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Antisense RNA

(,antisense” = ,proti smyslu“ ve vyznamu ,technickem?®, {j.
doplnkovy, komplementarni)

® Expresni (=exprese schopny) vektor (nosic)
produkuje transkript, jenz je
komplementarni ke znamemu — cilovému
transkriptu

® Expresni vektor je zaveden do hostitelské
bunky transfekci a blokuje translaci cilove
MRNA



Antisense RNA

A DNA
— p| 1 2 |pa
AS cDNA [pa lTranscnptlon
A Pri
Transcription 1 2 trgr?;?::?pt
Antisense l RNA processing
I
RNA
1 2 MRNA

e

1 2

mRNA-antisense
RNA complex

——— No translation



Terapeuticka Antisense RNA

® |nsulin-like growth factor 1= inzulinu
podobny rustovy faktor 1

® vyskytuje se v malignim gliomu (Casty typ
nadoru mozku) stejnée jako v karcinomu prostaty

® Byla provedena transfekce bunek nadoru
prostaty potkanu antisense cDNA
(jednoretezcovou komplementarni DNA)

® Transfektované bb. byly vstfiknuty mysim

® yu takto ,oSetrenych” mysi se nadory neobjevily,
nebo byly podstatne mensi ve srovnani s
kontrolni skupinou, které byly injikovany
neupravene potkani nadorové bunky



ProcC vlastne antisense oligonukleotidy?

® \/elka antisense RNA podléha pomerné
rychlé degradaci
® Humanni bunky maiji specificke nukleasy pro

likvidaci dvojretezcové RNA (,,double stranded”
= dsRNA)

® DNA oligonukleotidy jsou podstatne stalejsi
a snaze se dostavaji do cilovych bunek

® Pripravuji se orientované na (tj.
komlementarni vudi) 5' nebo 3' koncum
molekul mMRNA nebo rozhranim intron-
exon, prirozenym dvojretezcovym oblastem



Antisense oligonukleotidy - ,mechanismus ucinku®
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Antisense oligonukleotidy - ,mechanismus ucinku”
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Jak se pomoci antisense oligonukleotidd mohou tvofit trojité retézce?
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Fig. 6.11 Watson—Crick and Hoogsteen base pairing.



Jak se pomoci antisense oligonukleotidd mohou tvofit trojité retézce?

R
/
N H
/ GI\%NXH ,L]
-~ -
\H‘ WO

~H P
reverse / <f PPl

Hoogsteen
base pairing

Watson—Crick
base pairing

reverse / N

Hoogsteen
base pairing

Fig. 6.12 Possible triple helix motifs.

R
/
Y
N—¢ AN‘> CH,
N f"Dﬁ/T%
H. H Nﬁfw‘“
S N/ H/ R
reverse / O
Hoogsteen % A \
base pairing < | )
Watson—Crick
R .
base pairing
CH,

T&J/J\
\ﬁ“‘*ﬁ
\

Watson—Crick
base pairing



Strukturni optimalizace antisense oligonukleotidu

,Prirozené” oligonukleotidy (A)
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Thiofosfatové (fosforthioatove) antisense
oligonukleotidy

® Rozpustné ve vodé (zejména jako polysodné soli)

® Komplex s cilovou mRNA aktivuje RNasu H

RNasa H: EC 3.1.26.4 je nespecificka endonukleasa — ribonukleasa, ktera

normalnée hydrolyticky stepi vazbu 3'-O-P vazbu RNA v DNA/RNA komplexu
(duplexu) za vzniku produktu zakoncenych 3'-OH a 5'-O(PO,)OH

® Prvni generace oligonukleotidovych leCiv prosla klinickym

zkousenim, ¢astecné (byla nebo zustala) v praxi

® napr. fomivirsen proti cytomegalovirové infekci oCni sitnice

pacientl s AIDS

® Snizena schopnost vazby na mRNA, zvySena nespecificka
vazba na proteiny ve srovnani s nativnimi oligonukleotidy
(polyanionty — vazi se na tytéz proteiny jako jiné polyanionty,
napr. hepariny)



Priklad pouziti nemodifikovanych antisense oligonukleotidu:
oprava vadného splicingu - ,sestfihu“ rfetézcu mRNA po

transkripci
A
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B—thalasémie: ,krypticka“ porucha splicingu a jeji odstranéni antisense oligonukleotidem

