Prace
przegigdowe

strategia antysensowych
oligonukleotyddw

Wojciech J. Stec

Centrum Badan Molekularnych
i Makromolekularnych PAN
£6dz

poteczenstwo niechetnie rezygnuje
Sz osiggnie¢ C3rwilizacyjnych czesto

warunkujacych nasilanie sie zagrozen,

takich jak: przeludnienie, zmiany klima-
tyczne, konsekwencje zaktdcania réwno-
wagi ekologicznej, zanieczyszczenie $ro-
dowiska, wyczerpywanie zasobéw energe-
tycznych. Oczekuje ono od uczonych
natychmiastowych rozwigzan, chronia-
cych je przed plagami cywilizacyjnymi.
O ile grozba "™odu, z wylgczeniem panstw
afrykanskich, jak sie wydaje, jest odda-
lona w Swietle nierébwnomiernej dystry-
bucji zywnosci (jej nadprodukcji, np.
w USA i w Europie wobec niedostatku
w Afryce), choroby cywilizacyjne (AIDS,
nowotwory, choroby uktadu krazenia)
stanowig otwarte wyzwanie dla nauki
korica XX i poczatku XXI wieku.

W wyniku olbrzymiego postepu obser-
wowanego w 1l potowie naszego stulecia
w zakresie nauk biologicznych wytworzyt
sie poglad, ze skutki czesto bezsensow-
nego dziatania cztowieka bedg mogty by¢
naprawiane bez koniecznosci rezygnowa-
nia z dobrodziejstw cywilizacyjnych. W
zakresie poszukiwania nowych strategii
terapeutycznych zwalczajacych choroby
cywilizacyjne wiele nadziei wigze sie obe-
cnie z poznaniem molekularnych pod-
staw chordb, takich jak: AIDS, schorze-
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nia nowotworowe, czy choroby uktadu krazenia. Wiadomo, ze przyczyna cho-
réb wirusowych jest inkorporacja informacji genetycznej wirusa do zasobow
genowych zainfekowanego cztowieka i wytwarzanie przez ,,gospodarza” tzw.
»hiezdrowych” biatek specyficznych dfa wirusa. Wyjasnienie funkcji protoon-
kogenu i ich aberracji do onkogenéw odpowiedziatnych za wytworzenie “nie-
zdrowych” biatek ttumaczy niekorzystny dta organizmu ro2WOj proceséw no-
wotworowych. Restenoza, proces zasklepiania naczyn krwionosnych, jest spo-
wodowana uaktywnieniem genu c-myb i niekontrolowanym rozwojem komaorek
miesni gladkich.

Konsekwencja pozyskanej wied2y jest poszukiwanie sposobdw postepowa-
nia, hamujacych wytwarzanie ,,niechcianych” biatek oraz ingerencja w procesy
biosyntezy biatek regulatorowych. Blokowanie proceséw ekspresji genébw moze
by¢ wywotane poprzez ingerencje w chromosomatny DNA w wyniku rekom-
binacji homologicznej, tj. zamiany fragmentu genu na inny, hamujacy jego
ekspresje, badZz wprowadzenie do komorek plazmidow zawierajgcych odcinki
cDNA, ktérych transkrypcja spowoduje wytworzenie antysensowych, tj. kom-
plementarnych do mRNA, poliiybonukleotydéw zdolnych do hybrydyzacji z na-
tywnym mRNA. Utworzenie hybrydy antysensowy RNA/natywny mRNA hamuje
proces biosyntezy biatka zakodowanego w blokowanym fragmencie RNA (1,2).

