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Streszczenie

Antysensowne oligonukleotydy sa nowa grupa lekdw, ktérych dzialanie jest oparte na oddzialywaniu z doce-
lowymi czgsteczkami RNA na zasadzie tworzenia komplementarnych wiazan typu Watsona-Cricka. Skutkuje
to albo degradacja czasteczki RNA, wzgledem ktorej skierowany jest oligonukleotyd, albo modyfikacja wzorca
skladania pre-mRNA. W pierwszym przypadku lek obniza produkeje biatka kodowanego przez mRNA. W drugim
przypadku lek prowadzi do translacji bialka o nieco innej budowie - dtuzszego, gdy lek spowodowat zachowanie
eksonu w dojrzalym mRNA, lub krétszego, jesli lek spowodowal pominiecie eksonu w trakcie sktadania pre-mRNA.
Artykul przedstawia wiedze na temat budowy i mechanizméw dziatania antysensownych oligonukleotydéw,
atakze prezentuje aktualnie zarejestrowane leki z tej grupy. (Farm Wspét 2021; 14: 118-129) doi: 10.53139/FW.20211415

Stowa kluczowe: antysensowne oligonukleotydy, gapmery, RNaza H1, modulacja sktadania mRNA

Abstract

Antisense oligonucleotides constitute a new class of drugs, whose action depends on Watson-Crick base pairing
with complementary target RNA. This leads to target RNA degradation or the modification of the pattern of pre-
-mRNA splicing. In the former case, the oligonucleotide decreases the synthesis of the protein encoded by target
mRNA. In the latter case, the drug leads to the production of a modified protein. A longer protein is synthesized
when the drug stimulates exon retention, while a shorter protein is produced if the drug stimulates exon skipping
during pre-mRNA splicing. The article presents the current knowledge on the structure and mechanism of action
of antisense oligonucleotides and describes currently approved drugs of this type. (Farm Wspot 2021; 14: 118-129)
doi: 10.53139/FW.20211415
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Wprowadzenie na brak odpowiedniego zaglebienia w strukturze

Medycyna znalazta si¢ w erze post-genomiczne;. przestrzennej biatka, w ktérym moglaby wigza¢ si¢
Znana jest sekwencja zasad azotowych w ludzkim czasteczka leku [1-3]. Stwarza to takze unikatowe
DNA, a takze sekwencje czasteczek RNA kodowanych mozliwoéci ingerencji w procesy regulacji funkcji RNA.
przez DNA. Coraz dokladniej rozumiemy tez moleku- Do najwazniejszych terapeutycznych kwaséw nukle-
larne mechanizmy regulujace ztoZony proces ekspresji inowych (TKN) nalezg antysensowne oligonukleotydy
genow. Stwarza to miedzy innymi mozliwos¢ projek- (ASO), czasteczki siRNA oraz aptamery [4]. Mozliwe
towania lekéw o strukturze oligonukleotydéw, ktére jest takze wprowadzanie do organizmu syntetycznych
moga wplywacé na przebieg procesu ekspresji gendw na czagsteczek mRNA, ktére po wniknieciu do komoérek
réznych jego etapach. Z punktu widzenia farmakologii, ulegaja przejsciowej ekspresji, a zsyntetyzowane biatko
daje to szanse na stworzenie lekéw oddzialujacych na moze pelni¢ np. role antygenu i stymulowaé wyksztat-
funkcje tych bialek, ktére nie stanowig dobrego celu cenie odpornoéci na patogen [3], jak to ma miejsce np.
molekularnego oddziatywania lekéw drobnoczastecz- w przypadku szczepionek RNA przeciw COVID-19.
kowych (ang. undruggable targets), np. ze wzgledu
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Te terapeutyczne oligonukleotydy (ASO, siRNA),
ktoére oddziatuja z wewnatrzkomérkowymi czgstecz-
kami RNA (najczes$ciej mRNA) na zasadzie tworzenia
komplementarnych wigzan typu Watsona-Cricka,
moga by¢ stosowane w celu zapobiegania syntezie
biatka (hamowanie translacji) lub w celu modulacji
proceséw dojrzewania i stabilizacji docelowych cza-
steczek RNA [5]. Takie molekularne interwencje moga

by¢ wykorzystane do przyczynowego leczenia wielu
roznych choréb. Celem artykutu jest przyblizenie
budowy, wlasciwosci i mechanizméw dziatania ASO,
a takze przedstawienie aktualnie zarejestrowanych

lekow z tej grupy (tabela I).

TabelaI. Zestawienie stosowanych klinicznie antysensownych oligonukleotyddw

Table I.

The characteristics of clinically approved antisense oligonucleotides

Nazwa Jednostka Cel molekularny Rodzaj Droga podania / dopulz::zenia
zwiazku chorobowa / mechanizm modyfikacji dawkowanie A1 GIAE
Fomiwirsen Infekcja oka CMV IE-2/ PS Iniekcja do gatki FDA 1998
[1,4,6] wywotana CMV u |RNaza H1 ocznej / EMA 1999
chorych na AIDS 300 pg co
4 tygodnie (obecnie
wycofany)
Mipomersen Rodzinna ApoB-100 / PSS, Iniekcja podskoérna | FDA 2013
[1,4,6,23] hipercholestero- RNaza H1 2’-O-MOE, /
lemia gapmer 200 mg raz (obecnie
w tygodniu wycofany)
Wolanesorsen |Zespotrodzinnej |[ApoClll/ RNaza |[PS, Iniekcja podskérna | EMA 2019
[2,24] chylomikronemii HA1 2’-O-MOE, /
gapmer 285 mg raz
w tygodniu przez
pierwsze
3 miesigce, po tym
czasie redukcja
dawki do 285 mg
raz na 2 tygodnie
Inotersen Dziedziczna Transtyretyna / PS, Iniekcja podskérna | FDA 2018
[1,25,26,27] amyloidoza RNaza H1 2’-O-MOE, / EMA 2018
transtyretynowa gapmer 300 mg raz
w tygodniu
Nusinersen Rdzeniowy zanik |SMN2/ PS, Podanie FDA 2016
[1,13,28-31] miesni witgczenie 2’-O-MOE dooponowe EMA 2017
eksonu 7 poprzez naktucie
ledzwiowe /
12 mg co
4 miesigce
Eteplirsen Dystrofia Dystrofina / PMO Infuzja FDA 2016
[1,28,34] miesniowa pominiecie dozylna /
Duchenne’a eksonu 51 30 mg/kg raz
w tygodniu
Golodirsen Dystrofia Dystrofina / PMO Infuzja FDA 2019
[32,33] miesniowa pominiecie dozylna /
Duchenne’a eksonu 53 30 mg/kg m.c. raz
w tygodniu
Wiltolarsen Dystrofia Dystrofina / PMO Infuzja FDA 2020
[35] miesniowa pominiecie dozylna / EMA 2020
Duchenne’a eksonu 53 80 mg/kg m.c. raz
w tygodniu
Kasimersen Dystrofia Dystrofina / PMO Infuzja FDA 2021
[33] miesniowa pominiecie dozylna /
Duchenne’a eksonu 45 30 mg/kg m.c. raz

w tygodniu
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Projektowanie antysensownych
oligonukleotydow

