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POVZETEK

Stevilne genske bolezni so posledica mutacij, ki vo-
dijo v napake pri procesiranju primarnih genskih
prepisov (pre-mRNA). Izrezovanije intronov in pove-
zovanje eksonov Kkatalizira ribonukleoproteinski
kompleks, imenovan spajalno telesce, proces pa
nadzirajo Stevilni proteinski dejavniki, ki se vezejo
na regulatorna zaporedja pre-mRNA in bodisi spod-
bujajo ali zavirajo vkljucevanje posameznih eksonov
v zrelo mRNA. S sinteznimi oligonukleotidi, kom-
plementarnimi regulatornim zaporedjem na pre-
MRNA, lahko zelo specificno zaviramo vezavo pro-
teinskih dejavnikov in posledi¢no vplivamo na profil
povezovanja eksonov (ter s tem na strukturo in funk-
cijo proteinskega produkta) s ciliem dosedi tera-
pevtski izid. Nedavno sta Evropska agencija za zdra-
vila (EMA) in ameriSka Agencija za hrano in zdravila
(FDA) odobrili uporabo prvih terapevtskih protismi-
selnih oligonukleotidov, ki modulirata proces pove-
zovanja eksonov, za zdravljenje spinalne misi¢ne
atrofije in Duchennove misi¢ne distrofije. V prispevku
je podrobneje predstavljen terapeviski potencial te
nove skupine ucinkovin, njihovi mehanizmi delovan;
ter omejitve, s katerimi se sre€ujejo pri razvoju.

KLJUCNE BESEDE:

Duchennova misicna distrofija, povezovanje ekso-
nov, protismiselni oligonukleotidi, spinalna miSicna
atrofija

ABSTRACT

Many gene diseases arise from mutations respon-
sible for incorrect primary transcript (pre-mRBNA)
processing. RNA splicing (exon joining and intron
removal) is catalyzed by a ribonucleoprotein com-
plex termed the spliceosome, and regulated by nu-
merous protein factors binding to pre-mRNA regu-
latory sequences, thereby either promoting or
suppressing specific exon inclusion. In order to
achieve therapeutic results, the binding of protein
factors to pre-mRNA can be blocked by synthetic
complementary (antisense) oligonucleotides. In turn,
the splicing profile (i.e. exon usage) is changed,
leading to modified protein product structure and
function. Recently, European Medicinal Agency
(EMA) and the US Food and Drug Administration
(FDA) have approved the first two antisense oligonu-
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cleotide drugs that modulate splicing for the treat-
ment of spinal muscular atrophy and Duchenne
muscular dystrophy. Here, the therapeutic potential
and mechanisms of action of antisense oligonu-
cleotide splicing modulators are reviewed, and their
limitations are discussed.

KEY WORDS:
antisense oligonucleotides, Duchenne muscular
dystrophy, RNA splicing, spinal muscular atrophy

uvoD

V nasprotju s prokariontskimi (bakterijskimi in arhejskimi)
je vecina evkariontskih genov, ki kodirajo proteine, sesta-
vliena iz izmenjujocih se eksonskih in intronskih nukleotidnih
zaporedij. V procesu »zorenja« primarnega genskega pre-
pisa (prekurzorske MRNA (pre-mRNA); molekule RNA, ki
predstavlja neposreden prepis gena) se v jedru celic introni
izrezejo, eksoni pa povezejo med seboj in tvorijo »zrelo«
informacijsko RNA (MRNA). Ta proces, imenovan povezo-
vanje (spajanje) eksonov (tudi izrezovanje intronov, splicing;
slika 1A), katalizira dinamic¢ni ribonukleoproteinski izrezo-
valno-povezovalni kompleks oz. spajalno telesce (spliceo-
some), sestavljen iz malih jedrnih RNA (small nuclear RNAs,
snRNAs) in Stevilnih proteinov (1). Spajalno telesce prepo-
zna kratke nukleotidne motive na meji med introni in eksoni,
pri Cemer njegovo interakcijo s pre-mRNA usmerjajo razlicni
proteini z vezavo na cis-regulatorne elemente (specificna
nukleotidna zaporedija) primarnega genskega prepisa (2,
3) (slika 1B). Zrela mRNA prenese informacijo za sintezo
proteinov v citosol, kjer jo preda ribosomom.

Analize transkriptoma (sekvenciranja mRNA (4)) so razkrile,
da v razli¢nih tkivih pogosto s prepisovanjem istih genov na
racun alternativnega povezovanja eksonov (slika 1C) poteka
sinteza proteinskih izooblik z nekoliko razli¢nimi funkcijami.
Razli¢na raba genske informacije je v nekaterih primerih po-
vezana tudi z razvojno stopnjo organizma ali z odzivom na
fizioloSke drazljaje (5). Mehanizmi, ki uravnavajo nastajanje
posamezne spojitvene razli¢ice, so zapleteni in Se ne povsem
pojasnjeni, nedvomno pa igrajo pri tem osrednjo viogo RNA-
vezavni proteini kot trans-delujoci dejavniki. Ti se vezejo na
cis-regulatorne elemente v eksonih ali intronih pre-mRNA in
bodisi spodbudijo vkljucitev (rabo) doloCenega eksona (z
vezavo na ojacevalna zaporedja) ali pa jo zavrejo (z vezavo

na utiSevalna zaporedija; slika 2A). Alternativno povezovanje
eksonov prispeva k ucinkovitejSi izrabi sicer omejene genske
informacije. Tako (vsaj deloma) pojasnjujemo tudi razlike
med posameznimi vrstami celic ter zapletenost organizmov
(6). Ocenjujejo, da alternativno spajanje eksonov poteka pri
veC kot 95 % Cloveskih genov (4).

