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Rybozymy typu ‘hammerhead’, kompozycja, Srodek terapeutyczny je obejmujace, ich

zastosowania oraz sposéb hydrolizy miR21 i prekursoréw miR21

Przedmiotem wynalazku sg rybozymy typu ‘hammerhead’ specyficznie i wydajnie
hydrolizujgce miR21 RNA i/lub jego prekursory (pri-miR21 oraz pre-miR21), kompozycja i
srodek terapeutyczny je obejmujgce, ich zastosowania do obnizania komdrkowej puli

miR21, w terapii guzéw mozgu oraz sposob hydrolizy miR21 i/lub prekursorow miR21.

Glejaki sg najczgstszymi nowotworami centralnego ukladu nerwowego. Glejak
wielopostaciowy (GBM, ang. glioblastoma multiforme) stanowi ponad 50% wszystkich
glejakow oraz jest najbardziej ztosliwym (IV stopnia zlosliwosci biologicznej wg WHO)
typem pierwotnych guzéw mozgu. GBM cechuje naciekajacy charakter wzrostu, obfite
unaczynienie, gwattowna proliferacja oraz szybki i agresywny przebieg kliniczny. Ponadto,
ze wzgledu na jego lokalizacje oraz znaczng opornos¢ na konwencjonalne terapie rokowania

sg bardzo zte.

Niezmiennie od wielu lat standardem w leczeniu glejakéw pozostaje leczenie
operacyjne jedynie wspomagane radio- i chemioterapig. Maksymalna cytoredukcja (> 98%
guza) przedluza zycie, nawet do 9-12 miesigcy. Poprawia rowniez odpowiedz pacjenta na
radio- i chemioterapi¢. Czgsto ze wzglgdu na umiejscowienie guza oraz jego naciekowy
charakter interwencja chirurgiczna nie jest mozliwa. Radioterapia (RT) stosowana jest
standardowo jako pierwsze leczenie uzupeiniajace po zabiegu chirurgicznym. Standardem
w chemioterapii jest temozolomid (TMZ) oraz gliadel (Westphal M et al., Neurooncol 5,
79-88 (2003); Stupp R et al., N Engl ] Med. 352, 987-996 (2005)). W przypadku nawrotow
choroby, w grupie pacjentow leczonych TMZ oraz RT obserwuje si¢ szybszy 1 agresywny

wzrost nowotworu, ktory dodatkowo wykazuje znaczng oporno$¢ na leczenie.

Ostatnie lata przyniosty znaczacy postep w poznaniu molekularnych podstaw GBM.
Zidentyfikowano wiele celow terapeutycznych oraz potencjalnych terapeutykow.
Wigkszos¢ z nowych podejsé terapeutycznych wykorzystuje inhibitory matoczasteczkowe,
przeciwciala monoklonalne oraz szczepionki peptydowe stosowane w celu regulacji
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szlakéw komorkowych kluczowych dla rozwoju nowotworu, angiogenezy, a takze
zniesienia lekoopornosci komorek nowotworowych. Pomimo, ze podejscia te rokowaly
bardzo dobrze, wigkszos$¢ zostala odrzucona na etapie badan klinicznych. Glejaki od wielu
lat niezmiennie pozostaja jednymi z najtrudniejszych w leczeniu, najgorzej rokujacych

nowotworow, ze srednim czasem przezycia wynoszacym mniej niz rok.

Wobec braku skutecznych metod leczenia glejakéw, ich opornosci na
konwencjonalne metody leczenia, wyzwaniem sa badania nad coraz to nowymi celami

terapii oraz nowymi podejsciami do leczenia GBM.

MikroRNA (miRNA) sg to krotkie (~22 nt) RNA niekodujace bialek. Odgrywaja
kluczows role w wielu procesach komorkowych, takich jak: wzrost, réznicowanie, podzialy,
apoptoza, sygnalizacja komodrkowa oraz ekspresja gendow. Szacuje si¢, ze reguluja ekspresja
ponad 30% wszystkich gendw kodujacych biatka, w tym wielu onkogendw oraz bialek
supresorowych (Bartel DP, Cell 116, 281-297 (2004); Esquela-Kerscher A et al., Nat Rev
Cancer 6, 259-269 (2006)).

Szacuje si¢, ze zmiany w profilu ekspresji miRNA leza u podtoza ponad 390 choréb

(http://cmbi.bjmu.edu.cn/hmdd). Najwigkszg grupe sposrdd nich stanowig choroby

nowotworowe. miRNA lezg u podtoza licznych chordb neurologicznych i psychiatrycznych,
w tym guzow mdzgu. Dla wielu sposrod nich okres$lono swoiste profile ekspresji miRNA,
co znaczaco zwigkszylo mozliwosci ich diagnozy i prognozowania. Wskazuja tez nowe,
potencjalne cele terapeutyczne. Profil miRNA w nowotworach glejowych jest znaczaco
rézny od profilu w zdrowych komérkach nerwowych. Ponadto, podobnie jak w zdrowym
mozgu podczas jego rozwoju, tak w guzie w réznych stadiach jego zaawansowania profil
miRNA ulega dynamicznym zmianom. Wytypowano miRNA, ktérych poziom jest
znaczaco zmieniony w komoérkach glejaka wielopostaciowego w stosunku do komorek
zdrowych. Badania tworcow wynalazku wskazujg, ze jednym z miRNA o najbardziej
podwyzszonym poziomie ekspresji w komdrkach nowotworéw glejowych jest miR21 RNA.
Korelacja poziomu miR21 i ekspresji jego potencjalnych targetéw (mRNA rozpoznawanych
przez miRNA) pozwalajg wnioskowaé, ze jest on bezposrednio zaangazowany w rozwdj
nowotwordéw glejowych, moze stanowi¢ dobry marker diagnostyczny oraz potencjalny cel
terapii tego typu guzow (Nikaki A et al., Expert Opin Investig Drugs 21, 1475-1488
(2012)).

miR21 jest pierwszym poznanym miRNA ssakow (Lagos-Quintana M et al., Science 294,
853-858 (2001)). Sekwencja kodujagca miR21 zlokalizowana jest w ramieniu dlugim

chromosomu 17 (17q23.2, 55273409-55273480), w obrgbie genu kodujacego biatko
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TMEM49 (ang. transmembrane protein 49). Gen MIR21 znajduje si¢ w intronie mRNA tego
biatka, posiada wlasny promotor, a jego transkrypcja obywa si¢ niezaleznie od transkrypcji
TMEM49. Produktem genu MIR21 jest transkrypt pri-miR-21 o dlugosci 3433 nt, ktory

ulega dojrzewaniu najpierw do pre-miR-21 (72 nt), a nastepnie dojrzatego miR-21 (22 nt).

Zawarto$¢ miR-21 w materiale klinicznym z guzéw glejowych moézgu oraz linii
komoérkowych wywodzacych si¢ z GBM jest znaczaco wyzsza od poziomu tego miRNA w
komorkach zdrowych pochodzenia mézgowego (Conti A et al., J Neurooncol 93, 325-332
(2009); Chan JA et al., Cancer Res 65, 6029-6033 (2005); Ciafre SA et al., Biochem
Biophys Res Commun 334, 1351-1358 (2005)). Dodatkowo jego poziom koreluje ze
stopniem ztosliwoséci guza. Poziom miRNA w tkance, ptynie mézgowo rdzeniowym oraz
surowicy krwi jest znaczaco wyzszy u pacjentéw ze zdiagnozowanym glejakiem zlosliwym,
w porownaniu ze zdrowa grupg kontrolng. Dodatkowo jest on znaczaco wyzszy u pacjentow
z nowotworem stopnia III, w poréwnaniu z pacjentami z nowotworem stopnia II. Poziom
miR21 ulega obnizeniu u pacjentéw poddanych chemio- oraz radioterapii. Mozliwa jest
precyzyjna diagnoza nowotwordw glejowych, okreslenie stadium zaawansowania choroby,
prognozowanie przezycia pacjentow, dobor odpowiedniego leczenia oraz monitorowanie
przebiegu leczenia na podstawie profilu miR21 w tkance pooperacyjnej, a takze w plynie

mozgowo rdzeniowym oraz surowicy krwi.

Analiza funkcjonalna miR21 dowodzi, ze odgrywa on kluczowa rol¢ w procesie
kancerogenezy, a ograniczenie czy hamowanie jego wlasciwosci moze zatrzymac postep
choroby oraz uwrazliwi¢ komoérki oporne na chemio- oraz radioterapi¢ na konwencjonalng
terapi¢. Dotychczas wytypowano ponad 170 potencjalnych targetéw dla miR21,
powigzanych z 9 szlakami sygnalizacji komoérkowej zaangazowanych w procesy
nowotworzenia. Cz¢$¢ z zaproponowanych targetéw zweryfikowano doswiadczalnie.
Pokazano przykladowo, ze miR21 obniza poziom ekspresji bialek zaangazowanych w
regulacje apoptozy (PDCD4, MTAP, SOXS) oraz biatek odpowiedzialnych za opornos¢ na
chemioterapi¢ (LRRIP1). Z drugiej strony, dla wielu bialek, ktorych zaburzony poziom
wigze si¢ z zachwianiem procesu apoptozy, proliferacji, i innych, i ostatecznie
zainicjowaniem oraz rozwojem nowotworu, obnizenie endogennej puli miR21 skutkuje
wzrostem ich ekspresji. Ponadto, pokazano, ze obnizenie poziomu miR21 skutkuje
wzmozong apoptoza komorek glioblastomy, obniza oporno$¢ na doxorubcin oraz tempo
proliferacji komérek. Dowiedziono, Ze obnizenie poziomu miR21 w liniach komoérkowych
skutkuje zahamowaniem proliferacji komorek, wzmozong apoptoza, zmniejszeniem

inwazyjnosci komorek (Zhou X et al., Lab Invest 90, 144-155 (2010); Li Y et al., Brain res
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1286, 13-18 (2009); Corsten MF et al.,, Cancer Res 67,8994-9000 (2007)) oraz ich
uwrazliwieniem na cytostatyki (Costa PM et al., Human mol Genet, pub ahead of print
(2012); Zhu S et All, Cell Res 18, 350-359 (2008)), a w mysim ukladzie modelowym
spowalnia wzrost guza oraz zmniejsza liczbg przerzutéw (Gaur AB, Neuro Oncol 13, 580-
590 (2011)). Potwierdza to, ze miR21 moze by¢ dobrym celem terapii guzéw méozgu (Li Y
et al., Brain Res 1286, 13-18 (2009)).