ASO znane s3 od konca lat 70. XX wieku, jednak
ich wdrozenie do lecznictwa zostalo przyspieszone
dopiero w nastepstwie poznania sekwencji genomu
cztowieka oraz opracowania modyfikacji chemicznych,
ktoére poprawity ich stabilnos¢ in vivo i farmakokine-
tyke [6]. Po wniknieciu do komoérki ASO wiazg sie na
zasadzie komplementarnosci do docelowej czasteczki
RNA i wplywaja na jej funkcje. Istnieje kilka empirycz-
nych zasad projektowania ASO [8]. O selektywnosci
oligonukleotydéw ASO wobec celu farmakologicznego
decyduje ich sekwencja nukleotydéw, ktora petni role
farmakoforowa [9]. Sekwencja ta powinna by¢ komple-
mentarna do takiego fragmentu docelowej czasteczki
mRNA, ktéry jako calo$¢ cechuje sie niepowtarzalno-
$cia na tle wszystkich pozostatych czasteczek mRNA,
ktore ulegaja syntezie w danej komoérce. W praktyce
zadowalajacg wybidrczos¢ uzyskuje sie juz dla oligo-
nukleotydéw o dtugosci powyzej 13 nt [10]. Im wigksze
podobienstwo sekwencji TKN do innych niz docelowa,
czasteczek RNA, tym wigksze ryzyko dziatan niepoza-
danych wynikajacych z niespecyficznego wplywu na
ekspresje nie w pelni komplementarnych RNA (ang.
off target effects) [11]. Ryzyko toksyczno$ci zaleznej od
sekwencji ASO, zwigzanej z wpltywem na ekspresje
nie w pelni komplementarnych mRNA, maleje wraz
ze wzrostem diugosci czasteczki ASO oraz zwigksze-
niem energii wigzania ASO do docelowego mRNA
[11,12]. Nie wszystkie potencjalnie unikatowe miejsca
w docelowym RNA sg réwnocenne pod katem wigza-
nia si¢ ASO, ze wzgledu na skomplikowane struktury
przestrzenne, ktére moga przyjmowac czasteczki
RNA w komorkach. Wybér sekwencji docelowej przy
projektowaniu ASO powinien by¢ wigc podyktowany
takze tym, Ze nie uczestniczy ona w tworzeniu zwi-
nietych struktur, co utrudnialoby ASO dostep do
niej. Sekwencja ASO nie powinna by¢ réwniez sama
wewnetrznie komplementarna, ani sprzyjac tworzeniu
dimeréw miedzy poszczegolnymi kopiami czgsteczek
ASO [8]. Ponadto, zawartos¢ G/C powinna by¢ wyzsza
niz 50%. W celu unikniecia niespecyficznej aktywacji
odpowiedzi immunologicznej, reszty cytozyny w dinu-
kleotydach CG obecnych w sekwencji ASO powinny
by¢ zmetylowane [8].

Modyfikacje chemiczne ASO
Klasyczne ASO o budowie DNA wywoluja degra-
dacje docelowej czasteczki mRNA dzieki aktywacji
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rybonukleazy H1 (RNazy HI) [3]. RNaza HI jest
wewnatrzkomérkowym enzymem, ktéry rozpoznaje
heterodupleksy DNA:RNA i hydrolizuje wigzanie
fosfodiestrowe (PO) w czgsteczce RNA. Dochodzi do
endonukleolitycznego przecigcia RNA mniej wigcej
posrodku sekwencji zwiazanej przez ASO. Przecigta
czasteczka RNA ulega nastepnie rozkltadowi przez
komorkowe nukleazy [13]. Obecnosé¢ ASO prowadzi
zatem do zmniejszenia syntezy biatka kodowanego
przez docelowe mRNA, poprzez stymulowanie roz-
kladu tego mRNA. Niemodyfikowane ASO o budo-
wie DNA wykazywaly jednak niewielkg skutecznoé¢
in vivo, m.in. z powodu niskiej trwalosci w plynach
biologicznych i zbyt niskiej sity wigzania z docelowymi
czasteczkami RNA. Metabolizm wiekszosci ASO,
podobnie jak innych TKN, polega na ich rozkladzie
przez endo- i egzo-nukleazy, ktére sa wszechobecne
w ustroju [1]. W celu znaczacego wydltuzenia okresu
pottrwania w ptynach ustrojowych wprowadzono
do czgsteczek ASO modyfikacje chemiczne, ktdre
zmniejszaja lub catkowicie hamujg podatnos¢ na
trawienie przez nukleazy, co poprawia ich farma-
kokinetyke. Wiele nowszych modyfikacji zwigksza
takze site wigzania ASO w dupleksie z docelowym
RNA. Wysitki badaczy doprowadzity do powstania
kilku klas chemicznych o udowodnionej efektywnosci
klinicznej cechujacych si¢ stopniowo coraz wigksza
sila dzialania i lepsza tolerancja [10]. Modyfikacje te
obejmuja zmiany w obrebie grup fosforanowych, jak
i reszt cukrowych nukleotydéw w tancuchu oligonu-
kleotydowym (rycina 1) [14].

Najszerzej dzi§ wykorzystywana pojedyncza
modyfikacja, opracowang juz w latach sze$¢dziesia-
tych ubieglego wieku, jest modyfikacja tiofosforanowa
(PS), w ktorej jeden z niewigzacych atoméw tlenu
grupy fosfodiestrowej jest zastgpiony atomem siarki.
Taka modyfikacja szkieletu powoduje zmniejszenie
hydrofilowosci, wzrost odpornosci na degradacje
przez nukleazy, a takze zwigkszenie stopnia wigza-
nia z biatkami, wlaczajac bialka osocza, z ktérymi
ASO wiaza sie w ponad 85% [5,7]. Konsekwencja
jest wzrost stabilnosci oraz obnizenie wydalania
z moczem. Powinowactwo PS ASO do biatek osoczo-
wych jest jednocze$nie na tyle niskie, ze nie blokuje
to ich dystrybucji do tkanek. Wydtuzeniu ulega
systemowa ekspozycja na lek, co prowadzi do zwiek-
szenia wychwytu substancji przez komorki [1,10].
ASO zawierajace modyfikacje tiofosforanowe nie sa
zwykle jednorodne pod wzgledem stereochemicznym.
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Rycina 1. Modyfikacje chemiczne wykorzystywane w oligonukleotydach antysensownych

Figure 1.

