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Ribozymes in medicine
Summary

Catalytic nucleic acids, ribozymes and deoxyribozymes can act as efficient
ribonucleases and degrade target RNA molecules by complementary Wat-
son-Crick base pairing and catalytic cleavage of their phosphodiester
internucleotide bonds. This ability makes ribozymes and deoxyribozymes po-
tent molecular tools for therapeutic applications. Recent achievements in
ribozymes design and technology enable the preparation of ribozymes which
can be efficiently expressed in cellular systems, co-localize with the target
mRNA and exhibit high intracellular activity. Several examples of preclinical and
clinical trials of ribozymes directed toward viral genes (HBV, HCV, HIV-1) and
oncogenes are discussed in this review.
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1. Wprowadzenie

Jeszcze 20 lat temu panowat poglad, ze rola kwasdw nukle-
inowych DNA i RNA ograniczona Jest wylgcznie do przekazywa-
nia informacji genetycznej, natomiast enzymy biatkowe sa odpo-
wiedzialne za chemie proces6w komodrkowych. Dopiero lata
osiemdziesiagte ubiegtego wieku przyniosty odkrycie katalitycz-
nych czasteczek RNA tzw. rybozymoéw - zdolnych do degrada-
cjilligacji wiasnego szkieletu fosfodiestrowego (1,2). Podstawg
dla kolejnych odkry¢ i innowacji w obszarze badan biologicz-
no-medycznych bylo opracowanie na poczatku lat osiemdzie-
sigtych szybkiej, zautomatyzowanej metody chemicznej syntezy
oligonukleotydéw DNA i RNA (3,4). Fakt ten miat znamienny
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wplyw na rozwéj nowoczesnych metod biologii molekularnej m.in. odkrycia metody
amplifikacji DNA (PCR) (5) oraz syntezy rekombinowanych bialek (6). Latwy dostep
do syntetycznych oligonukleotydéw zachecat do ich wykorzystania jako potencjal-
nych terapeutykéw, inhibitorbw procesu biosyntezy niepozadanych biatek, zarow-
no endogennych jak i kodowanych przez geny wirusowe. Pionierami rewolucyjnej
idei hamowania ekspresji niepozadanych genéw za pomoca syntetycznych oligode-
oksyrybonukleotydéw komplementarnych do nici kodujgcej na poziomie informa-
cyjnego RNA byli Zamecnik i Stephenson (strategia antysensowa) (7). Pierwszy tio-
fosforanowy oligonukleotyd antysensowy (Vitravene) zostat zaaprobowany w poto-
wie roku 1998 w USA do zastosowan leczniczych w przypadkach infekcji wirusem
cytomegalii u pacjentéw z chorobg AIDS.

Odkrycie na poczatku lat osiemdziesigtych katalitycznych witasciwosci czaste-
czek RNA zainicjowato kolejny etap w badaniach nad poszukiwaniem efektywnych
inhibitorbw biosyntezy niepozgdanych bialek na etapie translacji. tata dziewiec-
dziesigte przyniosty takze opracowanie metodologii przyspieszonej ewolucji kwa-
s6w nukleinowych w warunkach in vitro (8-10), ktéra umozliwiata m.in. wyselekcjo-
nowanie katalitycznych czasteczek DNA (deoksyrybozymoéw) zdolnych do degrada-
cji wiazania fosfodiestrowego w komplementarnej czasteczce RNA (11).

Znaczny postep prac w metodach sekwencjonowania genéw doprowadzit (na
przetomie wiekdéw) do epokowego osiagniecia biologii molekularnej. W roku 2000
ogtoszono fakt zsekwencjonowania ludzkiego genomu. Znajomos¢ sekwencji ludz-
kiego genomu otwiera nowe mozliwosci identyfikacji genéw biatek chorobotwér-
czych, genéw biatek odpowiedzialnych za procesy nowotworzenia oraz innych ge-
noéw zaangazowanych w rozwdj jednostek chorobowych, ktérych geneza jest wcigz
nieznana. Pozwala takze dokona¢ wyboru skutecznych strategii terapeutycznych dla
hamowania ekspresji niepozadanych genéw, oraz wyboru odpowiednich sekwencji
docelowych. Jest to istotne, gdy efekt inhibicji genu odbywa sie poprzez antysenso-
we rozpoznanie sekwencji mRNA ijego ukierunkowang degradacje na etapie trans-
lacji, jak to ma miejsce w przypadku uzycia strategii antysensowej i rybozymowe;.