Stevilne genske bolezni so posledica mutacij v cis-regula-
tornih elementih, ki spremenijo profil povezovanja eksonov
(7, 8). Nekatere mutacije prek izkljuCitve doloCenega eksona
(ali zaviranja izrezovanja introna) vodijo v premik bralnega
okvirja in s tem onemogocajo tvorbo funkcionalnih protei-
nov. Tako tudi mutacije oz. polimorfizmi posameznih nu-
kleotidov v intronih ali eksonske sinonimne mutacije (toc-
kovne mutacije, ki sicer spremenijo kodon, a ta Se vedno
zapisuje isti aminokislinski ostanek) lahko vodijo v napacno
procesiranje pre-mRNA, ki je vzrok bolezenskemu stanju
(9). S kratkimi sinteznimi oligonukleotidi, komplementarnimi
cis-regulatornim elementom na pre-mRNA (t. i. protismi-
selnimi oligonukleotidi, ASO, antisense oligonucleotide), je
mogocCe ovirati vezavo endogenih trans-delujocih RNA in
proteinov ter s tem modulirati proces izrezovanja intronov
in povezovanja eksonov (slika 2B) z namenom doseci te-
rapevtski ucinek (10). Podoben endogeni nacin uravnavanja
procesa zorenja so, zanimivo, opisali tudi za mRBNA sero-
toninskega receptorja 2c, kjer nekodirajoca RNA
SNORD115 z vezavo na utiSevalno zaporedie v alternativ-
nem eksonu 5b spodbudi nastanek daljSe proteinske spo-
jitvene izooblike, ki ima sposobnost prenosa signala, med-
tem ko krajSa ne doseze celicne membrane (11, 12).

KEMIZEM, MEHANIZMI
DELOVANJ IN
FARMAKOKINETIKA
PROTISMISELNIH
OLIGONUKLEOTIDOV

Protismiselni oligonukleotidi (ASO) so sintezne spojine,
zgrajene iz 15 do 30 nukleotidov ali njihovih analogov, ka-
terih zaporedje je naCrtovano tako, da so komplementarni
(pre-)mRNA (15). UCinkujejo po veC mehanizmih, kar je
primarno povezano z njihovo strukturo (tj. z modifikacijami
nukleotidnih gradnikov; slika 3) (16). Ker so RNA-oligonu-
kleotidi neobstojni in vivo (obdutljiivi so na razgradnjo z
RNazami), uporabliamo pri sintezi terapevtskin ASO nena-
ravne nukleotide s spremenjenim sladkorno-fosfatnim
ogrodjem. Fosforotioatni analogi (kjer je en kisikov atom
fosfatne skupine zamenjan za zveplovega) so sicer odporni
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Slika 1: Shematska ponazoritev izrezovanja intronov (predstavijeni kot ¢rte) in povezovanja eksonov (pravokotniki; prirejeno po (13, 14)). A.
Mehanizem povezovanja eksonov: eksona, ki ju loci intronsko zaporedje, se spojita v dveh zaporednih reakcijah transesterifikacije, pri tem
izstopi intron v obliki zanke. Donorsko mesto introna (na 5'-koncu) ima ohranjeno dinukleotidno zaporedje GU, akceptorsko (na 3'-koncu) se
zakljuci z AG. V blizini slednjega se nahaja t. i. razvejitveno mesto z adenozinom (obkrozen), katerega 2'-OH skupina riboze napade fosfatno
skupino donorskega gvanozinskega ostanka. B. Podrobnejsa ponazoritev regulatornih elementov, ki uravnavajo proces povezovanja
eksonov. Ohranjeno zaporedje 5'-spojitvenega mesta (5SS) prepozna mala jedrna RNA (snRNA) U1, razvejitveno mesto pa snRNA U2 (obe
sta del ribonukleoproteinskih kompleksov (snRNP), ki skupaj z drugimi komponentami (niso prikazane) tvorita spajalno telesce). Pri vezavi
SnRNP na pre-mRNA sodelujejo Stevilni trans-delujoli dejavniki, kot so heterogeni jedrni ribonukleoproteini (hnRNP), proteini, bogati s serini
in arginini (SR), ter pomozni dejavnik U2 (U2AF). cRET in cRE2 — cis-regulatorna elementa, BS — razvejitveno mesto, PT — polipirimidinski
trakt, 3SS — 3'-spojitveno mesto, Y — pirimidinski nukleotid (C ali U), R — purinski nukleotid (A ali G), N — poljuben nukleotid. C. Alternativno
povezovanje eksonov, ki vodi do treh spojitvenih razlicic mRNA.
Figure 1: Schematic representation of pre-mRNA splicing. Exons are depicted as boxes, while introns are shown as thin lines (adapted from
refs. (13, 14)). A. Splicing mechanism: exons separated by an intron are joined in two subsequent transesterification reactions. The intron is
released in the form of lariat. Intron donor site (at the 5’ end of intron) and acceptor site (at the 3’ end) harbour conserved GU and AG
dinucleotide sequences, respectively. Upstream of the AG motif there is a branch site (BS) containing adenosine (circled), whose 2’-ribose
OH-group attacks the phosphate group of the donor site guanosine residue. B. Detailed depiction of regulatory elements governing splicing.
The conserved motif of 5’ splice site (5SS) is recognized by small nuclear RNA (snRNA) U1, while that of 3’ splice site (3SS) is bound by
snRNA U2 (both snRNAs are an integral part of ribonucleoprotein complexes (snRNP) that, together with other components (not shown),
form the spliceosome. The binding of snRNPs to pre-mRNA is guided by numerous trans-acting factors, such as heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins (hnRNPSs), serine/arginine-rich proteins (SR), and U2 auxiliary factor (U2AF). cRE1 and cRE2 — cis-regulatory elements, PT
— polypyrimidine tract, Y — pyrimidine nucleotide (i.e., C or U), R — purine nucleotide (i.e., A or G). C. Alternative splicing resulting in three
different mRNA splice variants being produced from a single gene.
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ekson1 intron1 ekson 2

