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. Spersonalizowana, liposomowa terapia ostrych biataczek
‘ szpikowych (OBS/AML) oparta na matych, inhibitorowych
RNA
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Konsorcjum:
* ACELLMED - Lider Projektu
 SLASKI PARK TECHNOLOGII MEDYCZNYCH KARDIO-MED SILESIA

Eksperci w dziedzinie technologii liposomowych, onkologii i hematologii:
* prof. dr hab. Aleksander Franciszek Sikorski — biochemik, specjalista w nanotechnologiach i terapiach celowanych
e prof. dr hab. n. med. Kazimierz Kuliczkowski — specjalista choréb wewnetrznych, onkolog kliniczny, hematolog, transplantolog

e dr hab. Aleksander Czogalla — specjalista w zakresie biochemii i biofizyki lipidow i bton biologicznych
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' ACELLMED KARDIO-MED

Firma ACELLMED Sp. z 0.0. oraz Slaski Park Technologii Medycznych Kardio-Med Silesia nawiazaty wspoétprace na rzecz realizacji projektu dofinansowanego
ze srodkéw Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Regionalnego Programu Operacyjnego Wojewdédztwa Slaskiego na lata 2014-2020 z

dziatania O$ Priorytetowa |I. Nowoczesna Gospodarka Dziatanie 1.2 Badania, Rozwdj i Innowacje w Przedsiebiorstwach.

CEL PROJEKTU — Celem gtdwnym projektu jest opracowanie innowacyjnego leku z zakresu spersonalizowanej, liposomowej terapii ostrej biataczki szpikowej,
ostrej biataczki mieloblastycznej, opartego na matych, inhibitorowych RNA, a co za tym idzie wzrost konkurencyjnosci, dzieki rozwojowi dziatalnosci B+R w

obszarze nowoczesnych terapii medycznych.

Celem naukowym jest opracowanie skutecznego systemu liposom — kwas nukleinowy — czynnik rozpoznajgcy marker powierzchniowy docelowych komorek,

ktory moze by¢ skuteczny w leczeniu nowotworéw w monoterapii lub terapii mieszanej z cytostatykami lub inhibitorem BCL-2.

Cele szczegdlne projektu: Szczegdétowym celem projektu jest opracowanie ukierunkowanej, liposomowej postaci miRNA hamujgcej proliferacje komodrek
nowotworowych charakteryzujgcej sie selektywnoscig dziatania, niskg nieswoistg cytotoksycznoscia oraz wysokg wydajnoscig dostarczania kwasow
nukleinowych do komérek nowotworowych, ktory osobno lub w potgczeniu ze standardowo stosowanymi cytostatykami znaczgco poprawi efektywnosé

leczenia.
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E ] Liposomy jako nosniki lekow M

ACELLMED KARDIO-MED

* Jedng z gtdwnych zalet stosowania liposomow jako systemu dostarczania lekéw jest to, ze zbudowane sg
z lipiddw polarnych zasadniczo podobnych do naturalnych sktadnikow bfon komodrkowych
i charakteryzujg sie znaczagcym poziomem bezpieczenstwa. Ponadto, regulujgc stopien nasycenia
fosfolipidow dwuwarstwy mozna modyfikowac stopien uwalniania substancji czynnej. Co wiecej, moga
one spetnia¢ wiele funkcji, np. ograniczajagc skutki uboczne czy zapewnia¢ przedtuzony czas

przebywania w krazeniu oraz mozliwos¢ kierowania lekdw do okreslonych komdrek organizmu.