W artykule przedstawiono obecny stan wiedzy na temat wykorzystania rybozy-
mow i deoksyrybozymow jako potencjalnych terapeutykéw, metod ich projektowa-
nia i wprowadzania do organizmu oraz zastosowania w zaawansowanych badaniach
klinicznych.

2. Podziat i charakterystyka rybozymoéw

Dotychczas zidentyfikowano dziewie¢ typow naturalnych rybozymow, ktére moz-
na podzieli¢ na trzy zasadnicze grupy (12): rybozymy niskoczgsteczkowe typu ham-
merhead, hairpin, delta oraz VS, rybozymy wielkoczgsteczkowe (introny grupy 1, in-
trony grupy 11, RNaza P i snRNA U2 oraz U6) oraz rybosom. Charakterystyka natural-
nie wystepujacych rybozyméw przedstawiona jest w tabeli 1.
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Tabela 1
Charakterystyka naturalnie wystepujacych rybozymoéw
Liczba genéw Wielko$¢ » .
Typ rybozymu zawierajacych czasteczki Aktywnosc . Zastosowanie
dany rybozym ) (produkt reakcji) terapeutyczne
Hammerhead 11 40 rybozymy samowycinajace sie¢ w reakcji trans- tak
Hepatitis delta virus 2 90 estryfikacji (2’,3’-cykliczny fosforan) tak
Hairpin 1 70 tak
Varkud satellite 1 160 nie
introny grupy | >1500 210 rybozymy samowycinajgce sie w reakcji trans- tak
introny grupy I >700 500 estryfikacji (5’-fosforan) nie
RNaza P >500 300 dojrzewanie transkryptu tRNA w reakcji hydro- tak
lizy (5'-fosforan)
snRNA (U2,U6) 70, 50 180,100 dojrzewanie RNA w reakcji transestryfikacji nie
(5’-fosforan)
rybosom 23S rRNA >900 2,600 aktywnos¢ transferazy peptydylowej (wigzanie nie
peptydowe)

Rybozymy typu hammerhead, hairpin, delta, introny grupy | oraz RNaza P byly te-
stowane w systemach komorkowych jako sekwencyjno-specyficzne inhibitory eks-
presji gendw (13). Sposrdéd wymienionych rybozymow, motyw katalityczny typu
hammerhead znalazt najszersze zastosowanie jako potencjalna rybonukieaza. Wiek-
szo$¢ zaawansowanych badan klinicznych prowadzona jest z udzialem tego rybo-
zymu.

Dotychczas w systemach naturalnych nie zidentyfikowano czasteczek DNA
0 whasciwosciach katalitycznych. Wyselekcjonowano je metodg selekcji kwaséw nu-
kleinowych in vitro (11). Zaréwno rybozymy typu hammerhead jak i deoksyrybozymy
»10-23" i ,8-17" (rys. 1) degraduja wigzanie fosfodiestrowe w docelowej czasteczce
RNA ze sprawnoscig poréwnywalng do sprawnosci enzyméw biatkowych. Cykl kata-
lityczny takich enzyméw jest zblizony do cyklu katalitycznego enzyméw biatkowych
(rys. 2). Efekt degradacji kodujgcej matrycy RNA oparty jest na strategii antysenso-
wego rozpoznania substratu wedtug regut parowania typu Watsona-Cricka. Degra-
dacja nastepuje po utworzeniu aktywnego kompleksu enzym-substrat (E-S). Utwo-
rzony kompleks E-P1-P2 ulega rozdysocjowaniu, a uwolniony enzym ponownie
uczestniczy w kolejnym cyklu katalizy.

Mechanizm dziatania katalitycznych kwaséw nukleinowych jest wcigz przedmio-
tem licznych dyskusji (14-17). Istniejq sugestie, ze hydroliza/transestryfikacja wigza-
nia fosfodiestrowego w RNA zachodzi wedtug ogdlnego mechanizmu katalizy kwa-
sowo-zasadowej (18), a funkcje zasady spetniajg pary elektronéw zasad heterocy-
klicznych kwaséw nukleinowych albo czasteczki wody skoordynowane z jonem me-
talu znajdujgcym sie w katalitycznym centrum rybozymu (19-21).
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Rys. 1. Struktury drugorzedowe rybozymu typu hammerhead i deoksyrybozyméw ,10-23" i ,,8-17".
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Rys. 2. Cykl katalityczny rybozyméw. Rybozym (E) rozpoznaje komplementarng sekwencje docelo-
wego mMRNA (S) poprzez hybrydyzacje typu Watsona-Cricka. Po przyjeciu aktywnej konformacji w kom-
pleksie E*S dochodzi do degradacji wiazania fosfodiestrowego w nici substratu. Tworzy sie¢ kompleks ry-
bozymu z produktami degradacji E*P1*P2. Kompleks ten ulega rozdysocjowaniu, dajac produkty reakcji
Pl i P2, oraz uwolniony rybozym, gotowy do nastepnego cyklu katalizy.

