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Abstrakt

Tato reSersni prace shrnuje informace tykajici se syntetickych oligonukleotidl, pouzivanych nebo
vyvijenych jako terapeutika. Jsou popsdny mozné chemické modifikace oligonukleotidd, dale je
uveden historicky vyvoj jejich syntézy se zaméfenim na fosforamiditovou metodu. Druha ¢ast prace
se zabyva problematikou transportu terapeutik na bazi oligonukleotidi a mechanizmy jejich
fungovani na genové urovni. Zavér prace zahrnuje detailni rozbor nékolika terapeutik s piehlednym

S€zZnamem.

Abstract

This review summarizes information regarding synthetic oligonucleotides, used or developed as
therapeutics. Possible chemical modifications of oligonucleotides are described, further a historical
development of their synthesis with a focus on the phosphoramidite method is discussed. Second half
of the work deals with the issue of transporting oligonucleotide based therapeutics and mechanisms
of their action at the gene level. Finally, the work includes a detailed analysis of several therapeutics

with a clear list.
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1. Uvod

1.1 Genova terapie

Geny jsou funkéni jednotky dédiCnosti. Jsou to oblasti v genomu kodujici proteiny. Pokud se
charakter genu odchyluje vice ¢1 mén¢ od normy, mize nastat patologicky stav. Genova terapie ma za
cil opravit defektni geny, které zplsobuji dané onemocnéni, nebo blokovat realizaci nezadouci
genetické informace.

Genové terapii piedchdzi detailni znalosti daného onemocnéni. Musi byt identifikovan vadny gen.
Jeho funkc¢ni analog musi byt k dispozici. Musi byt znamy konkrétni bunky, ke kterym se terapie

vztahuje a musi byt dosazitelné. Metody pro vpraveni na cilové misto musi byt znamy.

Rozdéleni genové terapie:

L. Podle zptisobu, resp. mista provadéni:

A. invivo

B. ex vivo
I1. Podle typu ovlivnénych bunék:

A. GT somatickych bunék

B. GT zarode¢nych bunck
II1. Podle zpiisobu ovlivnéni genetické informace

A. Vneseni nové genetické informace (Vector Mediated GT, VMGT, vektory zprostiedkovana
GT)

B. Blokovani exprese genetické informace (Oligonucleotide Mediated GT, OMGT,
oligonukleotidy zprostiedkovana GT)

C. Genova (genetickd) imunizace

Ad II. Podle typu ovlivnénych bunék je mozné genovou terapii dé€lit na:

A) Terapie zarode¢nych bunék. Smyslem tohoto piistupu je vymytit geneticky pfenosné choroby.
Jest¢ pred zapocetim jedince se provede zakrok v ramci genomu pohlavnich bunék.
Zaclenénim fungujicich genti do genomu se u dospélého jedince i1 jeho potomkil zabrani

rozvoji onemocnéni. Tento koncept z etickych a technickych diivodii zastava, pokud se tyce
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lidského genomu, pouze v hypotetické roving .!

B) Terapie somatickych bunék. Jedna se o transfer gent do jiz diferencovanych bunék. Jakékoliv

nasledky tohoto typu terapie se vazi pouze k danému pacientovi a neni tudiz mozné predavat

takto zménény genom dal$im potomkim. Toto je soucasné¢ povolend a rutinng provadéna

operace.z

Zakladni pfistupy modifikace geni:

1.

Fungujici gen se vklada do genomu do nespecifikované oblasti tak, aby nahradil nefunk¢ni
gen (nejbeznéjsi).

“Vypinani ¢i zapinani” genti. Jde o kontrolu miry exprese genu.

Abnormalni gen mtize byt vyménén za normalni gen homologni rekombinaci.

Oprava nefunkéniho genu selektivni obracenou mutaci.**

o 24

vyhledava pouzitim vektort, které slouzi jako nosi¢e.® Tyto nosie se voli tak, aby byly schopny

efektivné dorucit jeden nebo vice genii o pozadovanych velikostech. Nosi¢e museji byt specifické a

minimalné toxické pro organizmus a pro okolni prostredi.

Ad II1. Podle zpiisobu ovlivnéni genetické informace je mozné genovou terapii délit na:

A) Vektory zprostiedkovanou genovou terapii. Existuji virové vektory, které vstupuji a ty které

B)

nevstupuji do bunék - pfi¢emz oba typy dorucuji gen nebo geny do genomu. Viry jsou bézné
patogeny, které uskutecniuji svou replikaci skrze organizmy. Pokud se virova sekvence obméni
sekvenci potfebnou pro opravu ¢i ndhradu gend, je pak mozné vyuzit patogen pro potiebny
cel.® Pro uskuteénéni se pouZivaji: retroviry, adenoviry, adeno-asociované viry a HSV.

Jsou dva zpusoby doruceni vektorti. Prvnim je smiseni vektoril, do kterych byl naklonovan
fungujici gen, s extrahovanymi builkami pacienta. Buiiky s transfektovanymi vektory jsou
navraceny do pacienta. Druhym zplsobem je prostd injekce upravenych vektori do obéhu
pacienta.’

Oligonukleotidy zprostiedkovanou genovou terapii. Nejjednodussi zpisob provedeni OMGT

spociva v piimé aplikaci modifikovanych oligonukleotidli (dale jen ON) ¢i oligonukleotidi



bez modifikace.? Piislugna modifikace umozituje oligonukleotidéim “piezit” transport k buice,
proniknout na cilové misto a propijcuje jim vlastnosti, diky kterym se uskutecni interakce s
cilovou strukturou. K transportu oligonukleotidii se pouziva lipoplexi (slozenych z
neutralnich a zaporné nabitych lipidt) &i polyplexti (komplex polymerti s DNA) a dalgich.'
Momentalné¢ nejvhodnéjsi cesta k piekondni bunécné membrény vede skrz internalizaci
oligonukleotidi receptory na povrchu dané buinky. K tomu se vyuZivd oligonukleotidil
konjugovanych s proteiny & lipozomy nebo s kombinaci obou.’

C) Genetickou imunizaci, kterd se pouziva v piipadé€, kdy bézna vakcina nepostacuje. Pricipielné
jde to vpraveni umélé DNA nesouci koéd antigenniho proteinu patogenu. Po expresi
patogenniho kodu je vysledny protein rozpoznavan imunitnim systémem, ktery proti nému
zaCne vytvaret protilatky. Teoreticky je mozné vyrobit jakoukoli DNA vakcinu proti danému
imunogenu. DNA vakciny skytaji moznost pokryti vice typti imunitni odpoveédi. Nevyhodou
DNA vakcin je jejich pouzitelnost pouze pro proteinove antigeny (nejsou pouzitelné napiiklad
pro polysacharidy bakterii). DNA vakciny mohou narusit Zivotn€ dulezit¢é bunécéné
mechanizmy jako je rist buiiky. Mohou piivodit autoimunitni reakci.*® Pro &lovéka byla

schvalena pouze jedna vakcina tohoto typu v roce 2015 (vakcina proti japonské

encefalitidg).*!

Pti terapii provadéné na kompletné diferencovanych somatickych burikach je efekt vzdy docasny
a relativné kratkodoby. Toto se da teoreticky obejit uskute¢nénim terapie na nediferencovanych
kmenovych buiikédch. Ty jsou schopné proliferovat po relativné dlouhou dobu. Hematopoetické
buiky jsou momentdln¢ potenciondlnim prosttedkem pro lécbu mnoha nemoci, napf.:
hemoglobinopatie, AIDS & rakoviny.!" Druha metoda s del§im trvanim uéinku je pouziti bundk
exprimujicich geny do svého okoli jako nosi&t uzavienych v neantigennich mikrokapslich.'? Tietim a
nakonec nejradikalnéjsim provedenim je pouziti tzv. “novych organt’”. Ty se skladaji z upravenych
nosi¢skych bunék obalenych a ptfipevnénych k umélym vlaknim kolagenu. Tyto implantaty jsou po

vaskularizaci v bfi$ni duting schopny sekretovat proteiny."



1.2 Oligonukleotidy

Na poli genové terapie maji ON svoje nezastupitelné misto. Za pomoci téchto kratkych uméle
nasyntetizovanych RNA ¢i DNA molekul je mozné ovlivnit miru exprese medidtorové RNA (dale jen
mRNA) ¢i cilovych proteini. Ptirozené se ON vyskytuji vétSinou ve formé kratkych RNA molekul
regulujicich genovou expresi. Jejich pfitomnost také mutze zasahovat do reparac¢nich nebo
rekombinacnich mechanismii. Oligoribonukleotidy (dale jen ORN) ¢i oligodeoxyribonukleotidy (dale
jen ODRN) jsou navrZeny tak, aby vykazovaly komplementaritu k cilové molekule. Vazi se bud’
pfimo k chromozémové DNA nebo k mRNA na zaklad¢ klasického Watson-Crieckova parovani bazi
nebo alternativniho Hoogsteenova parovani bazi. Dale mohou interagovat také s transkripcnimi
faktory nebo se sbaluji do trojrozmérnych komplex, které se potom vazi k funkénim molekuldm v
burice.

Mohou nastat situace, kdy je dany ON ¢astecné komplementarni i k jiné nez k ptivodni molekule.
Tento jev se oznacuje jako off-target efekt. Tento fenomén vede ke vzniku vedlejSich Gcinkd.
Projevem vedlejsiho G¢inku mize byt imunitni odpoveéd’ zpiisobena navazanim fetézce na receptory
nachazejici se na povrchu burnky. Také tim je nespecificka vazba na peptidy ¢i bilkoviny, coz vede ke
zméné jejich chovani v organismu.

ON bez modifikaci a do urcité miry i ty s modifikacemi jsou pfi aplikaci do organismu
charakteristické tim, Ze jsou citlivé k nukledzam, nesnadno spontanné prostupuji bunécnou
membranou a jsou rychle pohlcovany makrofagy a vylu€ovany ledvinami. Pro zlepseni jejich
zadoucich vlastnosti a eliminaci téch negativnich byly tyto syntetické nukleové kyseliny modifikovany

a jsou nadale vyvijeny. Tento zasah do struktury ON ma celkové zpriichodnit proveditelnost

biomedicinskych aplikaci — terapeutickych nebo vyzkumnych.'*
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2. Modifikace

Proto, aby ON vykazoval urcitou efektivitu, musi byt nejprve pfijat buitkou. ON musi byt k cilové

struktufe komplementarni. Cilova sekvence muze byt degradovana nékterym z pfirozenych

mechanizmu. Napiiklad by mél aktivovat ribonukledzu H (dale jen RNaza H) a tim vyvolat likvidaci

vzniklého duplexu. Také musi byt dostateénd stabilni viiéi nukleazam.'>

8

Z termodynamického hlediska jsou nativni nukleové kyseliny (dale jen NA) méné stabilni nez ty

modifikované. To proto, ze struktura nativnich NA se vyznacuje vyS$im stupném volnosti a ty pak

vice podléhaji degradaci endo- a exonukledzami. Z téchto ditvodl je nutné vyrobit modifikovany ON.

Cilem je ziskat idealné strukturu s nasledujicimi vlastnostmi."

Strukturu, ktera:

1.

2.

bude zvySovat stabilitu vysledného duplexu ¢i triplexu na zaklad¢ vyssi vazebné afinity.
bude vykazovat vyssi specifitu a nasledné minimalni vedlejsi uinky.

bude in vivo stabilni viici degradaci.

bude snadno pfijiména buiikou a uvnitt transportovana na cilové misto.

bude stabilni v plazmé pfi transportu a bude vykazovat vazbu na plazmatické bilkoviny.

Na ON se nachdzeji tfi hlavni mista, na kterych je mozno aplikovat zménu struktury. Pro ORN a

ODRN plati, ze modifikace 1ze uplatit na nukleovych bazich a cukr-fosfatové kostie. ORN lze navic

modifikovat v 2°-pozici na riboze, kde se nachazi OH skupina, kterd u ODRN neni k dispozici.?
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wewrs

Modifikace I. generace
fosforothioaty
methylfosfonaty
cyklické oligonukleotidy
Modifikace II. generace
smisené (chimérni) fetézce
fosfodiester + fosforothioat
fosfodiester + methylfosfonat
fosfodiester + fosforothioat + methylfosfonat
modifikace na ribdze/deoxyriboze
kombinace modifikace fosfatové vazby + modifikace na cukru
Modifikace III. generace
peptidové nukleové kyseliny (PNA)
morfolinové oligonukleotidy

kationické oligonukleotidy

2.1 Modifikace |. generace

2.1.1 Fosforothioatové oligonukleotidy

Fosforothioatové ON ¢i fosforothioaty (dale jen PS) byly prvni antisense 1éCiva, ktera vstoupila do
klinickych zkousek.?!* Jedna se o stabilni, ve vodé rozpustné polyanionty.>** Z &asti mize dochazet
ke vzniku nespecifickych produkti.?® Napiiklad piedtim, nez PS vstoupi do buiky s piislusnou
mRNA, miize pfedtim svou vazbou pozménit enzymy nebo se vazat na povrch bunck a tim je

aktivovat. Vysledkem miize byt del§i trvani sraZeni krve nebo aktivace komplementu.?*” Na zakladé
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téchto nezadoucich interakci s proteiny byly v klinickych testech pozorovany tyto fyziologické

zmény: nizka az stfedni trombocytopenie, hyperglykemie a hypotenze.?*® Tyto dgje se rusi uginkem,

jakmile se PS vyplavi z organismu, coz ma relativnd kratké trvani.*”

Base
5 O -
o)
"8 ~———p=—=0
Base
& (o}
Obr. 1: Fosforothiodtovy oligonukleotid. ***

PS jsou pii terapeutickych davkach obecné z vice jak 96% navazany na plazmatickych proteinech
(hlavné na albumin a o,-makroglobulin), coz je vyhodné pro transport do cilovych tkéni. Nespecificka
vazba se nejspiSe snadno uskuteciiuje na zaklad¢ elektrostatickych interakci. PS jsou rychle

degradovany v zavislosti na davce a jejich biologicky polocas v plazmé se pohybuje od 30 do 60
minut. Tém&t 100% mnozstvi navazané na plazmatickych proteinech brani vylu¢ovani ledvinami.*' PS
jsou metabolizovany pievazné exonukledzami.>*?

Zvlastnosti PS je, ze kazdy fosfor v pateii ON je opticky aktivnim centrem. Mluvime zde o smési

diastereoizomert Sp a Rp. Za negativni nboj je zde odpovédny hlavné atom siry.** Izomer Sp je vice
stabilni viici nukleazam. Rp izomer naopak podporuje aktivitu RNazy H a vyznacuje se vyssi teplotou

tani ON (T,,).>>

2.1.2 Methylfosfonatové oligonukleotidy

Methylfosfonatové ON ¢i methylfosfonaty (dale jen MP) jsou ODRN, které jsou rezistentni vuci
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hydrolytickému Stépeni nukledzami. Jsou pfijimany buiikou a uvnitt bunky tvoifi s cilovou RNA

sekvenci relativng stabilni komplexy.’

BASE

v

BASE

Obr. 2: Methylfosfondatovy
oligonukleotid.**

MP tvofii diky neutrdlni backbone stabilnéj$i komplexy s jednovladknovou DNA nezZ PS. To ale neplati
u jednovlaknové RNA, ke které nemaji smisené diastereoizomery velkou afinitu.’® Zvysenou afinitu k

cilové RNA maji pouze MP obohacené o Rp mezinukleotidové vazby.*

Chiralni centrum na atomu fosforu MP umoziuje dvé absolutni konfigurace substituentti a urcuji
o ktery diastereoizomer se jedna.** Methylova skupina ma teoreticky zvySovat stabilitu tim, Ze snizuje
celkovy zaporny naboj v fetézci.' V praxi stabilita methylfosfonatd zavisi pravé na prostorovém
uspofadani methylové skupiny na opticky aktivnim centru. Pokud je -CH; situovana
pseudoekvatorialné (tj. v Rp konfiguraci), je vysledny helix stabiln€j$i nez odpovidajici Sp izomer

(pseudoaxidlni uspofadani).*?

Pro celkovou stabilitu helixu MP hraje roli také konfigurace substituentii na anomernim uhliku
(C1") deoxyribozy. Pfirozené ietézce jsou B-diastereoizomery. Pro zlepSeni vlastnosti se vyuziva

zmény konfigurace. Alfa-ODRN je mozné vyrobit z nepfirozenych a-nukleotidovych jednotek. Alfa-

anomer MP je termodynamicky stabiln&jsi nez jeho p-anomer.*?
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2.1.3 Cyklické oligonukleotidy

STTTTT—n
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Obr. 3: Cyklicky oligonukleotid.