LUpophiz compaeteen’

P [T
i 55 ) e g

Postep, w zakresie konstrukcji leku w odniesieniu do obecnego stanu techniki stanowi:

g PRomphaqe Seech

* zastosowanie matych hamujacych RNA (m.in. miRNA) i I
* zastosowanie elementéw kierujgcych w postaci aptamerdow/przeciwciat rozpoznajgcych markery -
£ danons
powierzchniowe komorek biataczkowych, i :;‘w e et

E- B Cantotwtnes

* mozliwos$é zastosowania preparatu lub mieszaniny preparatéw, w zaleznosci od indywidualnej postaci OBS " o ey v

Juszkiewicz et al. [JMS 2020

Fundusze -~ - Unia Europejska -
g Rzeczpospolita e
E K
i Curopesde, NI PO % Slaskie. e :




-=- Literatura: N Wk

ACELLMED KARDIO-MED

* Meissner JM, Toporkiewicz M, Czogalla A, Matusewicz L, Kuliczkowski K, Sikorski AF. Novel antisense

therapeutics delivery systems: In vitro and in vivo studies of liposomes targeted with anti-CD20 antibody.
J Control Release. 2015, 220, 515-528.

*  Wyrozumska P, Meissner J, Toporkiewicz M, Szarawarska M, Kuliczkowski K, Ugorski M, Walasek MA, Sikorski
AF. Liposome-coated lipoplex-based carrier for antisense oligonucleotides. Cancer Biol Ther. 2015, 16, 66-76.

* Bhayadia R, Krowiorz K, Haetscher N, Jammal R, Emmrich S, Obulkasim A, Fiedler J, Schwarzer A, Rouhi A,
Heuser M, Wingert S, Bothur S, Dohner K, Matzig T, Ng M, Reinhardt D, Déhner H, Zwaan CM, van den Heuvel
Eibrink M, Heckl D, Fornerod M, Thum T, Humphries RK, Rieger MA, Kuchenbauer F, Klusmann JH. Endogenous
Tumor Suppressor microRNA-193b: Therapeutic and Prognostic Value in Acute Myeloid Leukemia. J Clin Oncol.
2018, 10, 1007-1016.

* Issa H, Bhayadia R, Winkler R, Swart LE, Heckl D, Klusmann JH. Preclinical testing of miRNA-193b-3p mimic in
acute myeloid leukemias. Leukemia. 2023, 37, 1583-1587.
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Skutecznos¢ preparatow

-.M- Podstawy projektu (doswiadczenie zespotu) :H f

ACELLMED KARDIO-MED

Formulation DID fMuorescence in tumors after injection

* Obecnos¢ lipidow modyfikowanych PEG poprawia farmakokinetyke
i farmakodynamike liposoméw chronigc preparat przed degradacjg
enzymatyczng lub dziataniem uktadu immunologicznego.

tL-D
e W eksperymentach wykazano dfuzszy czas krazenia formulacji

liposomowych zawierajagcych PEG, co wspiera efekt skutecznego
i swoistego wigzania do komodrek docelowych (i akumulacji preparatu
leku w indukowanym guzie nowotworowym)

Biodystrybucja
tL-D i tL-P in vivo

* Dane wskazujg na silne dziatanie ukierunkowanych preparatéow terapeutycznych,
ktore zapobiegajg rozwojowi nowotworu w warunkach in vivo (w odniesieniu do
formulacji kontrolnych)

3
Tumor volume [mm |

liposomowych tL-D i tL-P
in vivo

J.M. Meissner et al. / Journal of Controlled Release (2015
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Uzyskane Wyniki w Projekcie
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CEL: Ukierunkowana konstrukcja przenoszaca inhibitorowe RNA do komérek OBS/AML.

o)

KARDIO-MED

Strategia realizacji

|

/ /

/ Ocena aktywnos’.cn

inhibitorowej RNAI
miRNA: siRNA:
-193b -GAPDH
-203a KRAS(3)
-FLT3(3)
K -C-KIT(B)/
=P lipofekcja

== elektroporacja
== nosnik (LNP)
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Konstrukcje liposomowe

oparte na:
=P kompleksie RNA-PEI

=P |ipidzie kationowy
— DOTAP

=% lipidzie jonizowalnym
—DC-cholesterol

Rzeczpospollta

B ok

Czynnik kierujacy

Aktywnos¢ transfekcyjna

4 Slaskie.

=P aptamery

przeciwciato

Uma Europejska
F opejskie Fund
uktuy l n WO SEYC )

przytaczenie przeciwciata

przytaczenie aptameru
CD33

selektywne wigzanie do

[

|
|
|
|
|
komorek ‘

Badania na zwierzetach

- B :



