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a niestabilno$¢ antysensowych oligonukleotydéw jako pierwszy zwrécit
Nuwage Wickstrom (1), wykazujac, ze okres pétrwania niemodyfikowanego
oligomeru w osoczu jest krotszy niz 1 godzina. Jakkolwiek doniesienia na
temat stabilnos$ci oligonukleotydéw w warunkach in vivo nie zawsze sg zgodne
(2), nie ulega watpliwosci, ze réznego rodzaju nukleazy sg powaznym zagroze-
niem dla stabilnosci, a tym samym aktinvnosci oligonukleotydow. Produkty
ich nukleolitycznej degradacji moga nawet wywotaé efekt toksyczny, poniewaz
zdolne sg do hybrydyzacji z innymi niz zamierzone sekwencjami DNA lub
RNA i w ten sposéb moga prowadzi¢ do blokowania ekspresji zupetnie innych
biatek.

Eder i wspdt. (3) wykazali, ze za degradacje 15-nukleotydowego oligomeru
w 0soczu ssakow odpowiedzialny jest wiasciwie tylko jeden enzym, a miano-
wicie 3'-egzonukleaza. Okres péttrwania tego oligomeru (ti/2) wynosi ok.
15 min.

Szybkos$¢ degradacji niemodyfikowanych oligonukleotydéw zalezy m.in. od
ich dtugosci i sekwenciji.

3"-egzonukleaza z osocza ssakéw preferuje pirymidyny, podczas gdy obec-
nos¢ fragmentéw purynowych hamuje jej aktywno$¢ i obniza szybkos$¢ de-
gradacji niemodyfikowanych oligonukleotydéw. Totez ze wzgledu na rézna
dtugos¢ i sekwencje oligonukleotydéw okres ich potrwania w osoczu wynosi
od 15 min do ! godz.

Poniewaz pozywki stosowane w hodowlach komoérkowych zawierajg nie-
wielkie ilosci osocza ptodéw cielecych, obecna w takim osoczu 3'-egzonukleaza
moze stanowi¢ zagrozenie dla oligonukleotydéw stosowanych w badaniach in
vitro. Enzymy zawarte w osoczu sg, co prawda, inaktywowane przez ogrze-
wanie (50 - 65°C przez 30 - 60 min), ale inaktywacja termiczna osocza nie
zawsze jest w petni skuteczna. Pomimo stosowania tej procedury egzonukle-
azy osocza zachowujg niekiedy swa aktywnos$¢ (2). Stad tez Eder i wspdt,
proponujg modyfikowanie jednego lub kilku wigzan intemukleotydowych na
3' — koncach oligonukleotyddéw, jako skuteczny sposéb zwiekszania ich od-
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pomosci na dziatanie 3'-egzonukleaz zaréwno w hodowlach komérkowych jak
i w warunkach in vivo (3).

Jednakze w ekstraktach z komorek roznych ssakéw wystepuja nie tylko
3'-egzonukleazy. Towarzyszg im 5'-egzonukleazy oraz endonukleazy. Enzymy
zawarte w ekstraktach komoérek HelLa powodujg degradacje niemodyfikowa-
nych oligonukleotydéw w czasie 15-30 min. Z tego wzgledu modyfikowanie
pojedynczych wigzan intemukleotydowych na 3'- i 5'-konicach oligonukleoty-
déw nie stanowi na ogdt dostatecznego zabezpieczenia przed degradacja nu-
kleolityczng (2). Catkowitg odpornos¢ oligonukleotyddéw na dziatanie nukleaz
zapewnia jedynie modyfikowanie wszystkich wigzan intemukleotydowych.
Najczesciej stosowane modyfikacje to podstawienie jednego z nieestrowych
atomow tlenu wigzania internukleotydowego atomem siarki (tiofosforany) lub
grupg metylowa (metanofosfoniany). Ostatnio duze zainteresowanie wzbudzajg
takze ditiofosforanowe analogi oligonukleotydow (4).