Vyhodou cyklickych forem oproti linearnim ON je jejich vyssi selektivita a afinita pfi hybridizaci s
cilovou jednovlaknovou DNA & RNA.*® Cyklické formace tvaru ¢inky se mohou chovat jako
aptamery*”® a také jako klamné cile pro transkripéni faktory.*>* Dal§im rozdilem oproti ostatnim
modifikacim je, ze cyklické formy se vyskytuji také pfirozené v organismech. Ptikladem mohou byt
C-di-AMP a c-di-GMP*'*2, coz jsou malé cyklické ribodinukleotidy, které plni funkci druhych posla,
¢imz reguluji mnoho procest v bakteriich. Cyklické ON se také pouzivaji ke studiu nekanonickych

DNA struktur, jako jsou vlasenky™™, kiiZe a guaninové kvadruplexy"-.

Pseudo-cyklické oligonukleotidy

Tyto antisense ON (déle jen AON) mohou existovat ve form¢e linearni a cyklické. Antisense doména a
protektivni doména jsou spolu propojeny na 3'-koncich. Protektivni doména o délce pouze né€kolika

bazi (péti az osmi) je komplementarni s 5'-koncovou casti antisense domény. Tento funk¢ni celek se
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pak chovd nasledovné. V nepiitomnosti cilové mRNA je protektivni doména hybridizovana s
antisense doménou a tvoii tedy uzavieny tetézec. Pokud dojde ke kontaktu s cilovou mRNA,
dochazi k hybridizaci s antisense doménou, coz donuti odpojeni protektivni domény a fetézec
prechazi v linearni. Stabilita heteroduplexu vzniklého s cilovou mRNA je vyssi u téchto pseudo-
forem. Vyhodou existence cyklické formy je, ze je mnohem vice odolné proti 5' a 3'-nukleazdm nez
linearni ON. Dalsi vyhodou cyklické formy je méné PS skupin vystavenych okolnimu prostiedi, coz
snizuje miru s tim spojenych vedlejSich efektd jako je aktivace komplementu nebo prodlouzeni

parcialniho tromboplastinového ¢asu. Mén¢ nespecifickych interakci také znamena rychlejsi eliminaci

z organismu.>®

2.2 Modifikace Il. generace

2.2.1 Smisené (chimérni) retézce

Hlavnim divodem kombinace jednotlivych modifikaci na backbone je snaha o celkové zlepSeni
vlastnosti ON. Fosfodiesterové fetézce (dale jen PO) jsou velice malo rezistentni vic¢i plisobeni
nukledz a vyvoldvaji St€peni RNazou H. MP a PS jsou oproti tomu vysoce rezistentni proti
nukleazam, ale neaktivuji RNazu H.>’ Také jejich afinita k cilové mRNA molekule je nizsi oproti PO.
Ve vysledném chimérnim fetdzci jsou pak obsaZeny vy$e zminéné prednosti. Retézce obsahujici na
svych koncich nékolik PS modifikaci jsou nejvice stabilni z vy3e uvedenych.”®®' Nékteré smisené
fetézce jsou snadnéji ptijimany buiikami nez PO. Jedna se o PO-PS fetézce. MP-PO jsou pfijimany
hafte.

Jiné dalsi vyzkumné experimenty se smiSenymi fetézci byly provedeny za ucelem sniZeni vysledné
nezadouci toxicity in vivo. Bylo nutné minimalizovat uroven vedlejSich €inka PS fetézct. Proto byly
vytvofeny chimérni fetézce, u kterych byly segmenty 2'-O-methylribonukleosidii vlozeny na oba

konce PS fetézce. Tyto smiSené fetdzce jsou oproti PS méné toxické.®

Syntéza fetézcl, které obsahuji kombinaci vice modifikaci, vyZzaduje mnohem ptisnéj$i podminky
pro uskutenéni. Zpravidla musi byt tyto ON syntetizovany a oxidovany v blocich. To znamena, ze

nejprve musi dojit k nasyntetizovani usekii o jednotlivych modifikacich. Tyto segmenty jsou pak
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pospojovany a oSetteny piislusnymi oxidadnimi ¢inidly.*
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Obr. 4: Chimérni Fetezec.
Fosforothioatové vazby (vyse),
fosfodiesterovd vazba (nize).**

2.2.2 Uzamcéené nukleové kyseliny

Strukturné se uzamcené nukleové kyseliny (LNA) lisi od RNA tim, ze obsahuji navic methylenovou

skupinu, kterd na riboze propojuje polohu mezi 2'-kyslikem a 4'-uhlikem. Rib6éza RNA mize

pfechazet do C3'-endo konformace. Diky methylenové spojce zlstava rib6za uzamcend praveé v C3'-

endo konformaci.®

LNA modifikace zvySuje pevnost vazby s cilovou RNA a odolnost viici nukleazam. Tato

modifikace se ¢asto zavadi pfi vyuziti metod RNA interference, oproti béznym siRNA molekulam

cvwr
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Obr. 5: Monomerni jednotka uzamcené nukleové
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2D NMR odhalila, ze staci pouze piitomnost nékolika LNA modifikaci v fetézci, aby doslo ke zméné

konformace ostatnich nemodifikovanych cukri.®® Dvé LNA modifikace mohou v DNA fetézci

navodit témét 100% C3'-endo konformaci okolnich cukri. V RNA obsahujicim LNA monomery je

tento efekt méng vyrazny.®

Z termodynamického hlediska je obecné jednovlaknovy ON v niz§im stavu entropie a je tedy
schopny konat praci. Po navazani dvou vldken k sobé a pfi vzniku vodikovych vazeb se uvoliuje
energie a entropie se tim zvy$uje. Cim vice energie se uvolni u vznikajictho helixu, tim stabilng&jsi

potom dany helix je. Z toho vyplyva, e helix je stabiln&j§i nez dva samotné fetdzce.*

Praktickym ukazatelem stability je rozdil Tn.*® V duplexu DNA vzrista Tp, 0 2-5 °C s kazdym
dal$im pfitomnym monomerem LNA. RNA duplexy s LNA modifikacemi jsou stabilnéjsi, jelikoZz T,
zde roste o0 4-10 °C s kazdou dalSi LNA jednotkou. Pokud se ale v duplexu vyskytuji nekompatibilni

pary bazi, stabilita se o to vice snizuje.’®

2.2.3 Odemcené nukleové kyseliny

Struktura odemcenych nukleovych kyselin (UNA) se vyznacuje tim, ze vazba mezi 2' a 3' uhlikem

rib6zového kruhu je preruSena. Logicky vzato jde o flexibilni strukturu, kterd vykazuje opacné

vlastnosti nez LNA %70
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Obr. 6: Odemcena
nukleovd kyselina.**

UNA modifikace snizuje termalni stabilitu helixu. Za snizeni je odpovédné praveé zvySeni flexibility PO
patefe ON. Pfi v¢lenéni pouze jednoho UNA monomeru do DNA helixu se T, snizuje o 7-10 °C.
UNA monomer pfitomny v RNA helixu snizuje Tr, pouze o 5-10 °C. Bylo zjiSténo, Ze RNA helixy s
jednou az tfemi UNA modifikacemi se strukturou nijak vyrazné neliSily od nativnich NA. V misté

UNA modifikace se nukleové baze paruji podle klasickych Watson-Crickovych pravidel.***

2.2.4 Pfremosténé nukleové kyseliny

Pokud LNA maji omezenou pohyblivost uzamknutim konformace ribdzy, jsou premosténé nukleove
kyseliny (BNA) z tohoto hlediska jest¢ vice nepiistupnéjsi a omezenéjsi. BNA jsou jako LNA

modifikované ORN se zafixovanou C3'-endo konformaci.”?

BNA-ON se vyznacuji svoji pevnou strukturou, ktera poskytuje oproti LNA vyrazné lepsi
vlastnosti. Z hlediska principu modifikace jde vlastné o analogii LNA. Opét se jedna o umélé
propojeni polohy mezi 2'-kyslikem a 4'-uhlikem. Nejjednodussi BNA modifikace nese oznaceni 2',4'-
BNA (LNA). Je povazovéna za prvni generaci BNA oligonukleotidt. Je to jiz vySe popsana LNA
modifikace s methylenovym propojenim, ktera ve vysledku tvoii S5¢lenny kruh na ribéze. Ostatni

BNA tvofti 6 a 7¢lenny kruh.

Diky vyssi afinité pfi parovani bazi a stabilit¢ nez u PNA, jsou BNA také mnohem vice
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selektivn&jsi a tim padem vhodn&jsi pro hybridizaci pii antisense a antigene ptistupech."

2'4'-BNA"° (2"-0,4"-aminomethylen BNA)

Tato modifikace se 6¢lennym kruhem je typickd pfemosténim 2'4'-pozic aminomethylenovym
zbytkem. V pozici 2' je na kyslik pfimo navazan dusik aminoskupiny. Oproti LNA se tato BNA
vyznacuje nepatrné zvySenou vazebnou afinitou k cilové mRNA a je vice selektivni pii tvorbé
triplexd. Je mnohem vice odolngjsi vii¢i exo- 1 endonukleazam neZ pftislusné PS. Neposledni fadé

vynikd zvySenou mirou detekce neshodujicich se nukleotidl po sparovani fetézct. Nizka Cetnost

nespecifickych interakci znamena nizkou toxicitu.”**®
. H Base . H Base s H Base
LA K {
o - 0™ >
Pl o o %4 o7 4
F|; N~ | L\N/ | N/O
P I ,P-‘:c | =
H-07 OH H-Odf O CH, H-0~[ 0
T
% % 9
o
2 4'-BNA"C[NH] 2" 4"-BNA"C[NMe]

2 4'-BNA"“[NBn)

Obr. 7: Monomerni jednotky jednotlivich variant 2',4'-BNAN. 7

2.2.5 2'-0-(2-methoxyethyl) oligodeoxyribonukleotidy

2'-0-(2-methoxyethyl) oligodeoxyribonukleotidy (2'-O-MOE-ON) je RNA obsahujici pfipojenou 2-
methoxyethyl skupinu ke kysliku nachazejiciho se ve 2'-pozici na ribéze. Modifikace na kysliku ve 2'-

poloze mohou zvysit afinitu k cilovym RNA a 2'-O-MOE-ON jsou méné nachylné k hydrolyze.¥”®
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Obr. 8: 2'-O-(2-methoxyethyl)
oligodeoxyribonukleotid. **®

Povahové je methoxyethylen spiSe hydrofobnim zbytkem a je situovan prevazné v malém Zzlabku
duplexu. Z fyzikdlniho hlediska 2'-O-MOE pracuje jako stabilizator nadbyte¢né hydratace a tim

zvySuje stabilitu celkovou. Tato modifikace miize byt kombinovana naptiklad s PS modifikaci a

vykazuje vys§i afinitu k RNA nez k DNA ¥

V ramci struktury 2'-O-MOE-ON se cukry nachdzeji v C3'-endo konformaci kvili vzéjemnému

odpuzovanim kyslikli. Riboza je tak nucena zaujmout energeticky nejvyhodnéjsi prostorovou
orientaci.®

2'-O-MOE-ON vykazuje vyssi afinitu k cilové RNA nez PS. Mira odolnosti 2'-O-MOE-ON proti
pusobeni nukleaz je podobna jako u PS a toxicita 2'-O-MOE-ON je na nizsi urovni. 2'-O-MOE-ON
ma 1 svoje nedostatky. Po hybridizaci s cilovou sekvenci nedokaze navodit degradaci

zprosttedkovavanou RNazou H, nybrz pouze stericky zabranit translaci. Tyto nedostatky je mozno

obejit inkorporaci obou modifikaci do jednoho chimérniho fetézce.*®

2'-O-MOE-ON se vyuzivaji pro Upravu splicingu urcitych proteini (napt.: potlaeni mutantni

formy B-globinu pi 16¢bé p-thalassemie).””
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2.2.6 Kombinace modifikace fosfatové vazby a modifikace na

cukru

DNA/LNA-methylfosfonatové retézce

LNA modifikace, jak jiz bylo feceno, se vyznacuji vysokou afinitou k cilové molekule. Pokud se od
3'-konce molekuly LNA monomery nachazeji v pfimém sousedstvi, toto uspotadani potom zvysuje

odolnost vi¢i degradaci 3'-exonukledzami. Izolované LNA monomery v DNA/LNA fetézci v

porovnani s tim nevykazuji zadnou protekei.”*®

Methylfosfonaty obsahuji neutralni mezinukleosidovy spoj. Jsou vice odolné viici nukleazdm na

tikor sniZeni afinity k cilové molekule.”””

Spojenim téchto dvou modifikaci do jednoho fetézce ziskdvame DNA/LNA-methylfosfonat,
ktery vykazuje podobné¢ vysokou afinitu a cilovou selektivitu k RNA jako odpovidajici DNA/LNA
fetézec, ale je navic odolnéjsi vici 3'-exonukleazam. Ty jsou pfitom oznacovany za hlavniho vinika
degradace antisense ON. DNA/LNA-MP fetézce jsou vice nez dvakrat stabiln€j$i v pfitomnosti

nukleaz oproti MP fetézcam.'**2

2.3 Modifikace lll. generace

2.3.1 Peptidové nukleové kyseliny

Peptidové nukleové kyseliny (dale jen PNA) se chovaji velmi podobné jako pfirozené se vyskytujici
DNA.'"" Pavodné byly navrzeny jako ligandy pro rozeznavani dvouvlaknové DNA. Mély se vazat na
zékladé Hoogsteenova parovani bazi do velkého zlabku.'™” K vyvoiji byly vyuzity poéitadové
modely, které pomohly najit strukturu, kterd by odpovidala cukr-fosfatové kostfe DNA. Struktura

této nov€ nalezené kostry se skladala (a sklada se) z opakujicich se jednotek N-(2-aminoethyl)-

glycinu spojenych peptidovou vazbou. Na rozdil od DNA tato struktura neobsahuje cukerné zbytky.
Nukleové baze jsou piipojené pies methylenovy ¢lanek piimo ke kostre.'®® Kazda molekula ma svij

C- a N-konec. Na kostte PNA nejsou chiralni centra ani cyklické struktury.
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Obr. 9: Peptidova nukleova
kyselina.*

Déle je tato kostra bez ndboje, takze neodpuzuje nabit¢ molekuly a vzniklé duplexy jsou poté

103

mnohem stabilngjsi nez nativni NA.™ Diky absenci naboje neni T, PNA téméf ovlivnéna koncentraci

NaCl v roztoku. I v prostfedi, chudém na obsah soli, dojde k hybridizaci PNA s DNA fetézcem

navzdory tomu, e zde mize byt pfitomna i n&jaka dalsi kompetitivni molekula.'*®1°

PNA je charakteristicka také vyssi vazebnou specifitou. Pokud jsou ale v PNA duplexu pfitomné

chyby zplisobené inzerci, deleci, nebo Spatnym zatazenim bazi, duplex je destabilizovan dvakrat vice

neZ v piipadé nativnich duplexa.'®'™!

PNA se diky svoji neutralni povaze témét nevazi na sérové proteiny, coZ z hlediska uplatnéni v

antisense terapii miize znamenat rychlou eliminaci z organismu a nizky uéinek.'™ Molekuly PNA také
Spatn¢ prostupuji skrze bunécnou membranu. Nicméné, byla prokazana schopnost zastavit transkripci
v eukaryotické bufice navdzanim homopyrimidinové PNA na kodujici oblast DNA s néslednym

vytvotfenim triplexu. Déle také schopnost inhibovat prubéh translace navdzanim na inicia¢ni kodon

AUG mRNA transkriptu.'®?

Dvojtetézce vzniklé po hybridizaci PNA s cilovou molekulou neaktivuji RNazu H, takze

heteroduplex musi byt degradovan jinym bunéénym mechanismem nebo dochéazi k zablokovani

ribozomu. 23
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2.3.2 Morfolinové oligonukleotidy

Struktura morfolinovych ON (déle jen MO) nenese pfi fyziologickém pH néaboj. Cukr je oproti
nativnim NA nahrazen 6ti¢lennym morfolinovym kruhem. Déle misto fosfodiesterové vazby MO
obsahuji fosfordiamidadtovou vazbu. Neutralita MO je vyhodna co se tyCe bezpe€nosti, protoze
nedochazi k nespecifickym interakcim s bunécnymi elementy. Diky tomu je zabezpecena vysoka

afinita k cilové molekule a také potiebna tkdnova koncentrace pro tvorbu duplexu.