-. Ocena aktywnosci inhibitorowej miRNA/siRNA (metody)
i Lipofekcja

ACELLMED

Przeprowadzono prace zwigzane z transfekcjg komorek linii biataczkowych
czgsteczkami miRNA193b. Efekt lipofekcji okreslano na podstawie testow
zywotnosci oraz morfologii komaorek. Nie stwierdzono transfekgji.

potwierdzenie z wykorzystaniem
kontroli pozytywnej

« Lipofectamine™ RNAIMAX Transfection Reagent (#13778075, Invitrogen)
* siRNA (Silencer™ Select GAPDH Positive Control siRNA, #4390849, Invitrogen)

Dla wiekszosci analizowanych linii  OBS/AML  stwierdzono
niedostateczng transfekcje (lipofekcja), aby prawidtowo okresli¢
hamujgcy wptyw siRNA/mMiRNA na wzrost i proliferacje komorek.

v

our. KARDIO-MED
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Ocena poziomu ekspresji GAPDH dla komorek linii HL60, MV-4-11, Kasumi oraz lJurkat.
K- - kontrola negatywna (brak czynnika transfekcyjnego oraz RNA); KL — kontrola transfekcji
(czynnik transfekcyjny, brak RNA); GAPDH — prdba badana (czynnik transfekcyjny oraz RNA). Do
okreslenia zmian relatywnych zmian na poziomie ekspresji wykorzystano metode 22CT

9
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Ocena aktywnosci inhibitorowej miRNA/siRNA (metody)
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Elektroporacja

'ACF((M{D

Elektroporacja z wykorzystaniem miRNA 193b-3P
— brak efektu. Badania uzupetniono o badania
ekspresji CCND1 oraz k-RAS. Nie stwierdzono
transfekcji i zmian na poziomie transkryptomu.

System do elektroporacji (Neon™ Transfection
System; nr kat. MPK5000; Invitrogen)
siRNA (Silencer™ Select GAPDH Positive
Control siRNA, #4390849, Invitrogen)

Na podstawie przedstawionych wynikow
nalezy stwierdzi¢, ze we wszystkich
testowanych liniach poddanych
elektroporacji zaobserwowano spadek
ekspresji GAPDH w wysokim stopniu, co
wskazuje, ze jest to optymalny system
do badania aktywnosci RNAI.

Fundusze _
Europejskie
Program Regionalny

Refative expression (log scale)

B ok

Warunki elektroporacji dla poszczegdinych linii komérkowych

o

KARDIO-MED

Linia komérkowa Napiecie Czas trwania impulsu llo$¢ impulsow
HL-60 1350 35 1
Jurkat 1325 10 3
Kasumi-1 1400 10 3
A B C
Relative expression of GAPDH in Kasumi-1 cell line, Relative expression of GAPDH in HL-80 cell line Relative expression of GAPDH in Jurkat cell line,
- II“ -1 i :
o ) -
3 3
g g
go 2
a go:
o ®
S :
B, 3
— e '|' 4 -
s}
KE KE KE AP
Sample Name Sample Name Sampie Name

Ocena poziomu ekspresji GAPDH dla komérek linii (A) Kasumi-1, (B) HL60 oraz (C) Jurkat z wykorzystaniem elektroporacji. K- -

kontrola negatywna (komdrki nietraktowane); KE - kontrola elektroporacji GAPDH - préba badana. Do okreslenia zmian relatywnych

referencyjnym byt gen B-aktyny.