Zamiana tlenu na siarke wprowadza nowe centrum
chiralne w ugrupowaniu PS. Daje to, przyktadowo, 2"
mozliwych stereoform dla oligonukleotydu ztoZzonego
z 20 zasad, posiadajacego 19 wigzan tego typu [13].
Zmodyfikowane w ten sposob antysensowne oligo-
nukleotydy, otrzymywane standardowymi metodami,
beda wiec mieszaning diastereoizomerdw, z ktérych
cze$¢ moze wykazywac wigksza aktywnos¢ od reszty.
Jak sugeruja ostatnie doniesienia, stereochemia PS ma
wplyw na skutecznos¢ i wlasciwosci farmakologiczne
ASO oraz mozliwa jest identyfikacja czystych, bardziej
aktywnych stereoizomeréw ASO [15,16]. Przykladem
czystego stereochemicznie ASO jest suwodirsen, ktory
jest aktualnie testowany klinicznie pod katem zasto-
sowania w leczeniu dystrofii mie$niowej Duchenne’a.

Szeroko wykorzystywane sa takze modyfikacje
chemiczne w obrebie grupy cukrowej. Zamiast deok-
syrybozy, w modyfikowanych nukleotydach wystepuje
czesto podstawiona reszta rybozy. Grupa 2’-hydroksy-
lowa w czasteczce rybozy moze by¢ zastapiona przez
wiele réznych podstawnikdow, jednak najczesciej jest
wymieniana na grupe 2’-O-metylowa (2°-O-Me),
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Chemical modifications of antisense oligonucleotides

2’-O-metoksyetylowg (2’-MOE) lub atom fluoru (2-F).
Modyfikacje te zwigkszaja odporno$¢ na trawienie
przez nukleazy. Ponadto, zapewniaja one silniejsze wig-
zanie komplementarnych zasad poprzez zwigkszanie
termicznej stabilnosci dupleksu ASO z RNA (wzrost
temperatury topnienia o okolo 1-2 °C), czego konse-
kwencja jest wicksza sita dziatania, a takze mozliwos¢
uzycia krotszych oligonukleotydéw dla uzyskania spe-
cyficznych efektéw [15]. Modyfikacja 2>-MOE cechuje
si¢ mniejszg toksycznoscia od 2’-O-Me, a ponadto
zapewnia na tyle wystarczajaca odpornos$¢ na nukle-
azy, ze niektdére nukleotydy 2>-MOE moga posiadaé
zwyczajne polaczenie PO zamiast zmodyfikowanego
PS. Modulowanie proporcja tych potaczen moze
zosta¢ wykorzystane do optymalnego dostrojenia
wlasciwosci farmakokinetycznych ASO. Dystrybucja
do tkanek moze zachodzi¢ szybciej przy jednoczesnym
utrzymaniu wolnej eliminacji [13,17]. Nukleotydy
zmodyfikowane w pozycji 2’ rybozy przypominaja
budowa RNA, dlatego ich kompleksy z mRNA nie sa
substratami dla RNazy H1.
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Kolejna mozliwg modyfikacja jest polaczenie
poprzez mostek weglowy tlenu w pozycji 2’ z weglem
w pozycji 4’ rybozy w celu otrzymania zmostkowanych
kwaséw nukleinowych. Do najpowszechniejszych
modyfikacji tego typu naleza zablokowane kwasy
nukleinowe LNA (ang. locked nucleic acid) posiadajace
polaczenie 2’,4-metylenowe oraz kwasy nukleinowe
ograniczone mostkiem etylenowym cEt (ang. constra-
ined ethyl) [15]. Wymusza to specyficzng konformacje
pierscienia furanozowego (konformacja 3’ endo), ktora
zapewnia stabilizacje i wzrost sily wigzania w dupleksie
ASO-RNA [5]. Do zalet zablokowanych kwaséw nukle-
inowych nalezg nie tylko zwigkszenie specyficznosci
wzgledem docelowych sekwencji nukleotydowych, lecz
réwniez zmniejszenie rozpoznawania przez nukle-
azy. ASO zawierajace LNA cechuja si¢ takze wieksza
sita dzialania od ich odpowiednikéw posiadajacych
modyfikacje 2’-MOE, poniewaz znaczgco mocniej pod-
wyzszaja temperaturg topnienia duplekséw ASO-RNA
(wzrost o okoto 3-4 °C) [5,13,18].

Odrebng grupe stanowig oligonukleotydy, w ktd-
rych szkielet cukrowo-fosforanowy zostat catkowicie
zmieniony. Do takich modyfikacji naleza fosforodia-
midowe oligomery morfolinowe (PMOs), cechujace
sie zwigkszong odpornos$cia na nukleazy oraz zwigk-
szonym powinowactwem do docelowego RNA [13].

W miejsce wystepujacego w naturalnych kwasach
nukleinowych pierscienia furanozowego zawieraja
one pierscien morfolinowy, natomiast zamiast ujemnie
natadowanego szkieletu fosfodiestrowego, posiadaja
neutralne ugrupowania fosforodiamidowe. Brak
tadunku skutkuje zmniejszonym stopniem wigzania
z biatkami, zwigkszonym wydalaniem przez nerki
oraz mniejszg kumulacjg w tkankach docelowych,
w pordéwnaniu do posiadajacych ladunek ujemny oli-
gonukleotydéw PS. Skutkiem tego, do uzyskania efektu
farmakologicznego moze by¢ wymagane stosowanie
wyzszych dawek leku [14].

Powyzszy opis nie wyczerpuje spektrum modyfi-
kacji chemicznych, ktére badano pod katem poprawy
wlasciwosci farmakodynamicznych i farmakoki-
netycznych ASO. Scharakteryzowano jednak te
modyfikacje, ktdre zostaly zastosowane w przypadku
zarejestrowanych preparatéw ASO.