O. Base
HaC, 'Tl
N—P=0
/ I
H3C .

~

Obr. 10: Monomerni jednotka
morfolinového oligonukleotidu.***

MO vykazuji zvySenou stabilitu v moci, plazmé, tkanich a cerebrospindlni tekutiné. To na zaklad¢
jejich vysoké odolnosti viici plisobeni protedz a nukleaz. Nevyvolavaji aktivaci RNazy H, takze jejich
mechanizmus pulsobeni probihd jinym zplUsobem. To se dé&e zastavenim translace prostorovym
zabranénim tvorby ribozomu po navéazani na cilovou mRNA. Mohou se také vazat na mista sestfihu

mezi introny a exony na jadrové pre-mRNA, alterovat tam mista Stépeni a tim 1 vysledné proteiny

nebo Gplné zastavit jejich syntézu. Celkové se jedna o vysoce t&innou antisense strategii.''®*!

2.3.3 Kationické oligonukleotidy

Modifikace, které samy o sobé dostatecné nevyhovuji z hlediska hybridizace, se jest¢ dale modifikuji
pfipojenim kationickych skupin k cukr-fosfatové kostte. Mohou to byt pfirodni ¢i syntetické

polyaminy rtiznych délek nebo dalsi molekuly, které zlepSuji vazebné interakce mezi nukleotidy.
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Obr. 11: Kationicky oligonukleotid.

Tento zésah do fetézce néasledné zvysuje schopnost tvorby duplexu a také ovliviiuje miru rezistence k
nukleazam. Mira stability zavisi také na konkrétnim diastereoizomeru neboli na konfiguraci
substituentu na anomerickém uhliku ribézy. U a-oligonukleotidovych fetézcii bylo zjisténo, Ze
pfipojeni kationickych skupin zvySuje schopnost tvorby duplexu 1 triplexu. U B-fetézcl se jednd o
destabilizujici efekt. ON s piipojenymi kationickymi skupinami jsou také 1épe pfijimany bunkami.
Principielné zesileni vazby spociva v tom, ze po pfipojeni zbytku jeho pozitivni naboj neutralizuje do

e e , i C v ox o s 122-32
uréité miry negativni ndboj backbone a tim se snizi mira odpuzovéni fetézcti navzajem.'?*

Kationické fosforothioaty

Ptikladem modifikace, kterd miize vyzadovat napojeni kationickych molekul ke zlepSeni svych
vlastnosti jsou PS. I kdyz jsou PS velmi stabilni vii¢i ptisobeni nukledz, jejich nevyhoda spociva ve

slab¢ afinité k cilové sekvenci jednovladknové DNA ¢1 RNA. O to vice je sniZzena i schopnost tvorby

triplexd.'*6

V roce 2012 byla provedena studie PS s riizn¢ dlouhymi aminoalkylovymi zbytky konjugovanymi
na atomu siry ve fosforothioatové vazb¢. Tato uprava celkové pfidava na rezistenci proti nukledzam s
tim, ze Rp izomery jsou proti nim nejvice odolné a také vice prispivaji ke stabilité¢ vzniklych triplexa.
Rp izomery s touto modifikaci prokazaly dale stabilnéjsi vazbu s DNA fetézcem proti PS bez

pfipojenych zbytkd. Sp izomery maji destabilizatni ucinek po vazbé na DNA ve srovnani s
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nemodifikovanymi PS. Stabilita vzniklych duplext s cilovou RNA je u obou izomerti nizsi oproti

PS 137
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3. Vyroba

3.1 ldealni délka oligonukleotidu

Pro dosazeni co nejvyssi specificnosti vazby k cilové sktruktuie je pro terapii vyhodné syntetizovat
ON pouze o urcité délce. Vypocet nize ukazuje, jak je mozné teoreticky urcit fetézec, ktery vykazuje
optimalni délku. Jinymi slovy: délka sekvence, kterd se v lidském genomu tvotfeném piiblizné tfemi

miliardami bazi, vyskytuje pouze jednou. Ze vztahu nize vyplyva:

4*=3x10°
Rovnici Ize fesit logaritmovanim

n4*=In(3x10%)

Odtud
In (3 x 10°)
X = e
In 4
A tedy
X =157

Cislo 4 predstavuje pocet nukleovych bazi. X je délka hledané sekvence. Sekvence delsi nez 16

nukleotidii se bude v genomu podle vypoctu teoreticky vyskytovat jen jednou. Podminkou pro tuto

jedine¢nou oblast na DNA je nahodilost sekvenci.'*
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3.2 Historie

3.2.1 H-fosfonatova metoda

Prvnim prikopnikem co do pokusu syntetizovat ON byl Alexander Todd se svym tymem na
univerzit¢ v Cambridge v 50. letech. Proces syntézy, ktery probihal v roztoku, spocival nejprve ve
vytvofeni chranéného H-fosfonatového dinukleosidu (3). Tomu ptedchazela reakce 2,3-O-
isopropylidenadenosinu (1) s 2,3-O-isopropylidenuridin-5-H-fosfondtem (2) v prostiedi
difenylfosfochloridatu. Poté se provedla chlorace s N-chlorsukcinimidem (i), hydrolyza meziproduktu

a nakonec se odstranila isopropylidenova chrénici skupina. Vysledkem byly pomérné hodné nizké

vytézky dinukleosid fosfatu (6)."

RO
RO 0 Base, RO 0 Base, 0 Basze,
RO o, Base
HO 1 0._.0Bn 0. _.0Bn
i D':"F|. 4 [:]':"Fli

+ ) _ _ [:|

0. H Cl
07l HO "
] 0 OBn 0 Base
1l 11
Bn0—K—-0—F—0Ph 3 AcO
H  OPh 6
2 AcO 5

Obr. 12: H-fosfondtovd metoda.**'

O tficet let pozd&ji byla u¢innost této metody provéiena znovu.'*® Byla pietransformovana do
syntézy na pevné fazi a k tomu bylo pouZito jiné kondenzacni ¢inidlo (pivaloyl chlorid). Vyslo najevo,
7e po této upraveé bylo mozno pripravit ON o velmi vysoké molekulové hmotnosti a to za relativné

kratky cas. 402

3.2.2 Fosfodiesterova metoda

Fosfodiesterovou metodou podle biochemika Har Gobind Khorany v 50. letech bylo mozné
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syntetizovat ODRN s u¢innosti 50-70% (pfi vysokém nadbytku vychozich monomert).'*?

Fosfodiesterovda metoda probihala na zaklad¢ aktivace dvou vychozich molekul pomoci N,N'-
dicyklohexylkarbodiimidu (DCC) nebo 4-toluensulfonyl chloridu (Ts-Cl). Poté se spolu mohly sloudit
3’-O-acetylthymidin-5’-O-fosfat (2) a 5’-O-tritylthymidin (1) za vzniku chranéného dinukleosid
monofosfatu (3). V tomto postupu nebyly na mezinukleotidové vazby aplikovany chrédnici skupiny.
Reakce probihala v roztoku pyridinu.'*** Nevyhodou fosfodiesterové metody bylo nechranéni
mezinukleotidovych vazeb v prubéhu syntézy. Na téchto mistech pak dochazelo k nechténému

vétveni a vzniku nespecifickych produkti.

Baze
\OQ Trob/aase

HO 1 DCC ar T<Cl -

+ o._ .0

_GEP,G_ Gﬁg

o= Basze
. — \l\ .fD“x f !

442

Tr

Obr. 13: Fosfodiesterovda metoda.

3.2.3 Fosfotriesterova metoda

Fosfotriesterovd metoda vyvinutd R. Letsingerem a C. Reesem v 60. letech byla vice specificka. Pro
chranéni fosfodiesterové vazby se navic do nukleotidu zabudoval 2-kyanethyl pomoci fosforyla¢niho

¢inidla 2-kyanethylfosfatu. Dale se uplatnil také 2,2,2-trichloroethylfosfat s kterym pfiSel Eckstein a
Rizk."*%® Nasledné Reese a Saffhill zavedli fenylovou chranici skupinu do nukleotidu pomoci

fenylfosforodichloridatu.'*® Vneseni chranici 2-kyanethylové skupiny se provedlo tak, Ze se v prvnim
kroku nechal zreagovat 2-kyanoethylfosfat s pfisluSnym monomerem v pfitomnosti 1,3,5-

trimethylbenzensulfonylchloridu. Poté probéhla samotnd syntéza v ptitomnosti TPS-CIl.
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Obr. 14: Fosfotriesterovd metoda.**

Na konci procesu bylo potieba z vysledného fetézce chranici skupiny odstranit. V ptipadé 2-
kyanethylové chranici skupiny se pouzilo amoniaku. Pro odstranéni 2,2,2-trichlorethylu pak zinkovy

prach v kyselin€ octové a na fenylovou skupinu se aplikoval hydroxid sodny ve vodném dioxanu.

Problémem dosavadniho pfistupu byla delSi doba syntézy. Trvalo napiiklad n¢kolik hodin nez doslo k

fosforylaci 3'-OH skupiny 2'-deoxynukleosidu pii pokojové teploté. '

3.2.4 Fosfit-triesterova metoda

Vyvoj nadale pokracoval ve sméru nalezeni vhodnégjSich cinidel pro tvorbu mezinukleosidovych
vazeb. Doposud se pouzivala Cinidla, ve kterych byl fosfor pétivazny P(V). To je pro fosfor

WV W

nejbéznéjsi varianta vyskytujici se v prirod€. Letsinger a Lunsford v roce 1976 zacali pouzivat Cinidla,
ktera obsahovala fosfor tfivazny."! Jeden volny elektronovy par u tohoto P(III) fosforu byl

zodpovédny za vyssi reaktivitu.

Zjistilo se, ze Cinidla jako chlor- ¢i dichlorfosfity vykazovaly praveé vyssi specifitu a reaktivitu.
Oproti nékolika-hodinovym reakcim u piedchozich metod, fosfit-triesterovy pfistup poskytnul
zkraceni doby fosforylace na pouhych 5 minut. Obecné se fosfit-triesterova syntéza lisila od

fosfotriesterové v tom, Ze se nejprve vytvoril fosfit-triester, ktery se pak zoxidoval na fosfotriester.

Tyto reakce byly vice specifické a celkové vyt&zky se pohybovaly mezi 69%—82%. 32
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3.3 Syntéza na pevné fazi

Tento zpasob provedeni je prakticky pouzitelny pro syntézu malého mnozstvi materialu. Jeji

vyjimecnost spociva hlavné v rychlosti a u¢innosti syntézy zadanych fetézcti. Za poslednich 30 let se

témét veskera syntéza ON provadi vyhradné s vyuZitim pevnych fazi.'>®

3.3.1 Fosforamiditova metoda

V roce 1981 Beaucage s Caruthersem predstavili svétu fosforamiditové nukleosidy, jeZ vychazely z

fosfitové metody.'>*

K syntéze fosforamiditového nukleosidu nechali zreagovat nosic¢ trojvazného
fosforu, jimz byl chlor(dimethylamino)-methoxyfosfin, s 5'-O-DMTr-thymidinem. Vytéznost jejich
reakci presahovala 90%. Po zjisténi, ze nejsou stabilni v roztoku, byly testovany pro syntézu na pevné
fazi, kde uspéli. Dalsi tym poté zjistil, Ze N,N-diisopropylfosforamiditové nukleosidy jsou mnohem
stabilnéj$i nez N,N-dimethylfosforamiditové. Kdster se svym tymem také zjistil, ze 2-kyanethylova

skupina ma lepsi vlastnosti nez pouh4 methylova chranici skupina.'>”’

2-Deoxy Base 2-Deoxy Base
nucleoside nucleoside
o
o

HM
T | MH daBz M -
f’ 0. Base rij/g*o <fN lm’A

Z-cyanoethyl 0 .,ulw
grnup
OWT group HI .

“N

W’ Y o

dGib

=\

1

Obr. 15: 2'-chranéné deoxynukleosid phosphoramiditové jednotky. 2-kyanoethyl N,N-
diisopropylfosforamiditovy nukleosid (vlevo), pouzivané nukleové bdze (vpravo).***

Tyto dlouholeté vyzkumné projekty nakonec dospély k vytvoreni praktické metody syntézy ON. Pro
tento ucel se dodnes téméf vyhradné pouzivaji 2-kyanethyl N,N-diisopropylfosforamiditové

nukleosidy. Tato metoda je na rozdil od H-fosfonatového zpisobu syntézy pouzitelna pouze pro
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pripravu PS a PO fetdzct.'**% S vyuzitim této technologie je mozné dosahnout primérého vytézku
ptesahujictho 98% (s vyuZitim aktivatoru 1H-tetrazolu, pfipadné 5-substituovanych tetrazolti nebo

dikyanimidazolu).'*

Pripravna faze syntezy
Polymery fungujici zde jako pevna faze jsou de facto odvozeny od materialii zalozenych na oxidu
kfemicitém. Muze to byt porozni sklo s definovanou velikosti pord. Tyto materialy se pouzivaji pro
syntézu pravé proto, Ze nebobtnaji v béznych organickych rozpoustédlech a jsou inertni vici
reagenciim pouzitych pii syntéze.'®! Tyto materialy dale umoZituji  jednotlivym reagenciim
bezproblému difundovat a poskytovat tak vysoké vytézky.

Prvnim krokem je napojeni prvniho patficn€ upravené¢ho chranéného deoxynukleosidu k pevné
fazi. Toto se odborn€ nazyvé loading. Pied jeho pfipojenim je nutné provést tvodni 4 hodinovou

reakci pevné faze s 3-aminopropyltriethoxysilanem v prostfedi ethanolu.'®! Deoxynukleosid se potom
navazuje k upravenému silikonovému povrchu za pfitomnosti triethylaminu, dimethylformamidu a

dioxanu.

Jednotlivé kroky syntézy
Prodluzovani se provadi postupnym piipojovanim vhodné chranénych 3-
fosforamiditdeoxynukleotidovych monomeri. Vyhodou téchto stavebnich jednotek je, ze snadno

tvofi mezinukleotidové vazby a jsou odolné vi¢i hydrolyze a oxidaci.'®! Syntéza se provadi v

acetonitrilu. Diisopropylammonium tetrazolid je slaba kyselina, ktera slouZzi jako aktivator syntézy.

Retézec nartista ve sméru od 3'-konce k 5'- konci. Syntéza se sestava z nasledujicich kroki: '®!
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Obr. 16: Cyklus syntezy fosforamiditové metody.

TY

445

1. Detritylace - odstranéni chranici dimethoxytritylové skupiny. Detritylace je dokoncena

piiblizng za 90 sekund.'®! Tato operace by neméla trvat vice nez 2 az 2,5 minuty, jelikoz
chranéné puriny maji tendenci se depurinovat v kyselém prosttedi. Po detritylaci musi byt
zbytky kyseliny odstranény, aby v dalSim kroku nedoSlo k detritylaci pravé piidaného

fosforamiditu, ktery ma kondenzovat.

2. Kondenzace (coupling) s chranénym deoxynukleosid 3'-fosforamiditem. V tomto kroku
je tteba vytvofit kompletné bezvodé prostiedi, aby molekuly vody nesoutézily s praveé
piidanym fosforamiditem. To se provadi vysuSenim pevné faze a rostouciho ODRN fetézce
promyvanim bezvodym acetonitrilem pod piivodem suchého argonu. Do reakce se vnasi
20molarni ptebytek fosforamiditu (v zavislosti na pifedchozim loadingu). Po 2 minutach

vznika fosfit triester s 3'-5' mezinukleosidovou vazbou.

3. Kryti nebo acylace (capping) nereaktivniho deoxynukleosidu. Provadi se z divodu
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zabranéni vzniku nechténych vedlejSich produkth. JelikoZz reakce neni 100% efektivni,
zustava pti kazdém cyklu po detritylaci nékolik nezreagovanych 5'-hydroxylovych skupin.
Tyto skupiny je nutné nevratn¢ zablokovat. Pokud by se tak nestalo, tyto skupiny by se
ucastnily i dalSiho cyklu(it) syntézy. Na konci syntézy by vznikla smés fetézct o rizné délce a

sekvencich, ktera by se pak obtizné Cistila.

