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Warszawa

f1. Wstep

ntysensowe oligonukleotydy (asODN) sa to chemicznie zsyntetyzowane na-

turalne lub zmodyfikowane analogi jednoniciowego DNA o diugosci 10-

j30 nukleotydéw. Zwigzki te umozliwiajg wysoce selektywne zablokowanie
(aktywnosci okreslonego genu(éw) w wyniku reakcji z komplementarng (sen-
sowa) sekwencjg mRNA. Umozliwiajg one zatem precyzyjne wylaczenie z apa-
ratu molekutarnego komorki wybranego biatka (produktu docelowego genu).
Celem dla asODN moze by¢ dowolne mRNA nawet jesli petna jego sekwencja
jest dotad nie znana. UzytecznosC strategii asODN rysuje sie wyraznie w
sytuacji, gdy celem do$wiadczenia jest zahamowanie aktywnosci, np. produ-
ktéw gendéw weczesnych, czynnikéw wzrostowych, receptoréw o nieznanych
(antagonistach, a zatem tych biatek, ktorych selektywne inhibitory nie sg znane.

Jednym z gtéwnych wy*wan wspétczesnej neurobiologii jest poznanie fun-
kcjonowania komoérek nerwowych na poziomie motekutamym, w szczegotnosci
ekspresji gendbw w réznych stanach fizjologicznych, a co za tym idzie, okre-
$lenie substratu biochemicznego wyzs:*ch czynnosci nerwowych. Umozliwi to
rowniez opracowanie w przysztosci nowych strategii terapeutycznych chorob
neurologicznych, psychicznych, infekcji wirusowych oraz nowotworéw moézgu.
(Zadania te wymagajg opracowania niezwykle pewnych i precyzyjnych narzedzi
mozliwych do zastosowania w r6znych modelach neurobiologicznych, a w przy-
sztosci takze i w Kklinice. asODN, jak sie wydaje, sg jednym z takich narzedzi.

W ciaggu ostatnich kilku lat z duzym powodzeniem stosowano asODN do
blokowania ekspresji wybranych genéw w komérkach hodowanych in vitro,
a takze w catym organizmie wielokomérkowym. Oba podejscia sa doktadniej
przedstawione w innych artykutach tego numeru ,Biotechnotogii’, a takze
w zeszycie 4/'94. Celem tego opracowania jest omowienie danych odnosza-
tcych sie do zastosowania asODN do btokowania ekspresji gendw w osrodko-
wym uktadzie nerwowym (OUN).
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2. Geny zablokowane przez asODN
w osrodkowym uktadzie nerwowym

Liste genow, ktérych ekspresje w OUN blokowano za pomocg asODN
przedstawiono w tab. 1. Z oczywistych wzgledow szczegolnie licznie sg w niej

Tabela 1
Geny zablokowane przez asooN W o$rodkowym uk#adzie nerwowym

Receptor_y . Neurotransmiteiy Czynnlkl_ Czynniki wzrostowe
neurotransmiterow transkrypcyjne
ATII-RI (22) ATU (11) c-fos (6,7,10,14,24) IGF-1 (34)
DOR-1 (15,25) AVP (8) PR (20,21)
NPY-YIR (31) V1P (23) ER (17)
D2R (33,35) NPY (2)
NMDA-RI (30)
R — receptor, At — angiotensyna, DO — delta opioid, NPY — neuropeptyd Y, D — do-
pamina, NMDA — N - methyl - D - aspartate, AVP — wazopresyna argininowa, VIP — ang.
vasoacitive intestinal peptide, P — progesteron, E — estrogen, IGF — insulinopodobny czyn-

nik wzrostowy.