3. Rybozymy jako biofarmaceutyki

Rybozymy jako biofarmaceutyki muszag spetnia¢ szereg wymagan takich jak: chemicz-
na trwatos$¢ w warunkach fizjologicznych, odpornos¢ na dziatanie enzymow nukleolitycz-
nych, zdolno$¢ do przenikania przez btony komdrkowe, zdolnos¢ osiggania odpowied-
nich stezen w cytoplazmie, specyficzne oddziatywanie z docelowym fragmentem mRNA,
niska toksyczno$¢ i wysoka aktywnos¢ katalityczna. Naturalne oligorybonukleotydy nie
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spetniajg wiekszosci tych wymagan, dlatego tez w wielu laboratoriach na Swiecie prowa-
dzone sg intensywne badania nad syntezg odpowiednich pochodnych RNA charaktery-
zujgcych sie przede wszystkim zwiekszong odpornoscig na degradacje nukleolityczng.

3.1. Chemiczne modyfikacje oligorybonukleotydéw

W celu zwiekszenia trwatosci rybozymow w srodowisku komérkowym do czas-
teczki RNA wprowadzane sg r6znego rodzaju modyfikacje, gtéwnie w obrebie wigza-
nia fosfodiestrowego, np. poprzez zamiane niemostkowego atomu tlenu na atom
siarki. Modyfikowana jest takze czes¢ cukrowa nukleotydéw poprzez zamiane gru-
py 2’-OH na grupe 2’-OMe, grupe NH2, czy atom fluoru (22). Czesto, dla zapewnienia
odpornosci na dziatanie 3’-egzonukleaz, 3'-koncowy nukteozyd rybozymu wprowa-
dzony jest przez tzw. wigzanie odwrdcone typu 3’-3’. Tak zabezpieczane rybozymy
syntetyzowane sg zautomatyzowang metodg amidofosforynowg, a modyfikowane
jednostki wprowadzane sg kolejno do rosnacego taincucha polimeru. Metodg tg re-
alizowane sg wielkoskalowe syntezy materialu do badan klinicznych (23,24). Che-
micznie modyfikowane rybozymy czesto sg mniej aktywne niz ich naturalne prekur-
sory, jednakze dzieki podwyzszonej trwatosci wewnatrzkomoérkowej sg dostatecz-
nie skuteczne, aby stanowi¢ potencjalne terapeutyki (tab. 2).

Tabela 2

Wewnatrzkomorkowa stabilno$¢ i aktywno$é katalityczna chemicznie modyfikowanych rybozyméw typu ham-
merhead

3 ..ucccuarAb5 u accuAu....-S’

a4 "
33 u4d
rG,2 rAe n
Mate litery = 2'-OMe ~
rN = rybonukleotyd rée u7
|
modyfikacje
3g 9
UsAd7 (272)) Aktywnos$¢-G* iUn /inin) Stabilno$¢-ts” (ti/2/min) pUSHA X 10
OH/OH 1 0,1 1
0O-Me/O-Me 4 260 650
ara-F/O-Me 5 >500 >1000
0-Me/NH2 5 500 1000
NH2/NH2 2 300 1500
C-allil’lo-Me 3 >500 >1700
C-allifO-Me-FiT 3 4320 14400
NH2/NH2-|-iT* 2 4320 21600

“ — czas wymagany do degradacji potowy czasteczek substratii w roztworze w warunkach standardowych (50 niM Tris

pH 7,5, 10 mM MgCl2, 1 nM substrat, 8, 40 lub 100 nM stezenie ly'bozymu);

— czas degradacji potowy czasteczek rybozymu w ludzkim osoczu w 37°C;

iT - inverted T-wigzanie N-T-3' jest ,odwrécone”, tj. typu 3'-3"
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3.2. Wewnatrzkomorkowa ekspresja rybozymow