4. Oxidace fosfit-triesteru na fosfat-triester. Provadi se pomoci roztoku jodu ve vodném

lutidinu.'®!

Ke trojmocnému fosforu se vaze komplex jod-lutidin. Fosfor je poté piemistén
molekulou vody. Uvoliiuje se proton. Fosfor se stdva pétimocnym. Reakce probéhne do 30

sekund.

Post-syntetické zpracovani

Oligodeoxynukleotid je pak zbaven chranicich skupin a izolovdn pomoci vysoce U¢inné kapalinové

chromatografie (HPLC) nebo iontoveé vyménné chromatografie.

Diive se pouzivala -elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (PAGE) pro ciSténi

nasyntetizovanych ON pro vétSinu aplikaci jako je sekvenovani DNA, klonovani nebo snimani

vvvvvv

biochemické experimenty se musi ON dodate¢né vy¢istit od vedlejsich produktti pomoci HPLC. Zde

se vychazi bud’ z iontové vyménné, nebo reverzni faze.'®!

3.3.2 Enzymaticka syntéza

Nasyntetizovat ON je mozné i s vyuzitim polymeraz a primert. ODRN primery se chemicky pfipravi
jednou z metod. K sestaveni daného fetézce je mozné vyuzit napiiklad polynukleotidovou fosforyldzu
z Escherichia coli B slouZici jako katalyzator adice deoxyribonukleotidli. Reakce probiha v roztoku s

potiebné nastavenymi koncetracemi MgCl, a NaCl.

Vhodné podminky pro postupnou syntézu se zjisti na zékladé vysledku analyzy prvotnich
produktt. K tomu se mize vyuzit vysokotlakéd iontové vyménné chromatografie. Ve vétsin€ kroki je
mozné nezreagovany primer obnovit a recyklovat a to Casto vicekrat. S delSimi ON se snizuji vytézky

reakce. Propojeni enzymaticky nasyntetizovanych ODRN do delSich celkdi umoziiuje enzym RNA

lighza.'®
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3.4 Syntéza v roztoku

Procesem syntézy na pevné fazi je mozné ziskat ON o vysoké Cistoté. Nevyhodou jsou vysoké
naklady plynouci z pouZiti pomérné vysokych nadbytkl drahych reagencii. Pomoci syntézy v roztoku
je mozné snizit tyto naklady a tim také redukovat Cas vyroby. Pfi syntéze v roztoku je umoznéno se
narozdil od syntézy na pevné fazi vyhnout drahému procistovani meziproduktl chromatografickymi

metodami.

Na tomto poli se vyuziva i kombinace syntézy v roztoku a syntézy na pevné fazi. Napiiklad podle
procedury HELP se pro izolaci meziproduktll pouziva precipitace a filtrace. A jako rozpustnd pevna
faze slouzi polyethylenglykol.'®® Dalsim ptikladem je podle protokolu PASS vyuziti pryskyfice k

docasné imobilizaci naristajiciho ON fetézce. Nadbytedné monomery se odstrafiuji extrakei.'®
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4. Principy fungovani genové
terapie zprostredkované

oligonukleotidy

Pfirozeny pribéh syntézy aminokyselinové sekvence ze vzorového useku DNA mé v buiice danou
posloupnost. V prvnim kroku je sense vlakno DNA transkribovano do primarniho transkriptu, ze
kterého poté vznikd prekurzorovd mRNA (pre-mRNA). Poté je pre-mRNA pievedena na zralou
mRNA. Tento druhy krok v sobé zahrnuje capping 5‘-konce pre-mRNA, polyadenylaci 3‘-konce a
vystiizeni nekodujich oblasti. Vysledna mRNA je ve tfetim kroku transportovana do ribozomu, kde

podléha translaci. Vysledkem je polypeptid. Do tohoto procesu je uméle zasahovano nize uvedenymi

postupy.165

4.1 Antigene

Ptistup antigene ptedstavuje terapii zaloZenou na interakci s chromozomalni DNA. Cilem je ptedejit
spusténi nebo zastavit proces transkripce. Je diilezité zde zminit, ze cilovd sekvence je v genomu
pritomna pouze dvakrat. Zatimco kopii mRNA daného genu jsou tisice. Pfi antigene terapii existuje
teoreticky vys$si pravdépodobnost umlceni genll neZ pii antisense terapii.

ON proniknuvsi do jadra se v jadfe musi vyhnout skladajicim proteinim a transkripénim

faktoram."®® Struktura chromatinu a dvojitého helixu znamena sama o sob& také uré&itou bariéru.'®”

ON se navazuje na DNA specificky po rozeznani odpovidajici sekvence.'® Alternativné dochazi pii

hybridizaci i k tvorbg triplexu.'®*”"

Misto ucinku, jakozto zaCatku cesty exprese genu, je strategicky vyhodné. Hybridizace

terapeutika v této oblasti zamezuje spusténi transkripce.

36



Transkripce startuje po navazani transkripcnich faktortt a RNA polymerazy s vyuZitim molekul
ATP v oblasti promotoru. RNA polymerdza musi caste¢né rozvolnit dvousroubovici pro syntézu
RNA. Rozvolnéna dvousroubovice v tomto pohybujicim se komplexu je vysoce nachylna pro

specifickou hybridizaci. Hybridizace na tomto misté zastavuje jiz probihajici transkripci. Pro tyto

Gcely se pouzivaji jednofetézcové agPNA nebo dvouietézcové agRNA. 7!

Antigene mechanizmus muize byt uskuteCnén na zakladé blokace transkripce pomoci molekul

zacilenych na DNA (pre-mRNA jiz nevznikd). Pouzivaji se invazivni PNA nebo triplex tvotici ON

(),

(TFO) vézajici se do velkého 7labku.'®
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N‘lﬂlt’.‘cular Cr(}“'ding — T
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I i — i
3 5 ki 3 5 3
W-C W-C Hoogsteen
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HAIRPIN SINGLE STRAND
DUPLEX TFO (DNA, RNA) TRIPLEX

Obr. 17: Tvorba triplexu. Watsonoso-Crieckovo parovani bazi
. ’ ror r_r 44
(vlevo i vpravo). Hoogsteenovo pdrovani bazi (vpravo).**¢

v

Invazivni PNA maji vyssi afinitu k DNA nez samotnd DNA, takze v cilové sekvenci vyvazuji
antisense vlakno a tvoii s nim duplex. TFO tvofi stabilni triplexy ve velkém zlabku DNA. Jsou

pouzitelné pouze pro purin-pyrimidinové oblasti DNA a kyselé prostiedi a cytosiny v TFO musi byt

naprotonovany. TFO s LNA modifikacemi dokazi stabilizovat triplex i p¥i fyziologickém pH."°

Pii pouziti téchto ON plati nésledujici. Sekvence transkripénich poc¢atki mnoha gent nejsou
znamy vilbec nebo jen ¢astecné. I kdyby byla tato sekvence perfektné prostudovana v jedné bunécné

linii, neni pravidlem, ze bude identicka se sekvenci v dalsi bunééné linii.
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AgRNA jsou problematické pii vazbé na DNA. Naproti tomu jednovldknovd agPNA se vaze

vzdy jen na templatové vlakno. Dvojvlaknovd agPNA se miZe navazovat i na netemplatové

vlakno 1%’

4.1.1 Antigene RNA

Antigene RNA (agRNA), dvouvldknova RNA, je vyuZivana pro zastaveni exprese genu. Figuruje na
tirovni promotorové sekvence na chromozémové DNA.'*#! Neni presné jasné, jakym mechanismem

probihé hybridizace agRNA s DNA a jaké piirozené bunééné pochody s tim souviseji.'®’

Duplexy agRNA byly testovany mimo jiné napiiklad pro utiSeni genu pro receptor lidského
progesteronu. Pouzité antigene tetézce byly navrzeny tak, aby nehybridizovaly s medidtorovou RNA.
Tato studie prokéazala, ze agRNA namifena proti chromozomalni DNA miize specificky zablokovat

startovaci misto transkripce a snizit tim mnoZstvi vysledného proteinu. Dvojvladknovd RNA dokaze

zabrénit transkripci také u rostlin nebo kvasinek.'®*

4.1.2 Antigene PNA

PNA se vyznacuji diky své neutralni backbone vysokou afinitou k cilové sekvenci na DNA.

Minimalné interaguji s proteiny. Pfi interakci antigene PNA (agPNA) s jadernou DNA nutn¢ nemusi

figurovat bun&né proteiny a kofaktory.'®

Existuji dva zplsoby jak uskutecnit prenos agPNA do jadra bunék. ON miiZze byt pfenaSen v
komplexu s komplementarni DNA a s lipidovym kationickym nosi¢em. Lipid napomaha piijeti DNA
buiikou. V bunice je PNA uvolnéna s DNA nosie a vaze se na svij cil. Je to efektivni metoda
prepravy.®¢ Dalsi moznosti jsou PNA-peptidové konjugaty, které relativné hladce prostupuji
membranou. Efektivita této metody stoupa s rostouci koncentraci argininovych a lysinovych zbytk
na peptidovém nosici. Vyhodou oproti lipidovému nosici je nepfitomnost vedlejsich efektii. Peptid
nemusi byt nutné pfipojen k PNA disulfidickou vazbou. Nevyhodou je nutnost pouziti vyssiho

mnozZstvi terapeutika.'®’
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4.2 Antisense

Termin antisense vyjadiuje namifeni umélé RNA nebo DNA (antisense vlakna, modifikovaného ¢i bez
modifikace) proti (sense) vlaknu mRNA. Hybridizaci sense vldkna s antisense vldknem dojde k

naruSeni béznych pochodii zpracovani genetické informace. To muiize probihat hned nékolika

vvvvvv

Easteénému potladeni nebo uplnému vyfazeni (tzv. knockoutu) gend.'®

Vazba molekul fungujicich na principu antisense je vysoce selektivni k cilovym strukturdm.
Vétsinou se jedna o jednovlaknové ON obsahujici sekvence dlouhé 10 az 50 nukleotidt. K transportu

mohou byt vyuzity vektory jako napiiklad plazmidy nesouci vlozenou sekvenci DNA, ze které se v

butice exprimuje antisense RNA vlakno dlouhé nékolik nukleotidi.'®®

Existuji 3 varianty antisense mechanizmu. Tyto d&je se vazi vzdy k danému stadiu transkripce

nebo tranlace. Antisense mechanizmus muze byt uskute¢nén na zakladé blokace:

Pre-mRNA

Aberrant . _.*"~ \ Correct
A
erase . Luciterase  |)

Obr. 18: Mechanizmus ucinku splice-switching oligonukleotidi. Pre-mRNA luciferazy
obsahujici chybné misto Stépeni (nahore). Pokud je chybné misto §tépeni je zamaskovano

ON-705, dochdzi k expresi funkcni luciferdzy (vpravo).*"

1. ¢&i zméné sestiihu pre-mRNA (viz. Obr.: 18). Zralda mRNA nevznika nebo je pozménéna. Pro
zastaveni dalSiho zpracovani pre-mRNA je potieba zabranit sestfihu intronti. K tomu je mozné
pouZit teoreticky jakykoliv ON splitujici potiebnou komplementaritu.'®*Pro zménu vlastnosti
vysledného proteinu se vyuziva splice-switching ON, které upravuji zplisob Stépeni genetické

informace.!”!
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translac¢niho aparatu (viz. Obr.: 19b). Protein nevznikd. AON miZe s apardtem interferovat
dvéma zplisoby. ON miize fungovat jako sterickd zabrana, takze v ribozomu dojde k
pired¢asnému zastaveni syntézy peptidu. V druhém pifipadé¢ mulze jen ptitomnost ON
zabratiovat sestaveni podjednotek ribozomu.'® Deléi ODRN mohou aktivovat RNAi

mechanizmus.'*?

translace (viz. Obr.: 19¢). Po hybridizaci s antisense vlaknem je cilovéd sekvence je §tépena
RNézou H. Protein nevznika. Jednd se o neucinngjsi, nejpouzivanéjsi a nevice ovéfeny
antisense mechanizmus. RNaza H je endogenni enzym a je pfitomna v cytoplazmeé i v jadru. V
Jadru plni béZné funkci odstranovani RNA primerti z Okazakiho fragmenti pfi replikaci DNA.
V burice také specificky stépi RNA:DNA duplexy. ODRN musi byt pro degradaci RNazou H

presné zkonstruovany. K tomu se vyuziva gapmer ON."**7

a b c
5 — g3 5,
s ¥ O — e 3
NS L
jOIigomer directed Chimeric ™
RMA-induced silencing complex downstream of 5" terminus oliganucleotide
RMNA duplex v

) 4 étd ¥ 5 ™A

¢ _ 5 OO0~ S0 g

.,-g : - »
v - A RNase H
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Obr. 19: Mechanizmy ucinku antisense oligonukleotidii a siRNA. Blokace translace (b), stepeni

v v ’ v, v r v v . ’ v er 7 ¢ 44
Fetézce RNdzou H (c), Stépeni Fetézce RNA-indukovanym ,,utisujicim “ komplexem (a).**®
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4.2.1 Gapmer oligonukleotidy

Gapmer ON fetézce jsou specifickym typem chimérnich fetézcl. Jednd se o kombinace rozliénych
modifikaci do jednoho fetézce, které se vzajemné dopliuji. Prostiedek fetézce je tvoifen
deoxyribonukleotidy. Na tento centralni blok jsou z obou stran piipojeny fetézce ribonukleotidu.
Jelikoz je aktivace RNazy H nejvhodnéjsim zptisobem pro degradaci pii antisense mechanizmu, pro
centrdlni Cast se proto pouziji dostatecné dlouhé sekvence, které tuto aktivitu dokazi vyvolat.
Okrajovymi sekvencemi jsou 2°-O-alkyl modifikované fetézce slouzici jako vhodna ochrana stredni

casti pred nukleazami.

Teoreticky je bezpetné pouzit ON o délce vice nez 16 nukleotidi. Cim je ON kratsi, tim vice
existuje komplementarnich proté¢jSkii a nespecifickych interakci. V praxi se ale napiiklad takovy
15merni ON nemusi vazat pouze v této vymezené sekvenci. Mize byt chapan a rozeznan takeé jako 8

piekryvajicich se fetézct, kazdy s odlisnou komplementaritou.

Okrajové sekvence v gapmer ON fesi tento problém s nespecifickymi interakcemi. Gapmer ON
muze obsahovat krats$i centralni blok, protoze ramena s 2°-O-alkyl modifikacemi nejsou schopny

indukovat aktivitut RNazy H. I kdyby doslo k rozpoznani nechténé sekvence, maji gapmer ON

minimalni vedlejsi uginky.'*®

4.2.2 Interference ribonukleovych kyselin

Mechanizmus interference ribonukleovych kyselin (RNA1) (viz. Obr.: 19a) byl objeven v roce 1998 v

modelovém organismu pidniho Cerva Caenorhabditis elegans. Jedna se o pfirozené se vyskytujici

199-204 M

fenomén slouzici pro regulaci genové exprese. ize byt chapan také jako starodavny obranny

mechanizmus eukaryotickych bungk.'®®

RNAi funguje na principu Stépeni cilové mRNA pomoci RNA-indukovaného ,,utiSujiciho®
komplexu (RISC). Po navazani small interfering RNA (siRNA) na Argonaut 2 endonukledzu (Ago2)
dojde obvykle k Stépeni sense vldkna na devatém nukleotidu od 5'-konce fetézce. Antisense, navadéci
vlakno, zGstava na Ago2 a to se dohromady jesté s dalSimi proteiny oznacuje jako RISC, ktery se

pomoci vldkna vaze na zékladé komplementarity k cilové molekule mRNA. Ta je po nalezeni cilové

sekvence v daném misté endonukleazou §t&pena a degradovana v buiice.?’>¢
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Small interfering RNA

SiRNA je dvouvlaknova molekula o pfiblizné délce 21 nukleotidii s dvéma nukleotidy piecnivajicimi
na 3'-koncich.?*”® SiRNA je kratka nekodujici RNA, kterd ma témét shodné fyzikalng-chemické
vlastnosti s miRNA. Od miRNA se 1i§i mimo jiné v mechanizmu utiSovani genii. Po vpraveni do
buiiky siRNA vyvold vyhradné RNAi mechanizmus, kterym dojde k utiSeni homolognich genil.
Konkrétné dochazi k zastaveni translace jedné specifické cilové mRNA. Tento d¢j se odehrava v

bunice piirozené a je uskuteCnitelny uméle. Kromé toho je siRNA vrozenou ochranou proti virové

nakaze 21

dsRNA ENENEENEREEEEEERENEREEE

shRNA |||||||||||||3

SIRNA " IO,
duplex

—/J
Formation of Y
RISC P—QSS:/

. ISC_
siRNA / mRNA- . PWW#FU% ; 5

complex

sliced
mRNA

“SILENCING”

Obr. 20: Mechanizmus vicinku siRNA.**

SiRNA vznika postupné piepsdnim svého genu z bunécné ¢i jiné patogenni DNA do dvouvldknové
RNA (dsRNA). Dicer upravuje v cytoplazmé dsRNA na kratsi dvojvldknovou siRNA. Predpfipravena
dsRNA muze byt také vpravena do buniky uméle, ale neméla by byt delsi nez 30 nukleotidt. Vice jak
30 nukleotidi dlouhd dsRNA mize zaktivovat drdhu interferonu, coz vede k nespecifickému Stépeni

mRNA a apoptdze. Proto je vyhodné vpravovat do bunky jiz kompletné¢ nasyntetizované siRNA
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molekuly 2"

Pro vyvolani RNAi mechanizmu musi byt siRNA pln¢ komplementarni ke své mRNA.
Fosfodiesterova backbone mRNA je po splnéni komplementarity Stépena Ago2 endonukledzou mezi
10. a 11. nukleotidem od 5’-konce fetézce. NaStépené fragmenty jsou degradovany piisluSnymi

exonukledzami.?** Diky svoji specifité se siRNA molekuly pouZivaji pro identifikaci a ovéfovani

novych 1é¢iv.156

4.2.3 microRNA

Prvni miRNA byla objevena v roce 1993 pfi studiu vyvojovych regulacnich genli v Caenorhabditis
elegans. MiRNA je jednovldknova nekddujici RNA molekula o délce 19-25 nukleotidii. Obsahuje

vlasenku a dva nukleotidy piecnivajici na 3'-koncich. MiRNA se piirozené vyskytuji v bunce a slouzi

jako regulatory genové exprese.”!”