reprezentowane receptory dla neuroprzekaznikow. Wiasnie w tym przypadku
asODN okazaty sie szczegoélnie uzyteczne. Ostatnio bowiem techniki klono-
wania genow pozwolity uzyskac liczne sekwencje, ktérych znaczenie fizjologi-
czne byto niemat zupetnie nieznane. W takiej wiasnie sytuacji asODN, jak
sie wydaje, sg idealnym narzedziem badawczym. Na przykiad zablokowanie
ekspresji NMDARI — jednego z pieciu gendéw kodujacych podjednostki re-
ceptora NMDA (ang. N - methyl - D - aspartate) pozwolito wykaza¢ dominuja-
ca role tego wiasnie biatka w neurodegeneracji wywotanej niedotlenieniem
(30). Z kolei zastosowanie asODN w badaniach nad receptorami opioidowymi
pozwolity wykaza¢, ze gen DOR - 1 w istocie koduje funkcjonalne biatko re-
ceptorowe (15,25). W innych badaniach chodzito o wykazanie udziatu wybra-
nych receptoréw, czy tez neuropeptydow w okreslonych sytuacjach behawio-
ralnych (zob. tab. 1 i zawarte w niej odnosniki).

3. Farmakokinetyka asODN
w osrodkowym uktadzie nerwowym

asODN podawane do jamy otrzewnowej lub dozylnie wykazuja jedynie
ograniczong zdolno$¢ do wnikania do OUN (1,6). Konieczne jest zatem wpro-
wadzenie asODN bezposrednio do OUN. asODN mozna podawac¢ albo bezpo-
$rednio w okolice badanej struktury moézgowej lub do uktadu komdér mézgo-
wych. Pierwsze podejscie umozliwia ingerencje w procesy przebiegajace w Sci-
$le zdefiniowanej strukturze anatomicznej. Drugie za$, pozwala wptywaé na
procesy zalezne od wielu struktur lub w sytuacji, gdy substrat anatomiczny
badanego procesu jest nieznany. Oba sposoby byty skutecznie wykorzysty-
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wane (tab. 2-A,B,C). Warto zwr6cié uwage na ogromne, siegajace dwdch
rzedoéw wielkosSci rozpietosci w uzytych dawkach.

Analog

O-ODN
O-ODN
O-ODN
O-ODN

S-ODN
S-ODN
S-ODN
S-ODN

S-ODN

O-ODN

Analog

S-ODN
S-ODN
S-ODN
S-ODN
EC-ODN
O-ODN
O-ODN
O-ODN

O-ODN

O-ODN

O-ODN

Gen

NMDA-RI
DOR-1
NPY-YI-R

D2R

D2R
ATII-RI
D2R

DOR-1

Gen

c-fos
c-fos
c-fos
c-fos
c-fos
PR
ER
PR

VIP

AVP

NPY

A. Infuzje do uktadu Komorowego mézgu

Tabela 2

Zwierz Dawka
¢ [nmole]
szczur 60
mysz 15
szczur _40
szczur 2520
szczur 120
mysz 7,5
szczur ~ 0,12
szczur 255,5
szczur 72
dawka
Smiertelna