Efektywnos$¢ rybozymoéw zwigzana jest w istotny sposob ze sposobem ich do-
starczania do komorki. Rybozymy moga by¢ dostarczane do komérki w postaci che-
micznie syntetyzowanych oligorybonukleotydéw lub w postaci kodujacych je DNA
(cDNA), wklonowanych w odpowiedni wektor ekspresyjny, bakteryjny lub wirusowy.
W tym przypadku katalizatory wytwarzane sg endogennie, w wyniku aktywacji ko-
morkowego aparatu transkrypcji. W poczatkach badan nad technologig rybozymo-
wag dla aktywacji aparatu transkrypcji stosowano promotory wiruséw CMV (cytome-
galovirus) lub SV40 (Simian virus), wiasciwe dla transkrypcji diugich RNA (mRNA) za
pomoca potimerazy RNA Il (25). Takie rybozymy, wytwarzane zazwyczaj w niewiel-
kiej liczbie kopii, okazywaly sie mato aktywne. Zastosowanie promotora U6 lub se-
kwencji transferowego kwasu rybonukleinowego (tRNA) dla aktywacji polimerazy
RNA 11I, syntetyzujacej krétsze czasteczki RNA, zapewniato duzg liczbe kopii tran-
skryptu; jednakze rybozymy te réwniez nie wykazywaly oczekiwanej aktywnosci
(26) ze wzgledu na lokalizacje transkryptow w jadrze komoérkowym. Dopiero ostat-
nio wykazano, ze rybozymy transkrybowane pod kontrolg promotora tRNA (tRNAM*)
i spetniajace okreslone wymogi strukturalne, charakteryzujg sie wysoka aktywnos-
cig w Srodowisku komérkowym (27). Rybozymy potgczone z czagsteczkg tRNA (rys.
3a), zachowujgce ll-rzedowa strukture niedojrzatego tRNA, majg zdolnosé¢ do gro-
madzenia sie w cytoplazmie (28,29). Tutaj nastepuje ,kolokalizacja” obu reagu-
jacych ze sobg czgsteczek: rybozymu i docelowej czgsteczki RNA (rys. 3b). Na pod-
stawie badan transportu tRNA w oocytach zabich sadzono, ze jedynie dojrzate
i aminoacylowane tRNA w komorkach rozrodczych moga efektywnie lokalizowac sie

UUUUU-3'

tRNAM' GTE

Rys. 3. (a) Struktura kasety rybozymowej aktywnego rybozymu zawiera sekwencje rybozymu,
tRNA”ai i sekwencje GTE (constitutive transport element); (b) Ekspresja rybozyméw w komérce. Rybozym
skoniugowany z tRNA i GTE lokalizuje sie w cytoplazmie, gdzie z udziatem helikaz komérkowych
rozpoznaje i efektywnie degraduje docelowg sekwencje mRNA, prowadzgc do zahamowania ekspresji
atakowanego genu.
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w cytoplazmie (30). Taira i wsp. (31,32) wykazali, ze zdolnos¢ ta wlasciwa jest row-
niez dla komorek somatycznych. W komérkach tych zdolnos¢ przenikania btony
jadrowej wykazujg rowniez czgsteczki niedojrzatego tRNA. W transporcie uczestni-
czy bialko wigzace tRNA - eksportyna-t {exportin-t, Xpo-t). Wykazano, ze to samo
biatko uczestniczy w efektywnym transporcie transkryptow rybozymowych. Odkry-
cie to ttumaczy zapewne wczesniejsze niepowodzenia technologii rybozymowej,
w ktoérej rybozymy, zawierajgce promotor dla polimerazy RNA Ill, ale nie zacho-
wujgce drugorzedowej struktury czasteczki tRNA, gromadzity sie w jadrze i nie wy-
kazywaly pozadanej aktywnosci w srodowisku komérkowym (26,27).

