovanym oligonukleotidim a siRNA sekvencim.
Koncentrace oligonukleotidi, kterd prokazala nejvyssi inhibici, byla 200 nM u DNA a 50 nM
u siRNA.

2’-O-lysylaminohexyluridin by mohla byt tispé$nou modifikaci DNA a siRNA pro studie
genovych inhibici. VSechny testované sekvence oligonukleotidl, zejména se dvéma a tfemi
modifikacemi, se ukéazaly byt slibnymi pro 1écbu chorob CNS.
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