Sposéb
podania

4 iniekcje co 12 h
6 iniekcji co 12 h
4 iniekcje co 12 h

ciggta infuzja 15 nmoli/h
przez 1 tydzien nietoksyczna

ciggta infuzja 1,6 nmola/h

przez 3 dni

3 iniekcje co 12 h
3 iniekcje co 24 h

infuzja 1,5 nmola/h przez 1
tydzienn nietoksyczna

infuzja 3 nmole/h przez 24 h

B. Iniekcja intratekalna

mysz

~061i3

3 iniekcje co 2 dni

C. Iniekcje dostrukturalne

Struktura

prazkowie
prazkowie
prazkowie
jadro péhtezace szczur
rdzen kregowy  szczur

Zwierze

szczur
szczur
szczur

podwzgdrze szczur

podwzgbrze szczur-
osesek

podwzgorze szczur

jadro szczur

nadskrzyzowa-

niowe

jadro szczur

nadwzrokowe

jadro szczur

potksiezycowa-

te

Dawka
[nmole]
~4
2
2
5
0,375
~01

0,2
01

~ 0,08

~ 0,02

~0,2

Iniekcje

1w 2ul

1w 2ul

1w 2ul

1w lul

1 w5 ul aCSF
1 w 1 ul soli
fizjologicznej

1 w 1 ul oleju

1 wo0,5 ul
oleju
1

1w 0,5 ul

4 w 0,3 ul
soli
fizjologicznej
co 24 h
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W naszych dos$wiadczeniach zdecydowaliSmy sie poréwnac przezywalno$¢
i penetracje w tkance nerwowej znakowanych radioaktywnie analogéw asODN:
tiofosforanowego S - ODN oraz niemodyfikowanego O - ODN, wstrzyknietych do
jadra podstawno-bocznego ciata migdatowatego (28). StwierdziliSmy, ze wnikaja
w gigb tkanki nerwowej na odlegtosC ok. 1-2 mm (O - ODN nieco dalej niz
S-ODN). Zastosowanie autoradiografii, z uzyciem emulsji fotograficznej, uwi-
docznito radioaktywne asODN zgrupowane w okolicy jader komorkowych. Nie-
stety, na podstawie otrzymanych obrazéw nie mozna byto stwierdzi¢ jakie typy
komorek gromadzity asODN oraz w jakim stopniu. Wykazatismy réwniez, ze
dwa testowane analogi S- ODN i O - ODN sg metabolizowane w mdzgu w
rézny sposéb. O - ODN sg szybko (w 1/2 godz.) degradowane do wolnych nu-
kleotydéw i produkty degradacji pozostaja w tkance. S - ODN pozostawaty za-
chowane w stanie nienaruszonym do 24 godz., cho¢ w ilosci zredukowanej do
4% ilosci podanej. Wyjasnienie tego zjawiska wymaga dalszych badahn. Mozna
sgdzi¢, ze w czasie iniekcji dochodzi do uszkodzenia nac™m krwionosnych méz-
gu i czeSciowej przynajmniej degradacji O - ODN przez nukleazy zawarte we
krwi. Produkty rozpadu O - ODN, jako nukleotydy, stosunkowo fatwo powinny
zostaé wprowadzone w szlaki metaboliczne komorki. Z kolei S - ODN, cho¢
niepodatne na nukleazy sg zapewne usuwane na drodze krazenia ptynu moéz-
gowo-rdzeniowego. WykazaliSmy réwniez, ze po oSmiu godzinach S - ODN za-
chowujg zdolno$¢ do hybrydyzacji co jest warunkiem konieczn}m do ich dziatania.

Badania przeprowadzone przez inng grupe pozwolity na okrestenie far-
makokinetyki asODN podawanych do uktadu komarowego mozgu (34). W do-
$wiadczeniach tych réwniez wykazano zdotnos¢ asODN do wnikania do komérek
w mdbzgu, wiekszej podatnosci na degradacje niemodyfikowanych oligonukleo-
tydow oraz zwrocono uwage na toksyczny efekt wysokich dawek asODN.

4. Mechanizmy dziatania asODN
w o$rodkowym uktadzie nerwowym

Stosujgc asODN w hodowlach dzielgcych sie komorek, niejednokrotnie wy-
kazywano, ze dziataniu asODN towarzyszy spadek poziomu wiasciwego mRNA
(mechanizmy dziatania asODN opisane sg w 18,27). Uwaza sie, ze w pewnych
warunkach asODN moga aktywowaé enzym komérkowy RNaze H mogacy
przecig¢é RNA w miejscu utworzonego heterodupleksu asODN i mRNA (32).
RNaza H wystepuje w dzielgcych sie komérkach, gdzie uczestniczy w procesie
replikacji DNA, podczas ktorego hydrolizuje oligorybonukleotydy stuzace jako
startery. RNaza H hydrolizuje w kompleksie RNA-DNA jedynie RNA, zatem
jedna czasteczka ODN wyzwala¢ moze degradacje wielu czasteczek RNA (37).

W OUN dorostego ssaka komorki nerwowe zasadniczo nie ulegajg podzia-
tom, co jak sie wydaje, wyktucza udziat RNazy H w mechanizmie dziatania
asODN. W istocie, Wahlestedt i wsp6t. (30) doniesti, ze podanie asODN do
MRNA jednej z podjednostek receptora NMDA nie doprowadzito do obnizenia
poziomu tego mRNA, a jedynie biatka. Warto jednak podkresli¢, ze nadmierne
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uogdlnienia w tej kwestii moga by¢ zwodnieze, albowiem inni badacze zaob-
serwowali obnizenie poziomu mRNA dla receptora dopaminowego D2 po po-
daniu asODN (33). Nalezy tez zwréci¢ uwage, ze zastosowanie asODN do
hamowania wzrostu guzéw nowotworowych uktadu nerwowego nie napotyka-
toby na wspomniane ograniczenia.