Jednag z prostszych strategii ukierunkowujgcych poszukiwania nowych te-
rapeutykdw jest strategia antygenowa (3) oraz strategia antysensowych oligo-
nukleotydow (4). Podstawg ich jest wiedza o procesie oddziatywan biomotekut
typu DNA/DNA oraz DNA/RNA, ktoérego determinantg jest wytwarzanie wig-
zan wodorowych pomiedy® donorowymi i akceptorowymi funkcjami zasad nu-
kleinowych. U podstaw strategii antygenowej (zob. M. Kwinkowski) lezy za-
tozenie, ze wprowadzenie do komorki otigonukleotydu zdolnego do selektyw-
nego tworzenia tryplekséw z wybranymi fragmentami DNA, hamuje proces
replikacji i transkrypcji, wytworzenie dupleksu pomiedzy egzogennymi oligo-
nukleotydami a wybranymi fragmentami mRNA, hamujgc proces translacji,
stanowi zatozenie dla strategii DNA antysensowego wobec mRNA (dla upro-
szczenia nazywanej w tym opracowaniu strategig antysensowych oligonukleo-
tydow). W tym wyidealizowanym modelu zaktada sie, ze: 1) mozliwy jest trans-
port syntetycznych oligonukleotydéw poprzez btony komoérkowe, 2) oligonu-
kleotydy nie oddziatujg z biatkami komdrkowymi, 3) proces rozpoznawania
docelowego DNA lub mRNA jest szybki i w peini selektywny (specyficzny), 4)
zasocjowanie antysensowych oligonukleotydéw do fragmentow RNA zahamuje
badZ wyeliminuje proces translacyjny, tj. uniemozliwi biosynteze biatek pro-
gramowana przez wybrany mRNA, 5) oligonukleotydy nie bedg degradowane
przez enzymy nukleoUtyczne z szybkoscig uniemozliwiajgcg utworzenie struktur
trypleksowych badz dupleksowych, 6) oligonukleotydy nie sa toksyczne dla
komorki, 7) produkty ich degradacji, jezeli ona zachodzi, nawet jesli wykorzy-
stywane do syntezy de novo DNA, nie bedg powodowalty mutacji genetycznych.

Spetnienie tych zatozen, jalckolwiek przeciwstawne do zjav/iska homeostazy
komdrkowej stanowigcej konsekwencje ewolucyjnego rozwoju gatunkéw, jak
sie wydaje, jest mozliwe w Swietle zebranej wiedzy. Liczne dowody zawarte
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w raportach z badan in vitro, jak i coraz czestszych doniesieniach na temat
przeprotvadzonych badan w systemach in vivo, doprowadzity do narodzin tech-
nologii antysensowych oligonukleotydow, przedstawionej w kilku opracowa-
niach monograficznych (5), a takze w zarysie w dalszych opracowaniach opub-
likowanych na tamach tego zeszytu ,,Biotechnologii”.

W celu zaprezentowania strategii antysensowych oligonukleotydéw nalezy
wyjasni¢, ze antysensowe oligonukleotydy stanotvig 12 - 30-merowe fragmen-
ty DNA badz ich analogi. Z obliczen statystycznych wynika, ze wybrana kom-
binacja dwunastu nukleotydoéw moze wystepowa¢ w mRNA tylko jeden raz.
Komplementarna zatem (wg Watsona i Cricka) sonda oligonukleotydowa za-
wierajgca 12 nukleozasad rozpozna wybrany segment RNA ze stuprocentowym
prawdopodobienstwem. Parowanie zasad na odcinku krotszym niz 12-merowy
w warunkach fizjologicznych powinno by¢ nieskuteczne ze wzgledéw energe-
tycznych (zob. M. Boczkowska i P. Guga), jakkolwiek ostatnie doniesienia
wskazujg na hamowanie ekspresji przez 8-merowe antysensowe oligonukleo-
tydy (6). O ile zatem do komorki zostang wprowadzone (za pomocg np.
mikroiniekcji, badZ przetransportowane wg mechanizméw przedstawionych
przez J. taskiego) oligonukleotydy o sekwencji komplementarnej do wybra-
nych fragmentéw RNA, utworzone heterodupleksy stanowig bariere dla bio-
syntezy biatek wytwarzanych na matrycy mRNA, ktérego fragmenty ulegly
asocjacji z egzogennymi oligonukleotydami. Wybor sekwencji mRNA nie moze
by¢ przypadkowy; im bardziej przewidywalna jest struktura ll-rzedowa doce-
lowego RNA, tym bardziej utatwiony jest wybér atakowanej sekwencji na pod-
stawie przestanek terrnodynamicznych. Og6lne zasady wybom atakowanej se-
kwencji przebiegajg zgodnie z zatozeniem, ze czgsteczka antysensowego oli-
gonukleotydu bedzie:

1) asocjowala do pre-mRNA, zaburzajac jego ,,sktadanie” (ang. editing),

2) hybrydyzowata z mRNA w jadrze komdrkow)mi uniemozliwiajac trans-
lokacje do cytoplazmy,

3) hybrydyzowata z cytoplazmatycznym mRNA blokujgc fizycznie dostep
do rybosomu,

4) tworzyta heterodupleks rozpoznawany i atakowany przez RNaze H.

Na podsta®vie wielu doniesien literaturowych mozna uzna¢ za udokumen-
towany proces degradacji niektorych heteroduplekséw przez obecna w kazdej
zywej komorce rybonukleaze H, odpowiedzialng m.in. za degradacje ,,zuzytego
mMRNA”. Czynnikiem promujacym egzogenne oligonukleotydy jako sondy anty-
sensowe dla mRNA jest, zdaniem wielu autorow, podatno$¢ tworzonych przez
nie heteroduplekséw z mRNA na dziatanie RNazy H, jakkolwiek poglad ten
jest przedmiotem kontrowersji (7); jedn3rm z kontrargumentéw moze by¢ to, ze
antysensowe oligo(nukleozydometanofosfoniany) sg w wielu przsrpadkach sku-
tecznymi inhibitorami biosyntezy wybranych biatek, mimo ze heterodupleksy
oligo(nukleozydometanofosfonian)/mRNA nie sg substratami dla RNazy H.

Innym warunkiem jest trwato$¢ antysensowego oligonukleotydu, deter-
minowana gtéwnie odpornoscig na dziatanie nukleaz (zob. M. Koziotkiewicz).
Komorkowe endo- i egzonukleazy powodujg bowiem szybka degradacje ,,obcego”
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DNA, przy czym szczegblnie aktywne sg 3'-egzonukleazy. Aby spetniony byt
wymag odpornosci na nukteazy, antysensowe oligonukleotydy muszg zawierac
elementy struktury tak zmodyfikowane w stosunku do nat}nvnego DNA, aby
nie podlegaty procesom degradacji. Stopienn modyfikacji struktury antysenso-
wego oligonukteotydu jest ograniczany koniecznos$cia spetnienia przezen sied-
miu wymienionych warunkéw, rozpoczynajac od zachowania wiasciwosci je-
go rozpuszczatnosci w mediach fizjologicznych (woda, pH~7,0). Spetniajac za-
sade minimalnych zmian strukturalnych w stosunku do naturalnych oligo-
nukleotyddw najbardziej bezpieczng wydawata sie modyfikacja otoczenia ato-
mu fosforu w pozycjach niemostkowych (ang. non-bridging oxygen atoms). Z
tego powodu zamiana jednego z dwoch atoméw tlenu na atom chalkogenowca
(siarka, selen) wydawata sie najbardziej atrakcyjna (8).