B

zaviranje vkljucitve eksona 2

intron 2

spodbujanje vkljucitve eksona 2

Slika 2: Modulacija povezovanja eksonov s protismiselnimi oligonukleotidi (prirejeno po (10)). A. Shematicna ponazoritev pre-mRNA z eksoni
(Grni pravokotniki) in introni (tanke Crte). Na intronski utiSevalen (ISS) in eksonski ojacevalen regulatorni element (ESE,; siva pravokotnika) sta
vezana trans-delujoca dejavnika (elipsi), ki bodisi zavirata (=) ali spodbujata (+) vkijuCitev eksona 2. B. Protismiseln oligonukleotid (ASO),
komplementaren ESE (levo), prepreci vezavo dejavniku A na pripadajoce ojacevalno zaporedje, kar vodi v izpustitev (preskok) eksona 2. ASO,
komplementaren ISS (desno), onemogoci vezavo zaviralnemu dejavniku B na utiSevalno regulatorno zaporedje, s cimer spodbudi vkijucitev

eksona 2.

Figure 2: Modulation of splicing by antisense oligonucleotides (ASOs; adapted from ref. (10)). A. Shematic depiction of pre-mRNA with
exons (black boxes) and introns (thin lines). Exonic splicing enhancer (ESE) and intronic splicing silencer (ISS) regulatory elements (shown as
grey boxes) are bound by trans-acting factors A and B, respectively. They either block () or promote (+) exon 2 inclusion. B. ASO
complementary to ESE (left) displaces splicing factor A, thereby inhibiting exon 2 inclusion (i.e., promotes exon 2 skipping). In contrast, ASO
complementary to ISS prevents the binding of negatively acting splicing factor B, thus promoting exon 2 inclusion.

proti nukleazam, a se na (pre-)mRNA vezejo z nizjo afiniteto
(17). Zaradi negativnega naboja se vezejo na plazemske
proteine, kar je ugodno z vidika dolge bioloske razpolovne
dobe (pocasneje se odstranjujejo z glomerulno filtracijo), a
izzovejo nekatere nezelene ucinke, kot so aktivacija kom-
plementa, podaljSanje protrombinskega Casa in okvara
ledvicne funkcije (18). Dodatne modifikacije nukleotidov,
zlasti metilacija in metoksietilacija 2'-OH skupine riboze,
doprinesejo k odpornosti ASO proti RNazam (17), medtem
ko metilenski most med 2'-OH skupino in atomom C4 ri-
boze (t. i. LNA, locked nucleic acids) spremeni topologijo
ASO v smeri viSje afinitete vezave na taréno RNA (19).
Fosforodiamidatni morfolinski analogi nukleotidov niso ne-
gativno nabiti in se zato manj vezejo na plazemske proteine;

kot taki se sicer hitreje odstranjujejo iz organizma, a izka-
zujejo ugodnejsi toksikoloski profil (20).

Protismiselni oligonukleotidi kot ucinkovine niso novost.
FDA in EMA sta ze pred dvajsetimi leti odobrili uporabo
fomivirsena, 21 nukleotidov dolgega fosforotioatnega
ASO za zdravljenje citomegalovirusnega retinitisa pri imun-
sko oslabljenih bolnikih, primarno tistih z aidsom. Zdravilo
s0 aplicirali lokalno v obliki intravitrealne injekcije. Fomivirsen
z vezavo na mMRNA UL723 s steriéno blokado onemo-
goca translacijo tega za replikacijo virusa esencialnega
gena (21). Po le nekaj letih je nosilec trznega dovolienja
zdravilo samoiniciativno umaknil, saj je v vmesnem obdobju
priSlo do precejSnjega napredka pri zdravljenju okuzb z vi-
rusom HIV in s tem bistveno manjSe potrebe po fomivir-



Slika 3: Primerjava struktur oligonukleotidnih analogov (prirejeno po
(10)): RNA — ribonukleinska kislina, PS — fosforotioat, 2'-OMe — 2'-
O-metil, 2'-MOE - 2'-O-metokisietil, LNA — analog z metilenskim
mostickom med 2'-OH skupino in atomom C4 riboze, PMO —
fosforodiamidatni morfolinski analog.