Rzeczpospolita

4 Slaskie.

Unia Europejska
Europejskio Fundusze
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zmian na poziomie ekspresji wykorzystano metode 22CT. Jako grupe referencyjng wykorzystano kontrole negatywna, natomiast genem

10



-. Ocena aktywnosci inhibitorowej miRNA/siRNA R q Z
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Rodzaj RNAi Przyktad Potwierdzenie aktywnosci Sekwencja
miR193b - Na podstawie literatury: Bhayadia R et al., J. Clin. Oncol. (2018)
MiRNA miR193b (modyfikacja 2’-O-metylo) - Na podstawie literatury: Bhayadia R et al., J. Clin. Oncol. (2018)
miR203a - Na podstawie literatury: Zheng Z et al. Int J Clin Exp Pathol. (2019)
GAPDH elektroporacja Sekwencja wystandaryzowana (#13778075, Invitrogen)
k-RAS (3) elektroporacja Sekwencja zaprojektowana*(synteza w firmie zewnetrznej)
siRNA FLT3 (3) elektroporacja Sekwencja zaprojektowana* (synteza w firmie zewnetrznej)
c-KIT (3) Nosnik (LNP) Sekwencja zaprojektowana* (synteza w firmie zewnetrznej)

*Zaprojektowane siRNA zostato wykonane na podstawie zatozen, zawartych w literaturze oraz z wykorzystaniem dostepnego narzedzia: siDirect. Proces
polegat na okresleniu sekwencji mRNA dla poszczegdlnych gendw (m.in.: FLT3, k-RAS, c-KIT), a nastepnie wykorzystaniu sekwencji jako matrycy - na podstawie,
ktorej algorytm generuje sekwencje dupleksdw siRNA (+ weryfikacja sekwencji pod kagtem komplementarnosci dla réznych izoform mRNA).

Zatozenia:

* sekwencja ok. 21 nt

* siRNA komplementarne do sekwencji 3' UTR poszczegdlnych gendw

» zawartos¢ par G/C 30-56%

* sekwencje posiadaty 2-nt ogon na konicu 3’

* temperatura topnienia okreslona < 20,50C (Tm nici ,,guide” < Tm nici , passenger”)
* pozycjonowanie konkretnych nukleotydéw w odpowiednich regionach

Fundusze

- Unia E jsk
Europejskie = g‘z)?sc‘fapospolita // SlaSkie. ‘:.L?oo:t:g‘:.iﬁw? — 11

Program Regionalny Strukturaine | Iinwestycyjne



- Ocena aktywnosci inhibitorowej miRNA/siRNA (metody) ﬁ
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% zywotnosci (vs. 100% kontroli)

e Elektroporacja KARDIO-MED
Warunki elektroporacji dla poszczegdlnych linii komoérkowych
RNA; (synteza sekwencji - MuItipIexDX) Linia komoérkowa Napiecie [V] Czas trwania impulsu llos¢ impulsow
HL-60 1350 35 1
. ™
System . do elektroporacji  (Neon Turkat 1325 10 3
Transfection System; nr kat. MPK5000; Kasumi-1 1400 10 3
Invitrogen)
1.6
23 Ocena wzglednej ekspresji genu
120,00% FLT3 oraz k-RAS dla komérek linii
100,00% { ' oan ::_Z e T HL60 po przeprowadzeniu
— s | elektroporacji. K - kontrola
A o 4 - 5 ! —1 "
68.00% {; L : c m"l R negatywna (komorki nietraktowane);
60.00% 1 ciov 4843% i 2 o8 ' 5 s KE - kontrola elektroporacji; siRNA-
4 % ' T pet wANAZ
40.00% A 37.90% : : préba badana (rézne warianty). Do
%"‘" I okredlenia wzglednych zmian na
20.00%: 1 o L3 ] poziomie ekspresji wykorzystano
0,00% L L1 L L | * ' metode AACT. Jako grupe
K- KE siRNA1siRNA2sIRNA3 Mix s referencyjng wykorzystano kontrole

K-RAS ‘ ' negatywna, natomiast genem
referencyjnym byt gen GAPDH.

;LT:}V KRAS
Grupy eksperymentaine

Uzyskane wyniki (m.in. zmieniona morfologia, obecnos¢ fragmentow komorkowych, potwierdzenie proceséw apoptotycznych, obnizenie zdolnosci

proliferacji i poziomu ekspresji poszczegdlnych gendw) w przypadku siRNA ukierunkowanych na FLT3 oraz k-RAS (analizowanych z wykorzystaniem metody

elektroporacji) wykazujg efekt biologiczny na komorki linii biataczkowych, a tym samym moga zosta¢ wykorzystane w koncowym preparacie jako czynnik

terapeutyczny.