Pro genovou terapii se vyuzivd dvou miRNA pfistupli: inhibyjiciho ¢i nahrazujiciho. Inhibice
probiha jako bézna antisense terapie. Pro to se pouzivaji jednovlaknové RNA molekuly zvané

antagomir. Antagomir molekuly jsou pfipraveny tak, aby v buiice rozpoznaly endogenni miRNA

fetdzce a zastavily tak jejich pfirozené regula¢ni mechanizmy'®

Nahrazovaci terapie spoc¢iva v pouziti umélych miRNA, které maji napodobit funkci endogennich

miRNA, které svou p¥itomnosti degraduji &i inhibuji mRNA 2"

MiRNA se od siRNA 1i§i hlavné tim, Ze miRNA jsou komplementarni s vice mRNA

molekulami.??® MiRNA je multikomplementarni kvili tomu, Ze hybridizuje s mRNA jen &astednd v
kratkém useku svoji molekuly. Cim méné nukleotidii dana sekvence obsahuje, tim méné je vazba
specificka a tudiz existuje vice potencidlnich mRNA sekvenci, se kterymi mad miRNA shodnou

komplementaritu bazi. Hybridizace miRNA s mRNA se vétSinou odehrdva v oblasti na 3’-konci

mRNA, ktera neni prekladana do proteinu. Tato oblast obsahuje 2 az 7 nukleotidii. 2!

Mechanizmus G¢inku miRNA zacind utvorenim miRISC komplexu. Po nésledném rozvinuti
miRNA je jeji sense vlakno uvolnéno a degradovano v buiice. MiRNA poté navadi miRISC komplex
ke komplementarni mRNA. Zastaveni exprese genll probiha sterickou blokaci translace ¢i degradaci

miRISC komplexu s hybridizovanou mRNA deadenylaci, decappingem ¢i na zdklad¢é exonukledzové
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aktivity. Pokud je v nékterych ptipadech shoda sekvenci miRNA a mRNA vysokd, uplatiiuje se také

RNAi mechanizmus, ktery je podobny siRNA RNAi mechanizmu.?***

miRNA Genome

l Pol Il
Pri-miRNA SRp—— E T

Drosha,Pasha

(Microprocessor Complex)
Pre-miRNA Iﬂufjrmm;’j

FEt:N-GI?S NUCLEUS
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miRNA-miRNA
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Obr. 21: Mechanizmus ucinku miRNA. Zastaveni translace pri
nedokonalé komplementarité (vievo). Stepeni retézce pri vysoké
shodé sekvenci (vpravo).*>

MiRNA se vyuzivaji pti diagnostice jako biomarkery. Oproti béZnym lécivim o malé molekulové
hmotnosti, které jsou limitovany svym polem pusobisté, mohou miRNA a siRNA snizovat expresi

prakticky jakéhokoliv genu a jejich mRNA transkripti. Nedostatkem tohoto pfistupu je momentalné

sniZen4 stabilita a mala efektivita transportu siRNA a miRNA.*%

44



4.2.4 Ribozymy

Ribozymy jsou RNA enzymy. Byly prvné popsdny v modelovém organismu prvoka druhu

Tetrahymena thermophilia na zacitku 80. let. NejprostudovanéjsSim RNA enzymem je tzv.

hammerhead ribozym. Tato forma enzymu byla poprvé izolovéana z viroidni RNA. 227

Komplex malych jadernych ribozymd, ktery je soucésti spliceozomu, v buiice katalyzuje splicing
pre-mRNA. Ribozymy nachazejici se ve velké podjednotce ribozomu katalyzuji kondenzaci

aminokyselin peptidyl transferazy. To je patrné nejdiilezit&jsi uloha RNA enzymu v buiice.??*3?

Skupina nukleolytickych ribozymli zahrnuje soubor menSich rozmanitych RNA, které
zprostiedkovéavaji specifické 3tépeni nebo ligaci fetézce RNA. Stépeni fetézce se uskuteéiiuje
mechanizmem nukleofilni substituce Sx2. Hydroxylova skupina ribozymu atakuje fosfodiesterovou
vazbu Stépeného fetézce. Probéhne transesterifikace. Vznika 2°¢,3‘-cyklofosfat a 5°-OH skupina.
Ligace probihd v pfesné¢ opacném potadi. Ribozym je nezménén na konci cyklu Stépeni a ligace.
Ribozymy jsou také schopny ovliviiovat genetickou expresi. Tti ribozymy, které pravdépodobné

genetickou expresi ovliviuji jsou: twister, hammerhead a HDV 2?7
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Obr. 22: Mechanizmus ucinku ribozymii. Jeden cyklus = navdazani,
e ;. . 451
Stépeni, disociace.®
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RNA enzymy jsou terapeuticky pouZitelné pro Sté€peni specifickych mist na RNA. Pro 1é€bu virovych
onemocnéni ¢i rakoviny. Pouzivaji se uméle odvozené ribozymy od hammerhead ¢i vlasenkového
ribozymu. Ve své struktufe obsahuji katalytickou RNA doménu, ktera $t€pi mRNA a subsrat vazajici

doménu, kterd obsahuje antisense sekvenci k cilové mRNA. Ribozym nased4d na cilovou oblast

mRNA svou substrat vazajici doménou. ¥+

4.2.5 Riboprepinace (Riboswitch)

Ribopiepinace jsou pfirozené se vyskytujici nekodujici useky mRNA. Jsou schopny specifické vazby
k bunénym metabolitim. Jedna se 0 mRNA slozenou do trojrozmérné struktury. Vazi na sebe malé
molekuly, které méni expresi urcitych gent. Klicové pro fungovani ribopfepinaci je zmeéna

usporadani molekuly 243

Charakteristicka pro ribopiepinaC je schopnost piechazet mezi dvéma konformacemi. Zména
konformace tam i zpét se d&je pii prekroceni nadprahové koncentrace ligandu souvisejicitho s
riboptepinacem. Typicky riboptepinac, jako naptiklad RNA reagujici na guanosin, obsahuje dvé hlavni
oblasti. Je to aptamerova doména, kterd vaze metabolit. Na druhé domén¢ probihd exprese proteinu.
Jsou zde obsazeny sekvence pro vazbu ribozomu, vlastni sekvence cilového proteinu a s tim

souvisejici signaly pro expresi. Tato doména je variabilni, kdezto aptamer je evolucné

246-8

zakonzervovan.

RBS hidden

RNA riboswitch

On Off

RNA riboswitch

. y o . L s ve , . 452
Obr. 23: Mechanizmus ticinku ribopfepinacii na virovni translace.*
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Pokud je na ribopiepinac navazan ligand, dochdzi ke stabilizaci a slozeni domény slouZici pro expresi.
Syntéza proteinu neprobiha (viz. Obr. 23: vpravo). Pfi nepfitomnosti metabolitu aptamerova doména

netvoii stabilni Utvar a nésleduje transformace celé molekuly (viz. Obr. 23: vlevo). Ribopiepinace

funguji jako regulatory transkripce, translace, splicingu nebo degradace mRNA.**

4.2.6 Aptamery

Aptamery jsou kratké syntetické jednotetézcové RNA ¢i DNA, které maji schopnost poskladat se do
trojrozmérnych struktur. Tyto struktury se béZzné sestavaji z 20-80 nukleotidii. Kromé
komplementarity bazi aptamery rozpoznavaji své protéjsky predevSim na zéklad¢ prostorového
uspotadani molekuly. Vyznacuji se vysokou specifitou a afinitou vazby. Pii vazb€ se uplatituji Van der
Waalsovy sily, vodikové vazby, elektrostatické interakce, interakce prekryvajicich se skupin a celkova

stericka shoda struktur na principu ,,zamku a klice* (viz. Obr.: 24). Aptamery mohou plnit funkci

specifickych ligandi, antagonistt a agonistt.?>*!

A‘H three-dimensional conformational
' s.tmcture formation { recognition

VRY. E o

aptamer sequence functlonal aptamer target binding

Obr. 24: Princip “zamku a klice”.*>?
Aptamery se n€kdy oznacuji jako ,.chemické protilatky”, protoze jsou dokonalou alternativou
monoklonalnich protilatek. Aptamery jednoznacné pievysuji protilatky v nékolika ohledech. Nejsou
piimo rozezndvany imunitnim systémem a nevykazuji znamky imunogenicity a toxicity. Neobsahuji
nadbytecné oblasti, které by zptisobovaly nepiedvidatelné vedlejsi interakce. Transport a prechod do

nitra bunék je vyrazné usnadnén diky malé velikosti aptamerd.?>*”

Oblast plsobnosti aptameril je takika neomezena. Dodnes byly vytvofeny souhlasné aptamery

k(e): proteinlim, organickym peptidim, komplextim buné€k, tkdnim, malym anorganickym iontim a
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léciviim. Vyrobni naklady jsou v porovnani s protilatkami niz§i. Metoda syntézy dovoluje aptamery
vyrabét v Sarzich, které se mezi sebou lisi naprosto minimaln¢ i ve velkych mnozstvich. Skladovani a

preprava jsou snadné, protoZe aptamery jsou termalné stabilni. 3%

Specifické aptamery se ptipravuji metodou SELEX, coz v pifekladu znamena: systematické
vyvijeni ligandii exponencidlnim obohacovanim (Systematic Evolution of Ligands by Exponential
Enrichment). V nékolika opakujicich se cyklech probihd amplifikace a obohacovani. Tak vzniknou
vysoce specifické aptamery s vynikajici afinitou. V prvnim kroku je pfipraveno 10'¥-10" odlisnych
jednovlaknovych ODRN o délce 30-50 nukleotidd. V této skupin¢ zaujme kazdy ON svou sekundarni
a terciarni strukturu. Heterogenni ON jsou inkubovédny s imobilizovanymi ¢i volnymi cilovymi

molekulami. Vzniklé komplexy jsou odseparovany, jsou poté amplifikovany PCR nebo RT-PCR

metodou a produkty opét vstupuji do nového cyklu. Obvykle prob&hne 8 az 20 cyklt. 264

Aptamery vyprodukované timto zptsobem ale nejsou vzdy pouZitelné v terapii. To proto, Ze pfi

podminkéch in vitro cilové molekuly zaujimaji jiné konformace nez in vivo. Tento problém se obchazi

metodou Cell-SELEX, kde se jako cile pouZivaji celé Zivé buiiky. 2667
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5. Transport

Transport ON do cilového mista v bufice piedstavuje prekonani nékolika biologickych bariér. Po
uspésném vpraveni piipravku do organismu je ON vystaven ptisobeni nukledz v krevnim fecisti. Na
této urovni také dochazi k degradaci cizorodych latek pomoci nespecifické imunity (viz.:
mononuklearni-fagocytarni systém).

Krev je filtrovana ledvinami, coZ je misto pro eliminaci nechténych latek z organismu. Dale krev
prochézi jatry, ve kterych 1éCiva podléhaji metabolickému first-pass efektu. Pti cirkulaci v krevnim
feCisti dana terapeutika prostupuji endotelem cév do extraceluldrniho prostoru, kterym difunduji az k
cilovym tkanim. Na usnadnéni cesty ON k buiice se spolupodileji 1 jednotlivé vySe uvedené
modifikace.

Velikost molekuly terapeutika vpraveného do cirkulace rozhoduje o jeho farmakokinetice a
biodistribuci. Castice o rozméru piiblizné 10 nm a vice se v fe¢isti nachazeji jesté dlouho po aplikaci,
jelikoZ jsou minimalng eliminovany ledvinami. Ideélni je pouziti ¢astic o velikosti mezi 10 az 50 nm.
Distribuce latek s velikosti nad 50 nm je jiz omezena pouze na jatra, n¢které nadory a slezinu a

podobné tkané s vysokou propustnosti cév. Potom co se ON dostava k buiice, musi kromé

plazmatické membrany piekonat také endozomalni membranu.?’'=

Ve vétsing pripadl je nejméné ucinnou strategii aplikace pouze holych NA. Je ale znamo, ze PS
ve své prirozené podobé vstupuji do bun€k v mnohem vyssi mife nez siRNA a MO.

Kromé prosté aplikace existuji dalsi dva zpiisoby jak zvysit koncentraci ON v buiice. Pouzivaji se
jednak ligandy konjugované s terapeutiky. Ligand je sdm o sob¢ zacilen k urCitému bunécnému

receptoru. Po vazbé na receptor, kterd je vysoce specifickd, je tento komplex pfijat endocytozou.

Dalsi moznosti je inkorporace ON do lipidovych &i polymerovych nanonosict. 2’432

5.1 Molekularni konjugaty jako transportery

Hydrofilni latky, jako jsou mimo jiné i ON, nepronikaji nebo jen velmi omezené skrze bunécnou

membranu. Jednim z feSeni je konjugace dané molekuly s jingymi makromolekulami, které maji

lipofilni nebo amfifilni charakter.?®*
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Vyroba konjugovanych molekul, které jsou schopny specifické vazby na bunééném povrchu, se
provadi piimou vazbou lipidu, sacharidu, peptidu nebo malé molekuly na 3¢ ¢i 5°-konci ON. K tomu
je vyuzivano amidu, thioetherl, thiol-maleimidd, estert a disulfidd. Tato Gprava by neméla ovlivnit
cilovou reakci ON s RNA. U siRNA neni mozné provést modifikaci 5‘-konce, jelikoz musi byt toto
misto fosforylovano, aby bylo v buiice rozpoznano pomoci RISC. Konjugity s disulfidovymi,
peptidovymi a hydrazonovymi vazbami jsou navic po transportu v buiice §tépeny. Usp&$nost této
strategie zavisi na poctu cilovych receptorti a afinité ligandu k danému receptoru na povrchu

bUﬁky.282’284-7

Konjugaty se specifickymi ligandy jsou v porovnani s nanocasticemi mnohem vice stabilngjsi,
poskytuji vyssi pokryti cilovych tkani a skytaji tak velky potencial. 2*®

5.1.1 Konjugaty se sacharidy

Tato skupina trivalentnich konjugétl se pouzivd hlavné pro transport ON do jaternich bunck.
Aktualné jsou testovany pro 1écbu hypercholesterolémie, hemofilie a amyloiddzy. Tyto konjugaty jsou
kromé intraven6zniho podavéni G¢inné také pti subkutanni aplikaci s minimalnimi vedlej$imi ucinky.
Trojmocnost je dand tim, Ze k 3°-konci siRNA jsou napojeny 3 molekuly N-acetylgalaktosaminu
(GalNAc). Vyhodou je, ze konjugace ON muze byt provedena jiz pfi vyrobé na pevné fazi. GalNAc
je piijiman jatry diky asialoglykoproteinovému receptoru, ktery se vyskytuje hlavné na hepatocytech.