Mechanizmy dziatania ASO

Lancuchy oligonukleotydowe sga stosunkowo
duzymi czasteczkami posiadajacymi ujemny tadunek
(z wyjatkiem PMO), ktorych wladciwos$ci roznig sie
od typowych lekéw opartych na matych czgsteczkach
chemicznych. W celu regulacji ekspresji genéw, ASO
muszg przeniknaé przez blong¢ komoérkowas, aby osia-

| TTT
Hybrydyzacla ASO | mRNA ASO /
SR T
SIS e R Y
menea JRDDDDRBNT]
Heterodupleks ASO-mRNA
s Tram@ .I.LEJ.LLI_ .
ASO
‘ Nienatitmone ASO / I
I\.l TTT Steryczne blokowanie translacji

Zdegradowane mRNA

Rycina 2. Mechanizmy dziatania antysensownych oligonukleotydéw
Figure 2. Mechanisms of action of antisense oligonucleotides
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gna¢ swoje miejsce oddziatywania [15]. Ich dobrej
dystrybucji do tkanek sprzyja wigzanie z biatkami
osocza. ASO sa wychwytywane przede wszystkim
przez komorki watroby, nerek, weztéw chlonnych,
$ledziony i uktadu siateczkowo-$rodblonkowego. ASO
przenikaja wiec szczegdlnie tatwo do tych tkanek,
w ktdrych §rédblonek naczyniowy nie wykazuje calko-
wicie zwartej struktury. Nie przenikaja natomiast przez
$rodbtonek naczyniowy tworzacy bariere krew-moézg
[5]. Po wniknieciu do tkanki nieoptaszczone czgsteczki
ASO dostaja sie do wnetrza komorek przede wszystkim
na drodze endocytozy (gymnozy) [7]. Uwaza sig, ze
istotna role w inicjowaniu ich endocytozy pelnia mie-
dzy innymi blonowe receptory zmiataczowe (SR) [19].
Z uwagi na ujemny fadunek czasteczki, pochodne PS
wykazuja zwiekszong zdolnos¢ wigzania si¢ do bialek
na powierzchni komorki, co nasila wychwyt dokomor-
kowy [5]. Aby wywola¢ efekt wewnatrzkomorkowy,
czasteczki ASO muszg opusci¢ pecherzyk endosomalny
iprzedosta¢ si¢ do cytoplazmy lub jadra komorkowego,
gdzie rozpoznajg i wigza docelowe RNA. Czasteczki
ASO wchloniete w wyniku endocytozy tylko w niewiel-
kim stopniu podlegaja ucieczce endosomalnej, co jed-
nak wystarcza do wywotania efektu biologicznego. Dla
zwigkszenia ucieczki endosomalnej mozna stosowac
ASO w polaczeniu ze zwigzkami, ktére destabilizuja
endosomy i wspomagaja przenikanie ASO do cyto-
plazmy (np. Retro-1) [5]. Modyfikowane chemicznie
ASO, po przeniknigciu do komorek, charakteryzuja
sie bardzo wolna eliminacja z tkanek [7].

W zaleznosci od budowy chemicznej ASO, rézne
mechanizmy mogg zosta¢ wykorzystane w celu unie-
czynnienia, degradacji lub modyfikacji docelowego
RNA (rycina 2) i uzyskania zamierzonego efektu
farmakologicznego [20].

Hamowanie translacji z wykorzystaniem
RNazy H1

Jednym z celéw stosowania ASO jest blokowanie
translacji poprzez stymulacje rozktadu mRNA koduja-
cego niepozadane biatko. Wymaga to aktywacji endo-
nukleazy rozktadajacej RNA, ktdre zostalo rozpoznane
izwigzane przez ASO. W komorkach ssakow wystepuja
dwa rodzaje rybonukleaz H, RNaza H1 oraz RNaza H2,
ktérych funkcja jest przecinanie nici RNA w heterodu-
pleksach DNA-RNA. Fizjologiczna rolg tych enzyméw
jest udzial w usuwaniu starteréw RNA niezbednych
do inicjacji replikacji helisy DNA. Chociaz RNaza
H2 wystepuje w komoérkach w znacznie wiekszych
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ilo$ciach, to dla aktywnoéci ASO znaczenie ma jedy-
nie RNaza H1 [20,21]. Po zwigzaniu heterodupleksu
RNA-DNA przez RNaze H1, selektywnemu przecigciu
ulega ni¢ docelowego RNA, lecz nienaruszona pozo-
staje syntetyczna ni¢ ASO, ktéra moze wigza¢ kolejne
czgsteczki mRNA. Degradacja docelowego mRNA
prowadzi ostatecznie do obnizenia produkeji biatka
istotnego dla przebiegu choroby [1,22].

Jak wspomniano wczesniej, konsekwencjg wpro-
wadzenia niektérych zmian chemicznych jest utrata
zdolnosci rozpoznawania przez RNaze H1 dupleksu
tworzonego przez ASO z docelowym RNA. Dzieje sie
tak, gdy struktura ASO, chemicznie zmodyfikowanego
na calej dlugosci, zbyt mocno odbiega od struktury
jednoniciowego DNA. Do takich modyfikacji naleza
m.in. modyfikacje reszt rybozy: 2’-O-Me, 2’-O-MOE,
ktérych zaleta jest jednak zwiekszenie trwatosci cza-
steczki oraz wzrost sity wigzania z docelowym RNA.
Dla indukcji aktywnosci RNazy H1 wystarczajaca jest
obecno$¢ przynajmniej sze$ciu nukleotydéw o budowie
DNA lub pochodnych PS w centralnej cze¢sci czasteczki
ASO [19]. Z tego powodu oligonukleotydy, ktérych
celem ma by¢ zahamowanie translacji poprzez sty-
mulacje degradacji mRNA pod wptywem RNazy H1,
sg czesto projektowane jako tzw. gapmery, w ktorych
srodkowa cze$¢, ztozona z nukleotydéw tolerowanych
przez RNaze H1 (klasyczne deoksyrybonukleotydy lub
pochodne tiofosforanowe), jest oskrzydlona na koncach
5 i 3’ czgsteczki kilkunukleotydowymi odcinkami
zfozonymi ze zmodyfikowanych nukleotyddw, takich
jak 2>-O-Melub 2’-O-MOE, ktére zwiekszajg stabilno$¢
i site wigzania czgsteczki [13].

