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Zdravljenje s protismernimi oligonukleotidi

Janja Polanec

V zadnjih desetih letih se je v predklini¢ni onkologiji
pojavila nova oblika genskega zdravljenja - zdravljenje s
protismernimi (‘antisense') oligonukleotidi. Pri njem se
uporabljajo kratka zaporedja deoksi nukleotidov (do 20
baz), ki so sintetizirana v obratni smeri (v 'antisense’
orientaciji) od osnovnega zaporedja nukleotidov v genu,
katerega delovanje zelimo spremeniti. Zaradi
komplementarnosti baz se protismerni oligonukleotid veze
z informacijsko RNA (mRNA) gena. Posledica je oslabljeno
ali zavrto izrazanje gena (1).

MEHANIZMI DELOVANJA PROTISMERNIH
OLIGONUKLEOTIDOV

Teoreticno je mogoce s protismernimi oligonukleotidi
zavirati vsako stopnjo izrazanja gena. Zaviramo lahko
prepisovanje RNA, izrezovanje intronov, poliadenilacijo,
zacetek sinteze proteinov, podaljsevanje verige proteinov
itd.

Natancen vrstni red dogodkov v celici po vezavi
komplementarnih sinteti¢nih oligonukleotidov na celi¢no
DNA ali RNA ni povsem znan. Najpogosteje sprozi vezava
oligonukleotida aktivacijo celi¢nih razgradnih encimov -
RNAz, ki kompleks oligonukleotid-RNA razgradijo.
Nasprotno pa se nekateri kemi¢no spremenjeni (alkilirajoci)
oligonukleotidi kovalentno vezejo na dvojnovijacno DNA
in preprecijo prepisovanje RNA, poleg tega pa so EDTA
derivati oligonukleotidov sposobni direktno razgrajevati
DNA tar¢nega gena (2).

UCINKOVITOST ZDRAVLJENJA

Na ucinkovitost zdravljenja z oligonukleotidi vplivajo
Stevilni faktorji. Najpomembnejsa sta:

¢ ucinkovitost vnosnega sistema in
e specifi¢nost vezave oligonukleotidov.

Vsi oligonukleotidi se na taréni gen ne vezejo enako dobro,
zato med vec oligonukleotidi izberemo najbolj
ucinkovitega. Tako moramo izbrati najbolj u¢inkovito
metodo vnosa (transfekcijo) oligonukleotidov v celice, pri
¢emer imamo danes za to na voljo 3evilne komercialne
metode in nosilce. Poleg navedenih dejavnikov pa na
ucinkovitost zdravljenja vpliva tudi obcutljivost tkiva in
celic na vnos oligonukleotidov, dolZina oligonukleotida ter
zaporedje baz v oligonukleotidu. Znizanje izrazanja gena v
in vitro poskusih dokazujemo s tehnikami molekularne
biologije, pri poskusih in vivo pa zasledujemo bioloske
ucinke.

UPORABA V HEMATOLOGIJI

V hematologiji se protismerni oligonukleotidi poskusno
uporabljajo pri zdravljenju levkemij in motenj v koagulaciji.
Pri kroni¢ni mielocitni levkemiji (KML) je taréni gen bcr/abl,
na kromosomu Philadelphia. S kombinirano uporabo
kemoterapije in protismernih oligonukleotidov proti bcr/abl
pri misi je bilo ex vivo ¢is¢enje malignih celic iz kostnega
mozga tudi do sto odstotkov ucinkovito (3). Razen bcr/abl
so potencialni tar¢ni geni za tovrstno zdravljenje v CML
tudi protoonkogeni c-myb, c-myc ter Kit receptor (2).

Zelo obetavne rezultate in vitro so pokazali tudi poskusi z
analogi oligonukleotidov - peptidnimi nukleinskimi
kislinami (PNA), ki delujejo tako, da zavirajo zacetek
sinteze proteinov. Gambacorti s sodelavci je uspel tako
dokazati visoko ucinkovitost PNA oligonukleotidov proti
genu receptorja retinoic¢ne kisline pri promielocitni
levkemiji (2).

Od klini¢nih $tudij je vredno omeniti rezultate Agarwala, de
Fabritiisa in Webba s sodelavci.

Agarwal je pri bolnikih s KML izvedel ¢iscenje kostnega
mozga s specifi¢nimi oligonukleotidi, bolniki pa so socasno
dobivali tudi busulfan in citoksan. Avtologni presadek se je
prijel pri sedmih od osmih bolnikov, pet bolnikov pa je
imelo moc¢no in trajno izboljsano krvno sliko z
normalizacijo Stevila celic Se tri mesece po posegu (4).

Tudi de Fabritiis je bolnika v napredovali fazi KML zdravil z
avtologno transplantacijo kostnega mozga, ki ga je precistil
na maligne celice z oligonukleotidi, specifi¢nimi za B,A,
sticisce. Stevilo CD34+ celic, ki so najstevilnejse v akutni
fazi levkemije, se je po terapiji zmanjsalo za 41 odstotkov.
Bolnik je bil v popolni hematoloski remisiji Se devet
mesecev po posegu (5).

Pred kratkim pa je Webb s sodelavci objavil rezultate
zdravljenja devetih bolnikov z ne-Hodgkinovim limfomom
z oligonukleotidi proti bcl-2 genu. Protismerne
oligonukleotide so bolniki dobivali s subkutano infuzijo
vsak dan dva tedna. Po zaklju¢enem zdravljenju so pri
bolnikih zabelezili statisti¢no signifikantno zmanjsanje
tumorske mase ter znizano Stevilo cirkulirajoc¢ih limfomskih
celic v krvi (6).

Zato ni presenetljivo, da je nedavno v ZDA prislo na trzisce
prvo zdravilo (Vitravene), ki deluje na osnovi protismerne
tehnologije in ga je odobrila FDA (Food and Drug
Administration). Razen tega pa poteka danes vsaj enajst
klini¢nih Studij zdravljenja s protismernimi oligonukleotidi,
ki vplivajo na izrazanje genov in encimov, ki sodelujejo v
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