Dotychczas analizowano mozliwos¢ zastosowania molekularnych narz¢dzi anty-
miR21 (m.in. inhibitor6w maloczasteczkowych) (Gumireddy K et al., Angew Chem Int Ed
Engl 47, 7482-7484 (2008)). Wadami zaproponowanych narzedzi jako terapeutykéw sa
jednak: stabo poznany mechanizm dziatania, niska specyficzno$¢ zwiazkéw, mozliwosé
hamowania takze innych pre-miRNA oraz niski indeks terapeutyczny. Badania te nie

dotyczyly bezposrednio nowotwordéw glejowych.

W  kontekécie nowotworow  glejowych probowano zastosowal antysensowne
oligonukleotydy (AS-ON, ang. AntiSense-OligoNucleotide) skierowane na mi-R21
(Kurreck J, Eur J Biochem 270, 1628-1644 (2003). AS-ON uzyte w kontekscie miR21 oraz
glioblastomy wykorzystano do badan podstawowych, weryfikac)i oraz identyfikacji
potencjalnych sekwencji docelowych dla miRNA oraz poznania efektéw komoérkowych
bedacych skutkiem inhibicji miR21. Jednakze AS-ON obarczone sg wieloma wadami
takimi jak krotki okres péttrwania w osoczu, degradacja przez endo- i egzonukleazy
(Campbell JM et al., J Biochem Biophys Methods 20, 259-267 (1990)), niska specyficznos¢
AS-ON (tzw. off-target effect) mniejsza stabilno$¢ kompleksow AS-ON:RNA, utrudniony
transport AS-ON przez blony komoérkowe i barier¢ krew-moézg, konieczno$é stosowania
nosnika, indukowanie odpowiedzi immunologicznej przez syntetyczne AS-ON zawierajace
niemetylowane dinukleotydy CpG, oraz fakt, ze degradacja heterodupleksu AS-ON:miRNA

jest zalezna od endogennej maszynerii biatkowej, gldéwnie RNazy H.

Wynalazek dotyczy rybozymow typu ‘hammerhead’ skierowanych na miR21 oraz
prekursory miR21. S3 to najmniejsze naturalne katalityczne RNA (Ferre-D’Amara AR et al.
Cold Spring Harbor Perspectives in Biology 2, a003574 (2010)). Swoja aktywnos¢
zawdzigczaja rdzeniu Kkatalitycznemu, specyficznos¢é — komplementarnosci ramion
rybozymu do jego substratu. Rybozym w kompleksie z substratem tworzy trzy odcinki
helikalne (I, II i IlI) nazywane ramionami, ktdre otaczaja wysoce zachowawczg sekwencje
rdzenia katalitycznego. Helisa [ illl tworzone sg przez hybrydyzacje rybozymu z

komplementarnymi rejonami substratu, helisa II tworzy rdzen katalityczny.
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Rybozymy katalizuja  sekwencyjnie-specyficzng  hydroliz¢ RNA  zawierajacych
tréjnukleotyd typu 5°-NUH-3°, gdzie N oznacza dowolny nukleotyd, U urydyn¢ natomiast
H adenozyne, cytozyne lub urydyne niezwigzang wiazaniami wodorowymi. Wydajnos¢
hydrolizy wigzan zalezy gldwnie od sekwencji docelowego RNA (Sun LQ et al., Pharmacol
Rev 52, 325-347 (2000)). Innymi czynnikami determinujgcymi ich aktywnos¢, a
réwnoczesnie takze specyficznosé jest dtugos$é oraz sklad ramion rybozymu otaczajacych
miejsce hydrolizy. Ramiona zapewniajg silne zwigzanie rybozymu z substratem i
réwnocze$nie umozliwiajg jego tatwe uwolnienie od produktéw hydrolizy, dzigki czemu
rybozym staje si¢ dostgpny dla kolejnych czasteczek substratu. Wydluzenie ramion
rybozymu moze si¢ wigzaé¢ ze spadkiem wydajnosci hydrolizy, z kolei ich skrécenie ze
spadkiem specyficznosci rybozymu (Hertel KJ et al., Biochemistry 33, 3374-3385 (1994);
Kurreck J et al,, J Biol Chem 277, 7099-7107 (2002)). Optymalna dlugo$¢ ramion
hybrydyzujacych to 6-10 reszt nukleotydowych (Scalon KJ, Curr Pharma Biotech 5, 415-
420 (2004)). Tworey niniejszego wynalazku wykazali w badaniach wlasnych, ze wydajno$¢
hydrolizy katalizowanej przez rybozymy w znacznym stopniu zalezy rdwniez od struktury

RNA bedacego substratem.

Z publikacji Suryawanshi H et al., Mol BioSyst 6, 1807-1809 (2010) znany jest
rybozym typu ‘hammerhead’ oraz jego zmodyfikowany, oporny na nukleazy wariant
komplementarny do pre-miR21 oraz miR21. Wykazano jego aktywnos$¢ hydrolityczng w
warunkach in vitro w stosunku do pre-miR21 ale nie do miR21. Obserwowano efekty
zastosowania rybozyméw w hodowli komorkowej: obnizenie puli endogennego miR21,
zwickszenie ekspresji biatka PDCD4 (bialko targetowe miR21) oraz obnizenie
przezywalnos$ci komdrek. Opisane w wymienionej pracy, zaprojektowane rybozymy to:

- forma dzika, o sekwencji:
5'“UCAGUCUCUGAUGAGUCCGUGAGGACGAAAUAAGCUAC-3'

- forma zmodyfikowana chemicznie: sekwencja nukleotydowa jak w przypadku formy
dzikiej, wprowadzone modyfikacje chemiczne determinujace odpornos¢ na nukleazy.

Nie udowodniono jednak, ze znane rybozymy hydrolizuja dojrzaty miR21, a jedynie pre-
miR21. Na podstawie komplementarnosci sekwencji ramion rybozymu do miR21 oraz
aktywno$ci rybozymu wzgledem pre-miR21 rybozyméw opisanych w publikacji
Suryawanshi H et al., Mol BioSyst 6, 1807-1809 (2010) mozna jedynie postulowaé, ze
rybozym ten jest aktywny rowniez wzgledem miR21. Rowniez testy komorkowe nie
dowodzg aktywnosci zaproponowanych rybozyméw wzgledem miR21. Obserwowane

efekty komorkowe mogg by¢ jedynie wynikiem hydrolizy pre-miR21.
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W reakgcjach in vitro wykazano aktywnos¢ rybozymow jedynie w 25 mM MgCl, (st¢zenie
niefizjologiczne). Nie wykazano czy zaprojektowane rybozymy wykazuja roéwniez
aktywno$¢ w fizjologicznym stezeniu Mg2+ (tj ok. 1 mM). Ponad to, dostarczenie tak
zaprojektowanego rybozymu do komorki wymaga nos$nika, co moze utrudniaé potencjalne
zastosowanie go w terapii.

Do tej pory nie przedstawiono rybozymow wykazujgcych wyzszg aktywno$¢ wzgledem pre-
miR21 oraz miR21. Aktywno$¢ rybozyméw mozna modulowaé poprzez wprowadzenie
zmian w sekwencji rybozymu lub dlugosci ramion rozpoznajacych substrat. Zmiany te
moga zwickszaé, jak rowniez obniza¢, a nawet znosi¢ aktywno$¢ rybozymow.
Przyktadowo, wprowadzenie jedynie 3 substytucji nukleotydowych w obrebie 22
nukleotydowego rdzenia katalitycznego powoduje catlkowita inaktywacje rybozymu. W
wigkszo$ci przypadkéw nie mozna w prosty sposob przewidzie¢ jaka zmiana sekwencji
spowoduje spadek lub wzrost aktywnosci rybozymu. Kazda nowa sekwencja wymaga
eksperymentalnej oceny aktywnosci i wydajnosci (Gabryelska MM et al., Biochem J, 2013,
epub ahead of print).

W S$wietle opisanego stanu techniki, niniejszy wynalazek ma na celu
przezwyciezenie wskazanych niedogodnosci i dostarczenie nowych ulepszonych
rybozymow typu ‘hammerhead’ specyficznie i wydajnie hydrolizujacych miR21 i/lub jego
prekursory ktorych wlasciwosci zapewnig mozliwosé ich zastosowania do obnizania
komoérkowej puli miR21, w terapii guzéw moézgu. Celem niniejszego wynalazku jest
rowniez dostarczenie nowych zastosowan ulepszonych rybozyméw  wydajnie
hydrolizujgcych miR21 i/lub prekursory miR21 i ich wykorzystania w terapii do leczenia
choréb objawiajacych si¢ zwigkszeniem komorkowej zawartosci miRNA dla miR21 i/lub
prekursoro6w miR21. Celem wynalazku jest rowniez dostarczenie kompozycji i $rodkéw
terapeutycznych dla leczenia choréb objawiajgcych sie zwigkszeniem komoérkowej

zawartosci miRNA dla miR21 i/lub prekursor6w miR21.

