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oncepcja antysensu (1) wykorzystywana w terapii chordb wirusowych
Ki nowotworowych (2) jest ograniczona nietrwato$cig naturalnych oligonu-

kleotyddw (3). W warunkach in vivo prowadzone badania przedkliniczne i
niczne koncentrujg sie na wykorzystaniu ich analogéw tiofosforanowych. Cig-
gle jednak terapeutyczne zastosowanie oligonukleotydéw podlega istotnym
ograniczeniom, z ktérych podstawowe to: poziom efektywno$ci oddziatywania
z docelowym informacyjnym kwasem rybonukleinowym (mRNA), stabilnos$¢
wobec wewnatrzkomérkowych nukleaz oraz zdolno$¢ do przechodzenia przez
btony komérkowe. Jedng z drég poprawy wiasciwosci farmakologicznych
oligonukleotydow jest tgczenie ich z resztami réznych czasteczek (tigandami)
prowadzacymi do otrzymania koniugatéw (4). tancuch oligonukleotydowy
w koniugacie moze by¢ naturalny, jednolicie zmodyfikowany, np. tiofosforano-
wy, badz mie¢ strukture mieszang czyli chimeryczng. Przytgczony poprzez
facznik ligand moze znajdowac sie na 5'-, 3'-koncu, lub w $rodku oligonu-
kleotydu. Ligand moze by¢ przytagczany bezposrednio podczas chemicznej syn-
tezy oligomeru lub postsyntetycznie w reakcji z odpowiednim reaktywnym
facznikiem. Pierwsza metoda wymaga otrz3nnania odpowiednio zablokowanego
monomeru odpornego na warunki chemicznej syntezy oligonukleotyddw. Przy-
taczanie ligandu postsyntetycznie jest z*wykle chemicznie prostsze, ale wyma-
ga za to dokladnego oddzietenia otrzymanego koniugatu od nadmiaru uzytego
w tej reakcji tigandu.

W procesie blokowania translacji istotne znaczenie majg wtasciwosci hy-
brydyzacyjne oligonukleotydéw. Juz w potowie lat osiemdziesigtych przepro-
wadzono badania nad wpltywem ligandéw interkalujacych na hybrydyzacje
odpowiednich koniugatow (5). Czasteczka interkalujgca ,,wstizguje sie” pomie-
dzy sasiednie zasady dostarczajac w ten sposdb dodatkowej energii podczas
tworzenia sie dupteksu. Uzyte w tym celu policykliczne, aromatyczne z"gzki,
takie jak: akrydyna (6,7) czy benzofenantrydyna (8), przylagczano na 5'- lub
3'-konhcu oligonukleotydu za posrednictwem grup fosforanowych. Helene
i wspot. (6) wykazali, ze akrydyna przytgczona do 3'-konca (dT)i2 podwyzsza
temperature miekniecia dupleksu z 34 do 47°C.

Inng mozliwoscig oddziatywania koniugatu z mRNA jest tworzenie wigzan
kowalencyjnych. Zespdt kierowany przez Knorre i Zarytowa (9) prowadzit in-
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tensywne badania nad wykorzystaniem koniugatow zawierajagcych reszte 2-
chloroetyloaminy, ktéra posiada zdolno$¢ alkilowania zasad nukleinowych
w komplementarnej nici. Ligand alkilujacy przytaczono do 3'- lub 5'-konca
oligonukleotydu za posrednictwem grup fosforanowych i wykazano (10), ze
dla 5'-pochodnych alkilowanie zachodzi gtdwnie na nukleotydzie sasiednim
do komplementarnego, natomiast dla 3'-pochodnych preferencyjne miejsce
ataku jest oddalone o dwa nukleotydy. Badacze rosyjscy (11) wykazali réwniez
w badaniach in vitro wobec wirusa HfV, ze koniugaty alkilujace sg bardziej
efektywne niz niezmodyfikowane oligonukleotydy. Proces kowalencyjnego wia-
zania koniugatu do komplementarnej nici moze by¢ réwniez indukowany za
pomocg czynnikéw zewnetrznych. Typowym przykladem tego typu potgczen
sg koniugaty zawierajace psoralen. Ligand ten interkaluje z zasadami nuklei-
nowymi (preferencyjne z tyming) i nastepnie przy naswietlaniu préobki swiat-
tem o dtugosci fali ok. 360 nm tworzy sie kowalencyjne wigzanie typu cyklo-
butanu. Miller i wspot. (12) otrzymali koniugaty zawierajace psoralen przy-
taczony poprzez reszte fosforanowa do oligonukleozydometanofosfonianu. Wy-
kazali oni (13), ze w systemie bezkomérkowym 40% inhibicja translacji
mRNA40 zachodzi przy 100 pM stezeniu oligonukleotydu, a 37% inhibicje
osiggnieto przy inkubacji potgczonej z naswietlaniem wobec 5 pM roztworu
koniugatu. Do fotoaktywowanego tworzenia wigzan kowalencyjnych z kom-
plementarng nicig uzywano réwniez azydoproflawine (14) i azydofenacyl (15).