3.3. Rybozymy typu hammerhead zasocjowane z helikazami komérkowymi

Aktywno$¢ rybozyméw zalezy takze od ich mozliwosci rozpoznania jednonicio-
wej, komplementarnej sekwencji substratu i utworzenia dwuniciowego kompleksu
substrat-rybozym. Skomplikowana struktura drugorzedowa dlugiego tancucha in-
formacyjnego RNA zawiera gtéwnie domeny dwuniciowe i tylko nieliczne fragmenty
jednoniciowe (petle, wybrzuszenia), wymagane do tworzenia wigzan typu Watso-
na-Cricka z komplementarnymi oligonukleotydami. Aktywnos$¢ rybozymow, a takze
oligonukleotyddéw antysensowych i deoksyrybozymow, w znacznej mierze zalezy od
wyboru wiasciwego miejsca degradacji w tarncuchu docelowej czasteczki RNA. Po-
nadto, drugorzedowa struktura mRNA moze by¢ inna w warunkach natywnych niz
wymodelowana z wykorzystaniem programu komputerowego MFOLD (33). Modyfi-
kacja rybozymu, polegajaca na przylgczeniu do jego konca 3' motywu CTE {constitu-
tive transport element) (rys. 3) pomaga rozwigza¢ problem dostepnosci miejsca doce-
lowego w skomplikowanej strukturze mRNA. Sekwencja CTE jest motywem aptame-
rycznym dla helikaz komorkowych, zdolnych do rozplatania dwuniciowych struktur
RNA (34). Wykazano, ze rybozymy skoniugowane z sekwencjg CTE cechujg sie znacz-
nie zwiekszong aktywnoscia w systemach komorkowych w stosunku do uprzednio
niedostepnych substratéw (35). Kasety zawierajgce sekwencje rybozymu, tRNA™
i sekwencje CTE, jak sie wydaje, spetniajg wszystkie wymagania, zapewniajgce ak-
tywnos¢ kodowanym rybozymom.

4. Rybozymy w badaniach przedklinicznych i klinicznych

O intensywnosci badan nad wykorzystaniem katalitycznych RNA jako potencjal-
nych terapeutykéw $Swiadczy liczba kilkuset przyznanych patentéw z zakresu tech-
nologii rybozymowej. Strategia degradacji RNA ukierunkowana jest gtéwnie na geny
kodujgce biatka onkogenne, czynniki wzrostu, ich receptory powierzchniowe oraz
na czasteczki przekazujgce sygnaly komérkowe. Takze wirusowe, genomowe RNA
stanowig potencjalne sekwencje docelowe.
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Do chwili obecnej kilkanascie rybozyméw skierowanych gtéwnie na hamowanie
ekspresji genéw wirusowych (HBV, HCV, HIV-1) oraz bialek potencjalnie chorobo-
tworczych, takich jak kinaza tyrozynowa, kinaza biatkowa PKCa czy biatek istotnych
w restenozie, znajduje sie w badaniach przedklinicznych lub w I/ll fazie badan kli-
nicznych. Obszerne omoéwienie zastosowania rybozymow w terapii przeciwwiruso-
wej w systemach komérkowych mozna znalez¢ w pracach przegladowych Dutkie-
wicz i Ciesiotki (36) oraz Roli i Kuzmaka (37).

W tabeli 3 przedstawione sa wybrane przyktady zastosowania rybozyméw do
ukierunkowanej degradacji mRNA niektorych gendw i leczenia zwigzanych z tymi
genami schorzen, znajdujgce sie w fazie badan przedklinicznych/klinicznych, prowa-
dzonych przez firmy farmaceutyczne i osrodki akademickie.

Firma Ribozyme Pharmaceuticals Inc. (RPI) z Boulder w stanie Kolorado prowadzi
zaawansowane badania nad wykorzystaniem trzech syntetycznych rybozymoéw typu
hammerhead, zawierajacych modyfikacje zapewniajace ich zwiekszong trwatosc
wewnatrzkomorkowa (24,38).

Rybozym o nazwie angiozym (ANGIOZYME®), badany wspolnie przez RPI i Chi-
ron Corporation, skierowany jest na degradacje mRNA genu receptora kinazy tyro-
zynowej (Flt-1), zasocjowanego z biatkiem VEGFR-1 (receptor czynnika wzrostu $rod-
btonka naczyn krwionosnych). Biatko VEGFR-1 odgrywa zasadniczg role w angioge-
nezie komérek nowotworowych. Angiozym znajduje sie w |l fazie badar klinicznych
i testowany byt na pacjentach z nowotworem sutka lub okreznicy. U 25” testowa-
nych oséb z péznymi formami nowotworéw, po 6-miesiecznym podawaniu rybozy-
mu podskdérnie w warunkach domowych, zaobserwowano zahamowanie wzrostu
nowotworu. Obecnie trwajg badania nad skojarzonym leczeniem nowotworow sut-
ka w potaczeniu z innymi lekami {paclitacel i carboplatin).