Wynalazek stanowia nowe rybozymy typu ‘hammerhead’, ktore wydajnie
hydrolizuja miR21 i/lub prekursory miR21, w warunkach in vitro w fizjologicznym
stezeniu Mg®*, a takze in vivo, w komorkach glejowych. Ponad to, rybozymy bedace
przedmiotem wynalazku, w przeciwienstwie do rozwigzan znanych ze stanu techniki,
sktadajg si¢ jedynie z naturalnych nukleotydéw, nie posiadaja modyfikacji chemicznych, co
pozwala wykluczy¢ mozliwo$¢ wystapienia odpowiedzi komorkowej na zmodyfikowane

nukleotydy.:
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Przedmiotem wynalazku sg wiec rybozymy typu ‘hammerhead’ skierowane na
sekwencje miR21 i/lub prekursory miR21, ktére maja zdolnos$¢ do specyficznej hydrolizy
miR21 i/lub prekursoréw miR21, ktérych rdzen katalityczny ma sekwencje SEKW ID NR
1, oraz ktére zawierajg po obu stronach ramiona, korzystnie sze$cionukleotydowe, o

sekwencjach komplementarnych do rejonu w obrgbie miR21 i/lub prekursoréw miR21.

Wynalazek dotyczy rowniez rybozymu skierowanego na sekwencj¢ miR21 oraz
prekursoréw miR21, ktéry ma sekwencje przedstawiong na SEKW ID NR 2.

Wynalazek dotyczy tez rybozymu skierowanego na sekwencj¢ prekursoréw miR21,
ktéry to rybozym ma sekwencje przedstawiong na SEKW ID NR 3.

Wynalazek dotyczy rowniez rybozymu skierowanego na sekwencj¢ prekursoréw
miR21, ktory to rybozym ma sekwencje przedstawiong na SEKW ID NR 4.

Wynalazek ponadto dotyczy kompozycji, ktéra zawiera co najmniej jeden rybozym
wedlug wynalazku lub ich mieszaning. Taka kompozycja zawierajaca rybozymy wedlug
wynalazku korzystnie zawiera nosnik zwigkszajacy trwato$¢ kwaséw nukleinowych albo
ulatwiajacy transport rybozymow przez btony komérkowe. Kompozycja korzystnie zawiera
nos$nik, ktérym jest Lipofektamina, przyktadowo Lipofektamina 2000.

Wynalazek rowniez dotyczy srodka terapeutycznego, ktdry jako substancje czynng
zawiera co najmniej jeden rybozym wedlug wynalazku lub ich mieszaning. Srodek
terapeutyczny korzystnie ponadto zawiera inny skladnik hamujacy rozwdj komorek
nowotworowych do jednoczesnego Ilub kolejnego zastosowania w  terapii
antynowotworowej. Korzystnym sktadnikiem hamujagcym rozwdj komoérek nowotworowych
jest temozolomid lub gliadel, a nowotworem jest guz mézgu, korzystniej glejak moézgu.

Rybozymy, kompozycja jak i srodek terapautyczny wedlug wynalazku moga by¢
stosowane w terapii réznych nowotworéw np. guzow moézgu, szczegllnie glejakow
wielopostaciowych.

Wynalazek dotyczy rowniez zastosowania rybozymoéow wedlug wynalazku albo ich
mieszaniny, kompozycji wedlug wynalazku, $rodka terapeutycznego wedtug wynalazku do
wytwarzania leku do leczenia chorob objawiajacych si¢ zwigkszeniem komoérkowej
zawartosci miRNA dla miR21 i/lub prekursoréw miR21. W korzystnym zastosowaniu
chorobg objawiajacg si¢ zwickszeniem komodrkowej puli miRNA dla miR21 i prekursoréw
miR21 jest nowotwor, korzystnie nowotworem jest guz modzgu, korzystniej glejak
wielopostaciowy. Takie zastosowanie umozliwia selektywne niszczenie komorek

nowotworowych. Lek taki moze by¢ stosowany w celu obnizania komorkowej zawartosci
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miR21, w terapii guzéw mozgu szczegélnie glejakéw wielopostaciowych oraz innych
chor6b objawiajacych si¢ zwiekszong pulg miR21 i/lub prekursoréw miR21.

Wynalazek dotyczy réwniez sposobu selektywnej hydrolizy miR21 i/lub
prekursorow miR21, ktéry obejmuje etap tworzenia kompleksu miR21 RNA i/lub
prekursora miR21 z rybozymem wedlug wynalazku lub ich mieszaning.

Srodek wedlug wynalazku mozna stosowaé w kombinowanej terapii
antynowotworowej. W tym przypadku $rodek wedlug wynalazku zawiera dodatkowy znany
sktadnik wspomagajacy hamowanie rozwoju nowotworéw do jednoczesnego lub kolejnego
zastosowania w terapii antynowotworowe;j.

Dodatkowym skfadnikiem wspomagajacym hamowanie rozwoju nowotworéw moze
by¢ znany $rodek chemioterapeutyczny taki jak temozolomid czy gliadel lub $rodek
radioterapeutyczny. W takiej terapii zwigkszy si¢ jej skutecznos$¢, a ze wzgledu na
ukierunkowane dzialanie na komorki ze zwigkszong ilo$cig miR21 zmniejszy si¢ rowniez
ilos¢ skutkéw ubocznych. Srodek wedtug wynalazku mozna stosowa¢ w kombinowanej
terapii antynowotworowej. Srodek podaje si¢ na ogét w postaci odpowiednich form
farmaceutycznych, gdzie substancja czynna jest potaczona z terapeutycznie dopuszczalnym
nosnikiem. Wybdr nos$nika bedzie zalezal od drogi podania $rodka i koniecznosci
zabezpieczenia go przed inaktywacja lub degradacja przed wprowadzeniem lub w trakcie
wprowadzania do komdrek, tkanek lub organizmu.

Przykladowo substancj¢ czynng w postaci kwaséw nukleinowych mozna wprowadzaé w
ukladach liposomowych, korzystnie takich, ktoére rozpoznaja odpowiedni typ komérek lub
tkanek.

Dawkg ustala si¢ uwzgledniajac droge podania, stan wymagajacy leczenia lub profilaktyki,
a takze inne specyficzne okolicznosci.

Struktur¢ drugorzedowa rybozymu typu ‘hammerhead” wedlug wynalazku
przedstawia Fig. 1. Rybozym typu ‘hammerhead’ wedlug wynalazku sktada si¢ z rdzenia
katalitycznego o sekwencji SEKW ID NR 1 oraz ramion komplementarnych do rejonu w
obrgbie miR21 i/lub prekursora miR21. Korzystnie ramiona majg dlugosé sze$ciu
nukleotydéw. Komplementarno$¢ ramion rybozymoéw do substratu jest warunkiem
koniecznym do zaistnienia hydrolizy. Gwarantuje to wysoka aktywnosé¢, specyficznos¢ i
precyzje zaprojektowanych narzedzi w warunkach in vitro, w fizjologicznym stezeniu Mg”*
oraz w warunkach komdrkowych. Diugos¢ ramion rybozymu jest kompromisem miedzy

aktywnoscia rybozymdéw i ich specyficznoscia.
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W korzystnym rybozymie sze$cionukleotydowe ramiona flankujace rybozymu sa
komplementarne do rejonu w obregbie sekwencji dojrzatego miR21 oraz prekursorow
miR21. Korzystnym rybozymem jest miR21rz1 o sekwencji SEKW ID NR 2, zawierajacy
rdzen katalityczny o sekwencji SEKW ID NR 1. Rybozym ten hydrolizuje wiagzanie przy
koncu 3’ C w obrebie sekwencji AUC.

Innym korzystnym rybozymem jest miR21rz2 o sekwencji SEKW ID NR 3
zawierajacy rdzen katalityczny o sekwencji SEKW ID NR 1, ktéry hydrolizuje wigzania
przy koncu 3’ C, w obregbie sekwencji AUC.

Korzystnym rybozymem jest tez miR21rz3 o SEKW ID NR 4, zawierajacy rdzen
katalityczny o sekwencji SEKW ID NR 1, ktdry hydrolizuje wigzania przy koncu 3’ C, w
obre¢bie sekwencji GUC.

Korzystnie rybozymy wedlug wynalazku wykazujg aktywno$¢ obnizajaca
endogenng pule miR21 i/lub prekursoréw miR21 w komorkach glejowych (Fig. 7).

Wydajnos¢ hydrolizy pre-miR21 katalizowanej przez rybozymy wedlug wynalazku
zalezy od stezenia Mg”" i zachodzi juz w fizjologicznym stezeniu 1 mM, korzystnie do 5
mM, korzystniej do 10 mM, najkorzystniej w 25 mM stezeniu Mg** (Fig 2A i 2B).
Rybozymy bedace stanem techniki, opisane w Suryawanshi H et al., Mol BioSyst 6, 1807-
1809 (2010) w testach in vitro wykazujg aktywnos¢ jedynie w 25 mM MgCl, (stezenie
niefizjologiczne). Nie wykazano czy rybozymy te wykazuja roéwniez aktywno$¢ w
fizjologicznym stgzeniu Mg”* (okoto 1 mM).