Tabela 3
Wopiyw asOON na poziomie docelowego hirna i biatka

Sekwencja Obnizenie poziomu

Gen docelowego MRNA Poziom mRNA biatka [%] Literatura
ATII-RI -I-I-HIS NT 70; RB (22)
NPY -3+15-1-51+69 NT- 50; RIA 2)
DOR-1 +1+18 NT 25-30; RB (25)
NPY-YI-R +4+21 NT 60; RB (31)
DOR-1 +7+26 NT NT (15)
D2R +4+22 NT 50-72; RB (35)
D2R -10+10 obnizenie o 30%; ISH 15-23; IHC (33)
NMDA-RI +4+21 bez zmiany 20: RB (30)
PR -6+9 NT IHC (20)
ER -6+9 NT NT 17)
PR -3+15 NT NT @1)

c-fos -6+9 NT IHC (6,7,24)

c-fos -6+9 NT NT (14)
c-fos -8+12 NT IHC (10)

NT — nie badano; RB — wigzanie do receptora: RIA - radioimmunoassay, IHC — immu-

nohistochemia; ISH — in situ hybrydyzacja; +1 pierwszy nukleotyd kodonu startowego.

Z danych zawartych w tab. 3 wynika, Ze skuteczne zablokowanie ekspresji
wielu gendéw w OUN osiggnieto stosujgc asODN komplementarne do sekwencji
zawierajgcej kodon startowy. W takich przypadkach asODN mogtly blokowaé
rozpoczecie translacji (ang. translational arrest). Wymaga to jednak potwier-
dzenia doswiadczalnego.

5. Efekty uboczne asODN stosowanych
w osrodkowym uktadzie nerwowym

Istotnym zagadnieniem jest swoisto$¢ dziatania asODN. Pry” ktadem moze
by¢ seria prac przeprowadzona nad blokowaniem genu ¢ -fos, kodujacego czyn-
nik transkrypcyjny. Chiasson i wspot. (6) stwierdziti poczatkowo, ze 15-mer
S - ODN o sekwencji komptementamej do obszaru zawierajacego w $rodku ko-
don startowy mRNA c-fos (dawki nanomolame), podany do prazkowia moze
skutecznie zabtokowaé mozliwos¢ indukcji immunoreaktywnosci biatka ¢ - Fos
przez amfetamine. Taki sam asODN zostat nastepnie iniektowany przez Heiliga

biotechnologia 1 (28) '95
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i wspét. (14) do jadra pdtezacego (obserwowano zmiany zachowanh tokomoto-
lycznych wywotywanych kokaing) oraz przez Sommera i wspét. (24) w celu
czynnosciowego zablokowania prazkowia. Wydawato sie, ze prace te wnosity
bardzo istotne informacje na temat biologicznej roli biatka ¢ - Fos. W przepro-
wadzonych kolejnych badaniach okazato sie jednak, ze nie tylko ekspresja biat-
ka c - Fos ulegata zablokowaniu przez badany asODN. Podobny efekt obser-
wowano rowniez w przagDadku biatka Jun B, a nie ma powoddéw aby sadzic,
ze ekspresja tego drugiego mogtaby by¢ regulowana przez ¢ - Fos w opisywanym
uktadzie doswiadczalnym. Wskazuje to zatem na nieswoisty wptyw badanego
asODN na rézne geny. CzeSciowe wyttlumaczenie tego zjawiska moga przyniesé
nasze ostatnie badania (38). ZauwazyliSmy, ze podanie S - ODN w nanomolar-
nych dawkach wywotuje zaburzenie aktywnosci elektrycznej komorek ziarnis-
tych zakretu zebatego hipokampa. Efekt ten jest niezalezny od sekwencji nu-
kleotydowej asODN. Na podstawie innych doswiadczen wynika, ze infuzja
z szybkoscig 1 gl/h roztworu S - ODN o stezeniu > 3 mM powoduje Smierc
zwierzat po 24 godzinach (34).