A Blockage of cryptic splicing

NHZ2 NH2 COOH



Priklady pouziti modifikovanych antisense oligonukleotidu:

Inhibitory intercelularni adhesni molekuly (ICAM)

Ulcerativni kolitida = chronickeé relapsujici zanétlivé onemocnéni mukosni vrstvy streva (patri mezi
IBD)

*idiopaticka = ethiologie neznama

*prevlada presvédceni, ze patogeneze je multifaktorialni a zahrnuje genetické, environmentalni a
imunologicke faktory

*chronicky zanét se projevuje zejména diky dysregulaci adaptivniho imunitniho systému, ktera vede
ke zméne tolerance ke strevnim bakteriim a k anomalni odpovédi na normalni luminalni mikrofloru
— imunologicka nerovnovaha = T produkce zanétlivych cytokint a adhesnich molekul
(napf. ICAM), T aktivace polymorfonuklearnich monocytt (PMN); jejich migrace do stfeva a

interakce s epitelem ovliviuje funkci epitelu od bariérové az po hospodareni s elektrolyty
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Priklady pouziti modifikovanych antisense oligonukleotidd: antivirotika

afovirsen, syn. ISIS 8741 — volna ,kyselina®; ISIS 2105 — nonadekasodna sul

*Sekvence: ttgcttccat cttcctegte

*Modifikace: zbytky kys. fosforeCné nahrazeny zbytky kys. thiofosforecné

*Pouziti: |IéCba infekce lidskym papilomavirem (HPV; projevy infekce: bradavice zenskych
genitalii — nador délozniho hrdla)

*M.U.: vazba na virovou mRNA

1meeT Efekt ISIS 2105 a ISIS 3925 na
100.0 replikaci DNA HPV. 24 hod. po
90.0 + infekci pomoci elektroporace byly
80.0 4 bunky linie SCC-4 ,léCeny”
0.0 1 vzrustajicimi davkami bud' ISIS
g 2105 nebo ISIS 3925. Buriky byly
& 800 T ,Sklizeny“ 24 hod po elektroporaci
w 00T a analyzovany na obsah HPV
40.0 + DNA. Data jsou vynesena jako %
300 4 prezivajiciho viru u ,nelé€eného”
200 1 kontrolniho pokusu; prumeér 3
' stanoveni.
10.0 +
0.0 | . —

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225
Qligonuclactide (n)
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Priklady pouziti modifikovanych antisense oligonukleotidd: antivirotika
fomivirsen
21 deoxyribonukleotidu, fosforthioat

*dokosasodna sul

*sekvence 5-G-C-G-T-T-T-G-C-T-C-T-T-C-T-T-C-T-T-G-C-G-3'

sinhibitor replikace cytomegaloviru: komplementarni k RNA oblasti IE2 (,immediate
early region 2“) HCMV, inhibuje tvorbu IE2 proteinu a tim replikaci viru

*|léCba CMV retinitidy u pacientt s AIDS

*Vitravene™ intravitrealni injekce (reg. v USA cca 1998 - 2001)



PFiklady pouziti modifikovanych antisense oligonukleotidd: antivirotika

trekovirsen

-fosforthioatovy oligonukleotid z 25 bazi: d(P-thio)(T-C-T-T-C-C-T-C-T-C-T-
C-T-A-C-C-C-A-C-G-C-T-C-T-C)

-LC HIV infekci (AIDS)

-pfedp. M.U.: blokuje translaci Gag mRNA a naruSuje sekundarni strukturu
RNA

- Gag polyprotein = vyznamny strukturni protein retroviru; ,ochranny obal”
virové mRNA, pravdépodobné pfimo navazany na Casti struktury RNA, tzv.
,oalici signaly“ (packaging signals ) v [psi]

*na zdravych dobrovolnicich vykazal dobrou tolerovatelnost pfi i.v. podani



Priklady pouziti modifikovanych antisense oligonukleotidu:
miravirsen, SPC3649 L
antivirotika

*‘RNA, (P-thio)((2'-0,4'-C-methylen)m5C-dC-(2'-0,4'-C-methylen)A-dT-dT-(2'-0O,4'-C-
methylen)G-(2'-0,4'-C-methylen)m5U-dC-dA-(2'-0,4'-C-methylen)m5C-dA-(2'-0,4'-C-
methylen)m5C-dT-(2'-0,4'-C-methylen)m5C-(2'-0,4'-C-methylen)m5C), sodna sul (1:14)