Wydajno$¢ hydrolizy pre-miR21 katalizowanej przez rybozymy wedtlug wynalazku,
jest zalezna rowniez od st¢zenia rybozymow, rosngc wraz ze stosunkiem rybozym:substrat.
Hydroliza pre-miR21 zachodzi korzystnie juz przy 3-krotnym nadmiarze rybozymu w
stosunku do substratu, korzystniej przy 6-krotnym nadmiarze rybozymu do substratu,
korzystniej przy 25-krotnym nadmiarze rybozymu do substratu, najkorzystniej przy 50-
krotnym nadmiarze rybozymu do substratu (Fig 2C, 2D, 41 5).

Hydroliza pre-miR21 katalizowana przez rybozymy wedlug wynalazku wymaga
jonéw Mg®*, nie zachodzi w obecnosci jonéw jednowartosciowych (Na*, NH4*, Li"). Jest
takze hamowana przez politlenki etylenu, polimery z grupy polieteréw, o niskiej masie
czasteczkowej (200 oraz 400). Nie zaobserwowano hamowania hydrolizy w obecnosci
innych czynnikéw imitujacych sttoczenie wewnatrzkomoérkowe (ang. molecular crowding):

PEG3350 oraz 5% MPD (Fig. 2F). Na wydajno$¢ hydrolizy pre-miR21 katalizowanej przez
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rybozymy wedtug wynalazku nie wptywaja znaczaco warunki denaturacji/renaturacji oraz

moment zainicjowania reakcji w obecnosci Mg®* (Fig. 2E).

Wydajno$¢ hydrolizy miR21 katalizowanej przez rybozymy wedlug wynalazku,
korzystnie rybozym o sekwencji SEKW ID NR 2, zalezy od stezenia Mg®" i zachodzi przy
10-krotnym nadmiarze rybozymu do substratu w stezeniu do 5 mM, korzystnie do 10 mM,
najkorzystniej w 25 mM stezeniu Mg”" (Fig. 3A i 3B).

Wydajno$¢ hydrolizy miR21 katalizowanej przez rybozym wedlug wynalazku,
zalezy od st¢zenia rybozymu, rosnagc wraz ze stosunkiem rybozym:substrat. Hydroliza
miR21 zachodzi korzystnie juz przy 1.5-krotnym nadmiarze rybozymu do substratu,
korzystniej przy 3-krotnym nadmiarze rybozymu w stosunku do substratu, korzystniej przy
6-krotnym nadmiarze rybozymu do substratu, korzystniej przy 25-krotnym nadmiarze
rybozymu do substratu, najkorzystniej przy 50-krotnym nadmiarze rybozymu do substratu
(Fig. 3Ai 3B).

Rybozymy wedtug wynalazku charakteryzuja si¢ wysoka aktywnoscig w stosunku
do miR21. Wydajnos¢ hydrolizy miR21 katalizowanej przez rybozym wedlug wynalazku,
zalezy od czasu trwania reakcji i zachodzi wydajnie juz w czasie do p6t godziny, korzystnie
do 1 godziny, korzystniej do 2 godzin, korzystniej do 3 godzin, najkorzystniej do 5 godzin
(Fig 3Ai 3B).

Na wydajnos¢ hydrolizy miR21 katalizowanej przez rybozym wedlug wynalazku nie
wplywaja znaczaco warunki denaturacji/renaturacji oraz moment zainicjowania reakcji w

obecnosci Mg2+ (Fig. 3C).

W stanie techniki nie opisano aktywnosci rybozymow wzgledem dojrzatego miR21.
Postulowano jedynie, na podstawie komplementarnosci ramion rybozyméw do miR21, ze
moga one wykazywac taka aktywnos$¢ (Suryawanshi H et al., Mol BioSyst 6, 1807-1809
(2010).

Twoércy wynalazku wykazali, ze rybozymy sg réwniez aktywne w komorkach linii
HeLa oraz linii T98G wyprowadzonej z glioblastomy. Wydajnos¢ hydrolizy pre-miRNA, w
systemie reporterowym opartym na bialku EGFP, katalizowanej przez rybozymy, wedlug
wynalazku, zalezy od rodzaju i st¢zenia rybozymow, rosngc wraz ze st¢zeniem rybozymow.
Hydroliza pre-miR21 zachodzi korzystnie juz przy 31.25 nM, korzystniej przy 62.5 nM,
korzystniej przy 125 nM, najkorzystniej przy 250 nM st¢zeniu rybozymow w pozywce
hodowlanej. Wydajnos¢ hydrolizy pre-miR21, w systemie reporterowym, katalizowanej

przez rybozymy wedlug wynalazku jest zblizona dla wszystkich zaprojektowanych
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rybozymow. Zachodzi korzystnie z uzyciem rybozymu miR21rzl oraz miR21rz3,

najkorzystniej z uzyciem rybozymu miR21rz2 (Fig. 4 i 5).

Rybozymy anty-miR21, w przeciwienstwie do rybozymu kontrolnego (TARrz),
efektywnie obnizajg réwniez endogenng zawarto$¢ miR21 oraz prekursor6w miR21 w
komoérkach linii T98G wyprowadzonej z glejaka. Poziom wyciszenia pre-miR21 z uzyciem
wszystkich zastosowanych rybozyméw anty-miR21 wzgledem kontroli jest zblizony i
wynosi prawie 60%. Wyciszenie miR21 wzgledem kontroli zachodzi korzystnie po
zastosowaniu 250 nM miR21rz2, na poziomie 21.2%, korzystniej po zastosowaniu 250 nM
miR21rz2, na poziomie 31.1%, najkorzystniej po zastosowaniu 250 nM miR21rzl, na
poziomie 65.3%. Postuluje si¢, ze obserwowany poziom wyciszenia miR21, po
zastosowaniu miR21rzl jest sumarycznym efektem hydrolizy miR21 oraz prekursoréw
miR21. Wskazuje to na przewage narzgdzi anty-miRNA wedlug wynalazku, ktore
jednoczesnie hydrolizuja dojrzaty miRNA (miR21) oraz jego prekursor (Fig. 7).

Rybozymy bedace stanem techniki, opisane w Suryawanshi H et al., Mol BioSyst 6,
1807-1809 (2010), w stezeniu 1 uM powoduja spadek poziomu miR21 w linii MCF-7 (linia
wyprowadzona z ludzkich komorek raka piersi, charakteryzuje si¢ wysoka ekspresja miR21)
na poziomie 40% oraz 60% po uzyciu odpowiednio rybozymu dzikiego oraz rybozymu
zmodyfikowanego. Nie wykazano w stanie techniki wptywu rybozymow na endogenng pule

miR21.

Rybozymy moga by¢ nietrwale i ulega¢ szybkiej hydrolizie w warunkach
fizjologicznych. Tworcy wykazali, ze trwato$¢ rybozyméw wedtug wynalazku, w surowicy
krwi oraz w komorkach linii wyprowadzonej z glioblastomy, jest znaczaco zwigkszona w
obecnos$ci  nosnika zwigkszajacego trwalos¢ kwasow nukleinowych, korzystnie

Lipofektaminy 2000 (Fig. 8A i 8B).

Dodatkowo tworcy wynalazku wykazali, ze hydroliza rybozyméw w surowicy krwi, ptynie
moézgowo-rdzeniowym oraz preparacie biatkowym z guza moézgu zachodzi najwydajniej w
obrebie ramion rybozymu. Rdzen katalityczny rybozymu tworzy struktur¢ drugorzedowsa
typu spinka do wlosow, ktora jest odporna na hydroliz¢. Utworzenie kompleksu

rybozym:substrat moze chronié rowniez ramiona rybozymu przed nukleazami.

Cytowane w opisie publikacje oraz podane w nich odniesienia sa réwniez niniejszym

wlaczone jako referencje.

Dla lepszego zrozumienia wynalazku, zostal on zilustrowany w przykladach

wykonania oraz na zataczonych figurach rysunku, na ktérych:
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Figura 1 przedstawia strukture Il-rzegdowa rybozymu typu ‘hammerhead’ wediug
wynalazku oraz miejsca hydrolizy pre-miR21 oraz miR21 z uzyciem rybozyméw

skierowanych na pre-miR21/miR21.

(A). Miejsca w obrebie pre-miR21 oraz miR21 znajdujace si¢ w rdzeniu katalitycznym
rybozymoéw zaznaczono liniami, miejsca hydrolizy strzalkami (B). N oznacza dowolny

nukleotyd, R —puryng, U — urydyne, A — adening, C — cytozyne, G — guaning.

Figura 2 przedstawia wyniki hydrolizy pre-miR21 z uzyciem rybozymoéw miR21rzl,

miR21rz2, miR21rz3 (patrz Przyklad 2).

A i B. Reakcje prowadzone przy stalym stezeniu rybozymu
(miR21rz1/miR21rz2/miR21rz3) (250 nM) (25-krotny nadmiar rybozymu wzgledem
substratu) oraz réznych stezeniach Mg®* (0, 1, 5, 10, 25, 50 mM).

C i D. Reakcje prowadzone w statym stgzeniu jondw Mg** (10 mM), réznych stezeniach
rybozyméw (miR21rz1/miR21rz2/miR21rz3) (0, 15.625, 31.25, 62.5, 125, 250 nM)
(odpowiednio 1.5625-, 3.125-, 6.25-, 12.5-, 25-krotny nadmiar rybozymu wzgledem
substratu).