Caltkowicie zmodyfikowane chemicznie ASO,
ktérych dupleksy nie sa rozpoznawane przez RNaze
HI, réwniez mogg by¢ wykorzystane do inhibicji trans-
lacji docelowego mRNA. Hamowanie syntezy biatka
zachodzi wtedy na drodze sterycznego blokowania
mozliwosci odczytywania przez rybosom kodonéw na
zwigzanym przez ASO mRNA. Dochodzi do rozpadu
kompleksu rybosomu i przedwczesnego przerwania
translacji, przez co nie powstaje pelne bialko [19].
Do skutecznego dzialania wymagana bylaby jednak
wysoka sila wigzania tak dzialajacego ASO z docelo-
wym mRNA. Zapewni¢ ja moze np. obecno$¢ LNA
w czasteczce ASO. W praktyce klinicznej jednak do
hamowania translacji wykorzystuje si¢ gapmery, ktore
dzigki obnizeniu ilosci mRNA prowadza do bardziej
stabilnych efektow.
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Terapeutyczne ASO blokujace proces
translacji

Pierwszym ASO, zarejestrowanym w 1998 roku
w USA, a p6zniej w Europie, do leczenia infekcji oka
wywolanych cytomegalowirusem (CMV) u cho-
rych na AIDS, byl fomiwirsen. Sktadat si¢ on z 21 nt
(5-GCG TTT GCT CTT CTT CTT GCG-3’) kom-
plementarnych do sekwencji genu kodujacego biatko
IE2, ktore jest niezbedne w cyklu zyciowym wirusa
[6]. Fomiwirsen nalezal do ASO pierwszej generacji,
tzn. jedyna modyfikacja w czasteczce byla zamiana
wigzan fosfodiestrowych na tiofosforanowe. Lek byt
podawany w postaci iniekcji do oka. Jego wycofanie
z rynku zwigzane bylo z wprowadzeniem do leczenia
nosicieli HIV skutecznych lekéw antyretrowirusowych,
dzigki ktérym infekcje CMV przestaly stanowi¢ pro-
blem medyczny [4].

Drugim wprowadzonym do lecznictwa ASO byt
mipomersen. Nalezal on do drugiej generacji ASO [4].
Byl 20-merowym gapmerem posiadajacym szkielet PS
oraz podstawniki 2’-O-MOE w nukleotydach na obu
koncach czasteczki [6]. Posiadal takze zmetylowane
reszty cytozyny. Jego sekwencja byla komplemen-
tarna do mRNA dla apolipoproteiny B100. Hamujac
produkcje tego biatka w hepatocytach, mipomersen
obnizat stezenie lipidow (cholesterolu i triglicerydow)
i lipoprotein (VLDL, LDL) osocza. Byt stosowany
w postaci iniekcji podskérnych w leczeniu chorych
zrodzinng hipercholesterolemia. Ze wzgledu na hamo-
wanie syntezy czastek VLDL, mipomersen prowadzit
do kumulaciji triglicerydéw w hepatocytach, wywotujac
stluszczenie watroby. Z uwagi na wysokie ryzyko hepa-
totoksycznoéci nigdy nie uzyskat rejestracji w Europie
[23]. Mipomersen zostal ostatecznie wycofany z uzycia
z uwagi na silne dziatania niepozadane, a takze poja-
wienie sie na rynku innych lekéw. Jak wida¢, profil
bezpieczenstwa ASO bywa niekorzystny. Czestym
dzialaniem niepozadanym ASO, poza lokalnymi
zmianami w miejscu podania, jest matoptytkowos¢
[15]. W toku wielu badan klinicznych udato sie jednak
opracowal ASO, ktdre sg dobrze tolerowane przez
pacjentow.

Wolanesorsen

Zespol rodzinnej chylomikronemii (FCS) to
rzadkie zaburzenie metaboliczne cechujgce sie upo-
$ledzeniem funkeji lipazy lipoproteinowej (LPL),
czego konsekwencja jest chylomikronemia oraz ostra
hipertriglicerydemia. Choroba ta moze prowadzi¢ do
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potencjalnie $miertelnego powiklania, jakim jest zapa-
lenie trzustki. Jako kluczowy czynnik w chylomikro-
nemii i hipertriglicerydemii zidentyfikowana zostala
apolipoproteina CIII (apoCIII). Przyczynia si¢ ona do
podniesienia poziomu triglicerydéw w osoczu poprzez
hamowanie lipazy lipoproteinowej, zmniejszenie
wychwytu watrobowego lipoprotein bogatych w tri-
glicerydy oraz zwiekszenie watrobowego wydzielania
triglicerydow [24]. Wolanesorsen jest antysensownym
oligonukleotydem, ktdéry poprzez selektywne wigza-
nie si¢ do mRNA apoCIII w regionie nieulegajacym
translacji po stronie 3’ czgsteczki (3’'UTR), zapobiega
syntezie biatka apoCIII na drodze wykorzystania zalez-
nego od RNazy H1 mechanizmu degradacji mRNA.
Obnizenie produkeji apoCIII sprzyja redukeji poziomu
triglicerydéw poprzez wykorzystanie szlakéw nieza-
leznych od LPL. W pierwszej fazie badan klinicznych
zaobserwowano zalezng od dawki redukcje stezenia
apoCIII w osoczu oraz jednoczesne obnizenie poziomu
trigliceryddw. W trzeciej fazie badan klinicznych,
u pacjentéw z FCS i hipertriglicerydemis, dofaczenie
wolanesorsenu do istniejacych podstawowych terapii
hipolipemizujacych zmniejszylo poziom triglicerydow
na czczo (o 72%), cholesterolu catkowitego (0 39%),
apoCIII (o 84%), apoB48 (o 75%) i triglicerydéw
zawartych w chylomikronach (o 77%) po trzech mie-
sigcach stosowania [24]. Wolanesorsen jest gapmerem
zawierajagcym po pie¢ nukleotydéw 2’MOE po obu
stronach czasteczki. Posiada takze zmetylowane reszty
pirymidyn - cytozyny i uracylu, co moze zwigksza¢
sile wigzania z docelowym mRNA [2]. Lek podawany
jest w postaci iniekcji podskdrnej i szybko wchtania
sie z miejsca podania. Wigze si¢ w ponad 95% z bial-
kami osocza, a jego okres pottrwania we krwi wynosi
12-31 dni. Podawany jest raz w tygodniu, a w pdzniej-
szej fazie leczenia - raz na dwa tygodnie. Metabolity
wydalane sg z moczem [24].