Otigo(nukleozydotiofosforany) (Oligo-S) stanowity pierwszg generacje anty-
sensowych struktur bedacych izosterycznymi i izoelektronowymi analogami
naturalnych oligonukleotydéw. Poli(nukleozydotiofosforany), znane od poczat-
ku lat siedemdziesigtych dzieki pracom Ecksteina i wytworzone jako produkty
reakcji polimerazy z a-tiotrifosforanami nukleozydow (9), sa podobnie jak na-
turalne kwasy nukleinowe polielektrolitami o poréwnywalnej rozpuszezalnosci
w mediach fizjologicznych, stosunkowo odporne na dziatanie nukleaz. Ich
pierwsza chemiczna synteza zostata przeprowadzona w 1984 r. (8), za$ pier-
wsze préby ich wykor*stania w strategii antysensowych oligonukleotyddw
datujg sie od 1987 r. (10). Ich ujemna cechg jest polidiastereomeiyzm, gdyz
kazdy atom fosforu internukleotydowego ugrupowania tiofosforanowego sta-
nowi centrum asymetrii, a zatem niestereospecyficzna synteza, niezaleznie
od zastosowanej metody (zob. A. Okruszek) musi prowadzi¢ do mieszaniny
2" diastereomerdéw, gdzie n réwna sie liczbie modyfikowanych wigzan inter-
nukleotydowych. Co wiecej, wskutek czesciowej stereoselekcji proceséw za-
wigzywania internukleotydowego wiazania tiofosforanowego, sktad mieszaniny
2" diastereomerdw nie jest statystyczny. Niezaleznie od stopnia restiykcyjno-
§ci wymogow prawnych, okre$lajgcych proces rejestrowania nowego leku, do-
tyczacych jednorodnosci struktury, skiadu enancjo- i/lub diastereomerycz-
nego, nie bez znaczenia moze okazac sie, ze populacje diastereomeréw o tym
samym sensie chiralnosci atomow fosforu moga by¢ obdarzone pozadang
aktywnoscig inhibitorowa w stopniu znacznie wyzszym od randomalnej mie-
szaniny diastereomerdw. Opracowana ostatnio ,,metoda oksatiafosfolanowa”
pozwala na przeprowadzenie syntezy ,stereoregulamych” Oligo-S (11). Oli-
go(nukleolydoselenofosforany) (Oligo-Se) sg obarczone podobnymi wadami jak
Oligo-S, ale o ich nieprzydatnosci w stosunku do realizacji strategii antysen-
sowych oligonukleotydéw zadecydowata ich wysoka cytotoksycznos$¢ (12).

Mimo wspomnianych wad, Oligo-S, jak dotychczas, sg najczesciej wyko-
rzystywang klasa antysensowych *gzkéw oligonukleotydowych  zaréwno
w badaniach in vitro jak i in vivo.

Klasg zwigzkéw nieobcigzonych zjawiskiem potidiastereomeiii sg oli-
go(nukleozydoditiofosforany) (0ligo-S2), w ktérych obydwa niemostkowe ato-
my tlenu internukleotydowej funkcji fosforanowej sg zastgpione przez atomy
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siarki. 01igo-S2 obdarzone sg wiasciwosciami podobnymi jak naturalne oli-
gonukleotydy, wykazujac jednak petng odpornosé na degradacyjne dziatanie
naturalnych nukleaz. Ze wzgledu na ciagle ograniczong dostepnos¢ liczba
prac wskazujacych na ich wykorystanie dla celow realizacji strategii anty-
sensowych oligonukleotydéw jest niewielka (13). Nalezy podkresli¢, ze zaréwno
Oligo-S, jak i 0ligo-S2, tworzg z mRNA trwale dupleksy rozpoznawane i de-
gradowane przez RNaze H.

Innym, historycznie wcze$niejszym podejsciem do modyfikacji szkieletu
fosfodiesterowego, jest zamiana atomu tlenu na element struktury pozbawia-
jacy oligonukleotyd tadunku. Takim elementem struktury jest grupa alkilowa
badZ arylowa, co w rezultacie prowadzi do otrzymania oligo(nukleozydoal-
kanofosfonianow), badz w przypadku grup alkoksylowych — do otrzym3rwa-
nia DNA-triestrow. Pionierskie prace Ts'o i Millera zmierzajace do syntezy
Oligo-Me i DNA-tiiestréow doprowadzity do wypromowania oligo(nukleozydo-
metanofosfonianéw) jako drugiej, po Oligo-S, grupy zwigzkéw szeroko wyko-
rzystywanych w strategii antysensowych oligonukleotydow (14).