Tento receptor piirozené vychytava glykoproteiny s koncovou galaktézou endocytoticky z ob&hu.?®-

90

5.1.2 Lipidové konjugaty

Konjugace ON s lipidy zlepSuje krom¢ miry pruchodu do bunék také jejich farmakokinetické
vlastnosti. SIRNA konjugovana s cholesterolem se v krvi vaze na lipoproteiny a celkovou doba
cirkulace v fteCisti je tim delsi. To zvySuje mnozstvi piijaté hepatocytem prostfednictvim
lipoproteinovych receptori. Nové se pouzivaji ligandy jako a-tokoferol. Dale je mozné korigovat

vlastnosti téchto konjugattl ipravou délky vazby mezi lipidem a siRNA. '
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5.1.3 Konjugaty s malymi molekulami

Pro transport nékterych ON se vyuziva nizkomolekularnich ligandt. Pfikladem z této skupiny miZze
byt konjugace jednofetézcovych ON s jednou ¢i vice molekulami anisamidu. Anisamid je
nizkomolekularni ligand pro c-receptor. Dale se jako malé ligandy vyuzivaji folatové ligandy, které se
vazi k folatovym receptorim a anandamidy vazici se ke kanabinoidovym receptorim. Tyto konjugaty

vykazuji vysokou vaznost ke svym receptoriim a vyrazné tak zvysuji ptijem ON buiitkami.?**®

5.1.4 Peptidové konjugaty

Peptidoveé konjugaty se déli na dvé skupiny: na buiiku zacilené peptidy (CTP) a do bunky pronikajici
peptidy (CPP).

Na bunku zacilené peptidy

CTP jsou optimalizované pro vazbu na konkrétni bunécné receptory. Strukturné jsou CTP tvotfeny
ttemi az deseti aminokyselinami a jsou pfijimany endocyt6zou. Vykazuji vysokou afinitu ke svym
cilovym receptorim. Pro zlepSeni afinity ¢i avidity k cilovému receptoru se dany peptid cyklizuje
nebo se nasobi & multimerizuje.?*’

CTP se pouzivaji pro transport siRNA, antisense a jednofetézcovych ON. Vysledny ucinek
konjugatu ovliviuje cesta jeho internalizace. Uginek je také ovlivnén mirou multimerizace konjugatu.
Mohou se vyskytovat v mono- bi- tri- a tetravalentni form¢. VSechny tyto formy jsou pfijimany s
rozdilnou efektivnosti. A pouze nékteré formy dokazi vyvolat §tépeni RNAi mechanismem.**”

Kyselina arginylglycylasparagovd (RGD) byla prvnim peptidem specificky navdzanym na
nadorovou buitku. RGD tripeptid, specificky reaguje s integrinovym receptorem.’”" Integrinovy
receptor se vyskytuje v urcitych fazich na povrchu nékterych nadorovych bun¢k. Skrze néj je mozné

v nadoru ovliviiovat angiogenezi, migraci, invazi a metastatickou aktivitu.3**

Do buriky pronikajici peptidy

CPP jsou méné specifické nez CTP. Jsou to kationické nebo amfipatické peptidy o délce pfiblizné
30aminokyselin. Prvni CPP molekula (Penetratin) byla objevena v roce 1994. Tato skupina molekul

usnadituje prichod zaporn€ nabitych makromolekul skrze plazmatickou membranu. Bunécna toxicita

51



je minimélni.**® Zprostiedkovavaji presun siRNA, AON a jednofetézcovych ON. Kromé toho mohou
samy 0 sob¢ prostupovat membranou. Bylo zjiSténo, Ze spojeni CPP s morfolinovymi a peptidovymi
ON se pro transport jevi jako velice efektivni. Jednotfetézcové CPP konjugéaty byly testovany na

mysich se svalovou dystrofii Duchenne a na tkatiovych kulturch s dobrymi vysledky. %>

Nejnovejsi metodou je pouziti vice funkénich skupin peptidi v jednom ligandu. Tyto chimérni
peptidy maji vyssi ucinnost. Pti korekci dystrofinu se vyuzilo kombinace CPP s CTP se specifitou ke

svalové tkani. Toto vedlo k dalsimu zvyseni koncentrace terapeutika v cilovych buiikach.*®

5.1.5 Konjugaty na bazi protilatek

Protilatka jako transportér 1é¢iv ma velky vyznam pfi 1é€bé€ rakoviny. V ptipadé doruc¢ovani ON jsou
protilatky neefektivni.

Humanni monoklondlni protilatky mohou byt ptipojené k siRNA pomoci disulfidové vazby, kterd
je v buiice bézné¢ Stépena. Urcité mnozstvi je sice piijato endocytoticky do cytosolu bunky, ale
vysledny ucinek se jiz nedostavi.

Problém je v tom, ze endozomy obsahujici tento konjugét neuvoliuji svlij obsah intracelularniho

prostoru. To bylo odhaleno sou¢asnym podanim chlorochinu, ktery dokaze rozvolnit endozomy. Dalsi

studie také potvrdily toto endozomalni ,,uvézn&nj 2863112

Tuto netcinnou metodu zaloZzenou na protilatkdch je pfesto mozné pretransformovat v
prospéSnou terapii. Rozvolnéni endozomi s témito konjugaty a naslednou aktivaci RNAi

mechanizmu je dosazitelné s pouZzitim nosicu (viz.: 5.2.1 - Protamin).

5.1.6 Konjugaty s aptamery

Aptamery dokazi zvysit acinnost endocytézy molekul, ke kterym jsou pfipojeny. Aptamery mohou
pfenaset do bunky léciva, toxiny nebo ON. Kromé intracelularni terapie se aptamery pouZivaji i k
blokaci povrchovych receptorii bun¢k. SIRNA konjugované s aptamery se testuji pro 1écbu rakoviny
prostaty, inhibici replikace viru HIV nebo pro onemocnéni imunitniho systému. Pro prodlouzeni
biologického polocasu v plazmé se ke konjugatu ptidava jesté koncovy polyethylenglykol (PEG),

ktery zvétiuje molekulu a zpomaluje tim glomerularni filtraci.*'*”
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5.1.7 Konjugaty s CpG

Pro terapii se vyuziva tak¢é CpG ODRN konjugovanych se siRNA. Tyto konjugaty jsou schopny
prostoupit do &asnych endozomii. Uvnitt jsou rozpojeny a siRNA se vaZe na enzym Dicer.’'®

CpG ON obsahuji ve své sekvenci opakujici se motiv cytosin trifosfat deoxynukleotidu (,,C*) s
guanin trifosfat deoxynukleotidem (,,G*). Malé ,,p* znaci fosfodiesterovou vazbu. CpG se hojné
vyskytuji v bakteridlnim genomu a proto jsou povazovany za patogenni oblasti. Tyto CpG sekvence

jsou imunogenni, pokud jsou momentalné¢ nemethylované. Imunitni odpovéd’ vznika rozeznanim CpG

sekvence Toll-like receptorem 9 na povrchu B lymfocyti nebo plazmacytoidnich dendritickych

bungk 312!

5.2 NosicCe jako transportéry

Molekularni konjugaty jsou do urcité miry postacujici. Krom¢ piesného nasmérovani terapeutik, je
Casto potieba splnit i dalsi kritéria. Nosice oproti konjugatim dokdzi zabranit zadrzovani ON uvnitt
endozomil a prodlouzit dobu cirkulace v krevnim fecisti. Nosice velikosti pfekracuji konjugaty a jsou

prizptisobitelné mnoha G&elim.?%

5.2.1 Polymerové nosice

Dynamické polykonjugaty (DPC) jsou nejpouzivanéjSim typem polymerového nosice. Je mozné je

délit na DPC pro transport siRNA do jaterni tkan¢ a na DPC pro extrahepatalni transport.

Zékladnim kamenem jaternich DPC je molekula poly(butyl amino vinyl etheru) (PBAVE). Na

PBAVE nasedaji postranni alkylové fetézce, mezi nimiz jsou rozptyleny aminy. Celkové amfipaticky

charakter je uréen k rozrueni bundéné membréany a také k uvolnéni obsahu v endozomu.***

Dalsi soucasti zakladniho fetézce jsou molekuly PEG a GalNAc. GalNAc molekuly umoziuji

specifické navazani na povrch hepatocytu. Molekuly PEG se pfidavaji pro celkové zvétSeni

komplexu. Ten je pak minimalng eliminovan ledvinami a prodluZuje se tim biologicky polo¢as.*'®

K tomuto nosi¢i se nakonec piipoji siRNA disulfidickou vazbou. Pokud je komplex pfijat

bunkou, je v endozomu transportovan do cytosolu. V kyselém prostfedi endozomu se ligandové a
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PEG molekuly uvoliiuji od PBAVE. Odhaleny polymerovy nosi¢ potom muze rozrusit endozom. V

redukujicim prostiedi cytozolu buiiky je disulfidickd vazba St€pena a volna siRNA muize interferovat s

cilovymi strukturami.***

DPC pro extrahepatalni transport obsahuji odlisné ligandy. Mohou byt namifeny na aV[3
integrinovy receptor, ktery je hojné exprimovan na povrchu neékterych nadorovych bunék.
nosice jiz ale nevykazuji zavazné vedlejsi ti¢inky. Nejnovéjsim pistupem v klinickém testovani je nyni
soucasna aplikace samotného polymerového nosi¢e a siRNA konjugovaného s cholesterolem. Byla

zaznamenana 500x vy$3i Getnost pienosu siRNA do intracelularniho prostredi.’***

5.2.2 Proteinové nosice

Lidsky sérovy albumin

Lidsky sérovy albumin (HSA) je pfirozenym transportérem. Jeho ptiblizny primér 7 nm je o néco
mélo véti nez glomerularni pory, coz pro HSA znamena 19denni polo¢as cirkulace.’*>’” Umozituje

prenos 1é¢iv, napiiklad malych molekul nebo peptidt.

Jako nosi¢ pro cileny transport je nutné albumin potiebné modifikovat navazanim specifickych
molekul. Albumin je mozné konjugovat s fetézci PEG s navdzanymi RGD peptidy na jejich koncich.
K tomuto komplexu se jednotetézcové ON piipojuji disulfidicky. Vysledkem modifikace albuminu
jsou uniformni ¢astice o pruméru 12-13 nm. Tyto komplexy se oproti béznym nanoc¢asticim dostavaji
hluboko do nadorovych sféroidii. BéZzné nanocastice o velikostech kolem 300 nm mohou interagovat

pouze s bunikami na povrchu nddorového sféroidu.

K jedné molekule HSA muize byt navazano 10 az 15 molekul ligandu. Cytotoxicita nebyla

prokazana. Tato metoda nezahrnuje navozeni uvoliiovani obsahu z endozomi. 233!

Protamin

Protamin je jaderny protein bohaty na arginin a je volbou pro transfer siRNA. Dvouvlaknova siRNA
je zaporné nabita a svym nabojem brani prostupu membranou. Protamin nese kladny naboj. Vazba na

siRNA je uskutecnéna pouze interakci ndbojti nekovalentné. Pro specifickou cilovou interakci se musi
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k protaminu napojit protilditka. Tento komplex je ucinny pii protinddorové terapii. Také byl
zaznamenan uspéch pii 1écbé lymfocytl infikovanych HIV. Umlceni geni zde probihd mechanizmem

RNAI. Kationicky protamin dokaze navozovat rozvolnéni endozomu. 3323286

5.2.3 DNA nanocasticové nosice
K ptesunu ON do cytozolu je mozné pouzit NA, které jsou schopny se na zakladé komplementarity

bazi agregovat do vyssich struktur. S vyuzitim znalosti sekvenci danych fetézcii se navrhuji struktury

o pozadované velikosti a tvaru. Vysledné komplexy jsou perfektné rozpustné ve vodé.**”7 Piipravené

DNA ¢i RNA nanocastice jsou vhodné pro transfer aptamerd, protilatek, malych molekul a peptida.

Sférické struktury sloZené z NA mohou obsahovat anorganické jadro. Utvary tvofené pouze NA
pouzivané k transportu jsou: DNA Ctyfstény, dvacetistény a desetistény; vétvené DNA nanostruktury

a polypody, struktury klecovitého charakteru a DNA origami.

K vytvofeni nanostruktur je zapotiebi pouzit vice vlaken ON. Vldkna ON se mohou provézat do

vysSich struktur na zdklad€ pfitomnosti ,lepivych konci* na kazdém duplexu. Ligaci je mozné

sestavit pozadované struktury, které ale nejsou pevné a piesné definovatelné.**® Proto se pouzivaji
spolehlivéjsi metody. Dlazdicova metoda vyuZziva otocek helixu pro splétani fetézci do pevnéjsich a
definovatelngjSich struktur. Metoda na principu tensegrity vyuziva pro sestavovani pevnych struktur

stavebni jednotku trojuhelniku, ktera je stabilni oproti &tvercové kostie.*”

5.2.4 Anorganické nanoc€asticové nosice

Pro nanonosice slozené z anorganickych komponent se pouziva zlato. Thiolové skupiny ON se k
povrchu zlata pfipojuji koordina¢né-kovalentni vazbou. Tyto polyanionické konstrukty o vysoké
hustoté a homogenité pfipojenych fetézcli se oznacuji jako kulovité nukleové kyseliny (SNA). U SNA
byla potvrzena schopnost vyvolat RNAi a antisense mechanizmus. Bez dalSich pomocnych latek
vstupuji SNA ve vysoké mife az do 50 rtiznych bunéénych typti a také do ¢asnych endozomti. SNA
prostupuji do bunky skrze receptory nizkodenzitniho lipoproteinu (LDL). To probiha velmi rychle za

Gi¢asti kaveolinu a lipidd. Neni zatim jasné, jakym zptisobem se uvoliiuji z endozomi.**2
Pokud stfibrné ¢i zlaté nanocastice absorbuji laserové zaieni o urcité vinové délce, nastane

vybuzeni elektront a produkeci tepla. Tento jev se oznacuje jako povrchova plazmonova rezonance ¢i
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fototermalni efekt. Tohoto jevu se vyuziva pro rozvolnéni endozomu a také pro odpojeni nosice od

ON.** Pii nadorové terapii se po podani SNA ozafuje pouze oblast s nadorem. Pouziva se paprsek o
vlnové délce ve viditelné ¢i blizké infracervené oblasti spektra. Navzdory tomu, Ze SNA jsou pfijaty i
Jinymi tkdnémi nez nadorovymi, SNA jsou aktivni pouze v mistech ozafeni, coz minimalizuje vedlejsi

iGinky 4
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6. Celkovy prehled terapeutik