Inotersen

Dziedziczna amyloidoza transtyretynowa jest
chorobg autosomalng dominujaca, ktorg charakte-
ryzuje odkiadanie si¢ amyloidu transtyretyny (TTR)
w sercu, nerkach, obwodowym ukladzie nerwowym
oraz przewodzie pokarmowym [25]. Transtyretyna
jest bialkiem transportowym krwi, ktére jest odpo-
wiedzialne za transport tyroksyny (jako jedno z trzech
roznych bialek) oraz bialka wigzacego retinol, ktore
transportuje w krwi retinol. TTR wystepuje jako homo-
tetramer. U o0s6b chorych, zmutowany wariant biatka
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wywoluje destabilizacje homotetrameru, a nastepnie
oligomeryzacje monomerdw biatka, i odkladanie si¢
wilokien w tkankach [25-27]. Rézne mutacje TTR
moga skutkowa¢ réznym nasileniem poszczegolnych
objawow klinicznych. Najczestszg mutacja prowadzaca
do nasilonej polineuropatii jest zamiana waliny na
metionine w pozycji 30. tancucha polipeptydowego
[27]. Poprzednie terapie wykorzystujace przeszczep
watroby czy maloczasteczkowe stabilizatory (np. tafa-
midis, ktdry stabilizuje tetrametr, wiaZzac si¢ w miejscu
wigzania tyroksyny) nie wykazywaly wystarczajacej
skuteczno$ci w zatrzymywaniu progresji choroby [25].
Inotersen jest gapmerem z 5 nukleotydami 2’-MOE
na obu koncach fancucha oligonukleotydowego oraz
10 nukleotydami DNA umiejscowionymi centralnie
[25]. Wiaze si¢ on do regionu 3’UTR mRNA transty-
retyny i stymuluje jego degradacje poprzez wykorzy-
stanie $ciezki zaleznej od RNazy H1, uniemozliwiajac
tym samym powstanie bialka [26]. Inotersen podawany
jest podskornie raz w tygodniu. Wskazaniem do sto-
sowania jest amyloidoza transtyretynowa z klinicz-
nymi objawami polineuropatii. Po 18-miesiecznym
okresie stosowania leku odpowiedz terapeutyczng
uzyskano u 60% chorych [25]. Inotersen prowadzi
do znaczacego obnizenia stezenia biatka TTR w krwi
(0 75-80%), co skutkuje ztagodzeniem przebiegu cho-
roby i podniesieniem jakosci Zycia pacjentdw [26,27].
Dowiedziono jednakze, iz lek ten moze powodowac
nagly i nieprzewidywalng maloptytkowos$¢, a takze
klebuszkowe zapalenie nerek, mogace wymagac terapii
immunosupresyjnej, z mozliwa niewydolnoscia nerek
i koniecznoécia dializy. W trakcie leczenia konieczna
jest suplementacja witaminy A [26].

ASO wptywajace na proces skladania
pre-mRNA

Proces zachodzacej w cytoplazmie translacji jest
poprzedzony skladaniem pre-mRNA (splicing) do doj-
rzalego mRNA w jadrze komdrkowym. W wycinaniu
intronéw i laczeniu eksondéw biorg udzial kompleksy
rybonukleinowo-biatkowe (spliceosom), ktérych
dzialanie podlega regulacji miedzy innymi dzigki
obecnosci wewnatrz sekwencji pre-mRNA odcinkow
stymulujacych (wzmacniacze sktadania) lub hamuja-
cych (wyciszacze skladania) wycinanie intronéw [28].
Na skutek alternatywnego splicingu powstawa¢ moga
rozne warianty biatka. Poprzez wplyw na powszech-
no$¢ wystepowania danego wariantu skfadania mozna
uzyskaé efekt terapeutyczny [14,15]. Antysensowne
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oligonukleotydy modulujace splicing (SSO) sa pro-
jektowane w taki sposdb, aby wigzac si¢ z pre-mRNA,
tworzyly steryczng blokade dla czynnikéw bioracych
udzial w regulacji procesu sktadania pre-mRNA. Tym
sposobem SSO wplywaja na proces rozpoznawania
miejsc skladania przez spliceosom, czego skutkiem
jest modyfikacja splicingu docelowego transkryptu.
Wszystkie nukleotydy takich SSO sg chemicznie
zmodyfikowane tak, aby uniemozliwi¢ rozpoznanie
i przeciecie kompleksu pre-mRNA-SSO przez RNaze
H1 [13,14].

Ze wzgledu na efekt modulacji skfadania pre-
-mRNA, wyréznia si¢ dwie grupy SSO - moga one
stymulowac¢ zachowanie lub pominiecie eksonu w osta-
tecznym transkrypcie.

Nusinersen w leczeniu SMA

Rdzeniowy zanik miesni (SMA) to choroba
neurologiczna wystepujaca w kilku, réznigcych sig
przebiegiem, wariantach klinicznych, ktéra wynika
z dysfunkcji neuronéw ruchowych, spowodowane;
niemal zawsze mutacjami w obrebie genu SMNI (ang.
survival motor neuron). Jest to najczestsza genetyczna
przyczyna $mierci dzieci, dla ktérej poszukiwanie
skutecznej terapii stanowi priorytet wéréd badan [15].
Przebieg choroby zalezy miedzy innymi od liczby kopii
paralogicznego genu SMN2. Cho¢ réznice w sekwen-
cjach obu genéw dotyczg jedynie kilku nukleotydow,
to odpowiadajg one za odmienny przebieg sktadania
RNA. Uwaza sie, iz zamiana reszty C na T w pozycji
6 eksonu 7 genu SMN2 sprawia, ze obszar ten nie jest
dluzej rozpoznawany jako eksonowy wzmacniacz sktla-
dania, co skutkuje zaburzeniem wykrywania granicy
eksonu 7. Do wykluczenia eksonu 7 z dojrzalego trans-
kryptu przyczynia si¢ takze obecnos¢ intronowego
wyciszacza sktadania w intronie 7. Powstajace, na bazie
transkryptu SMN2, bialko SMN jest zatem pozbawione
fragmentu kodowanego przez ekson 7 i ulega szybkiej
degradacji [28,29]. Fizjologicznie tylko niewielki odse-
tek dojrzatych transkryptéw SMN2 zawiera ekson 7.
Taki wariant skladania jest jednak mozliwy. Z tego
wzgledu, terapeutycznie korzystne jest zastosowanie
strategii zwiekszajacej szanse na wlaczenie eksonu 7
w trakcie skladania mRNA SMN2 do ostatecznego
transkryptu, co umozliwi synteze biatka petnigcego
takie same funkgcje, jak w przypadku biatka kodowa-
nego przez SMNI.