Cechg odrézniajacag Oligo-Me i DNA-triestry od Oligo-S i 01ligo-S2 jest ich
elektryczna obojetnos¢ — konstrukty te sg pozbawione tadunku i nie sa poli-
elektrolitami. Cechg wspdlng Oligo-Me z Oligo-S jest ich polidiastereomeryzm.
Wyzszos$¢ stereoregulamych (o0 konfiguracji ,,all-Rp”) oligotymidylo-Me nad
mieszaning ich diastereomeréw badz oligotymidylo-Me o konfiguracji ,,alTSp”
wykazane zostaty we wczesnych pracach Le$nikowskiego i wspot. Prowadzone
badania opieraty sie na pomiarze wartosci temperatur miekniecia heterodu-
plekséw tworzonych przez te konstrukty z kwasem pentadekaadenylowym
(15). Zaleta tej klasy modyfikowanych oligonukleotyddéw jest utatwiony trans-
port do- i wewnatrzkomoérkowy, oraz petna odporno$¢ na dziatanie enzimow
nukleolitycznych, za$ cecha obciazajaca jest wysoka lipofilowos¢ i ograniczona
rozpuszczalno$¢ w mediach fizjologicznych, a takze wspomniany juz brak
zdolnosci substratowej heteroduplekséw Oligo-Me/mRNA w stosunku do
RNazy H. Molekularny mechanizm ich dziatania nie jest znany jakkolwiek
odnotowano szereg przypadkoéw inhibicji proceséw biosyntely biatka przez
Oligo-Me zastosowane w ukiadach komorkowych.

Ostatnio pojawity sie prace, w ktérych grupa metylowa w Oligo-Me jest
zastgpiona resztg hydroksymetylowg (16) lub aminometylowg (17). Intencja
tych modyfikacji jest podwyzszenie hydrofilowosSci oraz wprowadzenie do anty-
sensowego konstruktu grup funkcyjnych zdolnych do tworzenia wigzan ko-
walencyjnych z czgsteczkami innych zwigzkéw, poprawiajgcych wihasciwosci
np. transportu dokomérkowego.

Kolejnym podejsciem do modyfikacji szkieletu fosforanowego jest zastgpie-
nie jednego z niemostkowych atoméw tlenu przez grupy kationoidowe, tj.
obarczone tadunkiem dodatnim. Czasteczki o tadunku dodatnim byly czesto
wykorzystywane do podwyzszenia zdolnosci transportu wytwarzanych koniu-
gatéw do wnetrza komorki. Tak na przykfad transfeiyna byta skoniugowana
z protaming badz polilizyng w celu podwyzszenia transportu biatek, zas ka-
tionowe lipidy stuzyty do celow wprowadzania DNA do jadra komorek zwie-
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rzecych. Wczesniej stwierdzono, ze transport biatek i peptydow, takich jak
albumina i enkefalina przez bariere krew-mdzg byt utatwiony poprzez sko-
niugowanie tych zwigzkéw z kationoidowg czasteczkg heksametylenodiaminy,
podczas gdy koniugacja takich tekéw jak metotreksat i daunomycyna z po-
litizyng poprawiaty ich transport i efektywnosc dziatania. Koniugaty potilizyny
z oligonukleotydami komplementarnymi do wybranych sekwencji mRNA VSV
i HIV byly bardziej efektywne niz ich niemodyfikowane odpowiedniki. Katio-
nowe grupy przyfaczone do funkcji fosforanowej za pomoca wigzania amido-
fosforanowego byly opisane przez Letsingera (zob. K. Misiura). Nalezy pod-
kresli¢, ze oligo(nukteozydoamidofosforany) (17) sg zar6wno obarczone cechg
potidiastereomeiyzmu oraz nie podlegajg degradacji enzymatycznej (18). Inne
rodzaje modyfikacji zostaty przedstawione w kolejnych opracowaniach. Uwa-
dze czytelnika polecam artykut L. Wozniak, w ktérym przedstawiono mecha-
nizm ,,niszczenia” wybranego RNA za pomoca rybozymoéw; jakkolwiek mecha-
nizm degradacji RNA jako matrycy biosyntez biatka jest spowodowany Kkatali-
tyczng aktywnoscig iybolymu, rozpoznawanie jego sekwencji jest takze konse-
kwencja antysensowego rozpoznawania miejsca hybrydyzacji rybozymu do RNA.