Figure 3: Comparison of oligonucleotide analogues' structures
(adapted from ref. (10)): RNA — ribonucleic acid, PS —
phosphorothioate, 2'-OMe — 2'-O-methyl, 2'-MOE — 2'-O-
methoxyethyl, LNA — locked nucleic acid, PMO -
phosphorodiamidate morpholino analogue.

senu. Se en primer ASO kot uginkovine je mipomersen,
v ZDA odobren leta 2013 za zdravljenje druzinske hiper-
holesterolemije, genske bolezni, ki je posledica mutacij
obeh alelov gena za LDL-receptor (EMA je izdajo trznega
dovoljenja zavrnila zaradi hepatotoksic¢nosti). Mipomersen
je 21-nukleotidni fosforotioatni ASO z deoksiribozami na
osrednjih nukleotidih, medtem ko so gradniki na 5'- in 3'-
koncih 2'-O-metoksietilirani. Komplementaren je mRNA za
apolipoprotein B-100 (ApoB-100) in deluje tako, da akti-
vira razgradnjo tarcne RNA z RNazo H (endonukleazo,
ki katalizira hidrolizo RNA v heterodupleksu RNA:DNA);
posledi¢no omejuje nastanek ApoB-100, glavne proteinske
komponente lipoproteinov z nizko gostoto (LDL) (21). Apli-
ciramo ga subkutano, zdravljenje je dovoljeno le v kontek-
stu strogega nacrta obvladovanja tveganja.

Predstavniki nove skupine terapevtskih ASO (preglednica
1) so nacrtovani tako, da so komplementarni cis-regula-
tornim elementom na pre-mRBNA (10, 15), zato ovirajo
vezavo trans-delujocih dejavnikov (slika 2) ter tako
spajalno telesce usmerjajo k specificnemu spojitve-
nemu mestu ali ga odvracajo od njega, s ¢imer je moc¢

preusmeriti profil nastalih spojitvenih izooblik MRNA. Naj-
pomembnejSe predstavnike podrobneje predstavljamo v
poglavju 3.

ASO apliciramo subkutano ali intravensko, ¢e je cilj dostava
v dolo¢ena tkiva, tudi intramuskularno ali intravitrealno.
Slabo prehajajo krvno-mozgansko pregrado, zato je za
dostavo v centralni zivéni sistem potrebno poseci po in-
tratekalni ali celo intracerebroventrikularni aplikaciji (10).
Opazanja iz poskusov na zivalih nakazujejo, da so vplivi
ASO na povezovanje eksonov ze po enkratni aplikaciji raz-
meroma dolgotrajni, v nekaterih tkivin vztrajajo tudi veC
kot Sest mesecev (28, 29). V celice tudi in vivo vstopajo v
»goli« obliki, tj. ne da bi jih vgrajevali v liposome ali nano-
delce. Fosforotioatni oligonukleotidi se neposredno vezejo
na nekatere celi¢ne receptorje (30), domnevno pa privzem
poteka tudi posredno z receptorsko endocitozo; po tej
poti vstopajo v celice Stevilni proteini, na katere so vezani
ASO (10). Kako ASO izstopijo iz endosomov v citosol in
nato preidejo v jedro, Se ni povsem pojasnjeno (31, 32).

PROTISMISELNI
OLIGONUKLEOTIDI KOT
MODULATORJI
POVEZOVANJA EKSONOV

3.1 DUCHENNOVA MISICNA
DISTROFIJA

Duchennova misi¢na distrofija (DMD (33)) je huda progre-
sivna genska bolezen. Nastopi zaradi mutacij v genu za
distrofin (DMD), ki se nahaja na spolnem kromosomu X, in
v povprecju prizadene enega na 5000 deCkov. Distrofin je
strukturni protein, ki v skeletnih misicnih celicah povezuje
citoskelet z distroglikanskim membranskim kompleksom,
ta pa omogoca pritrievanje celic na zunajceli¢ni matriks.
Gen za distrofin je eden najdaljSih genov pri Cloveku (razteza
se prek 2,3 milijona baznih parov, kar predstavlja kar okoli
0,08 % Cloveskega genoma, in je sestavljen iz 79 eksonov),
zato so mutacije v tem genu razmeroma pogoste. Vecino
mutacij predstavljajo delecije eksonov, ki so razlog za pre-
mik bralnega okvirja in oblikovanje prezgodnjega zaklju-
¢nega kodona. To se odraza v odsotnosti distrofina, kar
vodi v progresivno pesanje misic in invalidnost ze v otroStvu.
V veCini primerov bolniki umrejo zaradi zapletov, povezanih
z odpovedjo dihalnih misic, ali kardiomiopatij.

Zelo podobno klini¢no sliko ima redkejSa Beckerjeva misi-
¢na distrofija (BMD), le da se bolezen pojavi kasneje in na-
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Preglednica 1: Izbrani predstavniki protismiselnih oligonukleotidov (ASO), ki delujejo kot modulatorji povezovanja eksonov.
Table 1: Selected splicing-modifying antisense oligonucleotides.