6.1 Prehled antisense terapeutik v klinickych testech

Nazev Modifikace Cilova Faze Zpusob Vyrobce
struktura testovani | Podani
Mipomersen 2°-O-MOE-PS | ApoB-100 Schvaleno v | S.c. injekce Isis
gapmer ODRN USA Pharmaceuticals/G
enzyme
Alicaforsen PS-ODRN ICAM-1 III. L.v. infuze, Isis
klystyr Pharmaceuticals/At
lantic
Oblimersen PS-ODRN Bcl-2 II. (vyvoj |L.v. infuze Genta
prerusen)
Eteplirsen PMO AON Dystrophin I11. Lv. infuze Sarepta
Therapeutics
Drisapersen 2°-Ome-PS AON | Dystrophin 1. L.m. injekce Prosensa/GSK
Custirsen 2°-O-MOE-PS | Clusterin III. Lv. infuze Isis
gapmer ODRN Pharmaceuticals/O
ncogeneX
Trabedersen PS-ODRN TGF-p2 III. (gliom), |IL.v. infuze, Antisense Pharma
II. (rakovina | intratumoralni
pankreatu) |infuze
Aprinocarsen PS-ODRN PKC-a II. (vyvoj |Lv. infuze Eli
pierusen) Lilly/EORTC/ECO
G/NCI
Miravirsen PS-LNA gapmer | MiR-122 II. Lv. infuze, s.c. |Santaris Pharma
ODRN injekce
OGX-427 2°-O-MOE-PS |HSP27 II. Intravezikalni | Isis
gapmer ODRN instilace Pharmaceuticals/O
ncogene
ISIS-113715 PS-ODRN PTPIB I1. Lv. & s.c. Isis
injekce Pharmaceuticals
ISIS-EIF4ERx 2°-O-MOE-PS |EIF-4E II. Lv. infuze Isis
gapmer ODRN Pharmaceuticals/Eli
Lilly
ISIS-CRPrx 2°-O-MOE-PS |C-Reaktivni II. Lv. infuze Isis
gapmer ODRN | protein Pharmaceuticals
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Nazev Modifikace Cilova Faze Zpusob Vyrobce
struktura testovani | Podani
ISIS-TTRO?2 2°-O-MOE-PS | Transthyretin II. Lv. infuze Isis
gapmer ODRN, Pharmaceuticals
liposomalni
piipravek
Genersen PS-ODRN pS3 II. L.v. infuze Eleos, Inc.
TPI ASMS PS-ODRN (mix |Beta fetézec IL- II. Inhalace Pharmaxis
dvou) 3/IL-5/GM-CSF
receptort a
CCR3
LY2181308 2¢-O-MOE Survivin mRNA | II. Lv. infuze Eli Lilly
GTI-2040 PS-ODRN RRM?2 II. Lv. infuze Lorus Therapeutics
ATL1102 2°-O-MOE VLA-4 II. S.c. injekce Antisense
Therapeutics
Archexin PS-ODRN Protein kinaza B | I1. L.v. infuze Rexahn
alfa (AKT)
AVI-4557 MO AON CYP450 3A4 |1I. Lv&sc& Sarepta
injekce, p.o. Therapeutics
podani
EGFR antisense  |PS-ODRN EGFR L/11. Intratumoralni | University of
injekce Pittsburgh
AEG-35156 PS-2°-O-Me XIAP L/, (vyvoj |Lv. infuze Aegera
gapmer ODRN ptrerusen) Therapeutics
PS-cEt-BNA STAT3 L. Lv. infuze Isis
gapmer ODRN Pharmaceuticals
ISIS-STAT3rx
1S1S-481464
LErafAON-ETU | PS-ODRN c-Raf L. (vyvoj L.v. infuze Insys Therapeutics,
gapmer v prerusen) Inc.
liposomalnim
pripravku
Resten-NG MO AON Modulatory c- |1. (vyvoj L.v. injekce Sarepta
myc pferusen) Therapeutics
proonkogenniho
proteinu
AVI-4065 MO AON RdRP Ia. (vyvoj  |Lv. injekce Sarepta
ptrerusen) Therapeutics
Liposomal Grb-2 |P-ethoxy ODRN |L-Grb-2 L. Lv. infuze Bio-Path Holdings,

v lipozomalnim

Inc.
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Nazev Modifikace Cilova Faze Zpusob Vyrobce
struktura testovani | Podani
ptipravku
EZN-2968 LNA PS-ODRN |HIF-1a L. Lv. infuze Enzon Pharma/
Santaris
AVI-6003 MOplus (smés 2 | Proteiny viru L. L.v. injekce Sarepta
MO s ¢astecné¢ | Marburg Therapeutics
modifikovanymi
vazbami
piperazinem)

Tabulka 1. Piehled antisense terapeutik v klinickych testech®*

Vysvétlivky: ApoB-100: Apolipoprotein B100; ICAM-1: Intracelularni adhezni molekula 1; Bcl-2:
B-bunécny lymfom 2; TGF-S2: Transformujici ristovy faktor-beta 2; PKC-a.: Protein kinaza C alfa;
MiR-122: microRNA-122; HSP27: Protein teplotniho soku 27, PTPIB: Protein- tyrozin fosfataza
1B; EIF-4E: Eukaryoticky iniciacni faktor translace 4E; p53: Tumor supresorovy protein 53, IL-
3,IL-5: Interleukin 3 a 5; GM-CSF: Granulocyt-makrofdagovy kolonie stimulujici faktor; CCR3: C-
C chemokinovy receptor typu 3; RRM?2: Regulacni podjednotka M2 ribonukleotidové reduktdzy,
VLA-4: Intergrin alfadbetal; CYP450 344: Cytochrom P450 344, EGFR: Receptor epidermdalniho
riistového faktoru; XIAP: Na chromozom X-vazany proteinovy inhibitor apoptozy; cEt: 2,4 ‘-
ethylem uzamcena konformace; STAT3: PrenasSec signadlu a aktivator transkripce 3; c-Raf: RAF
proto-onkogenni serin/treonin-protein kinaza; RARP: RNA-dependentni RNA polymeraza,; L-Grb-2:
Receptor ristového faktoru svazaného s proteiny 2; HIF-1o.: Hypoxii-navozujici faktor 1-alfa.

6.2 Prehled siRNA terapeutik v klinickych testech

Nazev Indikace Cilova Faze testovani | Transportni | Zpiisob
struktura médium Podani
Rakovinna
onemocnéni
ALN-VSP02 Nadory v KSP, VEGF L. Lipidové Intravendzni
pokrocilém nanocastice
stadiu s
postiZzenim
jater
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Nazev Indikace Cilova Faze testovani | Transportni | Zpiisob
struktura médium Podani
Atu027 Nédor v PKN3 L. Lipidové Intravenozni
pokrocilém castice
stadiu (AtuPLEX®)
Duktélni L/11.
karcinom
pankreatu
CALAA-01 Nador RRM2 L. (vyvoj Nanocastice na | Intraven6zni
pterusen) bazi polymeru
DCR-MYC Nédor, MYC onkogen |I. Lipidové Intraveno6zni
(Dicer-substrat | mnohocetny nanocastice
SIRNA) myelom, non- (EnCore)
Hodgkintv
lymfom
Hepatocelularn [/11.
i karcinom
siG12D Rakovina Zmutovany II. Konstrukce na | Lokalni
LODER pankreatu v onkogen bazi biologicky |implantace
pokrocilém KRAS odbouratelného
stadiu polymeru
SiIRNA-EphA2- |Rakoviny v EphA2 L. Neutralni Intravendzni
DOPC pokroc€ilém lipozomy
stadiu
TKM-080301 |Primarni ¢i PLK1 L. Lipidové Intraveno6zni
(TKM-PLK1) |sekundarni nanocastice
rakovina jater
Neuroendokrin L/11.
ni nadory a
adrenokortikoi
dni karcinom
Infekéni
onemocnéni
ALN-RSV01 RSV infekce |RSV I1. zadné Intranazalni
nukleokapsida
RSV infekce u II. Nebulizace
pacientt s
transplantaci
plic
ARC-520 Chronicka Zachovalé II. DPC Intravendzni
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Nazev Indikace Cilova Faze testovani | Transportni | Zpiisob
struktura médium Podani
infekce virem | oblasti HBV (membranolytic
hepatitidy B ké peptidy s
konjugaty
siRNA-
cholesterol)
TKM-100201 |Infekce virem |EbolaL L. (vyvoj Lipidové Intraven6zni
Ebola polymeraza, prerusen) nanocastice
TKM-100802 VP24 a VP35 |L
Onemocnéni
ofi
AGN211745 CNV, AMD VEGF I/11. zadné Intravitrealni
(Sirna-027) receptor 1 I1. (vyvoj
prerusen)
Bamosiran O¢ni ADR2 L. zadné Lokalni o¢ni
(SYL040012)  hypertenze
Glaukom L/11.
Glaukom s II.
otevienym
uhlem
Bevasiranib Vlhka AMD, |VEGF II. zadné Intravitrealni
(Cand5) diabeticky
makulédrni
edém VEGF
Vlhka AMD 1. (vyvoj
pferusen)
AMD III. (stazen)
PF-04523655 |AMD RTP&01 II. zadné Intravitrealni
(PF-655) (hypoxicky
CNV, indukovatelny |II.
diabeticka faktor 1
retinopatie, responzivniho
diabeticky genu)
makulérni
edém
Diabeticka II.
retinopatie,
diabetické
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Nazev Indikace Cilova Faze testovani | Transportni | Zpiisob
struktura médium Podani
komplikace
QPI-1007 Atrofie CASP2 L. 7adné Intravitredlni
optického
nervu,
nearteriticka
predni
ischemické
opticka
neuropatie
SYL1001 Oc¢ni bolest, Kapsaicinovy |I. zadné Lokalni o¢ni
syndrom receptor
suchych o¢i (TRPVI) L/
Kardiovaskul
arni a
metabolicka
onemocnéni
ALN-PCS02  |Hypercholester | PCSK9 L. Lipidové Intraven6zni
olemie nanocastice
ALN-PCSsc L. GalNAc-siRNA | Subkutanni
konjugat
PRO-040201 |Hypercholester | ApoB L. (vyvoj Lipidové Intraven6zni
(TKM-ApoB) | olemie pierusen) nanocastice
Geneticky
podminéna_
onemocnéni
ALN-AT3sc Hemofilie A1 B | Antitrombin L. GalNAc-siRNA | Subkutanni
konjugat
ALN-CC5 PNH Komponenta | 1./II. GalNAc-siRNA | Subkutanni
komplementu konjugat
C5
ALN-TTRO1 Transthyretine |Transthyretin  |I. Lipidové Intravendzni
m zplusobena nanocastice
amyloidoza
(FAP)
Patisiran Transthyretine |Transthyretin | I1./II1. Lipidové Intraven6zni
(ALN-TTR02) |m zplsobena nanocastice
amyloidoza
(FAP)
Revusiran Transthyretine | Transthyretin | ./IL./II1. GalNAc-siRNA | Subkutanni
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Nazev Indikace Cilova Faze testovani | Transportni | Zpiisob
struktura médium Podani

(ALN-TTRsc) |m zplsobena konjugat

amyloid6za

(FAP)
D101 Kongenitalni | Keratin 6a L. 7adné Intradermalni

pachyonychie | (mutanta

N171k)
Ostatni
onemocnéni
ND-L02-s0201 |Jaterni fibr6za 'HSP47 L/ Lipozomy s Intravendzni
navazanym
vitaminem A

QPI-1002 Akutni renalni |p53 L. (vyvoj 7adné Intraven6zni
(I5NP) selhani, pierusen)

poranéni ledvin

Prevence

opozdéné L/11.

funkce $tépu

pii

transplantaci

ledvin

Tabulka 2. Piehled siRNA terapeutik v klinickych testech®*’

Vysvétlivky: KSP: Proteiny viretenové hlavy kinesinu; VEGF': Vaskularni endotelialni riistovy faktor,
PKN3: Protein kindza N3; MYC onkogen: Regulacni gen kodujici transkripcni faktor; KRAS:
Homolog virového onkogenu mysiho sakromu Kirsten; EphA2: Typ-A efrinovy receptor 2; PLKI:
Serin/treonin-protein kindza 1; RSV: Respiracni syncycialni virus;, CNV: Choroidalni
neovaskularizace; AMD: S vékem souvisejici makularni degenerace; ADRP2: Beta-2 adrenergni
receptor;, CASP2: Kaspdza 2; PCSKY9: Proprotein konvertdza subtilizin/hexin typ 9; PNH:
Paroxysmalni nocni hemoglobinurie.
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6.3 Prehled miRNA terapeutik v klinickych testech

Nazev Indikace Cilova Faze testovani | Transportni | Zptsob
struktura médium Podani
MRX34 Primarni miRNA-34a L. Lipozomy Intravendzni
rakovina jater , (SMARTICLE
metastaza jater S)
jinych rakovin
TargomiRs Maligni miRNA-16 L. Nanocastice Intraven6zni
pleuralni (nezivé
mesotheliom, bakterialni
nemalobunécny minibuiiky)

karcinom plic

Tabulka 3. Piehled miRNA terapeutik v klinickych testech™*®
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7. Antisense oligonukleotidy v
nejpokrocCilejsich fazich klinickych

testu

7.1 Eteplirsen

Eteplirsen je morfolinovy antisense 30 mer vyvijeny pro 1é¢bu svalové dystrofie Duchenne (DMD).
DMD je myopatie vyznacujici se ochabovanim svalstva jiz od kojeneckého veéku s fatdlnimi nasledky.

DMD vznika na podkladé mutace v rdmci chromozomu X. V soucasné dobé existuje vice nez 2800
forem mutaci zpasobujicich DMD.** Eteplirsen je zaméfen pouze na variantu 51, coz piedstavuje

13% pacientti s DMD. ¥ M4 za cil hlavn& zpomalit a zastavit progresi DMD.
p

HO K/NHP,OH\)\‘/&NHE\,OH\)\/NH

n=1-29 L 129

B(1-30):
CTCCAACATCAAGCANGATGCEATITCTAG

0
)

b
i
.

-

Obr. 25: Chemicky vzorec eteplirsenu.*>*

V roce 1987 byla rozkddovana sekvence genu pro protein dystrofin. Dystrofin se nejhojnéji vyskytuje

v cytoplazmé v kosternim a srde¢nim svalstvu jako soucast glykoproteinového komplexu DAGC.
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DAGC fyziologicky ptipeviiuje svalové vldkno k extracelularni matrix a tim stabilizuje svalové vldkna

a jejich sarkolemu. Nefunkéni dystrofin vede k zanétu ve svalové tkani, jeji postupné degradaci a

nahradé za fibroadipozni tkan.**'

Gen, ktery muze byt pfedvojem vzniku DMD je gen koédujici dystrofin. Gen pro dystrofin je
nejdel$im protein-kodujicim genem v lidském organismu. Ve vice jak dvou milionech parech bazi
dystrofinového genu existuje vysoka pravdépodobnost vzniku mutaci.** Vzniklé mutace v genu pro

dystrofin poté narusuji cteci ramec. Stop kodony jsou pfi¢inou vyrazné kratSiho a nefunkéniho nebo
74dného proteinu.**?356 V ranném transkriptu dystrofinu je obsazeno celkem 79 exontl.

Eteplirsen navozuje vynechani exonu 51 pfi sestiihu pre-mRNA dystrofinu. Vaze se selektivné na
exon 51 pre-mRNA dystrofinu. Nezahrnuti exonu 51 do vysledné mRNA vede ke korekei ¢teciho
ramce, ale ne ke korekci mutaci. Pii translaci tak vznikne kratsi, ¢astecné funk¢ni protein, ktery je
srovnatelny s dystrofinem vyskytujicim se u leh¢i formy DMD - Beckerovy svalové dystrofie (BMD).
Pokud by byl eteplirsen podan zdravému jedinci, doslo by také k posunu ¢teciho ramce, ale vysledny
dystrofin by byl defektni. Pro systémovou lécbu DMD je eteplirsen podavan intraven6zné.

Predklinicka faze studia ucinka eteplirsenu byla provedena na dystrofické mysi a fibroblastech
pacienta s DMD a makakovi javském. Nebyly zjistény vedlejsi ucinky a to ani pii vysokych davkach.
Eteplirsen byl vice pfijiman ve vice poskozeném svalstvu. Byla zaznamendna vyznamné zvysSena
tvorba kyzeného dystrofinu. Pii kratkodobé studii byla pouze zpocatku zaznamenana mirna

akumulace bazofilnich granul v ledvinach. Pti dlouhodobé studii nebyla zaznamenana ani bazofilni

granula.**"

Pfi prvnim klinickém testu bezpeCnosti a U¢innosti byl eteplirsen aplikovan intramuskularné.

Preskoceni exonu bez vedlejSich u¢inkli bylo potvrzeno na zaklad¢ biopsie po 4 tydnech z mista

aplikace. Bylo detekovano az 42% mnozstvi dystrofinu oproti zdravé tkani.*¢*!