Rybozym o nazwie FIERZYM® jest testowany w firmie Medizyne™ Pharmaceuticals,
powstatej z potgczenia RPI i Elan Corporation. Rybozym ten skierowany jest na degra-
dacje mRNA transbtonowego receptora kinazy tyrozynowej (FIER-2) z rodziny bialek
ludzkiego czynnika wzrostu naskérka (EGFR). Biatko FIER2 hamuje proliferacje komorek
nowotworowych, ktérych wzrost zalezny jest od tego receptora; jego nadekspresja ob-
serwowana jest w nowotworach piersi, jajnika, ptuc, krwi i prostaty. Rybozym podawa-
ny jest podskdrnie z nosnikiem MEDIPAD®, oryginalnie opracowanym w firmie Elan
i, jak pokazujg badania przedkliniczne, jest nietoksyczny i doskonale tolerowany.

Z ostatnich szacunkoéw wynika, ze okoto 170 milionéw ludzi na Swiecie zaka-
zonych jest wirusem zapalenia watroby typu C (FICV - hepatitis C virus). Zakazenie wi-
rusem F1CV moze w konsekwencji prowadzi¢ do takich choréb jak marskos¢ i/lub rak
watroby. Dlatego tez istnieje pilna potrzeba poszukiwania nowych, selektywnych
i skutecznych terapeutykdéw skierowanych przeciwko wirusowi FICV. W RPI zakoriczo-
no badania Il fazy klinicznej nad zastosowaniem syntetycznego rybozymu o nazwie
HEPTAZYM®, skierowanego na 5'-koncowy region UTR RNA wirusa HCV. Jest to kon-
serwatywna sekwencja wirusowego RNA zawierajgca sygnat inicjacji translacji. U \0%
testowanych pacjentéw z przewleklym zapaleniem watroby typu C zaobserwowano
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znaczne obnizenie poziomu wirusowego RNA w ptynach ustrojowych. Przy skojarzo-
nym podawaniu z interferonem | (o wydtuzonym czasie dziatania) heptazym wykazy-
walt lepsze wlasciwosci przeciwwirusowe. Rozwinieciem tych badan sa obecnie prowa-
dzone intensywne poszukiwania nowej generacji rybozyméw skierowanych na RNA
wirusa HCV, o podwyzszonej aktywnosci i stabilnosci. Nowe syntetyczne rybozymy sg
rozkltadane znacznie wolniej przez wewnatrzkomorkowe rybonukleazy i ich poziom
w watrobie jest zdecydowanie wyzszy od rybozyméw pierwszej generacji (39).

Rybozymy dostarczane metoda terapii genowej, generowane wewngtrzkomor-
kowo poprzez ekspresje wektorow retrowirusowych, znalazly najszersze zastoso-
wanie w badaniach skierowanych na zahamowanie ekspresji wirusa HIV-1 {human
immunodeficiency virus). W firmie RPI testowany jest rybozym skierowany na sekwen-
cje kodujgce gendw biatek wirusowych HIV-1 (Tat i Rev). Rybozym ten znajduje sie
w |l fazie badan Klinicznych i jest testowany na pacjentach zakazonych wirusem
HIV-1 z nowotworami ukladu chionnego.

Trzy oddzielne grupy badawcze (40-42) uzyly wektora retrowirusowego MMLV
{Moloney murine leukemia virus) do wprowadzania kaset rybozymowych, skierowanych
na hamowanie ekspresji wirusa HIV-1 w limfocytach CD4+ lub ich krwiotwérczego
prekursora CD34+, uzyskanego ex vivo od zakazonych pacjentéw lub ich blizniaczego
rodzenstwa (rys. 4) (43). Transdukowane komoérki podawano zakazonym pacjentom
i monitorowano efektywnos¢ wszczepiania i przezywalnos¢ komérek z ekspresjg ry-