ASO _Ter?pe\-l.tska Taréna Mehanizem delovanja Razvojna Referenca®
indikacija?® pre-mRNA faza
NCT01494701
NCT01703988
NCT01780246
NCT01839656
) Spodbujanje vkljucitve eksona 7; Dovolienje za NCT02052791
Nusinersen SMA SMN2 nastanek funkcionalne izooblike promet v EU NCT02193074
(ISIS 396443) oroteina SMN2 in 7DA NCT02292537
NCT02386553
NCT02462759
NCT02594124
NCT02865109
NCT03709784
Uporaba NCT00159250
. NCT00844597
Preskok eksona 51; vzpostavitev zgggjrr;(r)]a v NCT01396239
Eteplirsen bralnega okvirja, ki vodi do krajSe ZDA: EMA NCT01540409
(AVI-4658) delno funkcionalne oblike proteina dovc;ljenja Ja NCT02255552
distrofina oromet ni NCT02286947
. il NCT02420379
PrIPOrOtia | NcT03218995
. NCT01153932
Drisapersen E:Z; g;ik;vcl’g‘: ?VO\QZI%%SE;ZV Razvoj NCT01480245
(PROOS1, delno funkciona}ne oblike proteina ustavien po | NCTO1803412
GSK2402968) distrofina F NCT01910649
NCT02636686
Preskok eksona 53; vzpostavitev
Golodirsen bralnega okvirja, ki vodi do krajse
(SRR-4053) DMD DMD delno funkcionalne oblike proteina PVl NCT02310906
distrofina
Preskok eksona 45; vzpostavitev
Kazimersen bralnega okvirja, ki vodi do krajse
(SRP-4045) delno funkcionalne oblike proteina F NCT02530905
distrofina
Kazimersen Preskok eksonov 45 ali 53;
(SRP-4045) in vzpostavitev bralnega okvirja, ki i NCT02500381
golodirsen vodi do kraj$e delno funkcionalne NCT03532542
(SRR-4053) oblike proteina distrofina
Preskok eksgha 4.4 ; vzpostawtfv NGTO1037309
PRO044 bralnega okvirja, ki vodi do krajse
(BMN-044) delno funkcionalne oblike proteina Fl NCT02329769
NCT02958202

distrofina
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PRO045

Preskok eksona 45; vzpostavitev
bralnega okvirja, ki vodi do krajSe

(BMN-045) delno funkcionalne oblike proteina PV NCTO1826474
distrofina
Preskok eksona 45; vzpostavitev
DS-5141b bralnega okwvira, ki vodi do kiaise -, NCT02667483
delno funkcionalne oblike proteina
distrofina
predkliniéni
Alzheimerjeva Spodbujanje vkljucitve eksona 19; | dokaz
ASO-021 APOER2 nastanek funkcionalnega receptorja | koncepta na | (22)
bolezen s
APOER2 misjem
modelu
predkliniéni
“4R to 3R splicing Alzheimgrjeva Prgskgk eksgna 10; promocija ‘ dokaz
ASO” bolezen in druge tau (MAPT) | krajSe izooblike proteina Tau, manj | konceptana | (23)
taupatije podvrzene fosforilaciji in agregaciji | misiem
modelu
predkliniéni
dokaz
Preskok eksona 6; razgradnja koncepta na
ASO MDM4 Rak VD4 transkript? onkogervwa' MDM4 s vet e
prezgodnjim zaklju¢nim kodonom | melanomskih
(angl. nonsense-mediated decay) | celi¢nih linijah
ter na
ksenograftih
predkliniéni
Spodbujanje rabe alternativnega dokaz
akceptorskega mesta povezovanja | koncepta na
ST2 Rak STAT3 v eksonu 23; nastanek dveh celicnih | (25)
proapoptoti¢ne izooblike proteina | linijah raka
STAT3B dojke ter na
ksenograftih
predkliniéni
Drusinska Preskok eksona 27; nastanek dokaz
“APO-skip SSO” ) . |APOB krajSe izooblike proteina APOB, ki | konceptana | (26)
hiperholesterolemija ) o
zavira sestavljanje LDL misjem
modelu
. predklinicni
(é}lgsNt:\g §ON6 Hipertroficna Preskok eksonov 5 in 6; nastanek | dokaz
o L ; MYBPC4 | krajSe delno funkcionalne oblike konceptana | (27)
adenoasociacijskim | kardiomiopatija i
virusnim vektoriern) proteina cMyBP-C misjem
modelu

@ SMA — spinalna misicna atrofija, DMD — Duchennova misicna distrofija

b Za kiini¢na vrednotenja so podane identifikacijske Stevilke raziskav iz mednarodne podatkovne zbirke ClinicalTrials.gov

(https://clinicaltrials.gov/)
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preduje poCasneje. Tudi vzrok BMD so mutacije v genu za
distrofin, a te (za razliko od DMD) ne porusijo bralnega
okvirja. Opazanja, da so krajSe oblike distrofina (npr. zaradli
delecij nekaterih celotnih eksonov) delno funkcionalne (34),
so porodile idejo o terapevtski uporabi ASO za preskako-
vanje posameznih eksonov distrofina pri DMD s ciliem po-
novno vzpostaviti pravilni bralni okvir (10) (slika 4A).

Okoli 70 % mutacij, ki izzovejo DMD, zajema delecijo regij
gena za distrofin med eksonoma 45 in 55 (15, 35). Izpusti-
tev (preskok) eksona 51 bi teoreticno izzval terapevtski
ucinek pri ~14 % bolnikov z DMD, saj bi omogocil nastanek
distrofina, kakrSnega opazamo pri bolnikin z BMD (10, 15).
V predkliniénih raziskavah, izvedenih na ¢loveskih celicah
in vitro ter na misjem modelu DMD, so dokazali izvedljivost
tovrstnega terapevtskega koncepta; v klini¢no vrednotenje
je vstopilo ve¢ ucinkovin ASO (36), najbolj znani sta drisa-
persen ter eteplirsen.