Druhé klinicka studie sledovala kromé bezpecnosti také farmakokinetiku eteplirsenu, ktery zde

byl podavan intravenozné. Predmétem bylo také vysetieni fyziologickych parametrii vCetné testu

chiize. Nejvyssi narast dystrofinu zde byl 0 55% bez vedlejsich efekti.*>'2¢%4

V druhé fazi testovani se dale také sleduji mediatory zanétu a provadi se 6 minutovy test chize.
Ti sami pacienti poté podstupuji dlouhodobou studii trvajici 80 tydnt. Jiz po 25 tydnech byl
zaznamenan 22.5% narist dystrofinu a po 36 tydnech ndrGst o 69 metrli pfi 6 minutovém testu

chtize. 3657
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7.2 Custirsen

Rakovina prostaty se zprvu 1é¢i medikament6zné pomoci tzv. androgen-deprivacni terapie (ADT)
nebo chirurgicky. Pfesto jsou nékteré subpopulace rakovinnych bunék schopné piezit tuto terapii a

nasleduje progrese onemocnéni. Tento stav se oznaCuje jako kastraci odolnd rakovina prostaty

(CRPC). Nékdy jesté pti tomto stavu funguje ADT a ta se poté provadi do konce Zivota.>®®

Custirsen je AON, ktery je vyvinut pro sniZovani hladiny clusterinu v buiice. Clusterin (CLU) je
chaperonovy protein, ktery chrani buiiku pfi stresu. CLU je ve vysoké mife exprimovan pii CRPC a

zvySuje rezistenci na 16¢bu. >

Custirsen je 21-merni PS terapeutikum s 2°-O-methoxyethyl modifikacemi rib6ézy. Modifikace

ribézy jsou lokalizovany na 3°- a 5°-koncich fetézce, coZ zvySuje odolnost proti plsobeni
vnitrobunéénych nukledz a stejné tak i afinitu k cilové mRNA.**7' Custirsen hybridizuje s mRNA

clusterinu. Po hybridizaci se uplatiiuje §t&peni vzniklého duplexu zprostiedkované RNazou H.*72

Biologicky polocas (T) custirsenu dosahuje az péti dnii. Custirsen dokaze potlacit expresi CLU.

Custirsen usnadiiuje priibdh chemoterapie, bez navyseni vysledné toxicity.”

Ptedklinické studie in vitro a in vivo potvrdily vyznamné snizenou tvorbu CLU po aplikaci
custirsenu. Experimenty probihaly na riznych liniich rakovinnych bunék. Custirsen zabranil rezistenci

bunék na lé€bu docetaxelem a paklitaxelem. U modelovych organismli custirsen pomohl snizit

rezistenci rakovinnych bunék prostaty na 1é&bu ozafovanim, chemoterapii a hormonalni terapii.’*®

V prvni fazi klinickych studii se ukazalo, ze custirsen ma predvidatelny farmakokineticky profil a
je dobfe snaSen. Zavislost inhibice clusterinu na davce custirsenu jasné korelovala s mirou apoptdzy.
Vse bylo provedeno na primarni rakovinné tkani prostaty. Toxické ucinky Y52 stupné se objevovaly
vétinou v prvnim tydnu uzivani*” Prvni faze poslouzila k uréeni optimalni davky custirsenu v

kombinaci s docetaxelem, pii mirné a7 stiedni toxicitd.**

V druhé fazi klinickych studii byl custirsen dobfe snaSen i v kombinaci s docetaxelem a
prednisonem nebo v kombinaci s mitoxantronem a prednisonem. Vice jak 90% vedlejSich ucinkl se

zde rovnalo 1. nebo 2. stupni. Kombinace custirsenu s chemoterapeutikem docetaxelem vice

nenavysuje uz tak nadmérnou toxicitu docetaxelu.’®!
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Pravé probihajici III. faze klinickych testl ovéfi, zda custirsen poddvany pii chemoterapii
opravdu zefektivni 1é¢bu. Sleduje se zde mira preziti pacientil po 6 cyklech chemoterapie. Také se v

této fazi sleduje validita clusterinu jako prediktivniho biomarkeru.*®?
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8. Oligonukleotidy uvedené na trh

8.1 Fomivirsen (Vitravene)

Fomivirsen je ucinné a selektivni antivirotikum pro 1écbu infekce zplisobené lidskym
cytomegalovirem (CMV). Fomivirsen byl schvéalen FDA jako prvni antisense 1€¢ivo v roce 1998. Je
urcen pro 1é¢bu cytomegalovirové retinitis u pacientii s AIDS, kterd miize vést k uplnému oslepnuti.

Fomivirsen existuje ve form¢ sodné soli. Je to PS-ODRN o délce 21 part sekvenci. Pracuje na
zakladé¢ dvou principt inhibice. Prvnim je hybridizace s komplementarni mRNA, ze které vznikaji
nejdulezitéj$i casné proteiny CMV. Toto je tzv. na sekvenci zavisly mechanizmus. Druhym, na
sekvenci nezavislym, mechanizmem fomivirsenu je inhibice adsorpce CMV partikuli k hostitelskym
bunkam.

Fomivirsen je u¢inny také proti rezistentnim formam CMYV. Primémé efektivni koncentrace
fomivirsenu je ke kmenu AD169 CMV v bunétné kultufe 30-90krat Uc¢innéj$i nez ganciklovir.

Nicméné pii kombinaci fomivirsenu s ganciklovirem ¢i foscarnetem celkova ucinnost terapie

stoupa.’®*?

Intravitredlni aplikaci fomivirsenu pfedchéazelo zjisténi jeho clearance v ptedklinickych testech.
To bylo provadéno na kralicich, opicich a lidech. Clearance fomivirsenu ze sklivce po jedné injekci
byl charakteru kinetiky prvniho fadu. T fomivirsenu u kralikli se rovnal 62h (sklivec) a 79h (sitnice).
Zviteci modely odhalily, ze fomivirsen se do celého organismu distribuuje ve velmi malé mife.
Dokonce ani pfi 3 mésicnim podavani (vZdy jednou tydné) nebyl fomivirsen nalezen v organech ¢i

plazmé. Terapeuticky rozsah fomivirsenu v sitnici je totiz dosazitelny jiz pii velmi malych davkach a

je také velmi dobie snagen.**"

Testy na pacientech s CMV zanétem sitnice potvrdily stejné jako u zvifat linearni pribéh
clearance. T, dosahoval piiblizné 55 hodin. Pfiblizn€ po dvou dnech byla ve sklivci patrna digesce
endonukleazami. Fomivirsen ani jeho metabolity nebyly v prab&hu testovani v plazmé nalezeny.>*?
Fomivirsen by nemél byt podavan 2 az 4 tydny po 1é¢bé cidofovirem, protoze zde hrozi riziko 1ékové

interakce a nasledného vzniku intraokularniho zanétu.>**
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Obr. 26: Fomivirsen (Vitravene).

8.2 Pegaptanib (Macugen)

Vékem podminénd makularni degenerace (AMD) se projevuje nevratnymi a vaznymi poruchami
vidéni. AMD znamend ztratu funkce zluté skvrny na sitnici oka na zékladé degenerativnich zmén
zpusobenych mimo jiné i starnutim. Tyto zmény pigmentového epitelu sitnice mohou byt zptisobeny

kumulaci genetickych a dal§ich poskozeni.**®”

Rozlisuji se dva typy AMD. Pti ztraté¢ protektivnich bunék se mluvi o tzv. suché form¢ AMD
(dAMD). Mokra forma AMD (WAMD) se vyznaCuje neobvyklym prorastanim cév sitnici a je
odpovédna za 90% ztrat vidéni celkové ze vSech typi AMD. Choroidalni neovaskularizaci a

prosakovani cév u wAMD zpisobuje hlavné vaskularni endotelialni ristovy faktor (VEGF).36-3%8-401
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Nucleobase
n=900

O F/OCH,

X OH

Obr. 27: Strukturni vzorec pegaptanibu.*>

Sekvence pegaptanibu: >-CG G AAUCA G UG A A UG CUUA UA CA UCCG -3dT
fmmrrffmmfmmm ffmfffmfmfmI fffm

G ,A =2-methoxy; C,U_ =2-fluoro; A =2-hydroxy
m m f r

f

V roce 2004 FDA schvélila viibec prvni na RNA zalozeny aptamer pegaptanib. Pegaptanib je urcen
pro lécbu vsech podtypi wAMD. Je to 28 pari bazi dlouhy ON s dvéma rozvétvenymi
polyethylenglykolovymi zbytky a existuje ve form¢ sodné soli. Tento aptamer je podavan
intravitredlné a vaze se selektivné k izoform¢ 165 VEGF (VEGFes). VEGF¢s je medidtorem
kaskadového komplexu okularni angiogeneze a vyraznym faktorem permeability. Na zéklad¢ shody
tvaru a naboje se pegaptanib paruje s extraceluldarnim VEGF ¢s brani potenciondlni stimulaci receptorti
VEGF6s na povrchu endotelidlnich bun¢k. Nedojde ke spusténi intracelularni kaskady s naslednym

riistem cév & cévnimu prosakovani.**#

V predklinickych studiich pegaptanib prokazal vysokou t¢innost inhibice cévniho prosakovani a
také inhibici novotvorby cév na bunéénych kulturich i na sitnici zvifecich modelt. Ty, ze sklivce u

makaka rhesus odpovidal 94h s linearnim priib&hem.**>®
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Prvni faze klinickych studii byla provedena s 15 pacienty s AMD. Po tfech mésicich 1é€by se u
80% pacientd zlepsil nebo prestal zhorSovat zrak a néktefi jedinci zaznamenali velice vyrazné zlepSeni

stavu.‘“)6

Ve druhé a tieti fazi klinickych testli se ucastnilo celkem 1208 pacientli po celém svéte. V téchto
fazich bylo zjisténo, ze u pacientll uzivajicich pegaptanib byl prokazan 50% nartist zrakové ostrosti
oproti skupiné pacientii uzivajicich placebo. U placebo skupiny bylo naopak zaznamenano znacné
zhorSeni zrakovych parametrii. Pozitivnich vysledkii bylo dosazeno i po 2 letech uzivani pegaptanibu

pfi dlouhodobé srovnavaci studii.**"!

Pegaptanib se neakumuloval v plazmé ani po nékolikanasobné aplikaci. VétSina nezadoucich

ucinkd ve 3 fazi testovani bylo prechodného charakteru. Rozsahové se jednalo o mirmné az stiedné

zédvazné Géinky, které ve vétsing piipadech souvisely se samotnou aplikaéni procedurou. ***#!!

Pfi experimentalnim testovani nového zplisobu aplikace byl pegaptanib zaopatfen nosi¢em kviili
dosazeni kontrolovaného uvoliiovani. Byl zapouzdien v poly(lakto-ko-glykolové) kyselin¢ (PLGA).
Z téchto mikrocastic byl uvoliiovan v priméru v mnozstvi 2 pg/den po dobu 20ti dnti po aplikaci do

krali¢i sklery. "2
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Obr. 28: Pegaptanib (Macugen,).
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8.3 Mipomersen (Kynamro)

Familidlni hypercholesterolémie (FH) je geneticky podminéné autozomalné¢ dominantni onemocnéni.
FH vzniké na podkladé mutace genu pro receptor nizkodenzitniho lipoproteinu (LDL receptor) nebo
se jednd o mutaci v genu pro apolipoprotein B. Také se mize jednat o vadny gen pro-protein
konvertazy subtilizin/hexin 9 (PCSK9). FH se déli podle charakteru alel na heterozygotni a
homozygotni formu onemocnéni. Heterozygotni forma je mnohem cast&jsi s tim, Ze obé formy se
projevuji patologicky zvySenymi hodnotami lipidovych parametra. Hladiny celkového cholesterolu a

LDL-C (LDL cholesterol) jsou piiblizn¢ dvakradt vys$$i u homozygoti nez u heterozygota.

Ateroskler6za u pacientt s FH je rizikem pro pred&asny vznik ischemické choroby srdeéni.*!*

Mipomersen je PS fetézec o délce sekvence 20 nukleotidl, skladajici se z DNA 1 RNA, existujici
ve formé sodné soli. P&t nukleotidii na obou koncich nese na ribéze 2°-O-methoxyethylové zbytky
pro ochranu pied plsobenim nukledz, coz umoziuje podavat 1é€ivo jednou tydn€. Mipomersen byl
schvalen v roce 2013 pro 1écbu homozygotni formy FH a je inhibitorem syntézy apolipoproteinu B.
Pouziva se jako soucast kombinované 1écby spolu s dal§imi ¢inidly pro sniZzovani hladiny LDL-C,
apoB, celkového cholesterolu a hladiny non-HDL-C (non-HDL cholesterol).'”2* Apolipoprotein B
tvoii soucast lipoproteinovych castic LDL a VLDL. Mipomersen je komplementarni k mRNA
kodujici apolipoprotein B. Po hybridizaci je tento heterokomplex degradovan piisobenim RNazy H a

translace neprobiha. Vysledkem je sniZena tvorba aterogennich lipoproteint. !

Farmakokinetické vlastnosti mipomersenu byly zkoumdny pii 2. fazi klinickych testd. Po
subkutanni aplikaci se T,. pohyboval kolem 3 az 4 tydnt, coz zaviselo na mnoZzstvi podané latky.
Mipomersen je z vice jak 90% vazan na plazmatické proteiny. Distribu¢ni polo¢as mipomersenu €ini 2

az 5 hodin. Mipomersen je metabolizovan tkanovymi endonukleazami na kratsi Giseky, které jsou pak

GipIn& degradovany pomoci exonukleaz.**>

Ve treti fazi klinického testovani se uplatnily 2 studie ¢itajici pes 50 pacientd. Subkutanné
aplikovany mipomersen byl oproti placebu o 20% ucinngjsi ve snizovani hladiny LDL-C a mél také
vyznamny vliv na hladinu ostatnich lipidi. Z druhé studie vyplynuly, Ze mipomersen byl o vice jak
20% efektivnéjsi nez placebo pii snizovani hladiny LDL-C, opét s ovlivnénim ostatnich lipidd. U

heterozygotni formy FH byly zaznamenany podobné vysledky.**"*

Vazné vedlejsi ucinky mipomersenu jsou dany zvySenim hladiny alaninaminotransferasy (ALT).
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Déle se objevovaly vedlejsi ucinky: zvySeni sérového kreatininu, akutni infarkt myokardu, srde¢ni
selhani, nemoc véncitych tepen. Hepatotoxicita mipomersenu také zpiisobuje nartist tukové jaterni
tkan&. "L é¢ba mipomersenem musi byt peclivé sledovana. PH aZ trojnasobné zvysenych
hladinach ALT ¢i AST musi byt podavani mipomersenu pozastaveno nebo nesmi byt 1éba zapocata.
Mipomersen by mél byt podavan opatrné soucasn¢ s dalSimi hepatotoxickymi 1éCivy. Vyznamné
farmakodynamické ¢i farmakokinetické interakce ostatnich 1éCiv s mipomersenem nebyly

zaznamenany.**®

. KYyNAMRO™
(mipomersen sodium) injection
mg/ml

Obr. 29: Mipomersen (Kynamro).
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Seznam pouzitych zkratek

Ago2 — Argonaut 2 endonukledza

agPNA — antigene peptidova nukleova kyselina

agRNA — antigene ribonukleova kyselina

AIDS — syndrom ziskaného selhani imunity

AON — antisense oligonukleotid

ATP — adenosin trifosfat

BNA — piemosténé nukleové kyseliny

CPP — do bunky pronikajici peptidy

CTP — na buiiku zacilené peptidy

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DAGC - glykoproteinovy komplex spojeny s dystrofinem
dsDNA — dvouvldknova deoxyribonukleova kyselina
dsRNA — dvouvlaknové ribonukleova kyselina

GalNAc — N-acetylgalaktosamin

HSV — Herpes simplex virus

LNA — uzamcené nukleové kyseliny

miRNA — microRNA

MO — morfolinovy oligonukleotid

MP — methylfosfonatové oligonukleotidy ¢i methylfosfonaty
mRNA — mediatorovd RNA, Gcastnici se procesu translace
NA — nukleova kyselina

ODRN - oligodeoxyribonukleotid

ON - oligonukleotid
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ORN - oligoribonukleotid

PAGE - elektroforéza na polyakrylamidovém gelu
PCR — polymerazova fetézova reakce, slouZici k syntéze oligonukleotidii
PEG — polyethylenglykol

PNA — peptidové nukleové kyseliny

PO — fosfodiesterové oligonukleotidy

pre-mRNA — prekurzorova mRNA

PS — fosforothioatové oligonukleotidy ¢i fosforothioaty
RGD - kyselina arginylglycylasparagova (tripeptid)
RISC — RNA-indukovany ,,utiSujici* komplex

RNA — ribonukleova kyselina

RNAI — interference ribonukleovych kyselin

RN4éza H — ribonukledza H, $tépici vlakno RNA
siRNA — mald interferujici ribonukleova kyselina

T,.— biologicky polocas (téZ. eliminacni polocas) je ¢as, ktery je potfeba k tomu, aby léCivo ztratilo

polovinu své farmakologické aktivity
TFO — triplex tvofici oligonukleotid

Tw — teplota tani oligonukleotidového helixu ¢i nativni nukleové kyseliny, pti které je duplex z 50%

denaturovén do jednofetézcové formy

UNA — odemcené nukleové kyseliny
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