Z punktu widzenia efektywnosci blokowania translacji rownie atrakcyjne
jak tworzenie wigzan kowalencyjnych pomiedzy koniugatem a docelowym
mRNA, jest mozliwo$¢ specyficznego rozcinania atakowanego kwasu nuklei-
nowego. Koniugaty uzyte do tego celu zawieraty jako Ugandy kompleksy metali
(3) takie jak; EDTA-Fe(ll), porfiryna-Fe(ll) i fenantrolina-Cu(l). Ligandy te przy-
taczono do oligonukleotydow gtéwnie za posrednictwem grupy 5'-fosforanowej.
Dervan (16) zwigzat EDTA z oligonukleotydem poprzez tgcznik potgczony z ty-
ming w pozycji 5. Otrzymat w ten sposéb 19-merowy koniugat, ktéry byt
komplementarny do pleizmidu pBR 322. Po inkubacji zdenaturowanego frag-
mentu pBR 322 z otrzymanym koniugatem prowadzonej w obecnos$ci jondw
Fe*A ditiotreitolu i tlenu analizowano miejsca ciecia tego fragmentu. Wyka-
zano, ze rozszczepienie zachodzi w obrebie 16 zasad. Miejsca najbardziej in-
tensywnej degradacji oddalone byly o kilka zasad od miejsca potozenia ligan-
du. Natomiast Schultz (17) przeprowadzit selektywng hydrolize Ml RNA za
pomocg koniugatu zawierajgcego nukleaze ze Staphylococcus aureus potaczo-
ng wigzaniem disiarczkowym z fgcznikiem potozonym na 3'-koricu oligonu-
kleotydu.

Istotny wptyw na antysensowy efekt wprowadzonego oligonukleotydu moga
mie¢ jego wihasciwosci transportu przez btony komdrkowe. W wielu badaniach
wykazano (3), ze grupy o charakterze lipofilowym, takie jak: dtugotancuchowe
alkohole, fosfolipidy i cholesterol utatwiaja przenikanie odpowiednich koniu-
gatow do komdrek. Shea i wspét. (18) stwierdzili, ze oligonukleotydy zawie-
rajgce na 5'-koncu reszte |,2-distearyloglicerolo-3-fosforanu wmikajg do ko-
morek L929 w 10-krotnie wiekszym stopniu niz oligonukleotydy niezmody-
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fikowane. Letsinger (19) wykazal, ze zwigzanie cholesterolu z oligonukleoty-
dem ma wplyw na jego antysensows inhibicje wirusa HIV. Badania prowa-
dzono na linii komdrkowej MOLT-3 i badano poziom ekspresji wirusowych
biatek pl7, p24 oraz odwrotnej transkiyptazy. Przy inkubacji w obecnosci
20-merowego koniugatu tiofosforanowego obserwowano inhibicje przy steze-
niu 0,2 |iM. Stwierdzono réwniez spadek specyficznosci dziatania, gdyz nie-
komplementame sekwencje takze wykaz}rwaly antywirusowg aktywnos$c. Aby
polepszy¢ wiasciwosci transportowe oligonukleotydéw Lebleu i wspét. (20)
zsyntetyzowali koniugaty otigonukieotyd-potitizyna. Oligonukleotyd zawieraja-
cy na 3'-koncu reszte rybozy utleniano nadjodanem do ugrupowania dial-
dehydowego, ktore to kondensowano z jedng z grup aminowych potilizyny.
W kulturach komérkowych zainfekowanych wirusem VSV 19-merowy oligo-
nukleotyd oraz mieszanina oligonukleotydu i potilizyny nie hamowaty rozwoju
tego wirusa, natomiast odpowiedni koniugat wykazywat aktywno$¢ przeciw-
wirusowg juz w stezeniu 0,1 pM. Okazato sie jednak, ze potitizyna per se jest
silnie cytotoksyczna. Réwniez wysoka aktywnos¢ koniugatéw wobec komérek
L929 nie potwierdzita sie, wéwczas gdy zarazone wirusem VSV bylty komorki
HelLa i LM flbrobfastiy.

Koniugaty oligonukleotydowe mozna uznaé za trzecig generacje antysen-
sowych oligonukleotydéw. Pierwsza generacja, czyli niemodyfikowane oligonu-
kleotydy wymaga do osiggniecia inhibicji biosyntc?y biatka w uktadach in
vitro stezen rzedu 10 O** M. Druga natomiast, czyli tiofosforanowe analogi
oligonukleotyddw, stosowana jest w stezeniach 10 ®-10"" M. Jezeli przez za-
stosowanie koniugatow oligonukleotydowych, a w szczegdlnosci posiadajacych
szkielet tiofosforanowy, mozna by obnizy¢ stezenia koniugatu potrzebne do
zahamowania translacji o0 nastepne dwa rzedy wielkosci, to bytby to duzy
krok na drodze praktycznego wykorzystania koncepcji antysensu. Jednoczes-
nie badania nad koniugatami oligonukleotydowymi wnoszg istotny wkiad
W poznanie antysensowego sposobu dziatania, proceséw enzymatycznej de-
gradacji oligonukleotydéw oraz transportu przez btony komérkowe.
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Oligonucleotide conjugates

Summary

Various molecules are attached to oligonucleotides to make conjugates. Conjugates are spe-
cially designed to increase antisense activity by better interaction with target mRNA, better
stability against nucleases, and/or permeability to the cells.
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