Mozliwe efekty uboczne asODN — zob. zestawienie. Wykazano, ze asODN

Zestawienie
Efekty uboczne asOON

1. Zahamowanie aktywnosci enzymoéw
(badane w hodowlach komorkowych i systemach bezkomorkowych):

PKC pi [kinaza biatkowa C] (26)
IC50 dla O - ODN (C28) wynosi 100 [jM
1C50 dla S - ODN (C28) wynosi 1 |[rM

PLA2 [fosfolipaza A2] (3)

specyficzne zahamowanie przez S - ODN

Polimerazy DNA a, p, v. § (9)
RNazy HI i H2 (9)
S - ODN sg silniejszymi inhibitorami niz O - ODN czy EC - ODN

RT [odwrotna transkryptaza] (13)

zahamowanie jest niezalezne od sekwencji

trombina (4)
zahamowanie jest zalezne od sekwencji ODN.

2. Zahamowanie syntezy innych biatek:
jun B (7).
3. Przypadkowe zahamowanie ekspresji nieznanego genu.
BBI (19).
4. Zahamowanie translacji z nici antysensowej przez sensowe ODN?

5. Zahamowanie transkrypcji genu docelowego przez asODN i sODN?
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sg inhibitorami wielu enzyméw i efekt ten moze by¢ zalezny lub nie od se-
kwencji nukleotydowej. Istotng kwestig jest opracowanie wtasciwych procedur
kontrolnych. Powszechnie stosowane sg jako kontrolne ODN o sekwencji sen-
sowej. Wigze sie to z mozliwoscig zahamowania translacji z antysensowej nici.
Wptyw oligonukleotyddéw na transkrypcje rowniez nie jest wyjasniony (hybry-
dyzacja z pojedyncza, rozpleciong nicig DNA). Opisano takze w petni swoiste
zahamowanie ekspresji nie znanego dotad genu przez kontrolne oligonukleo-
dydy. Na uwage zastuguje propozycja uzycia jako kontroli ODN réznigcych
sie zaledwie kilkoma celowanymi mutacjami od wasciwego asODN, a takze
potrzeba zastosowania kilku odmiennych asODN skierowanych przeciwko réz-
nym obszarom mRNA docelowego w oczekiwaniu na zblizony jakosciowo efekt
biologiczny (29,39).

6. Podsumowanie

Pierwsza publikacja o zastosowaniu asODN do blokowania ekspresji genéw
w mozgu pochodzi zaledwie sprzed 2 lat (grudzien 1992 r.) (6). Od tego czasu
ukazato sie ok. 20 prac na ten temat. Witane sa one z ogromnym zaintereso-
waniem nie tylko przez neurobiologéw, ale takze przez klinicystow (12). Trzeba
jednak stwierdzi¢, ze nadal wiele pozostaje do wyjasnienia, zanim asODN stang
sie wiarygodnym narzedziem badawczym czy terapeutycznym. Szczegdlnie istot-
ne jest zrozumienie rozbieznosci w stosowanych procedurach, zwlaszcza w za-
kresie dawek, poznanie mechanizméw dzialania, a takze wyjasnienie toksycz-
nosci antysensowych oligonukleotydéw w osrodkowym uktadzie nerwowym.

Praca wsparta byta finansowo z grantu KBN nr 0421 P2 9304. Autorzy
wyrazaja podziekowania lek. med. Michatowi Hetmanowi i mgr Dorocie No-
wickiej za krytyczne przeczytanie pracy.
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Antisense oligonucleotides as a tool to study gene expression in the brain

Summary

Antisense oligonucleotides (asODN) have recently been used to block specific gene expression
in the rodent brain. Their targets include subunits of receptors for neurotransmitters, neuro-
peptides and transcription factors, i.e. those proteins, whose other blockers are not known.
Successful applications of the asODN require good understanding of their pharmacokinetics,
mechanisms of action and side effects in the brain. Unfortunately, very little is known in this
regard. Both intraventricular and intrastructure route of administration of phosphorodiester (O
- ODN) and phosphorothioate (S - ODN) ODN to the brain were effectively employed. However,
doses used, even in the case of the same analog, differ up to two orders of magnitude. Since
translation arrest is believed to be an effective mechanism of ODN activity in the brain, most
of the authors target the ODN to the mRNA region including the translation codon, but there
are almost no studies of the target mRNA levels. The paper reviews the recent development in
this field, offering critical evaluation of the data.
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