Przeprowadzone dotychczas badania $wiadczg o ich catkowitej odpornosci
na dzialanie nukleaz. Doniesienie Cohena o degradowaniu ditiofosforanow
przez DNaze | (5) nie zostato potwierdzone (6). Warto podkresli¢, ze hybrydy
RNA-DNA utworzone z udziatem tiofosforanowych i ditiofosforanowych ana-
logéw oligonukleotydéw wykazujag zdolnos¢ do aktywowania RNazy H w prze-
ciwienstwie do duplekséw powstajacych z udziatem analogéw metanofosfo-
nianowych. RNaza H degraduje mRNA w rejonie wystepowania takiego du-
pleksu i uniemozliwia w ten sposob synteze okreslonego biatka (7). W zwigzku
z tym, ze aktywacja RNazy H jest jednym z lepiej udokumentowanych me-
chanizmow dziatania ,,antysensowych” oligonukleotydow, zdolno$¢ do takiej
aktywacji stanowi powazng zalete modyfikowanych oligomeréw.

Tiofosforanowe analogi oligonukleotydéw sa znacznie bardziej stabilne
w osoczu oraz w ekstraktach komoérkowych niz ich niemodyfikowane prekur-
soiy. Okres pottrwania tiofosforanéw w wamnkach in vivo wynosi zwykle 12-
- 24 godz. (8). Znacznie wigkszg trwato$¢ wykazujg w analogicznych warun-
kach metanofosfonianowe analogi oligonukleotydéw (9). Z metodologicznego
punktu widzenia obecnie jednak za najbardziej obiecujace uwazane sg anty-
sensowe analogi tiofosforanowe (Oligo S). Istotne jest to, ze w przypadku
Oligo S stosunkowo dobrze poznany jest zaréwno mechanizm dziatania, jak
i transport komorkowy, farmakokinetyka oraz toksycznos¢ tych potaczeh (2).
Niebagatelne znaczenie ma takze fakt, ze jak dotad, najlepiej opracowane
zostaty metody chemicznej sjmtezy wiasnie analogéw tiofosforanowych.

W azku z tym, ze tiofosforanowe wigzanie internukleotydowe stanowi
— ze wzgledu na stereogenno$¢ atomu fosforu — element chiralny, oligo-
nukleotyd zawierajgcy n modyfikowanych w ten sposdb wigzan intemukleo-
tydowych jest mieszaning 2" diasterecizomeréw (10).

Fakt ten moze w istotny sposéb wptywaé na fizykochemiczne wiasciwosci
tych analogéw (m.in. na ti*wato$¢ dupleksow DNA-DNA lub DNA-RNA powsta-
jacych z ich udziatem), jak réwniez na ich wiasciwosci biologiczne, np. mo-
zliwosci interakcji z biatkami i podatnos¢ na dziatanie réznych nukieaz. Do-
tychczas nie wiadomo, np. czy aktywno$é RNazy H jest zr6znicowana w za-
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leznosci od konfiguracji absolutnej wigzan intemukleotydowych diastereoizo-
meiycznie czystych analogéw tiofosforanowych (tzw. ,all-Rp™ oraz ,all-Sp”-
izomerow).

Stereospecyficzno$¢ niektérych biatek enzymatycznych wobec tiofosforano-
wych analogéw oligonukleotyddw jest juz dobrze udokumentowana. Wiadomo,
ze fosfodiesteraza z jadu weza rozpoznaje i degraduje jedsmie wigzania tiofo-
sforanowe o konfiguracji absolutnej Rp (Rp-specyficzna nukleaza) (11), pod-
czas gdy nukleaza PI1 z Penicillium citricum jest Sp-specyficzna, tzn. rozpoznaje
i degraduje jedynie wigzania tiofosforanowe o konfiguracji Sp (12). Taka samg
stereospecyficzno$é wykazujg nukleaza Sl oraz nukleaza z Phaseolus aureus
(nukleaza Mung bean). Fosfodiesteraza z jadu weza o aktywnosci 3'-egzonu-
kleazy oraz nukleaza PI, ktéra wykazuje aktywnos¢ zaréwno endo- jak i eg-
zonukleazy, sa niekiedy stosowane do oznaczania skiadu nukleozydowego
syntetycznych oligonukleotydéw, w tym takze analogow tiofosforanowych.
W tym celu oligonukleotydy sg poddawane dziataniu mieszaniny zawierajacej
fosfodiesteraze, nukleaze Pl oraz alkaliczng fosfataze. Produktem wyczerpu-
jacej degradacji jest mieszanina nukteozyddéw, analizowana nastepnie metoda
chromatografii wysokocisnieniowej (15).