*16 bazi, fosforthioatové skupiny, 8 methylenovych mustki mezi atomy 2'-O a 4'-C ribosy
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*mikroRNA jsou kratké (21-23 nukleotidl) nekddujici regulacni RNA, jez ovliviiuji expresi genu
na posttranskripCni urovni

* mikroRNA-122 (miR-122) je vyznamna regulacni RNA v jatrech, ktera ,jemné ladi” expresi vice
nez 100 bunéénych genu a usnadriuje replikaci viru hepatitidy C (HCV) prostfednictvim
interakce se dvéma sousedicimi misty ,po proudu“ kmenové smycky | (SLI) v oblasti 5°-koncové
translaci nepodléhajici oblasti (5' UTR) virové RNA

*,zamcenou nukleovovou kyselinou® vyvolana inhibice regulacni funkce miR-122 poltacila infekci
HCV genotypy 1a a 1b in vivo

*klinické zkousky 2. faze proti HCV infekci samostané nebo v kombinaci s telaprevirem nebo

ribavirinem ukonCeny nebo stav neznamy



Priklady pouziti modifikovanych antisense oligonukleotidl: antivirotika

Morfolinové oligonukleotiy
radavirsen, AVI-7100

*fosfordiamidatovy morfolinovy antisense oligomer s kladnym nabojem na vybranych

podjedontkach; 20 bazi; kratky PEG fetézec na substituentu na 5 -konci
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*vyvinut pro léCbu sezonni i pandemicke chripky typu A

*specificky zasahuje sekvence virové mRNA

*zatim klin. studie 1. faze: stanoveni bezpecnosti, tolerability a farmakokinetiky pfi
zvySujicich se jednotlivych davkach AVI-7100 u zdravych dobrovolnikt (od r. 2012;

ukoncCeny).



Priklady pouziti modifikovanych antisense oligonukleotidl: antineoplastika

Inhibitory proteinkinasy C_

*proteikinasy C: serino-threoninové kinasy zapojené do procesu transdukce signalu bunék
(fosforylace signalnich molekul); zménéna exprese souvisi s kancerogenezi
aprinokarsen, syn. ISIS 3521, LY900003, CGP 64128A

Affinitak™

*deoxyribonukleotid, 20 bazi, fosforthioat

*A-C-T-T-T-G-A-G-T-G-G-T-C-G-C-T-C-T-T-G

2. faze klinického zkousSeni proti nadoru plic nevychazejicim z malych bunék a melanomu
(neoperabilnim nebo metastazujicim), samostatné nebo s karboplatinou, gemcitabinem
nebo paklitaxelem; téz na drive jiz léCeny nador prsu ukoncCena

3. faze proti nadoru plic: pridani aprinokarsenu ke gemcitabinu nebo karboplatiné

neprodlouZzilo pfezivani pacientd ani nezvysilo jinak hodnocenou ucinnost IeCby



Priklady pouziti modifikovanych antisense oligonukleotidl: antineoplastika
Antagonista onkogenu Bcl-2
*Bcl-2: antiapopticky protein; jeho prevaha nad strukturné pribuznym proapoptickym Bax
pfedstavuje u nadoru Spatnou odpovéd na obvyklé protinddorové terapie a Spatnou prognézu
oblimersen, G3139, augmerosen, Genasense®
*deoxyribonukleotid, 18 nukleotidu, fosforthioat, heptadekasodna sul
*T-C-T-C-C-C-A-G-C-G-T-G-C-G-C-C-A-T
‘komplementarni k prvnim Sesti kodondm humanni Bcl-2 mRNA
*podani i.v. infuzi

v 1. - 3. fazi klinického zkous$eni proti rGznym typlim nadoru; ucinny; rel. nizka toxicita



Priklady pouziti modifikovanych antisense oligonukleotidl: antineoplastika

Inhibitor produkce transformacniho rastového faktoru B, (Transforming Growth Factor §, TGF

B,)
*TGF B: multifunkCni polypeptidovy cytokin s vyznamnou roli mj. v proliferaci, morfogenezi,
migraci; klicovy regulator imunitniho systemu
-v savcich bunkach 3 izoformy: TGF ., TGF B, TGF B.; béhem embryogeneze exprimovany
vSechny 3, v normalnich dospélych bunikach vyrazné pfeviada TGF 3 1