E. Reakcje prowadzone w réznych warunkach denaturacji/renaturacji oraz inicjacji.

F. Reakcje prowadzone w obecnosci jondéw jednowartosciowych lub czynnikow

imitujgcych stloczenie wewnatrzkomdrkowe.

C - kontrola reakcji; L — OH ladder (50mM NaOH, 10mM EDTA, 95°, 2 min); T1 —
hydroliza z uzyciem RNAzy T1 (20nM CH3;COONa pH 4.5, 7M mocznik, 1mM EDTA,
0.025u/ul RNAse T1, 55°C, 20 min), V1 — hydroliza z uzyciem RNazy V1 (50mM TrisHCI
pH 7.5, 200mM NacCl, 20mM MgCl,, 0.0002u/pl RNAza V1, 25°C, 15min), S1 — hydroliza
z uzyciem nukleazy S1 (150mM CH3;COONa pH 8.0, 1M NaCl, 15mM ZnSO4, 0.0095u/pl
nuclease S1, 37°C, 30min)., S72 — substrat o dlugosci 72nt (pre-miR21), P56, P16 —
produkty hydrolizy, odpowiednio o dtugosci 56 1 16 nt, G45, G44, G35, G32, G28, G25,
G22, G18 — produkty hydrolizy pre-miR21 z uzyciem nukleazy T1, podana nazwa wskazuje
dtugos¢ produktu hydrolizy.

Figura 3 przedstawia wyniki hydrolizy miR21 z uzyciem rybozymu miR21rz1 (patrz
Przyklad 2).

A i B. Reakcje prowadzone w stalym stezeniu miR21 w obecnosci [**PImiR21 RNA, w

réznych stezeniach rybozymu lub MgCl,.
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1-6. Reakcje prowadzono w stalym st¢zeniu rybozymu (100 nM) (10-krotny nadmiar
ryboiymu wzgledem substratu). Proby suplementowano réznymi st¢zeniami Mg** (0, 1, 5,

10, 25, 50 mM), po czym dalej inkubowano w 37°C przez 1 godzing.

7-12. Reakcje prowadzono w statym st¢zeniu rybozymu (100 nM) (10-krotny nadmiar
wzgledem substratu) i Mg®" (10 mM), przez 0.5, 1, 2, 3, 5 godzin.

13-18. Reakcje prowadzono w roéznych stezeniach rybozymu (0, 15.625, 31.25, 62.5, 125,
250 nM) (odpowiednio 1.5625-, 3.125-, 6.25-, 12.5-, 25-krotny nadmiar rybozymu
wzgledem substratu). Proby suplementowano 10 mM Mg**, po czym dalej inkubowano w

37°C przez 1 godzing.
C. Reakcje prowadzone w roznych warunkach denaturacji/renaturacji oraz inicjacji.

C - kontrola reakcji; L — OH ladder (5S0mM NaOH, 10mM EDTA, 95° 2 min); T —
hydroliza z uzyciem RNAzy T1 (20nM CH3;COONa pH 4.5, 7M mocznik, ImM EDTA,
0.025u/pl RNAse T1, 55°C, 20 min), S22 — substrat o dlugosci 22nt (miR21), P9 — produkt
hydrolizy o dlugosci 9nt, G21, G18, G15, G11, G3 - produkty hydrolizy miR21 z uzyciem

nukleazy T1, podana nazwa wskazuje dtugosé produktu hydrolizy.

Figura 4 przedstawia wplyw rybozymdéw anty-miR21 na stopien hydrolizy pre-miR21 w
systemie reporterowym opartym na biatku EGFP, w linii komodrkowej Hela (patrz
Przyklad 3).

A. Obrazy z mikroskopu fluorescencyjnego Leica komérek linii HeLa po 24 godzinach od
transfekcji plazmidem pEGFP-N3 zawierajgcym sekwencje kodujgca pre-miR21 oraz

réznymi stezeniami katalitycznych kwaséw nukleinowych.

B. Diagram obrazujagcy zalezno$¢ poziomu biatka EGFP od st¢zenia poszczegdlnych

katalitycznych kwasow nukleinowych.

C. Analiza Western blot wskazujaca zaleznos$¢ ekspresji biatka EGFP od st¢zenia i rodzaju

zastosowanego katalitycznego kwasu nukleinowego.

C — kontrola (komérki traktowane jedynie Lipofektaming 2000, CR — rybozym kontrolny
(TARrz).

Figura 5 przedstawia wplyw rybozymoéw anty-miR21 na stopien hydrolizy pre-miR21 w
systemie reporterowym opartym na biatkku EGFP, w linii komodrkowej T98G
wyprowadzonej z glioblastomy (patrz Przyklad 3).
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A. Obraz z mikroskopu fluorescencyjnego Leica komdrek linii T98G po 24 godzinach
od transfekcji plazmidem pEGFP-N3 zawierajacym sekwencj¢ kodujaca pre-miR21 oraz
réznymi stezeniami katalitycznych kwaséw nukleinowych.

B. Diagram obrazujacy zaleznos¢ poziomu biatka EGFP od stezenia poszczegdlnych
katalitycznych kwaséw nukleinowych.

C. Analiza Western blot wskazujaca zalezno$¢ ekspresji biatkka EGFP od stezenia i

rodzaju zastosowanego katalitycznego kwasu nukleinowego.

C — kontrola (komorki traktowane jedynie Lipofektaming 2000, CR — rybozym kontrolny
(TARrz).

Figura 6 przedstawia porownanie wydajnosci transfekcji komorek linii HelLa oraz T98G z

uzyciem znakowanego fluorescencynie dsRNA (patrz Przyklad 3).

Figura 7 przedstawia wplyw rybozméw anty-miR21 na endogenng pul¢ miR21 oraz

prekursorow miR21 w linii komérkowej T98G (patrz Przyklad 4).

Figura 8 przedstawia wyniki analizy stabilnosci rybozymu miR21rz3 w surowicy ludzkiej
(A) oraz w linii komoérkowej T98G (B) (patrz Przyklad 5).

Ponizsze przyklady zostaly umieszczone jedynie w celu zilustrowania wynalazku, a nie w
celu jego ograniczenia i nie powinny by¢ utozsamiane z calym jego zakresem, ktory

zdefiniowano w zalgczonych zastrzezeniach.

PRZYKL.ADY

PRZYKLAD 1
Wytworzenie rybozymow miR21rz1, miR21rz2, miR21rz3

Zaprojektowano rybozymy typu ‘hammerhead’ miR21rz1, miR21rz2, miR21rz3
skierowane na sekwencj¢ miR21 i/lub prekursoréw miR21. 34 nt sekwencja rybozyméw
obejmuje 22 nt rdzen katalityczny o sekwencji SEKW ID NR1 oraz zlokalizowane po obu
stronach ramiona, korzystnie sze$cionukleotydowe, o sekwencjach komplementarnych do
rejonu w obrebie miR21 i/lub prekursoréw miR21. Rybozym miR21rz1 ma sekwencje
SEKW ID NR 2, miR21rz2 sekwencj¢ SEKW ID NR 3, miR21rz3 sekwencje SEKW ID
NR 4. Sekwencje rdzenia katalitycznego rybozymoéw wybrano w oparciu o badania wlasne
Zglaszajacego (Fedoruk-Wyszomirska A et al., J Biochem 145, 451-459 (2009)). Diugosé
ramion rybozymu jest kompromisem migdzy aktywnoscig rybozymow a ich specyficznoscia
(Kurreck J et al., J Biol Chem 277, 7099-7107 (2000)). Rybozymy miR21rz1 i miR21rz2

zaprojektowano tak aby hydrolizowaly wigzania na koncu 3° C w obrgbie sekwencji AUC,
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- miR21rz3 w obregbie sekwencji GUC. Obecno$¢ tych sekwencji w obrebie substratu oraz

komplementarno$¢ ramion rybozyméw do substratu sg warunkami koniecznymi do
zaistnienia hydrolizy. Gwarantuje to wysoka aktywno$¢, specyficznos¢ i precyzje
zaprojektowanych narzedzi w warunkach in vitro, w fizjologicznym stezeniu Mg oraz w

warunkach komoérkowych.

Strukture II-rzgdowa rybozymu typu ‘hammerhead’ oraz miejsca hydrolizy pre-miR21 oraz

miR21 z udzialem zaprojektowanych rybozymow przedstawiono na Fig. 1.

Rybozymy zostaly zsyntetyzowane zgodnie ze standardowa procedurag syntezy

oligonukleotydow RNA przez firme IBA.
PRZYKLAD 2
Aktywnos¢ rybozymow skierowanych na miR21 w warunkach in vitro

Okreslono wydajnos¢ hydrolizy miR21 i/lub pre-miR21 z uzyciem rybozymoéw
wedtug wynalazku w réznych stezeniach jonow Mg®* (0, 1, 5, 10, 25, 50 mM), przy réoznych
stosunkach substratu do rybozymu oraz w réznym czasie (Fig. 2 i 3). pre-miR21 oraz
miR21 inkubowano w nadmiarze (st¢zenia: 0, 15.625, 31.25, 62.5, 125, 250 nM =
odpowiednio 1.5625-, 3.125-, 6.25-, 12.5-, 25-krotny nadmiar rybozymu wzgl¢dem
substratu) poszczegélnych rybozyméw miR21rz1/miR21rz2/miR21rz3, w 10ul, 50 mM
Tris/HCI, pH 7.5. Reakcje prowadzono w obecno$ci znakowanego na koncu 5° substratu,
odpowiednio [**P]pre-miR21 i [*’P]miR21. Mieszaning reakcyjna inkubowano w 85°C
przez 3 min. w celu denaturacji RNA, nast¢pnie wolno schtadzano do 37°C (~0.5°C/min).
Po osiagnigciu 37°C mieszaning reakcyjng suplementowano MgCl, w celu zainicjowania
reakcji i dalej inkubowano w tej samej temperaturze, 0 — 16 godzin. Reakcje zatrzymywano
przez dodanie mieszaniny zwierajacej 7M mocznik, 20 mM EDTA oraz barwniki (0.1%
blekit bromofenolowy oraz 0.1% cyjanol ksylonowy). Proby analizowano w 20% zelu
poliakrylamidowym z dodatkiem 7M mocznika. Wydajnos¢ reakcji okreslano na podstawie

stosunku ilo§ciowego substratu do produktu.