Drisapersen je fosforotioatni, 2'-O-metilirani ASO iz 20
nukleotidov, ki se selektivno veze na ojacevalno zaporedje
v eksonu 51 pre-mRNA DMD in tako spodbuja preskok
tega eksona ter vzpostavitev bralnega okvirja in nastanek
krajSe, a delno funkcionalne oblike distrofina. Zgodnje kli-
ni¢ne raziskave (37, 38), opravljene na majhnih skupinah
deckov z DMD, so nakazovale ucinkovitost drisapersena
po intramuskularnem ali subkutanem injiciranju, saj so z
imunohistokemijsko analizo biopsijskih vzorcev misic potrdili
nastajanje distrofina, udelezenci raziskave pa so izkazovali
tudi napredek v Sestminutnem testu hoje (6BMTH). V drugi
fazi klinicnega vrednotenja (Studija DEMAND 2 (39)) so pri-
merjali u€inkovitost zdravljenja DMD po kontinuirani ali in-
termitentni subkutani aplikaciji drisapersena in placeba pri
58 deckih. Po 25 tednih zdravijenja so porocali o statisti¢no
znaciinem napredku pri BMTH ter majhnem porastu izra-
zanja distrofina na nivoju mRNA in proteina v skupini, ki je
prejemala drisapersen. Tretja klinicna faza (DEMAND 3
(86)), ki je zajela 186 deckov z DMD, zdravljenih 48 tednov
s 6 mg drisapersena subkutano/kg/teden, ni potrdila ucin-
kovitosti (tj. razlik v 6MTH glede na placebo niso zaznali),
a so bili vkljucitveni kriteriji za Studiji DEMAND 2 in 3 razli¢ni.
Poleg tega so se pri udelezencih pojavili resni nezeleni
ucinki zdravlienja (61 % je utrpelo poSkodbe ledvic, pri 2
% sodelujocih je prislo do hude trombocitopenije), zato so
nadaljnji razvoj drisapersena ustavili.

Eteplirsen je morfolinski fosforodiamidatni ASO dolzine
30 nukleotidov, ki se veze na isto vezavno mesto kot dri-
sapersen in ima enak mehanizem delovanja. V zgodnjih
klinicnih vrednotenjih intravensko ali intramuskularno apli-
ciranega eteplirsena so potrdili vpliv na spodbujanje na-
stajanja distrofina z imunohistokemijsko analizo biopsijskih

vzorcev (uCinek je bil odvisen od odmerka eteplirsena),
ne pa tudi izboljSanja misi¢ne funkcije (40, 41). V klini¢nih
raziskavah, ki sta zajeli daljSe ¢asovno obdobje (48 tednov
+ nadaljnjih 36 mesecev (42, 43)), so ob vplivu na pove-
¢ano izrazanje distrofina (sicer vsega 0,93-odstotni porast
po 180 tednih zdravljenja) porocali tudi o po&asnejSem
napredovanju bolezni (glede na kontrolno skupino obolelih
za DMD primerljive stopnje bolezni in starosti). Resnih ne-
zelenih ucinkov niso zaznali. Na osnovi teh rezultatov je
FDA septembra 2016 po pospeSenem postopku pogojno
odobrila uporabo eteplirsena za zdravljenje DMD pri bol-
nikih, kjer je terapevtski ucinek mo¢ pri¢akovati s presko-
kom eksona 51. Priporoceni odmerek eteplirsena je 30
mg/kg/teden, apliciran z infuzijo. Lastnika trznega dovo-
lienja je FDA hkrati zavezala k postmarketinskemu vred-
notenju klinicne ucinkovitosti (do maja 2021), saj sta kljucni
klini¢ni raziskavi zajeli le 12 bolnikov. Nasprotno je Odbor
za zdravila za uporabo v humani medicini (CHMP) pri EMA
maja 2018 izrazil negativno mnenje in ni priporocil odobri-
tve dovoljenja za promet z zdravilom v Evropski uniji (44).

3.2 SPINALNA MISICNA ATROFIJA

Spinalna misi¢na atrofija (SMA (45)) je avtosomna recesivna
genska bolezen z okvirno incidenco 1 na 11.000 rojstev, za
katero je znacilna progresivna degeneracija motori¢nih ne-
vronov. Posledi¢no postopno propadajo misi¢na viakna, kar
vodi v napredujoCo invalidnost in smrt zaradi oslabelosti di-
halnih misic. V 95 % primerov bolezen nastopi zaradi delecij
ali mutacij obeh alelov gena SMINT (survival of motor neuron
7) na kromosomu 5. Protein SMN igra osrednjo viogo pri
procesiranju nevronskih pre-mRNA in je kljucen za tvorbo
izrastkov zivénih celic (aksona in dendritov), potrebnih za
prenos signalov med nevroni ter med nevroni in misSicnimi
celicami. Cloveski kromosom 5 nosi tudi zapis za eno ali
veC kopij paralognega gena SMN2, ki se od gena SMINT
razlikuje le v nekaj nukleotidih. BioloSko najpomembneijsa
razlika med paralogoma je mutacija citidina v timidin v oja-
Cevalnem zaporedju eksona 7 SMN2, saj je odgovorna za
spremembo vzorca povezovanja eksonov — v vecini prepisov
gena SMNZ2 pride do preskoka (opustitve) eksona 7 in s
tem do zelo omejenega nastajanja (10-15 %) funkcionalnega
proteinskega produkta SMN gena SMN2 (slika 4B). Klinicna
slika SMA je odvisna od Stevila kopij gena SMNZ2; pri vecjem
Stevilu kopij praviloma opazimo manj izrazite simptome bo-
lezni, kar nakazuje, da SMN2 lahko delno nadomesti od-
sotnost funkcionalnega gena SMINT (46).