*tumorové buriky vyznamnym producentem TGF f3; ten se vaze na TGF B-receptory = signal.
kaskada prostfednictvim cytoplazmatickych signalnich mediatora tzv. Smads vedouci do jadra

= Smads komplex reguluje expresi cilového genu
-TGF B_: vyznamny protumorovy efekt; reguluje klicové mechanismy vyvoje nadoru:

imunosupresi, metastazovani, angiogenezi, proliferaci



Immuno- Migration / Invasion
suppression EMT

& Metastasis
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TGF-B
Angiogenesis /

trabedersen, AP-12009 (Antisense Pharma GmBH)
oligodeoxyribonukleotid, fosforthioat, 18 nukleotidu
*sekvence C-G-G-C-A-T-G-T-C-T-A-T-T-T-T-G-T-A
*vyvinut k [éCbé maligniho gliomu, pankreatického karcinomu, maligniho melanomu a jinych
tumoru s nadmérnou expresi TGF-f,

2. faze klinického zkouseni na rekurentni gliom, podani intratumoralni vysokopruttokovou

perfuzi; 3. faze na anaplasticky astrocytom, intratumoralni infuze



Priklady pouziti modifikovanych antisense oligonukleotidu: antineoplastika

cenersen sodium [USAN], syn. EL625
Aezea ®

DNA, d(P-thio)(C-C-C-T-G-C-T-C-C-C-C-C-C-T-G-G-C-T-C-C), nonadekasodna sul
*proti expresi p53 v kmenovych burikach

*p53 je protein kddovany genem TP53 a zaroven transkripéni faktor zabranujici
vzniku nadorud; TP53 je tedy tumorsupresorovy gen

*hypotéza o M.U.: Je-li pfechodné sniZena exprese p53, dochazi k poskozeni DNA a
tim k naruSeni kontrolnich bodt bunécného cyklu. Nasledné se mnozstvi p53 vraci k
normalu nebo k vy§Sim hodnotam a u bunék s poskozenou DNA je indukovana
apoptoza.

*klinické studie 2. faze na chronickou lymfocytickou leukémii, maly lymfocyticky
lymfom, akutni myelogenni leukémii, na transfuzi zavislou anémii spojenou s
myelodysplastickym syndromem a akutni myelogenni leukémii, samostatné nebo v
kombinaci



Priklady pouziti modifikovanych antisense oligonukleotidi: 1€€iva Duchenneho dystrofie

*Duchenneho muskularni dystrofie: postihuje 1 z 3500 novorozenych chlapcu, vede k
progresivnimu oslabeni svall, kardiomyopatii a respiraénimu selhani
priCina: mutacemi naruseny otevieny Cteci ramec a plna translace DMD genu, kodujiciho
peptid dystrofin
*oligonukleotidy cilené na patologické splicingové elementy (,splice switching
oligonucleotides”) v DMD pre-mRNA mohou vest k preskoCeni exonu, k obnove
otevieného Cteciho ramce a produkci funkéniho, byt zkraceného retézce dystrofinu a
zmirnéni projevu hemoci

eteplirsen, Exondys 51® (reg. USA), AVI-4658 (AVI BioPharma, Portland, OR, USA)
*morfolinovy oligonukleotid cileny na 51. exon
*sekvenceCTCCAACATCAAGGAAGATGGCATTTCTAG
*klinicka studie s lokalne i.m. aplikovanym AVI-4658 na 7 pacientech prokazala ucinnost

histologicky, histochemicky i klinicky
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Figure 1: Deletions and predicted results of exon skipping in the patients whowere studied

(A} Pre-mEMNA transcripts and dystrophin protein products from full length DMD, in patients with Duchenne
muscular dystrophy, and predicted protein sequences after exon skipping. (1) The nomal dystrophin gene produces
the full length dystrophin product. (1) Patients 1 and 2 had a deletion in exon 50 that disrupts the open reading
frame, leading to a truncated and unstable cystrophin. (Il Skipping of @xon 51 restores the reading frame, producing
a truncated butfunctional dystrophin that lacks exons 50 and 51. (IV) Patient 7 is missing @xons 49 and 50.

(V) Patients 3 and 4 are missing exors 48-50. (V) Patients 5 and & are missing @oons 4550, All the truncated
dystrophins produced after skipping of exon 51 are missing the hinge 3 region and some of the rod domain but have
been assodated with the milder BM D phenotype** (B) Structure of the phosphomdiamidate morpholino
modification of the antisense oligomer.