Ze wzgleddw historycznych, a takze w wyniku nagromadzonej wiedzy na
temat dziatania antysensowych Oligo-S, zaréwno w tym, jak i w kolejnych
opracowaniach, najwiecej uwagi poswiecono tej klasie modyfikowanych oligo-
nukleotydéw. W tabelach zestawiono przyktady, w ktérych wiasnie te kon-
strukty wykorzystywano w badaniach in vivo hamowania biosyntezy biatek
(tab. 1), jak i w pierwszych fazach préb klinicznych (tab. 2).

Wykazano, ze interesujacg z punktu widzenia strategii antysensowych
oligonukleotydow cechg Oligo-S jest ich korzystna farmakokinetyka i brak
toksycznosci (19,20). Potokres rozpadu (ti/2) 27-merowego Otigo-S w surowicy
myszy, przy podawaniu dozylnym, wynosit od 40 do 70 godzin, przy czym
akumulacje preparatow Otigo-S obserwowano w watrobie i w nerkach, gdzie
stezenie kilkakrotnie przewyzszato stezenie w surowicy. Przeprowadzenie tych
badan byto mozliwe dzieki zastosowaniu [*"S]Otigo-S (21). Interesujace oka-
zato sie to, ze: 1) stopien degradacji metabolitdw Otigo-S w moczu byt nie-
wielki, 2) obecno$é¢ Otigo-S w mébzgu myszy, ktére traktowano tymi prepara-
tami, Swiadczg o przenikaniu Oligo-S przez bariere krew-médzg. Istotny jest
tez wynik podawania na przestrzeni 12-30 dni gramowych ilosci Otigo-S my-
szom badz matpom, u ktérych nie stwierdzono toksycznego dziatania tych
preparatow. Za wazny nalezy uznac opisany w literaturze przypadek pier-
wszego dozylnego podawania antysensowych Oligo-S pacjentowi (hamowanie
biosyntezy biatka p53) w dawce 0,05 mg/kg wagi ciata/godz. w tgcznej ilosci
700 mg, co okazato sie dawka bezpieczna.

Ocena terapeutycznej wartosci antysensowych Oligo-S, a takze innych
konstmktéw bedzie przedmiotem badan wfelu zespotow przez kilka kolejnych
lat, i to w przypadkach choréb wirusowych, nowotworowych, pasozytniczych,
chordb bedgcych konsekwencjg nadcis$nienia czy angioplastii. Uzyskane pod-
czas przeprowadzonych badan wyniki bedg oceniane przez lekarzy, ktorzy
ostatecznie zadecydujg o skutecznosci tych nowych form terapii. W mojej
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Tabela 1

Wybrane doniesienia literaturowe o jumtysensowej' aktywnosci
TIOFOSFORANOWYCH ANALOGOW OLIGONUKLEOTYDOW (OligO-S) w WARUNKACH in Uitro

Potencjalne
zastosowanie w terapii

restenoza

biataczka

chtoniak

rak okreznicy

czerniak ztosliwy

wiodkniakomiesak

nadcisnienie tetnicze

zaktécenie
funkcjonowania
neuronéw

zawatl spowodowany
niedokrwieniem

wzrost aksonéw
choroby psychiczne

zaburzenia pamieci
zé6ttaczka

zmiany behawioralne
regulacia ci$nienia krwi

indukowanie moczowki
prostej

Docelowy gen

c-myb
cdc2 i PCNA
c-myc
cdc2 i cdk2

cdk2
PCNA
c-myb

bcr-abl
BCL-2
PKA/RJa
c-myb

NF-KB/p65

pl20

NF-icB/p65

gen angioten-
syny 11

c-fos

c-fos

gen kinezynowy
gen receptora
N-metylo-D-
asparaginianu
SNAP-25

gen receptora
Ds-dopaminy
gen ependyminy
wirus zo6ttaczki
typu B

gen
angiotensyny |
c-fos

Model zwierzecy: sposob

podawania oligonukleotydéw

tetnica szyjna szczura; zel pluronowy”
tetnica szyjna szczura; liposomy”