Do pred kratkim je bilo zdravljenje SMA le podporno, fij.
omejeno na obvladovanje pulmoloskih, gastrointestinalnih
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in ortopedskih zapletov. Tako nusinersen, v ZDA odobren
decembra 2016, v Evropi pa Sest mesecev za tem, pred-
stavlja revolucijo v zdravljenju SMA. Nusinersen je sintezni
ASO, zgrajen iz 18 fosforotioatnih, 2'-O-metoksietiliranih
nukleotidov, komplementaren utiSevalnemu zaporedju v
intronu 7. Z oviranjem vezave zaviralnih trans-delujoCih de-
javnikov spodbudi vkljucitev eksona 7 v mRNA SMN2 (slika

4B), s Cimer okrepi nastajanje funkcionalnega proteina
SMN (47). V prvi fazi klinicnega vrednotenja (48) so nusi-
nersen vbrizgali pediatricnim bolnikom v enem odmerku
(1 mg, 3 mg, 6 mg ali 9 mg) intratekalno ter ovrednotili iz-
razanje SMN v cerebrospinalni tekocini po 9 in 14 mesecih.
V skupinah bolnikov, ki so prejeli najvedja odmerka, so za-
belezili povprec¢no 118 % oz. 161 % porasta SMN. V sku-

mRNA za distrofin

. mRNA za distrofin

i Jifeo a1

B | zdrava oseba
gen SMN1

pri DMD

mRNA za distrofin
pri BMD

pre-mRNA za distrofin
pri DMD (introni niso prikazani)

gen SMN2

1 I

s

1 [2[#[3[als]6[7] 8 |

mRNA SMN1

{ 4]5]e] 8 |

mRNA SMN2

zdravljenje bolnika s SMA z nusinersenom

gen SMN1

gen SMN2

I
[+ P2IZ[3[alsle[7] s |

mRNA SMN2

Slika 4: Mehanizma delovanj ASO pri zdravijenju Duchennove misi¢ne distrofiie (DMD) in spinalne misicne atrofije (SMA; prirejeno po (15)). A.
Ponazoritev povezovanja eksonov v mRNA za distrofin pri DMD (primer nesmiselne toc¢kovne mutacije v eksonu 51, rdec krizec) in Beckerjevi
misicni distrofiji (BMD; primer delecije eksona 48) ter modulacija povezovanja eksonov z eteplirsenom (preskok eksona 51) kot terapevtska
strategija za zdravijenje DMD. B. Ponazoritev povezovanja eksonov v mRNA SMNT in SMIN2 ter spodbujanje vkijuCitve eksona 7 SMIN2 z
nusinersenom, ki zavira vezavo zaviralnega trans-delujocega dejavnika na intronsko utisevalno zaporedje.

Figure 4: Mechanisms of action of ASOs in treatment of Duchenne muscular dystrophy (DMD) and spinal muscular atrophy (SMA; adapted
from (15)). A. Depiction of dystrophin mRNA splicing in DMD (an example of nonsense point mutation in exon 51, red cross) and Becker
muscular dystrophy (BMD; an example of in-frame exon 48 deletion), and modulation of splicing with eteplirsen (induction of exon 51
skipping) as a therapeutic strategy for DMD. B. Depiction of SMN1 and SMN2 mRNA splicing, and promotion of SMIN2 exon 7 inclusion
with nusinersen, which blocks the binding of trans-acting splicing repressor to the intronic splice silencer, as a therapeutic strategy for SMA.
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pini, ki je prejela 9 mg nusinersena so porocali tudi o iz-
boljSanju motoric¢nih funkcij (ocenjeno po razsirjeni Ham-
mersmithovi lestvici gibalnih sposobnosti) v primerjavi s
stanjem pred zagetkom zdravljenja. Resnih nezelenih ucin-
kov niso zaznali. UCinkovitost in varnost nusinersena so
potrdili tudi v raziskavi druge faze (49), ki je zajela 20 pe-
diatri¢nih bolnikov (dojenckov starosti med tremi tedni in
sedmimi meseci). V tem primeru so bolniki prejemali nusi-
nersen v obdobju 32 mesecev (1., 15., 85. dan (po 6 ali
12 mg) in 253. dan ter nato vsake §tiri mesece (po 12
mg)). Vecina sodelujocih otrok je izkazovala napredek v
razvoju in izboljSane motoricne funkcije (glede na sicersnii
pricakovani potek bolezni) ter ni potrebovala pomodi pri
dihanju. Nekateri otroci so celo sedeli samostojno ali se
samostojno prevalili na bok, funkcije rok in nog ter gibanje
glave so se izboljsali. V zivénem tkivu treh od Stirih sodelu-
jocih, ki so med raziskavo umrli (kar pa ni bila posledica
nezelenih ucinkov zdravljenja), so potrdili dva- do Sestkrat
visje nivoje mRNA SMIN2 z eksonom 7 (v primerjavi z otroki,
ki niso bili vkljuCeni v raziskavo) kot tudi vi§jo koncentracijo
proteina SMN. Tretji fazi klinicnega vrednotenja (ENDEAR
(50) in CHERISH (51)) sta zajeli 121 dojenckov s SMA oz.
126 otrok, pri katerih so se simptomi bolezni pojavili po
Sestem mesecu starosti. V obeh primerih je zdravljenje po-
tekalo ve¢ kot eno leto (13 oz. 15 mesecev), udelezenci
so prejemali po 12 mg nusinersena intratekalno ali placebo
v §tirih oz. Sestih odmerkih. Tudi tokrat se je nusinersen iz-
kazal za razmeroma varno ucinkovino. V raziskavi ENDEAR
so dosegli klinicno izboljSanje motori¢nih funkcij pri 51 %
prejemnikov nusinersena (v primerjavi z 0 % v skupini, ki je
prejemala placebo). Tudi v raziskavi CHERISH so bili izsledki
spodbudni: po 15 mesecih zdravljenja so zabelezili napre-
dek v motori¢nih funkcijah pri bolnikih, ki so prejemali nu-
sinersen (ocenjen kot porast v obsegu 3,9 + 0,49 tocke
po razSirieni Hammersmithovi lestvici gibalnih sposobnosti
glede na zacetno vrednost, medtem ko je motori¢na funk-
cija v skupini, ki je prejemala placebo, upadla (znizala se je
za —-1,0 = 0,76 tocke)). Z nusinersenom od marca 2017
zdravijo pediatricne bolnike s SMA tudi na Pediatri¢ni kliniki
Univerzitetnega klinicnega centra Ljubljana (52).