W warunkach in vitro rybozymy miR21rz1, miR21rz2, miR21rz3 hydrolizuja pre-miR21 z
r6zng wydajnoscig. Najaktywniejszym z zaprojektowanych rybozymoéw jest miR21rz3. W
25 krotnym nadmiarze w stosunku do substratu, w 25 mM Mg2+ po 15 godzinach reakcji
hydrolizuje on pre-miR21 na poziomie 12.5 % - prawie 5.5-krotnie wyzszym niz miR21rz1.
W zadnych z zastosowanych warunkow in vitro, rybozym miR21rz2 nie wykazuje
aktywnos$ci hydrolitycznej wzgledem pre-miR21 natomiast wykazuje taka aktywno$é¢ w
warunkach in vivo. Wydajnos¢ reakcji katalizowanej przez ww. rybozymy zalezy od
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stezenia Mg”?" i zachodzi najwydajniej w 25 mM stezeniu tego jonu, przy czym wydajna
hydroliza zachodzi juz w 1 mM Mg*. Rybozymy bedace stanem techniki, opisane w
Suryawanshi H et al., Mol BioSyst 6, 1807-1809 (2010) w testach in vitro wykazuja
aktywnos$¢ jedynie w 25 mM MgCl, (stezenie niefizjologiczne). Nie wykazano czy
rybozymy te wykazuja rowniez aktywnos$¢ w fizjologicznym stgzeniu Mg* (1 mM).
Wydajno$¢ hydrolizy pre-miR21 jest zalezna réwniez od stgzenia rybozymoéow. Wzrasta
wraz ze wzrostem stosunku rybozym:substrat i osiaga w 10 mM Mg, przy 3-krotnym
nadmiarze rybozymu 2% i 3% wydajnos¢ hydrolizy pre-miR21, przy 50-krotnym nadmiarze
rybozymu 9% i 20%, odpowiednio dla rybozymu miR21rz1 oraz miR21rz3 (Fig. 2).

W celu oceny przebiegu reakcji w obecnosci jonow jednowarto$ciowych lub czynnikow
imitujgcych sttoczenie wewngtrzkomorkowe (ang. molecular crowding) (Fig. 2F), reakcje
prowadzono w stalym stezeniu pre-miR21 (10 nM), w obecnosci 30 000 cpm [**P]pre-
miR21 RNA, stalym stezeniu rybozymu miR21rz3 (250 nM), w 50 mM TrisHCL, pH 7.5 (1-
13), 10 mM MgCl, (2-8, 13), 10 mM NaCl (10), 10 mM NH4CI (11), 10 mM LiCl (12),
16% PEG200 (3), 16% PEG400 (4), 16% PEG 3350 (5), PEG4000 (6), 40 mM spermina
(7), 40 mM spermidyna (8), 5% MPD, 20 mM kakodylanie sodu, pH 5.5, 10 mM LiCl, 20
mM MgCl,, 10 mM heksaamina kobaltu (14), 5% MPD, 20 mM kakodylan sodu, pH 5.5, 20
mM LiCl, 10 mM MgCl,, 10 mM heksaamina kobaltu (15), 5% MPD, 20 mM kakodylanie
sodu, pH 5.5, 30 mM LiCl, 10 mM heksaamina kobaltu (16). Mieszanin¢ reakcyjng
inkubowano w 85°C przez 3 min, nast¢pnie powoli schtadzano (~0.5°C na 1 min) do 37°C i

inkubowano przez 15 godzin. Reakcje bez jonéw Mg*" traktowano jako reakcje kontrolne.
Produkty reakcji analizowano w 20% zelu poliakrylamidowym z 7M mocznikiem.

Wykazano, ze hydroliza nie zachodzi w obecnosci jonow jednowartosciowych (Na", NH,",
Li"), co wiecej jest hamowana przez politlenki etylenu, polimery z grupy polieteréw, o
niskiej masie czasteczkowej (200 oraz 400). Nie zaobserwowano hamowania hydrolizy w
obecnosci innych czynnikow imitujacych sttoczenie wewnatrzkomérkowe: 16% PEG3350

oraz 5% MPD (Fig. 2F).

W celu oceny czy na wydajnos¢ hydrolizy wplywaja zmiany warunkéw
denaturacji/renaturacji lub moment zainicjowania reakcji przez dodanie Mg”* Wydajnos¢
hydrolizy nie zalezy od warunkéw denaturacji/renaturacji proby oraz momentu
zainicjowania reakcji przez dodanie Mg2+ prowadzono reakcje w statym st¢zeniu rybozymu
miR21rz]1 (250 nM), pre-miR21 (10nM) w obecnosci 30 000 cpm [32P]pre-miR21, stalym
stezeniu Mg?* (10 mM), 50 mM TrisHCI, pH 7.5, w 37°C przez 15 godzin. 1 — pre-miR21 i

rybozym denaturowano (85°C, 3 min) oddzielnie, polaczono po schtodzeniu do 37°C,
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nastepnie suplementowano MgCl,; 2 - pre-miR21 i rybozym denaturowano (85°C, 3 min)
tacznie, schtodzono do 37°C, nastgpnie suplementowano MgCly; 3 - pre-miR21 i rybozym
denaturowano (85°C, 3 min) oddzielnie w obecnosci Mg>*, po schiodzeniu do 37°C proby
polaczono i inkubowano dalej w 37°C; 4 - pre-rﬁiRZl oraz rybozym denaturowano (85°C, 3
min) lacznie w obecnosci MgCl,, nastgpnie schtodzono do 37°C; 5 i 6 — proby
niedenaturowane, suplementowane (5) badz niesuplementowane (6) MgCly; 7 - pre-miR21
oraz rybozym denaturowane (85°C, 3 min) lacznie, niesuplementowane MgCl,; 8 - pre-
miR21 (bez dodatku rybozym) denaturowany (85°C, 3 min), po schtodzeniu do 37°C
suplementowany MgCl,. Produkty reakcji analizowano w 20% zelu poliakrylamidowym z

M mocznikiem.

Wykazano, ze we wszystkich przetestowanych warunkach hydroliza zachodzi na zblizonym

poziomie (Fig. 2E).

Rybozym miR21rz1 zaprojektowano tak aby oprocz prekursorow miR21 rozpoznawal i
hydrolizowat dojrzaly miR21. W celu analizy hydrolizy miR21 prowadzono reakcje w
statym stezeniu miR21 w obecnodci [*?P]miR21 RNA, w rdznych stezeniach rybozymu, lub
MgCl, w 50 mM TrisHCI, pH 7.5, w objetosci 10 ul. Proby inkubowano w 85°C przez 3
min, nastepnie powoli schladzano (~0.5°C/min), po osiagnieciu 37°C suplementowano
Mg*". Produkty reakcji analizowano w 20% zelu poliakrylamidowym z 7M mocznikiem
(Fig. 3Ai B).

W warunkach in vitro miR21rz1 wykazuje znacznie wyzsza aktywnos¢ w stosunku do
miR21 niz do jego prekursora (pre-miR21). W 10-krotnym nadmiarze rybozymu w
stosunku do substratu oraz 10 mM Mg2+ juz po 30 min. prawie 60 % miR21 ulega
hydrolizie, tymczasem w przypadku pre-miR21 taki poziom hydrolizy nie jest osiggalny
nawet po 15 godzinnej inkubacji z miR21rz1. Wydluzenie czasu inkubacji daje ~80 % i
ponad 90% zhydrolizowanego substratu odpowiednio po 1 i 2 godzinach. Ponadto hydroliza
miR21 z uzyciem miR21rz1 zachodzi w nizszych stezeniach Mg®* niz ma to miejsce w
przypadku pre-miR21. W 10-krotnym nadmiarze rybozymu do substratu, po 1 godzinie w 5
mM Mg®* 70% miR21 ulega hydrolizie, w 10 mM Mg”* - ponad 90 %. Co wiecej juz 1.5-
krotnym nadmiarze miR21rz1 w stosunku do miR21, w 10 mM Mg*", po 1 godzinie
wydajno$¢ hydrolizy sigga 80%, w 3-krotnym nadmiarze prawie 90%. Dalsze zwickszanie

nadmiaru rybozymu jedynie nieznacznie zwigksza wydajnos¢ hydrolizy substratu.

W stanie techniki nie opisano aktywnosci rybozymow wzgledem dojrzalego miRNA.

Postulowano jedynie, na podstawie komplementarno$ci ramion rybozymoéow do miR21, ze
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moga one wykazywa¢ takag aktywno$¢ (Suryawanshi H et al., Mol BioSyst 6, 1807-1809
(2010).