-.- Ocena aktywnosci inhibitorowej miRNA/siRNA (metody) q ]
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e Transfekcja z wykorzystaniem nosnika LNP (konstrukt nieswoisty) KARDIO-MED
LNP (c-KIT) LNP (tRNA)
e Aktywno$¢ zaprojektowanego RNAi  ukierunkowanego na Kwas nukleinowy siRNA tRNA
c-KIT w nieswoistym nosniku zawierajagcym mieszanine lipidéow Stezenie RNA 232yg /1ml 232pg /1ml
. . . . . . Rozmiar [nm] 73,67 83,65
odpowiednich do wytwarzania nanoczgstek lipidowych na bazie Zeta potencjat [mV) +9 e
jonizujacych lipidéw kationowych (GenVoy Training Kit Formulation; PDI 0,097 0,077
nr kat. NCNOOO1; Precision NanoSystem) kompleksujgcych kwasy
nukleinowe.
—~ 120,00
2 100,00100,00
Weryfikacja aktywnosci zastosowanego RNAi (c-KIT): é 100,00 - T 83 87
v . - . . , = 80,00 A B
testy zywotnosci (AlamarBlue) — obnizenie zywotnosci komédrek P
po podaniu preparatu LNP (c-KIT) w odniesieniu do nieznacznych " 60.00 -
zmian dla formulacji kontrolnej LNP (tRNA) ? ’
v' analiza ekspresji markera CD117/c-KIT z wykorzystaniem -§ 40,00
cytometru przeptywowego (obnizenie ekspresji markera CD117 na % 24i67
pow. komorek linii Kasumi-1 po podaniu formulacji LNP s 20,00 1 11721
(c-KIT). e 000 ﬁ
v" Ocena procesu apoptozy (spadek zywotno$ci komdrek i wzrost ’ CTRL LNP (c-kit) LNP (tRNA)
liczby komérek w stadium wczesnej apoptozy dla preparatu LNP
(c-KIT) O48h  m72h
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-.M- Konstrukcje liposomowe Y jL' 7

ACELLMED KARDIO-MED
oparte na kompleksie PEI-RNA oparte na lipidzie kationowym DOTAP oparte na lipidzie jonizowalnym DC-cholesterol
Rozmiar: 146 - 190,1 d.nm Rozmiar: 104,9 — 152,6 d.nm

Rozmiar: 175 d.nm
ZP: -30,8mV ZP: +22,5 - 28,1mV ZP:+ 20,4 —44.2mV
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+ Triton + heparyna
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Triton + heparyna
Triton + heparyna

Po ekstruzji

mod%ikac'!e[ | DSPE-PEG-MAL 2K |,
| DSPE-PEG-MAL 1K |

Przed kolumng Po kolumnie

Przed ekstruzjg Po ekstruzji

[ Agregacja preparatu ]
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Profil elucji - CD34 5' - redukcja DTT
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Numer frakejl

Profil elucji dla aptameru ukierunkowanego na CD34 (modyfikacja -SH przy 5’). A340 —
absorbancja przy dtugosci fali 340nm, A260 — absorbancja przy dtugosci fali 260nm (dla kwasu
nukleinowego), Ratio 260/340 — stosunek absorbancji przy dtugosci fali 260nm do dtugosci fali
340nm. W przypadku zwigzania aptameru do grup maleimidowych znajdujgcych sie
w formulacji liposomowe] wystepuje skok absorbancji — szczyt przy wartosci ratio 260/340,
ktory pokrywa sie z szczytem piku przy dtugosci fali dla A340 wskazujgcym na zmetnienie
probki w poszczegdlnych frakcjach. Profil w panelu gérnym: aptamer kowalencyjnie zwigzany
z liposomami; profil w panelu dolnym - aptamer CD34 niezwigzany z liposomami.