SKLEP

Modulacija povezovanja eksonov s protismiselnimi oligo-
nukleotidi je nova, Se ne uveljavljena terapevtska strategija,

ki obljublia moznost spopadanja s Stevilnimi neozdravljivimi
genskimi boleznimi. Relativno kratko nukleotidno zaporedie,
komplementarno cis-regulatornim regijam pre-mRNA, za-
gotavlja visoko selektivnost delovanja ASO. Pri tem je po-
membno zavedanje, da modulacija povezovanja eksonov
ne omogocCa zdravljenja bolezni, temve¢ zgolj blazenje
simptomov, saj je ucinek ASO reverzibilen (za razliko od
eksperimentalnih oblik genskega zdravljenja, ki slonijo npr.
na urejanju genov s tehnologijo CRISPR/Cas (53)). Na re-
verzibilnost ucinka lahko gledamo tudi kot na prednost —
ucinek »zgresitve Zelene tarCe« (off-target effect) na nivoju
RNA je namre¢ nepomemben, ¢e pa pride do poSkodbe
DNA, je to za celico lahko usodno ali pa (v primeru inakti-
vacije tumor-supresorskih genov) privede celo do pojava
neoplazi.

Precejsnjo oviro pri vrednotenju ucinkovitosti ASO pred-
stavlja dejstvo, da jih razvijajo za zdravljenje redkih bole-
zni, kar otezuje rekrutiranje homogenih populacij bolnikov
(npr. podobne starosti, z enakimi ali podobnimi genet-
skimi napakami in stopnjo bolezni). 1z eti¢nih razlogov
se v€asih odlocgijo za kontrolno skupino bolnikov z ge-
netsko napako, kjer terapevtskega ucinka po zdravljenju
z ASO ni mo¢ pri¢akovati, a razlike v genetskem ozadju
so lahko vzrok razli¢nim manifestacijam bolezni. Hkrati
je vprasljiva tudi ustreznost prognosti¢nih oznacevalceyv,
kot je primer nivojev distrofina (MRNA ali proteina) za
napovedovanie terapevtskega ucinka ASO pri zdravljenju
DMD. To so bili tudi poglavitni ocitki Odbora za zdravila
za uporabo v humani medicini (CHMP, EMA), ki je zavrnil
registracijo eteplirsena (54). Po drugi strani je neprepric-
liivo ucinkovitost eteplirsena v primerjavi z nusinersenom
mogoce pojasniti tudi s konceptualno razliko v mehaniz-
mih delovanj obeh ASO: nusinersen spodbuja nastanek
polno funkcionalnega proteina SMN, medtem ko eteplir-
sen omogoca le nastanek delno funkcionalne, skrajsane
oblike distrofina (zato je priCakovani terapevtski ucinek
ze v osnovi bistveno manjsi (10)). Na ucinkovitost ASO
nenazadnje vpliva tudi sekundarna struktura taréne RNA,
ki lahko mo&no omeji sposobnost asociacije s cis-regu-
latornimi elementi in s tem moznost tekmovanja za ve-
zavo s trans-delujoCimi regulatorji povezovanja eksonov
ali spajalnim telescem. Ob izjemno visokih neposrednih
stroSkih zdravljenja z ASO (npr. cena enega odmerka
nusinersena znasa 125.000 USD, tj. 625.000-750.000
USD za prvo leto zdravljenja in nato po 375.000 USD za
vzdrzevalne odmerke vsako nadaljnje leto (55), oz.
270.000 EUR/leto (15)) je razumljivo, da se med delezniki
pogosto postavlja vprasanje stroskovne ucinkovitosti te
skupine zdravil.
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