W celu oceny wplywu zmiennych warunkéw denaturacji/renaturacji lub inicjacji (Fig. 3C),
prowadzono reakcje w stalym st¢zeniu rybozymu miR21rz1 (100 nM), miR21 (10nM) w
obecnosei 30 000 cpm [**PJmiR21, statym stezeniu Mg** (10 mM), 50 mM TrisHCI, pH
7.5, w 37°C przez 5 godzin. 1 — miR21 i rybozym denaturowano (85°C, 3 min) oddzielnie,
potaczono po schlodzeniu do 37°C, nastepnie suplementowano MgCl,; 2 - pre-miR21 i
rybozym denaturowano (85°C, 3 min) lacznie, schtodzono do 37°C, nastg¢pnie
suplementowano MgCly; 3 - miR21 i rybozym denaturowano (85°C, 3 min) oddzielnie w
obecnosci Mg®*, po schtodzeniu do 37°C préby potaczono i inkubowano dalej w 37°C; 4 -
miR21 oraz rybozym denaturowano (85°C, 3 min) tacznie w obecnosci MgCl,, nast¢pnie
schtodzono do 37°C; 5 i 6 — proby niedenaturowane, suplementowane (5) badz
niesuplementowane (6) MgCly; 7 - pre-miR21 oraz rybozym denaturowane (85°C, 3 min)
fgcznie, niesuplementowane MgCly; 8 - miR21 (bez dodatku rybozym) denaturowany
(85°C, 3 min), po schtodzeniu do 37°C suplementowano MgCl,.

Produkty reakcji analizowano w 20% zelu poliakrylamidowym z 7M mocznikiem.

Hydroliza miR21 z uzyciem miR21rz1, podobnie jak w przypadku pre-miR21, nie zalezy od
warunkow denaturacji/renaturacji mieszaniny reakcyjnej oraz momentu jej suplementacji z

uzyciem Mg2+ (Fig. 3C).

PRZYKYLAD 3

Aktywnosé rybozymow anty-miR21 w warunkach in vivo w linii komorkowej HeLa oraz linii

T98G wyprowadzonej z glioblastomy w systemie reporterowym opartym na biatku EGFP

Do okreslenia wydajnosci hydrolizy pre-miR21 z uzyciem zaprojektowanych
rybozymow, w liniach komoérkowych, wykorzystano system reporterowy oparty na biatku
zielonej fluorescencji (GFP). Do wektora pEGFP-N3 (BD Biosciences Clontech), pod
promotorem cytomegalowirusa (CMV), w ramce odczytu dla bialka EGFP wklonowano
sekwencje kodujaca pre-miR21. Linie komoérkowe transfekowano réwnoczesnie plazmidem
pEGFP-N3 zawierajacym sekwencj¢ kodujaca pre-miR21 oraz poszczegolnymi
rybozymami, w obecno$ci Lipofektaminy 2000 (Invitrogen) zgodnie z instrukcja
producenta. Stopien hydrolizy transkryptu zawierajacego sekwencje pre-miR21 oraz mRNA
biatka EGFP oceniano po 24 godzinach od momentu transfekcji na podstawie pomiaru

fluorescencji oraz poziomu bialka EGFP. Hydroliza mRNA w obrgbie sekwencji pre-miR21
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uniemozliwia synteze biatka EGFP. W efekcie obserwujemy obnizony poziom tego biatka
oraz spadek fluorescencji w komoérkach traktowanych rybozymem w stosunku do kontroli

bez rybozymu.

Hodowle linii komoérkowej HeLa lub T98G prowadzono na szalkach 24 dotkowych, w
pozywce odpowiednio RPMI-1640 (Sigma) lub EMEM (ATCC) suplementowanej 10%
FBS (Gibko), 1% witaminami i 1% antybiotykami (Sigma), w 37°C, w 5% CO,. Po
osiggnieciu 70% konfluencji lini¢ transfekowano plazmidem pEGFP-N3 zawierajacym
sekwencje¢ pre-miR21 (0.8 pg/dolek) oraz katalitycznymi kwasami nukleinowymi, w
ilosciach dajacych ich 31.25, 62.5, 125, 250 nM stezenia w pozywce. Kwasy nukleinowe
wprowadzane byly do komdrek z wykorzystaniem odczynnika Lipofectamine 2000
(Invitrogen), zgodnie z protokotem producenta. Przed transfekcja komoérki przemywano
buforem PBS oraz dostarczono $wiezej niesuplementowanej pozywki. Wydajno$¢ hydrolizy
transkryptow zawierajacych sekwencje pre-miR21 oraz mRNA biatka EGFP z uzyciem
katalitycznych kwasow nukleinowych oceniono 24 godziny od transfekcji na podstawie
obserwacji linii komérkowej z uzyciem mikroskopu fluorescencyjnego Leica (Fig. 4A),
pomiaru fluorescencji biatka EGFP z uzyciem Multi-mode Microplate Reader BioTek
Synergy2 (Fig. 4B) oraz poziomu biatka EGFP na podstawie analizy Western blot (Fig.
4C). Przy analizie Western blot 30 pg biatka rozdzielano na 18% SDS-PAGE w obecnosci
markera wielkoSci, a nast¢pnie przenoszono na membrang PVDF (1h, 350 mM, 100V). Po
zablokowaniu niespecyficznych miejsc  wigzania przeciwcial 10% roztworem
odttuszczonego mleka i przeptukaniu membrany buforem PBS oraz PBS z 0.1% Tween 20
inkubowano j3 przez 2 godziny najpierw w obecnosci przeciwciala [-rzgdowego dla GFP
lub GAPDH, rozcienczonych w buforze PBS z 0.1% Tween 20 oraz 3% BSA w stosunku
1:500, a nastgpnic w obecnosci przeciwciala Il-rzedowego skoniugowanego z biotyng, w
stosunku 1:1000. Kolejne etapy obejmowaly inkubacje ze streptawidyng skoniugowang z
alkaliczng fosfataza (10pl streptawidyny/ 5 ml buforu PBS, 15 min.) oraz immunodetekcje
z uzyciem roztworu Sigma Fast BCIP/NBT (Sigma). Kazdy etap poprzedzalo 3-krotne
przeplukanie membrany, kolejno w buforze PBS, PBS + 0.1% Tween 20 oraz PBS.

Komorki transfekowane jedynie plazmidem, a takze traktowane rownoczesnie plazmidem i

rybozymem nie wykazujgcym komplementarnosci do pre-miR21 traktowano jako kontrole.

Wszystkie zastosowane rybozymy (miR21rz1, miR21rz2, miR21rz3) wykazujg zblizong
aktywno$¢ w liniach komoérkowych (Tab. 3, Fig. 4 i 5), przy czym w linii T98G jest ona

nieznacznie wyzsza, w poréwnaniu z linig HeLa.
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Tab. 3. Wartosci ICso dla rybozyméw miR21rz1, miR21rz2, miR21rz3 w liniach T98G

oraz Hela.

Wartosci otrzymano na podstawie pomiaru fluorescencji komoérek po 24 h od transfekceji
plazmidem pEGFP-N3 zawierajacym sekwencje kodujacg pre-miR21. Kalkulacje ICs oraz

obliczenia statystyczne wykonano w programie GraphPrism.

 |miR21m1 miR21rz3
ICso 115.50M [91.2nM  |99,2 nM
(T98G)
ICso 6020M |53.0nM  |69.2 nM
(HeLa)

W celu sprawdzenia czy roznice te nie wynikajg z rdéznic w podatnosci tych linii na
transfekcje, hodowle linii komérkowej HeLa oraz T98G prowadzono na szalkach 24
dotkowych, odpowiednio w pozywce RPMI-1640 (Sigma) suplementowanej 10% FBS
(Gibko), 1% witaminami i 1% antybiotykami (Sigma) oraz pozywce EMEM (ATCC)
suplementowanej 10% FBS (Gibko), 1% witaminami i 1% antybiotykami (ATCC), w 37°C,
w 5% COa,. Po osiagnigciu 70% konfluencji komérki transfekowano z uzyciem 300 nM (w
200 pl pozywki) znakowanego fluorescencyjnie dsRNA (Validated Stealth RNAi Duplex2,
Invitrogen). Kwasy nukleinowe wprowadzane byly do komodrek z wykorzystaniem
odczynnika Lipofectamine 2000 (Invitrogen), zgodnie z protokolem producenta. Przed
transfekcja  komoérki  przemywano buforem PBS oraz dostarczono $wiezej
niesuplementowanej pozywki. Wydajnos¢ transfekcji oceniono po 24 godzinach na
podstawie obserwacji linii komorkowej z uzyciem mikroskopu fluorescencyjnego Leica (A)
oraz pomiaru fluorescencji z uzyciem Multi-mode Microplate Reader BioTek Synergy2 (B).
Oceniono wydajno$¢ transfekcji komorek w obecnoscei oraz bez Lipofektaminy 2000.

Wydajnos¢ transfekcji obu linii z uzyciem znakowanego fluorescencyjnie dsRNA jest
zblizona (~45%), z niewielka (2%) przewaga na korzys¢ T98G (Fig. 6). W obu liniach
najwyzszg aktywnos$¢ wykazuje miR21rz2, ICsyp = 91.2 nM oraz 53 nM, odpowiednio dla
linii T98G i HeLa. W zastosowanych warunkach maksymalny stopiefi wyciszenia ekspresji
EGFP jest zblizony dla wszystkich rybozyméw, wynosi 76% oraz 69%, odpowiednio w linii
HeLa i T98G. Postuluje si¢, ze rdznice w aktywnosci rybozymow w réznych liniach moga
wynikaé z r6znego poziomu endogennej puli miR21 oraz pre-miR21 w tych liniach. Lini¢
T98G cechuje znacznie wyzszy poziom endogennego pre-miR21 oraz miR21 niz lini¢

HeLa. Niewatpliwie cz¢$¢ z dostarczonych do komdrek rybozymoéw zaangazowana jest w
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hydroliz¢ endogennych pre-miR21 oraz miR21. Przy wysokim endogennym poziomie
miR21 oraz pre-miR21 spadek fluorescencji oraz poziomu biatka EGFP nie odzwierciedla
w pelni stopnia hydrolizy pre-miR21 w komoérkach, a jedynie stopien hydrolizy

transkryptéw zawierajacych sekwencje pre-miR21 skoniugowana z mRNA biatka EGFP.