Profil elucji - wolny aptamer CD34 3' - redukcja DTT
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Czynnik kierujacy (aptamery) M

KARDIO-MED

Aptamer CD34B

0,9

® Liposomy ® CD34B

0,8

0,7

0,6

Absorbancja

0,5

0,4

0,3 r T T T T
220 240 260 280 300 320 340

Dlugosé fali [nm]

Sktad liposomu: HSPC (75 %mol), DOPE (5 %mol), DSPE-PEG (5
%mol), DSPE-PEG-Mal (0,08 %mol), cholesterol (14,82 %mol) oraz
barwnik fluorescencyjny DID (0,1 %mol).

Sposdb wytwarzania: ekstruzja cisnieniowa
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CD34

CD117

ACELLMED

Wydajnos¢ wigzania liposom-aptamer i swoistego
rozpoznawania antygendw powierzchniowych

* Poréwnywano

Kasumi-1 Jurkat
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| aptamer niezwigzany | I aptamer zwigzany

Analiza swoistosci aptameréow ukierunkowanych na CD34 oraz CD117. Oznaczenia cytometryczne
przeprowadzono z wykorzystaniem cytometru BD FACS Canto Il. Zastosowano liposomy wyznakowane
barwnikiem fluorescencyjnym (DID). Kompleks liposom-aptamer dodawano w objetosci 50 pl/test. Podczas
kazdego oznaczenia zebrano 10 000 zdarzen. Bramkowanie ustawiono w stosunku do kontroli (niebarwione;j
zawiesiny komorek), a analize zmiany intensywnosci fluorescencji prowadzono z wykorzystaniem
oprogramowania FACS DIVA.
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oddziatywania aptamerow,
ukierunkowanych na CD34 oraz CD117, ktdre
ulegty zwigzaniu do liposomu oraz te, dla ktdrych
nie zaobserwowano wskazanej zaleznosci.

niewykazujgcych

W  przypadku aptamerow

wigzania do liposomu - przesuniecie sygnatu
fluorescencji jest znikome (ponizej 2%).

W  przypadku aptamerodw, dla ktorych
potwierdzono wigzanie do grupy maleimidowej w
przygotowanej formulacji liposomowe]
stwierdzono przesuniecie sygnatu fluorescencji

w prawo (Srednio na poziomie 16%).

* Dla linii kontrolnej (Jurkat) — brak istotnych zmian.
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Warunki: % maol lipidu: Aptamer:
DSPE-PEG-Nal Blanowy | Oceysacranie
Crynnik Oczyszczanie | 0,08 [ 0,8 [ 016 | "“‘“""‘Jw po inkubacji:
redukujgcy aptameru Przylgczomny: Mieprytaczony:
CD344_red,
CD348 _red,
CO1174 red,
Filtracja CD117_red,
Enm:ngrr e . oD selows: CD34E, CD34E_1x2,
H"f?_ ;h* - Rrecypiatz - - : Sepharose CO1178x4 CO338_1x32,
pR=d CL4B CO338_1x2,
CDL178_MF,
CO1178_FS,
SOmM OTT ;':'“’f' Co334_1,
w H:O, precypitacia | X - - - s.c_-p;:;e CD34E CD33E_1,
pH=7: 1h RT g CO348 1,
CO24E_IR,
CO336_1,
S0mM OTT FIH:IEC]E.I CO34B_1,
v Hi0 recypitscja | - | - | X - elows: CD1178 CD34B_IR,
H=T- ;hJ AT RrEcyRiEd Sepharozs ' CD117A,
pR=d CL4B CO1178_FS,
CD33_),
CO34B 275,
Filtracja
S0mM OTT
. . elowa: CO34B_I1R
H.0 itz - - % bl CD1178 T
H"f?, T precypiaca : Sepharose ' CD117E_FS,
pr=s CL-4E
Filtracja
100mnM TCEP o elowa:
it - - X - CD348_2F5
pH=T; 1h RT precypiaca Sepharoze -
CL-4B
S00mM TCEP + EItmqa CD1176_3MF,
100mM TEAA . elowa:
precypitacja - X - - CD33A_1,
100ul Sepharoszs CO117A4
pH=2,0; BT CL-4B
E00mM TCEP + Filtracja
100mM TEAA . Zelowa:
itz - X - - CO1174
100ul precypaca Sepharozs
pH=80; 4-C CL-4E
S00mM TCEF + Filtracia D334 1,
100 TESA . _
100Ul recvmitacia _ " _ . elowa: CO33B_1,
Mg O 3 i PrECYRIE=S Sepharose CD34E 1R,
Pr=ae ' CL-4B CD117E_3NF,