Exondys 51 ®
* aplikovan i.v., 30 mg/kg, v 35 — 60 min infuzi 1krat tydné
sindikace: [é¢ba DMD u pacient(, ktefi maji potvrzenou mutaci DMD genu, kde je dostupné

.preskoceni“ exonu 51



Priklady pouziti modifikovanych antisense oligonukleotidu:
*antihyperlipidemika

mipomersen sodny
Kynamro ® (reg. USA) s.c. inj.

fosforthioatovy antisense deoxyriboligonukleotid z 20 nukleotidl, nonadekasodna sul
*cil: mMRNA pro apo-B100, zakladni apolipoprotein pro LDL a jeho metabolicky prekurzor VLDL
*mipomersen je komplementarni s ¢asti RNA kodujici apo-B100 a vaze se na ni
Watsonovym-Crickovym parovanim
*hybridizace mipomersenu na pfislusnou mRNA vede k degradaci mMRNA RNasou H,
Cimz je inhibovana translace translace proteinu apo-B100
*indikace: doplnék antihyperlipidémické IéCby a diety ke snizeni LDL, apo-B, celkového
cholesterolu a non-HDL u pacientu s homozygotni familiarni hypercholesterolémii
*N.U.: riziko hepatotoxity (rizikovy faktor progresivniho jaterniho onemocnéni véetné
steatohepatitidy a cirhozy, zvySuje mnozstvi tuku v jatrech s nebo bez zvySeni
amonotransfera); proto v USA dostupny pouze v ramci specialniho programu KYNAMRO
REMS
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The molecular formula of mipomersen sodium 1s Cz30H305N670122P10S10Na;o and the
molecular weight 1s 7594.9 g/mol.



Priklady pouziti modifikovanych antisense oligonukleotidu:

*|éCiva vzacnych familiarnich onemocnéni; antihyperlipidemika
* |[eCiva familiarniho deficitu lipoproteinoveé lipasy — familiarniho chylomikronemickeho
syndromu

volanesorsen

Waylivra ® inj. (pfedplnéna injekCni stfikaCka, s.c. 1 tydné 3 mésice)

fosforthioatovy oligonukleotid z 20 nukleotidd inhibujici syntézu apolipoproteinu C Il (APOC3)
sindikovan jako doplnék diety u dospélych pacientl s geneticky potvrzenym syndromem
familiarni chylomikronemie (FCS) a s vysokym rizikem pankreatitidy, ktefi neméli adekvatni
odpovéd na dietu a IéCbu ke snizeni triglyceridu.

Familiarni chylomikronemicky syndrom (FCS; = hyperlipoproteinémie typu I): dédicné
onemocnéni s vysokou koncentraci triacylglyceroll v krvi; vede Kk jejich akumulaci ve sleziné
nebo jatrech, pak hypertrofie téchto organu; téz pankreatitida, xanthomata (zluta tukova
depozita pod kuzi)

pricinou deficit lipoproteinové lipasy (LPL)

*FCS - zivot ohrozujici nemoc; zachvaty pankreatitidy mohou byt smrtelné

*APOC3: protein regulujici metabolismus triglyceridu a jaterni clearance chylomikronu a jinych
lipoproteint bohatych na triglyceridy

*M.U.: selektivni vazba volanesorsenu na APOC3 mRNA ve 3' netranslatované oblasti v oblasti
bazi 489-508 zpUsobuje degradaci mRNA. Tato vazba brani translaci proteinu APOC3, a

odstrani tak inhibitor clearance triglyceridi a umozni metabolismus cestou nezavislou na LPL.
3

oY



volanesorsen



	Slide 1
	Slide 2
	Slide 3
	Slide 4
	Slide 5
	Slide 6
	Slide 7
	Slide 8
	Slide 9
	Slide 10
	Slide 11
	Slide 12
	Slide 13
	Slide 14
	Slide 15
	Slide 16
	Slide 17
	Slide 18
	Slide 19
	Slide 20
	Slide 21
	Slide 22
	Slide 23
	Slide 24
	Slide 25
	Slide 26
	Slide 27
	Slide 28
	Slide 29
	Slide 30
	Slide 31
	Slide 32
	Slide 33
	Slide 34
	Slide 35
	Slide 36
	Slide 37