PRZYKLAD 4

Aktywnos¢ rybozymow anty-miR21 w warunkach in vivo w linii komorkowej HeLa oraz linii
T98G wyprowadzonej z glioblastomy — wplyw rybozymow na endogenng pule miR21 oraz

prekursoréw miR21

Okreslono wplyw rybozymow na poziom endogennej puli miR21 oraz prekursorow
miR21 w komorkach T98G. Pomiar ilosciowy miR21, prekursorow miR21 oraz R18S
RNA jako referencji wykonano z uzyciem techniki Real-time PCR. Komorki linii T98G
traktowano rybozymami anty-miR21 (250nM), rybozymem kontrolnym (250nM) lub
jedynie Lipofektaming 2000 (kontrola).

Hodowlg linii komoérkowej T98G prowadzono na szalkach 24 dolkowych w pozywce
EMEM (ATCC) suplementowanej 10% FBS (Gibko), 1% witaminami i 1% antybiotykami
(ATCC), w 37°C, w 5% CO,. Po osiagnigciu 70% konfluencji komorki transfekowano z
uzyciem 250 nM (w 200 pl pozywki) rybozymow. Kwasy nukleinowe wprowadzane byty
do komoérek z wykorzystaniem odczynnika Lipofectamine 2000 (Invitrogen), zgodnie z
protokolem producenta. Przed transfekcjg komorki przemywano buforem PBS oraz
dostarczono $wiezej niesuplementowanej pozywki EMEM.

Po 24 godzinach od transfekcji izolowano RNA z uzyciem TRI Reagent® (Molecular
Research Center). Proby traktowano DNA-free™ Kit (Applied Biosystems) w celu
usuni¢cia DNA oraz jonéw dwuwarto$ciowych. St¢zenie oraz czysto$¢ otrzymanego RNA
oceniono przy pomocy NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific), jakos¢ w
10% zelu poliakrylamidowym z 7M mocznikiem. Przeprowadzono poliadenylacji miRNA
oraz odwrotng transkrypcj¢ z wykorzystaniem miRNA 1st-Strand ¢cDNA Synthesis Kit
(Stratagene). Otrzymany material uzyto w reakcji Real-Time PCR. Rekcje przeprowadzono
w obecnosci oligonukleotydu komplementarnego do ogona poliadenylowego (Universal
Reverse Primer) oraz startera unikalnego dla miR21 (miRNA-21 Forward Primer, Agilent
Technologies) oraz DyNAmo* HS SYBR* Green qPCR Kit (ThermoScientific), zgodnie z
protokotem: denaturacja (95°C, 10 min.), nastepnie 40 cykli (95°C, 30 sek.: 55°C, 30 sek.;
72°C, 30 sek.) oraz cykl konczacy (95°C, 60 sek.; 55°C, 30 sek., 95°C, 30 sek). Na
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podstawie otrzymanych wynikow okres§lono relatywny poziom pre-miR21 oraz miR21 w
komorkach traktowanych rybozymami miR21rz1, miR21rz2, miR21rz3 oraz rybozymen
kontrolnym TARrz, w odniesieniu do poziomu tych RNA w komorkach traktowanych
jedynie Lipofektaming 2000. Proby znormalizowano wzgledem poziomu 18S rRNA.
Wyniki dowodza, ze rybozymy anty-miR21, w przeciwienstwie do rybozymu kontrolnego,
efektywnie obnizaja endogenng pul¢ miR21 orez prekursoréw miR21 w komorkach.
Poziom wyciszenia prekursoréw miR21 z uzyciem wszystkich zastosowanych rybozymoéow
anty-miR21 wzglgdem kontroli jest pordéwnywalny i wynosi 56%, 56.5% oraz 59.5%
odpowiednio dla miR21rz1, miR21rz2 oraz miR21rz3. Najwyzszy poziom wyciszenia
miR21 wzgledem kontroli osiggni¢to po zastosowaniu miR21rz1, wynosi on 65.3%. Dla
miR21rz2 i miR21rz3 jest on znaczaco nizszy i przyjmuje warto$¢ odpowiednio 21.2% i
31.1%. Postuluje sie, ze obserwowany poziom wyciszenia miR21, po zastosowaniu
miR21rz1 jest sumarycznym efektem hydrolizy miR21 oraz prekursoréw miR21. Wskazuje
to na przewage narzedzi anty-miRNA, ktére jednoczesnie hydrolizuja dojrzaly miRNA oraz

jego prekursory (Fig. 7).

Rybozymy bedace stanem techniki, opisane w Suryawanshi H et al., Mol BioSyst 6, 1807-
1809 (2010) w testach komdrkowych, w stezeniu 1 uM powodujg spadek poziomu miRNA
na poziomie 40% oraz 60% po uzyciu odpowiednio rybozymu dzikiego oraz rybozymu

zmodyfikowanego.

PRZYKLAD 5

Stabilnos¢ rybozymow ‘hammerhead’ skierowanych na miR21 oraz prekursory miR21 w

surowicy ludzkiej oraz hodowli komorkowej T98G.

Zaprojektowanie narzgdzia katalityczne skierowane na miR21 oraz prekursory
miR21 z zalozenia maja mieé zastosowanie w terapii GBM. Zasadne bylto zatem okreslenie
ich trwalosci w Srodowisku oddajacym warunki panujagce w organizmie. W warunkach in
vitro wykorzystano do tego celu surowice ludzka, ekstrakt z guza oraz plyn moézgowo-
rdzeniowy, w warunkach in vivo lini¢ komorkowa wyprowadzong z glioblastomy, T98G

(Fig. 8A i B).

W celu analizy trwalosci w surowicy krwi 100nM miR21rz3 w obecnosci 30000 cpm
[**PJmiR21rz3 inkubowano w surowicy krwi przez 1 lub 10 min., w 37°C. Reakcje
prowadzono w 10ul opcjonalnie: bez dodatku Lipofektaminy 2000 badZ z dodatkiem 1pl
Lipofektaminy 2000 (Invitrogen) (przed dodaniem surowicy kwasy nukleinowe zmieszano z
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Lipofektamina 2000). Reakcje zatrzymywano przez dodanie mieszaniny zwierajgcej 7M
mocznik, 20 mM EDTA oraz barwniki (0.1% blekit bromofenolowy oraz 0.1% cyjanol
ksylonowy). Préby analizowano w 20% zelu poliakrylamidowym z dodatkiem 7M

mocznika.

W celu oceny trwatosci w hodowli komorkowej glioblastomy hodowle linii komoérkowej
T98G prowadzono na szalkach 24 doltkowych, w pozywce EMEM (ATCC)
suplementowanej 10% FBS (Gibko), 1% witaminami i 1% antybiotykami (ATCC), w 37°C,
w 5% CO,. Po osiggnigciu 70% konfluencji komorki transfekowano z uzyciem 250 nM
miR21rz3 w obecnosci 60000 cpm [*2PJmiR21rz3 (w 200 pul pozywki). Kwasy nukleinowe
wprowadzane byly do komoérek z wykorzystaniem odczynnika Lipofectamine 2000
(Invitrogen), zgodnie z protokolem producenta. Przed transfekcjg komorki przemywano
buforem PBS oraz dostarczono $wiezej niesuplementowanej pozywki. Po 1, 5 lub 16
godzinach od transfekcji komorki przemyto buforem PBS, a nastepnie izolowano z nich
RNA z uzyciem TRI Reagent® (Molecular Research Center). Do prob dodano mieszaning
zwierajacg 7M mocznik, 20 mM EDTA oraz barwniki (0.1% bl¢kit bromofenolowy oraz
0.1% cyjanol ksylonowy), a nastepnie analizowano w 20% zelu poliakrylamidowym z

dodatkiem 7M mocznika.

Rybozym miR21rz3 jest nietrwaly w surowicy krwi. Po 1 min. inkubacji w surowicg ulega
niemal 100% hydrolizie. Dodatek Lipofektaminy 2000 znaczaco zwigksza trwalosé
miR21rz3. W obecnosci tego noénika nie obserwujemy degradacji rybozymu w surowicy
nawet po 10 min. inkubacji. W warunkach komoérkowych (linia T98G) nie zaobserwowano
znaczacego ubytku rybozymu. Niewatpliwie, rowniez w tym przypadku trwatosé
zastosownanych kwaséw nukleinowych w znacznej mierze zalezy od obecnosci

Lipofektaminy 2000 (Fig. 8).

Opis wykazu sekwencji

SEKW ID NR 1 - sekwencja rdzenia katalitycznego rybozymow wedtug wynalazku
5°- CUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAA-3’

SEKW ID NR 2 - Rybozym miR21rz1
5’-CAGUCUCUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAAAUAAGC-3’

SEKW ID NR 3 - Rybozym miR21rz2
5’-CCAUGACUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAAAUUCAA-3’

SEKW ID NR 4 - Rybozym miR21rz3
5’-CCCAUCCUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAAACUGGU-3
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