70°C; 1h AT

WYZWANIA

Nie potwierdzono kowalencyjnego wigzania pomiedzy grupa — SH

aptameru, a maleimidowa pochodna DSPE-PEG.

Trudnosci w  uzyskaniu  wysokiej powtarzalnosci  zwigzanej
z wydajnym wigzaniem aptameru do powierzchni liposomu moze
wynika¢ réwniez z doktadnosci syntezy/wydajnosci reakcji dla matych

czgsteczek oraz braku aktywnosci aptameru.

W zwigzku z trudnosciami w uzyskaniu liposoméw z aktywnymi

aptamerami swoiscie rozpoznajgcymi antygeny powierzchniowe

komorek ostrej biataczki szpikowej (zgodnie z pierwotnymi zatozeniami
projektu) podjeto dziatania w kierunku wdrozenia alternatywnego

rozwigzania (zastosowanie przeciwciata, jako czynnika kierujacego).



HL60

JURKAT

Fluorescencyjne aptamery ukierunkowane na antygen CD33 3’-Cy5
(ocena swoistego wigzania do antygenu CD33)

DIC Hoechst + Cy5 Merged

W przypadku komoérek linii HL60 (CD33+) barwnik zlokalizowany zaréwno w bfonie, jak
i wewnatrz komorki (internalizacja). W przypadku komérek linii Jurkat (CD33-) pojedynczy
punkt pochodzacy z fluorochromu zlokalizowany przy btonie.
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Na podstawie analizy z wykorzystaniem cytometru przeptywowego
stwierdzono wigzanie aptameru do antygenu CD33 obecnego na
powierzchni komoérek linii HL60. W przypadku komarek linii Jurkat
niespecyficzne wigzanie srednio na poziomie 18%.



Formulacja:

2-1-24-Cy5 3’ Ocena swoistego wigzania konstrukt liposom-aptamer (Cy5)

20ul | HL-60 Jurkat

llos¢ komorek: T
200 tys./test

e " 8 3 - 113 -
Bufor do ptukania :_:, 1 o o = o
(2x) komorek: O ™ g ‘ g ] 3
1xPBS + FBS: SR i R N W) — | e = BT - _

-1%
-10%

1Y v 3 |
8 b o H 1 ‘ ‘
- e . (S £ g " L - . 1
Rozcienczenie 30 i 3 i1
. = : 4'1‘4“"0'
komorek 100ul: — -

1xPBS +5mMMgCl, o 68,4% = ™ From—
+FBS: ? . 3 g k.
-0% - - = 3 - '

-1%
-10%

Bufor do ptukania, e - ' | iy N | o

po inkubacji: ‘ 1 ‘ 1 45,6% | 1_,_, A Ev— ___1:5;8,'6_ ——
1xPBS + 5mM | TR TR ' " :

MgCl, S S ‘ |

(3x ptukanie)

5% FBS
5% FBS

Inkubacja: at- RN &
th 37°C ARy W | b
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5. Ocena wiazania przeciwciata anty-CD33 do formulacji liposomowej

ETAP | — przygotowanie liposomoéw

PRZYGOTOWANIE SUCHEGO FILMU
LIPIDOWEGO - 10mg/mi

4

UWODNIENIE
bufor z RNA (siRNA, miRNA)

_

FAT

4

EKSTRUZJA
strzykawkowa/cisnieniowa
400nm, 200nm, 100nm, 50nm

CHARAKTERYSTYKA PREPARATU

- pomiary Zeta Sizer
-Rozmiar
-Potencjat Zeta

-elektroforeza

ocena zamknigcia RNA wewnatrz liposomu
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ETAP Il - przytgczenie przeciwciata