Nusinersen jest komplementarny do sekwencji
intronowego wyciszacza sktadania w intronie 7.
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Zablokowanie funkcji wyciszacza poprzez zwigzanie
nusinersenu umozliwia wigczenie eksonu 7 do dojrza-
tego transkryptu SMN2 przez spliceosom. Skutkuje to
powstaniem funkcjonalnego biatka SMN pelnej diugo-
$ciw wyniku ekspresji genu SMN2 [13]. Nusinersen jest
18-merowym oligonukleotydydem, w ktérym grupy
fosforanowe zastapiono grupami tiofosforanowymi,
a w pozycji 2’ pier§cienia rybozy wprowadzono grupy
2-metoksyetylowe [29]. Nusinersen w badaniach in
vivo znaczgco podnosi poziom biatka SMN, przez
co prowadzi do zmniejszenia degeneracji neuronéow
ruchowych w rdzeniu kregowym, powodujac tym
samym spowolnienie, a nawet zahamowanie progresji
choroby. Cze$¢ pacjentdw staje sie zdolna do samo-
dzielnego siedzenia, a nawet chodzenia, co byloby nie-
mozliwe w przypadku braku leczenia [30,31]. Podane
systemowo ASO praktycznie nie przenikajg przez
bariere krew-mdzg. Z tego wzgledu nusinersen jest
podawany dooponowo poprzez naktucie ledzwiowe.
Czas poltrwania w plynie mézgowo-rdzeniowym jest
bardzo diugi i wynosi okoto 150 dni. Pierwsze dawki
wysycajace podaje sie co kilkanascie dni, nastepnie
dawki podtrzymujace podaje si¢ co cztery miesigce.
Lek moze powodowa¢ zwigkszone ryzyko uszkodzenia
nerek oraz matoptytkowos¢ [28,31].

ASO stosowane w leczeniu dystrofii
miesniowej Duchenne’a

Dystrofia mi¢sniowa Duchenne’a (DMD) to
choroba sprzezona z chromosomem X, wystepujaca
z czestotliwoscig okoto 1:3500-5000 urodzen chtop-
cow, ktora jest spowodowana mutacjami w genie
DMD kodujacym biatko dystrofine [32]. Dystrofina
peini w komérkach mig$niowych wazng funkcje,
zakotwiczajac biatka cytoszkieletu wewnatkomorko-
wego do bialek znajdujacych si¢ w bfonie komodrkowej
miocytu i w macierzy pozakomoérkowej. Dzieki temu
dystrofina stabilizuje wtékna mie$niowe w trakcie
skurczu. W przyblizeniu 70% mutacji DMD stanowia
delecje eksonéw (przede wszystkim eksondéw 43-55)
prowadzace do przesunigcia ramki odczytu, czego
skutkiem jest przedwczesna terminacja translacji lub
powstanie niefunkcjonalnego biatka. Brak funkcjo-
nalnej dystrofiny skutkuje postepujacym ostabieniem
mie$niowym, rozpoczynajacym si¢ zazwyczaj przed
6. rokiem zycia, w wyniku ktérego nastepuje utrata
zdolnosci chodzenia do 12. roku zycia. Smieré naste-
puje zazwyczaj w drugiej dekadzie zycia w wyniku
niewydolno$ci migsni oddechowych lub rozwijajacej
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sie kardiomiopatii, bedacej gléwna przyczyna zgonu
u okoto 30% chorych [14]. Celem stosowania ASO
w leczeniu DMD jest przywrdcenie prawidiowej
ramki odczytu poprzez pominiecie eksonu w trakcie
skfadania pre-mRNA, co skutkuje syntezg krétszej, ale
funkcjonalnej dystrofiny [33]. Dzieki temu moze dojs¢
do ztagodzenia objawéw choroby. Spektrum mutacji,
ktére wykrywa sie u pacjentéw z DMD, jest szerokie,
dlatego nie ma uniwersalnej strategii terapeutycznej.
Mutacje wystepujace w réznych odcinkach genu DMD
wymagaja innych ASO dla przywrécenia zaburzo-
nej przez mutacj¢ ramki odczytu. Przed wyborem
odpowiedniego ASO konieczne jest zatem okreslenie
rodzaju mutacji wystepujacej u konkretnego pacjenta

Eteplirsen

Eteplirsen to 30-merowy oligonukleotyd typu
PMO. W przypadku okolo 14% chorych na DMD
eteplirsen pozwala na przywrdcenie prawidiowej
ramki odczytu w genie kodujacym dystrofine, poprzez
pominiecie eksonu 51. W wyniku stosowania leku
u pacjentéw dochodzito do wzrostu poziomu dystro-
finy w migéniach szkieletowych, spowolnienia utraty
zdolnosci chodzenia oraz spadku tempa pogarszania
sie funkeji oddechowych. Jednakze niejednoznaczne
korzysci kliniczne spowodowaly, ze lek nie zostal zare-
jestrowany w Europie, cho¢ zostal warunkowo dopusz-
czony do obrotu w USA. Eteplirsen jest podawany
raz w tygodniu na drodze iniekcji dozylnej w dawce
30 mg/kg. Lek cechuje sie stabym wigzaniem z bial-
kami osocza oraz szybkim wydalaniem z moczem,
dlatego mozliwe, ze zwigkszenie dawki jednorazowej
i czestotliwosci dawkowania wptynetoby korzystnie
na skuteczno$¢ terapeutyczna [1,28,34].

Golodirsen

Golodirsen to nalezacy do podklasy PMO anty-
sensowny oligonukleotyd prowadzacy do pominiecia
eksonu 53 w trakcie sktadania pre-mRNA dystrofiny
i powstawania krotszej, ale funkcjonalnej dystrofiny
u pacjentéw z DMD podatng na pominigcie eksonu 53
(okolo 8% wszystkich pacjentéw z DMD). W drugiej
fazie badan klinicznych pacjenci otrzymywali golo-
dirsen w dawce 30 mg/kg raz w tygodniu. W 48 tygo-
dniu pacjenci wykazywali 100% odpowiedz zwigzang
z pominieciem eksonu 53. Sredni poziom dystrofiny
oceniany metoda Western blot wzrost szesnastokrot-
nie w poréwnaniu do warto$ci poczatkowej [32]. Do
dzialan niepozadanych wystepujacych cze$ciej niz
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w grupie placebo nalezaty: bol gtowy, goraczka, upadek,
bdl brzucha, zapalenie btony §luzowej nosa i gardta,
wymioty i nudnosci. Odnotowano takze reakcje nad-
wrazliwos$ci, do ktérych nalezaly wysypka, goraczka,
$wiad, pokrzywka, zapalenie i ztuszczanie skory. Nie
zaobserwowano toksycznosci nerkowej w badaniach
klinicznych [33].

Kolejnym ASO opracowanym do leczenia DMD
jest kasimersen. Lek ten stymuluje z kolei pomijanie
eksonu 45, co daje mozliwo$¢ leczenia okolo 8% cho-
rych [33].