Okreslenie poziomu wszczepienia
i przezywalnosci transdukowanych
komérek

Rys. 4. Badania kliniczne w terapii pacjentéw zakazonych wirusem HIV-1. Uzyskane ex vivo limfocy-
ty, zawierajgce receptor powierzchniowy CD4+ lub CD34+, transdukowane sa wektorami wirusowymi
kodujacymi rybozymy skierowane na degradacje genu wirusa HIV-1, lub wektorami kontrolnymi.
Transdukowane komoérki podawane sa pacjentom. Skuteczno$¢ terapii okreslana Jest poprzez pomiar
poziomu wszczepienia i przezywalnosci komoérek, w ktérych nastgpuje ekspresja rybozymu.
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bozymoéw. Poczatkowo na podstawie uzyskanych rezultatéw sugerowano, ze transfer
gendéw kodujgcych rybozymy jest dobrze tolerowany, a indukowane komorki utrzy-
muja sie przez diuzszy czas w organizmie pacjenta, dtuzej niz komoérki transdukowane
wektorem kontrolnym (41). Niestety, dlugoterminowy transfer genéw rybozymowych
w komdrkach potomnych byt niezadowalajgcy. Poziom transdukowanych komérek po
roku od podania spadat ponizej poziomu wykrywalnosci. Badania te wcigz wymagaja
liczniejszych préb Klinicznych, jak réwniez znalezienia skutecznego systemu transfe-
rujgcego gen rybozymu, ktéry bedzie efektywnie transdukowac¢ komorki krwiotwor-
cze, posiadajace zdolnos¢ réznicowania. Zachecajgce wyniki badan przedklinicznych
sugerujg, ze kolokalizacja rybozymu z jego czgsteczkg docelowg mRNA moze zwiek-
szy¢ aktywnos¢ rybozymu w uktadzie in vivo (28,29,44).

Interesujgcy przyktad zastosowania dimerycznych rybozymoéow (MAXIZYME®) do
hamowania ekspresji onkogenu kinazy tyrozynowej, kodowanej przez chimeryczny
gen bcr-abi, powodujacej uzto$liwienie biatych krwinek w konsekwencji prowadzace
do przewlektej biataczki szpikowej, zaproponowany zostat przez grupe Tairy (45).
Maxizym podawany w systemie retrowirusowym, zawierajgcym promotor tRNA”™
(patrz rozdz. 3.2) zawierat ramie sensorowe, ktdére po rozpoznaniu sekwencji miej-
sca splicingu gendéw ber i abl wywotywato allosteryczny efekt tworzenia centrum ka-
talitycznego rybozymu typu hammerhead i prowadzito do degradacji onkogennego
mRNA. Przezywalnos¢ myszy transdukowanych komérkami biataczkowymi spadata
stopniowo do zera w ciggu 100 dni, podczas gdy zadna z myszy, ktérym dodatkowo
podano wektor kodujgcy maxizym, nie wykazywata zmian nowotworowych. Wyniki
tych badan stwarzajg mozliwosci wykorzystania maxizyméw do oczyszczania komo-
rek szpiku kostnego pobranych od pacjentéw z przewlekla biataczkg szpikowa,
a nastepnie zwalczenia choroby w wyniku autotransplantacji naprawionego szpiku.

W r6znych fazach badan przedklinicznych i klinicznych znajdujg sie rybozymy
skierowane na onkogeny typu ras, onkogeny centralnego systemu nerwowego
(CNS), np. te wywotlujgce guzy mozgu. Prowadzone sg takze badania nad rybozyma-
mi skierowanymi na geny wirusowe przewlekiego zapalenia watroby typu B (HBV)
(22,46). Dane dotyczace wybranych aplikacji terapeutycznych rybozymow zebrane
sg w tabeli 3.

Tabela 3
Przedkliniczne i kliniczne zastosowania rybozymoéw
Firma Czasteczka docelowa/choroba (nazwa rybozymu) Faza badan klinicznych* Literatura
l 2 3 4
American Cyanamid ras / nowotwory przedkliniczna (22)
Columbia University bcl-2 / angiogeneza komérek nowotworowych przedkliniczna (22)
Gene Shears H1v-1 / AIDS faza /1l (22)
Immusol HIV-1 / AIDS faza I/11 (22)

HBV / wirusowe zapalenie watroby typu B przedkliniczna
HCV / wirusowe zapalenie watroby typu C
restenoza
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| 2 3 4
Innovir HBV / wirusowe zapalenie watroby typu B przedkliniczna (22)
HCV / wirusowe zapalenie watroby typu C
ber-abl gen kinazy tyrozylowej / CML - prze-
wlekta biataczka szpikowa

Osaka University HCV / wirusowe zapalenie watroby typu C przedktiniczna (22)
Ribozyme Pharmaceu- tat, rev (HIV-1) / nowotwor uktadu chtonnego faza /11 (39)
ticals Inc, IN(VEGFRI) / nowotwor sutka i okreznicy faza Il (39)
(ANGIOZYM)
5-UTR HCV / wirusowe zapalenie watroby typu C  faza Il (39)
(HEPT.AZYM)
HER2 / nowotwor sutka i okreznicy (HERZYM) faza Il (39)
Tokio University HCV / wirusowe zapalenie watroby typu C przedktiniczna 22)
bcr-abl / przewlekta biataczka szpikowa badania przedkliniczne (45)
University of Pittsburgh  ekson 2 genu CD44 / glejak przedkliniczna (22)
City of Hope HIV-1 7 AIDS faza I/ (40)
University of California  HIV-1 7 ex vivo faza | (41)
* badania przedkliniczne - badania laboratoryjne i na zwierzetach; badania kliniczne faza | badania na 20-80 zdro-
wych ochotnikach; badania kliniczne faza Il - badania na 100-300 chorych ochotnikach