TIOLACJA PRZECIWCIALA
odczynnik Trauta

PRZYLACZENIE PRZECIWICIALA DO
FORMULACJI LIPOSOMOWEJ
inkubacja nocna 4°C

4

KOLUMNA - Sepharose CL-4B
oddzielnie nieprzytgczonego
przeciwciata od immunoliposomow

4

STERYLIZACJA PREPARATU
filtry strzykawkowe 0.2um

oA

KARDIO-MED

CHARAKTERYSTYKA PREPARATU

- pomiary Zeta Sizer

-Rozmiar

-Potencjat Zeta
-dot-blot
potwierdzenie jakosciowe obecnosci przeciwciata w metnych
frakcjach
-oznaczenie cytometryczne
ocena swoistoscipreparatu na wybranych liniach komorkowych
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Witasciwosci transfekcyjne ‘ (H /

-'.{’;M-

P Selektywne wiazanie preparatu (spetniajacego wtasciwosci fizykochemiczne) do antygenu powierzchniowego obecnego na  KARDIO-MED
komérkach linii biataczkowych (marker CD33)

(8) , 100,00
1 i 4 3 ] 7 (3 90,00 T
@ 80,00 1 I
P W o ouwon W% W & 70.00 -
N
g‘ 60,00 - J
P % 8 A A 2 un A
Liphd Imol%] <} 50,00 H
OPPC 27 68 L) b n N} a8 X 3 i1 % 40!00 T
NOPE 20,00 ¢ .g 30,00 +
it L JRG TE S AR oy S 4
DSPE-PEG 5,00 AR 42T DT W £ 20.00
DSFE-MEG-Mal 2,40 (C) (D) = 10,00 -
Chalesteral 14,92 { - ' - "m0 10 O’OO . . . =
% ’ 90 1 %8 -10.00 linia HL60/Kasumi (CD33+) linia Jurkat-T (CD33-)
181 1AP 30,00 AR ’ " 50 4 '
l:DGTAFI‘ i" ,’ ¥ ' EFC 7 e e . 7 . T . . . . .
i : = - Ocena aktywnosci i swoistosci formulacji liposom-przeciwciato skierowanej przeciwko
-5 £ Qo 20 Jaan %50 ludzkiemu antygenowi powierzchniowemu CD33. Dane zbiorcze uzyskane na
g ' '”g;ac podstawie oceny swoistosci preparatow: 36-5-23; 37-6-23; 40-6-23; 42-7-23; 48-
§ . ‘: 7-23; 52-8-23; 69-9-23; 72-9-23 oraz 80-11-23.
2] :
] [ 01% , 0,1
JLE Qo 20w ey JEEIN . o Rpter Dty e HL-60 RKAT . . . . X s
JURKA Potwierdzono swoiste wigzanie konstruktu liposom — przeciwciato do
Reprezentatywne wyniki analizy preparatu liposomowego. (A) Enkapsulacia RNA — rozdziat komoérek linii CD33+ (HL60 oraz Kasumi) oraz brak jego niespecyficznego
elektroforetyczny preparatu liposomowego; M - marl.<er wielkosci; 1. preparat Iiposo.mowy;.z. prepar{a‘F wiazania do komadrek linii Jurkat (CD33-). Uzyskane wyniki wskazuja na
potraktowany heparyng; 3. preparat potraktowany Tritonem oraz heparyng. (B) Potwierdzenie obecnosci L. . . , . .
przeciwciata na powierzchni liposoméw metodg ,,dot—blot”. Obraz profilu elucyjnego preparatu liposomowego po wdrozenie metOdy pozwalalacel Otrzymac formulaqe Ilposomowe
reakcji z przeciwciatem (C) Ocena aktywnosci i swoistosci przeciwciata skierowanego przeciwko ludzkiemu z aktywnym przeciwciatem zdolnym rozpoznawac antygen CD33

antygenowi powierzchniowemu CD33. (D) Poréwnanie swoistosci badanego preparatu. (C,D) dane uzyskane za

pomoca cytometru przeptywowego.
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