tetnica wiencowa $wini; angioplastyka”®
tetnica szyjna szczura;

zel pluronowy”

tetnica szyjna szczura; liposomy”

tetnica szyjna szczura; zel pluronowy®
SCID-myszy zainfekowane linig ludzkich
komoérek K526; podskornie, pompa osmotyczna”
SCID-myszy zainfekowane linig BV 173;
dozylnie®

SCID-myszy zainfekowane ludzkimi komorkami
DoHHZ2; podskérnie, pompa osmotyczna®
Nude myszy z rosngcymi ludzkimi komoérkami
LS174T; podskdérnie, pompa osmotyczna’®
SCID-myszy z ludzkimi komérkami Hs 294T;
podskérnie, pompa osmotyczna**

Nude myszy z wszczepionymi ludzkimi
komdrkami B-16; podskérnie lub pompa
osmotyczna'r

Nude myszy z wszczepionymi komérkami
ludzkimi Lox; dootrzewnowa

myszy transformowane wirusem HTLV-1-Tax;
iniekcje dootrzewnowe/N'

Nude myszy transformowane ludzka linia
komérkowa K-BALB; iniekcje podskérne badz
pompa osmotyczna*®

szczury z wywotanym nadci$nieniem:
wstrzykniecia dokomorowe”®

szczury po podaniu amfetaminy; iniekcje
szczury po potraktowaniu amfetaming

i apomorfing; iniekcje’"®

kréliki: iniekcje dokomorowe*®

szczury z wywotanym nadci$nieniem;

iniekcje dokomorowe®

embriony kurze; mikroiniekcje™'

myszy po potraktowaniu 6-hydroksydopaming;
iniekcje dokomorowe™

ztote rybki; iniekcje’®

kaczki pekinskie; iniekcje dozylne®”

szczury; iniekcje dokomorowe®®

szczury; iniekcje"®

gen wazopresyny szczury; iniekcje dokomorowe®”
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Tabela 2

Stan badan klinicznych z zastosowaniem OiigO—S wg strategii antysensowego hirna*

Choroba; sposob podawania Transkrypt Instytucja prowadzaca Stan
oligonukleotydu RNA genu badania badan
klinicznych

ostra biataczka pochodzenia p53 University of Nebraska zakoriczona
szpikowego; wlewy dozylne Medical Center/Lynx faza |
0 zasiegu ogoélnoustrolowym Therapeutics
ostra biataczka pochodzenia p53 jw. zakonczona
szpikowego; terapia szpiku faza !
kostnego w warunkach ex vivo
przewlekta biataczka pochodzenia c-myb University of faza |
szpikowego; terapia szpiku Pennsylvania/Hammersmith
kostnego w warunkach ex vivo Hospital, London/Lynx

Therapeutics
przewiekla biataczka pochodzenia c-myb University of faza !
szpikowego; wlewy dozylne Pennsylvania/Lynx
0 zasiegu ogélnoustrojowym Therapeutics
brodaweczaki; iniekcje miejscowe Human ISIS Pharmaceuticals faza 1l

Papiloma Virus

zapalenie siatkowki zwigzane Cytomegalo- jw. zakonczone
z AIDS; iniekcie $rédoczne wirus feizy 11 1l
AIDS; wlewy dozylne o zasiegu H1v University of faza Il
ogo6lnoustrolowym Alabama/Hybridon Inc.