Fakt, ze istniejg enzymy nukleolityczne, aktywne wobec analogow tiofosfo-
ranowych i posiadajace jednoczesnie okreslong stereospecyficznosé, umozliwia
kontrole czystosci diastereoizomeiycznej stereoregulamych oligonukleozydo-
tiofosforan6w syntetyzowanych przy uzyciu pochodnych 5-DMT nukleozydy-
l0-3'-0-(2-tiono-1,3,2-oksatiafosfolanowych) (13). Dla przeprowadzenia tego
rodzaju analiz stosowane sg obecnie: Sp-specyficzna nukleaza Pl oraz dwa
enzymy Rp specyficzne: fosfodiesteraza z jadu weza oraz endonukleaza z Ser-
ratia marcescens. Pierwszy z tych enzymow, degradujac wigzania Sp umozli-
wia ocene stopnia czystosci izomeréw (all-Rp), podczas gdy dwa nastepne
enjymy degradujac wigzania Rp pozwalaja oceni¢ czystos¢ izomerdw (all-Sp)
(14).

Stereospecyficzno$¢ wobec tiofosforanowych analogéw oligonukleotydow
wykazuje takze restrykcyjna endonukleaza EcoRl. Jej aktywnos$¢ zalezy od
konfiguracji absolutnej na chiralnych atomach fosforu tiofosforanowych ana-
logéw substratu (15,16).

Stereospecyficznos$¢ niektorych enzyméw nukleolitycznych moze byé prn/-
C™yng wyraznie zroznicowanej stabilnosci diastereoizomerycznie czystych
oligonukleotydéw tiofosforanowych. Pierwsze eksperymenty enzymatyczne
przeprowadzone z wykorzystaniem stereoregulamych, tiofosforanowych ana-
logéw oligonukleotyddw (13) potwierdzity te przypuszczenia. Inkubacja izome-
row Rp dodekamerdw d[(Aps)nA] i d[(Tps)nT] w 50% osoczu ludzkim spowo-
dowata ich czeSciowa degradacje (czas poOHrwania d[(Tps)nT] wynosi
ok. 4 godz.), podczas gdy izomery Sp tych oligomeréw okazaty sie catkowicie
odporne na dziatanie 3'-egzonukleazy. Trudno jednak na tej podstawie uznac
Sp izomery za generalnie bardziej stabilne, nie wiadomo bowiem, czy we-
wnatrzkomérkowe nukleazy sa, podobnie jak 3'-egzonukleaza z osocza, Rp-
specyficzne. Wstepne wyniki badan nad 3'-egzonukleazg z osocza ludzkiego
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Swiadczg o zréznicowanej aktywnosci tego enzymu w zaleznosci od rodzaju
nukleotydéw znajdujacych sie na 3'-konicu substratu. Podczas gdy obecnos¢
pirymidyn w czasteczkach niemodyfikowanych oligonukleotydéw powodowata
wzrost aktywnos$ci 3'-egzonukleazy (3), obecnos¢ trimeru CCC na 3'-koncu
analogow tiofosforanowych zdecydowanie hamuje aktywnos$¢ enzymu (17).
Obecnosc¢ jednej lub Kilku reszt cytydyny hamowata aktywnos¢ 3'-egzonukie-
azy takze wobec a-oligonukleotydéw (18). Zdecydowanie hamujacy wptyw
reszt cytydynowych w analogach tiofosforanowych, jak i odporno$¢ wigzan
Sp na dziatanie 3'-egzonukleazy, moga stanowi¢ podstawe do poszukiwania
sposobOw zabezpieczenia oligonukleotydéw przed dziataniem tego enzymu.

Jednakze to, ze stereoregulame analogi tiofosforanowe sg w warunkach
in vivo degradowane przez pewne enzymy nukleolityczne, moze obniza¢ ich
wartos$¢ jako potencjalnych terapeutykéw.

Nie znana jest, jak dotychczas, stereospecyficznos¢ enzymow nukleolity-
cznych pochodzacych z réznych frakcji komoérkowych. Stad konieczno$é ba-
dan nad stabilnoscig stereoregulamych tiofosforanowych analogéw oligonu-
kleotydéw wobec tych enzymow.
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Stability of antisense oligonucieotides
— the possibilities of their enzymatic digestion

Summary

Nucleolytic enzymes (5- and 3'-nucleases, exo- and endonucleases) can degrade short un-
modified oligonucleotides applied as potential antisense agents. Better stability of oligonucleotides
against nucleolytic enzymes can be achieved by chemical modification of intemucleotide bonds.
Stability of the phosphorothioate, phosphorodithioate and methylphosphonate analogues of oligo-
nucleotides against nuclease Pl, 3'-exonuclease, snake venom phosphodiesterase and other nuc-
leases is discussed.
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