5. Deoksyrybozymy jako potencjalne terapeutyki

Dotychczas w literaturze pojawito sie takze kilkanascie doniesien o skutecznym
wykorzystaniu deoksyrybozymoéw do hamowania ekspresji genéw wirusowych (wi-
rusa H1V-1, wiruséw zapalenia watroby typu B i C) oraz gendéw niektérych potencjal-
nie chorobotwodrczych biatek (genu hungtingtiny, kinazy tyrozynowej bcr-abi, czy
genu c-myc). Badania te prowadzone byly w systemach komoérkowych i sg omoéwione
w kilku pracach przegladowych (22,47,48). Dotychczas nie pojawity sie doniesienia
o wprowadzeniu deoksyrybozyméw do badan na zwierzetach, czy tez do badan kli-
nicznych. Prawdopodobnie te terapeutyczne kwasy nukleinowe z powodu tatwiej-
szej dostepnosci syntetycznych oligodeoksyrybonukleotydéw i ich zwiekszonej trwa-
tosci w ptynach ustrojowych, znajdg sie w kregu zainteresowan klinicznych w naj-
blizszych latach.

6. Perspektywy

Katalityczne kwasy nukleinowe - rybozymy i deoksyrybozymy - rozpoznajg do-
celowg czasteczke komoérkowego lub wirusowego RNA poprzez tworzenie dupleksu
typu Watsona-Cricka. Ta wtasciwos¢ czyni rybozymy i deoskyrybozymy wysoce spe-
cyficznymi rybonukleazami, zdolnymi do ukierunkowanej degradacji komplemen-
tarnego RNA ze sprawnoscig poréwnywalng do sprawnosci enzyméw biatkowych.
Katalityczne kwasy nukleinowe od momentu ich odkrycia i udokumentowania ich
aktywnosci wobec substratow w uktadzie trans znalazly sie w centrum zaintereso-
wania jako potencjalne narzedzia molekularne dla ukierunkowanej degradacji ge-
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noéw biatek potencjalnie chorobotwdrczych i genéw wirusowych. Skompletowanie
sekwencji ludzkiego genomu, a takze zsekwencjonowanie licznych genéw wiruso-
wych i genéw organizméw patogennych, oferuje olbrzymia ilos¢ potencjalnych se-
kwenciji, ktdre moga by¢ uzyte jako sekwencje docelowe dla katalitycznych kwasow
nukleinowych. Ta iloS¢ ulegnie jeszcze zwiekszeniu, gdy zidentyfikowane zostang
funkcje dotychczas nie znanych gendw. Jednakze, azeby rybozymy mogty by¢ uzyte
w badaniach klinicznych, musza spetia¢ szereg wymagan w badaniach prowadzo-
nych na systemach komérkowych i na uktadach zwierzecych. Najwazniejsze z nich
to odpowiednia trwatos¢ w bogatych w nukleazy ptynach ustrojowych i tkankach,
prawidtowy profil wkasciwosci farmakokinetycznych oraz wysoka efektywnos¢ w ba-
daniach przedklinicznych.

Ostatnie kilka lat to okres rozkwitu technologii interferencyjnego RNA, w ktorej
krétkie dwuniciowe RNA, komplementarne do sekwencji docelowego mRNA wywo-
tujg w komodrkach efekt wyciszania ekspresji atakowanego genu (49), i tym samym
stanowig alternatywne podejscie dla terapeutycznego wykorzystania kwasow nukle-
inowych. Wydaje sie jednak, ze olbrzymia praca badawcza wiozona zaréwno
w technologie antysensowg jak i technologie rybozymowg zaowocuje w najbliz-
szych latach w pojawieniu sie na rynku nowych, skutecznych lekéw przeciwko wielu
dotychczas nieuleczalnym chorobom (50).

Praca powstata w ramach realizacji grantéw finansowanych przez Komitet Badan Naukowych, grant
nr PBZ-KBN-059709/09 oraz 5 Program Ramowy Unii Europejskiej, grant QLRT nr 2001-02774.
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