Wiltolarsen

Wiltolarsen to 21-merowy PMO zmodyfikowany
oligonukleotyd antysensowny, ktory wigze siez mRNA
dla dystrofiny, prowadzac do pominiecia eksonu 53
i przywrocenia ramki odczytu. Efektem jest powstanie
skroconego biatka zawierajacego jednak kluczowe cze-
$cifunkcjonalne. Lek moze wiec by¢ uzyty u pacjentow
wykazujacych delecje eksonu 52 lub delecje kilku sasia-
dujacych eksonow: 43-52,45-52, 47-52,48-52 lub 50-52
[35]. Analiza Western blot bioptatéw mie$ni pobranych
po 12124 tygodniach podawania wiltolarsenu w dawce
80 mg/kg wykazala obecnos¢ dystrofiny w ilosciach
wynoszacych odpowiednio 0,76% i4,81% normalnego
poziomu. Co wigcej, badane w tygodniu 25. parame-
try takie jak czas wstawania z pozycji lezacej, czas
i predkos¢ biegu/chodu na 10m oraz przebyty dystans
w tescie 6-minutowego chodu, ulegly istotnej poprawie
u pacjentéw otrzymujacych wiltolarsen, w poréwna-
niu z dopasowang grupa kontrolng. Wiltolarsen jest
podawany dozylnie w dawce 80 mg/kg raz w tygodniu.
Lek jest wydalany z moczem w postaci niezmienio-
nej. Lek byt dobrze tolerowany w drugiej fazie badan
klinicznych, a jedynym odnotowanym dzialaniem
niepozadanym zwigzanym z podawaniem leku byto
wynaczynienie w miejscu infuzji [35].

Perspektywy terapeutycznego
zastosowania ASO

Elastycznos¢ strategii ASO, zwiazana z latwoscia
zaprojektowania sekwencji nukleotydéw specyficz-
nej wobec dowolnego celu molekularnego, wiacza-
jac niekodujace RNA [1], sprawia, ze stanowi ona
atrakcyjna platforme terapeutyczng w przypadku
roznych chordb, dla ktérych brakuje skutecznych
form leczenia, a ktérych mechanizmy molekularne
s na tyle dobrze poznane, Ze pozwala to wytypowac
cel molekularny, wzgledem ktorego dobierana jest
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selektywna sekwencja ASO. Aktualnie prowadzonych
jest wiele badan klinicznych, ktore testujg aktywnosé
ASO w terapii réznych choréb, w tym rzadkich [4].
Ciekawym przykladem jest mirawirsen o dziataniu
przeciwwirusowym. Ten 15-merowy zmodyfikowany
LNA iPS oligonukleotyd specyficznie wigze czgsteczke
mikroRNA (miR-122), ktéra petni wazna role w cyklu
zyciowym wirusa HCV, chronigc jego RNA przed
atakiem nukleaz [2]. Dzieki obecnosci LNA w o$miu
wybranych pozycjach w sekwencji mirawirsenu jego
wigzanie z miR-122 jest silne, a powstaly heterodu-
pleks stabilny [6]. Uniemozliwia to zwigzanie miR-122
z wirusowym RNA 1i jego stabilizacje, dzigki czemu
spada miano wirusa HCV.

Podejmuje si¢ tez proby zastosowania ASO w lecze-
niu schorzen neurologicznych. W zaawansowanych
badaniach klinicznych znajduje si¢ tominersen, ktéry
stosowany jest w leczeniu plasawicy Huntingtona,
choroby wywotanej mutacjg w genie HTT kodujacym
huntingtyne. Tominersen jest gapmerem stymuluja-
cym rozklad mRNA dla HTT, dzigki czemu obniza si¢
poziom huntingtyny w osrodkowym uktadzie nerwo-
wym, czego miarg jest spadek zawartosci tego biatka
w plynie mézgowo-rdzeniowym. Dawki leku poda-
wane sg dooponowo co dwa miesigce [36]. Preparat
ma aktualnie status leku sierocego w Europie i USA.

Kilka ASO o potencjalnym dziataniu przeciw-
nowotworowym znajduje si¢ we wczesnych fazach
badan klinicznych. Danwatirsen (AZD9150) jest ASO
trzeciej generacji, ktéry zawiera w czasteczce reszty cEt.
Zmniejsza on synteze biatka STAT3, ktore jako czyn-
nik transkrypcyjny petni istotng role w promowaniu
wzrostu i namnazania sie¢ komérek w réznych typach
nowotwordw. Danwatirsen wykazywat skuteczno$é
w terapii pacjentdw z chloniakiem, u ktdrych weze$niej
zawiodly inne formy leczenia [37]. Z kolei apatorsen
(OGX-427) jest ASO drugiej generacji skierowanym
wobec mRNA dla biatka opiekunczego Hsp27, ktérego
poziom jest czesto podwyzszony w nowotworach.
Zmniejszenie iloéci Hsp27 moze uwrazliwia¢ komorki
nowotworowe na dzialanie lekéw cytotoksycznych.
Potgczenie apatorsenu z docetakselem prowadzito
do wydluzenia czasu przezycia u pacjentow z rakiem
pecherza moczowego [38].

Podsumowanie

Badania ostatnich dziesiecioleci sprawity, ze zop-
tymalizowano strukture chemiczng ASO pod katem
stabilno$ci i sity wigzania czasteczek. Cho¢ nieopa-
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kowane czgsteczki ASO sg pobierane przez komorki
na drodze gymnozy, to proces ten jest czesto mato
wydajny [8,15]. Aktualnym wyzwaniem pozostaje
opracowanie systemow celowanego dostarczania ASO
do tkanek, tym bardziej ze nie wszystkie tkanki sa
penetrowane przez ASO z réwng wydajnoscig. W tym
celu przygotowuje si¢ nanoprzenosniki lub dokonuje
koniugacji ASO z czasteczkami, ktére umozliwiaja
bardziej selektywny wychwyt przez docelowe tkanki.
Przyktadem jest koniugacja ASO z peptydem GLP-1,
ktoérego receptor znajduje si¢ na powierzchni komo-
rek B wysp Langerhansa trzustki. Spowodowalo to
40-krotny wzrost sily dzialania ASO w tych komor-
kach [5]. Réwniez koniugacja z dendrymerami moze
zwigkszaé penetracje ASO do komorek, podobnie jak
koniugacja z peptydami penetrujagcymi CPP, takimi
jak penetratyna. Ponadto, znaczace zwigkszenie prze-
nikania ASO do komoérek uzyska¢ mozna dzigki two-
rzeniu nanoczgsteczek na bazie lipidow kationowych
(np. DOTMA, DOTAP), ktére dodatkowo zwigkszaja
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ucieczke endosomalng ASO do cytoplazmy, poprzez
destabilizacje btony endosomu po obnizeniu pH w jego
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wobec réznych tkanek, a by¢ moze takze redukcje
koniecznych dawek.
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