Wojciech J. Stec — informacje prywatne.
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ocenie, w najblizszych kilku latach, réwnolegle z poznawaniem etiologii i ge-
netycznych konsekwencji (badz podtoza) wielu choréb na poziomie moleku-
larnym, beda podejmowane kolejne préby wykorzystania strategii antysenso-
wych oligonukleotydéw do zwalezania szeregu innych, dotychczas nieuleczal-
nych badz lekoodpomych schorzen.

Intencjg mojg w tym artykule jest zwrdcenie uwagi polskiego $rodowiska
naukowego na te fascynujaca i obiecujacy strategie ochrony naszego zdrowia,
oraz zapewnienia komfortu naszego zycia. Chce jednocze$nie daé wyraz po-
gladowi, ze jako chemik oceniam te strategie jako potencjalng, gdyz Natura
wielokrotnie upokorzyta Cztowieka wskazujac stopien komplikacji procesu na-
zywanego Zyciem, i wykazata jego arogancje oraz ignorancje. Nie nalezy bo-
wiem zapomina¢, ze idealistyczny model asocjacji antysensowego oligonukleo-
tydu do wybranego fragmentu mRNA nie uwzglednia, a wrecz z zalozenia
eliminuje, mozliwos¢ oddziatywan antysensowego konstruktu z komponenta-
mi biatkowymi, obecnymi w przestrzeni wewnatrzkomdrkowej. Przyktady ta-
kich oddziatywan sg znane (22), za$ w przypadku Oligo-S mechanizm dzia-
tania jest podwazany ze wskazaniem na racjonalng komponente specyficzno-
$ci oraz dotychczas nie wyjasniong komponente niespecyficznosci (23). Jed-
nakze niezaleznie od ostatecznego skutku, badania w obszarze strategii anty-
sensowych oligonukleotydéw wzbogacajg naszg wiedze w zakresie biologii do-
$wiadczalnej w spos6b rewolucyjny, o czym Swiadczg juz nie setki, ale tysigce
publikacji. Drugim celem tego opracowania jest pobudzenie wyobrazni
i uSwiadomienie, jak multidiscyplinowa jest batalia o wypracowanie nowych
strategii terapeutycznych, stwarzajac pole do dziatania genetykéw i biologow
molekularnych, biofizykéw, chemikéw zajmujacych sie synteza, strukturag
i termodynamika oddziatywan biomolekut, farmakologéw, immunologéw,
i ocz3Twiscie lekarzy.

Drugorzednym celem, cho¢ wartym podkreSlenia, jest udziat polskich ze-
spotdw w narodzinach i rozwoju strategii antysensowych oligonukleotyddow.
Obok pionierskich syntez Oligo-S (8) oraz dopracowania technologii ich wy-
twarzania w skali zabezpieczajacej faze B-i-R (24), wymienionych w tym opra-
cowaniu, nalezy dostrzega¢ i pamieta¢ nazwiska D. Jaskulskiego (25),
C. Szczylika (26), M. Ratajczaka (27), T. Skorskiego (28), M. Nieborowskiej-
Skérskiej (29), ktérzy w sposéb bezposredni i zasadniczy, pracujac w osrodku
filadelfijskim (USA), przyczynili sie do rozwoju Antisense mRNA Strategy.

Prowadzone od ponad dziesieciu lat prace w Zaktadzie Chemii Bioorgani-
cznej CBMiM w zakresie syntezy analogéw oligonukleotydéw, badania ich
wiasciwosci fizykochemicznych oraz oddzial}rwah z wybranymi biatkami by-
tyby niemozliwe bez udziatu, zaangazowania i entuzjazmu wielu moich wspét-
pracownikéw; nazwiska tylko niektérych widniejg w bibliografii tego numeru
,Biotechnologii”. Im, a takze wielu anonimowym Kolezankom i Kolegom, skta-
dam wyrazy uznania i podziekowanie.

W ostatnich trzech latach badania byty finansowane przez KBN, zar6wno
w zakresie dziatalnosci statutowej CBMiM, jak i poprzez uzyskane granty
KBN: nr 6 6286 92 03, nr 6 P203 007 05, nr 6 6287 92 03.
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