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Molekulaartehnoloogia praktilise meditsiini
teenistuses. Anfisense-tehnika
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Jérgnevate aastate jooksul jduab arvatavasti I8pule inimgenoomi projekt ning kogu DNA jérjestus
on avatud geenmutatsioonide péhjustatud haiguste uuringuteks. Véimalus efektiivselt kontrollida
geeni ekspressiooni on olnud ravimieellaste tootjate vaatevaljas juba paarkimmend aastat.
Ravimieellased (pro-drugs) on ained, mis omavad teatud bioloogilist efekti ja mille struktuuri
taiustatakse temast ravimi viljatootamise kéigus, et suurendada tema spetsiifilisust ja efektiivsust.

Uks huvitavamaid ja praeguseks ka kdige kaugemale jdudnumaid teadusharusid sel alal on
antisense-tehnoloogia ehk antisense-oligonukleotiidide kasutamine.

Antisense-oligonukleotiidide kasutamise idee
postuleeriti juba 1960. aastatel. 70ndatel ngitasid
Ts'o ja kaastddtajad (1), et keemilised
modifikatsioonid natiivsetes molekulides v&ivad
viimaseid kaitsta endo- ja eksonukleaaside
I8hustava riinnaku eest. Samal ajal demonstreerisid
Zamecnik ja Stephenson antisense-oligo-
nukleotiidide v&imet inhibeerida Rous sarkoomi
viiruse replikatsiooni kana embrio fibro-
plastides (2). 1980. aastatel kasvas jarsult
teadlaste huvi antisensetehnika ja antisense
ravimieellaste kasutamise vastu biokeemilistes
vuringutes. Téuke selleks andsid jarjest suureneva
hulga geenide identifitseerimine ning
oligonukleotiidide siinteesimeetodite edusammud.
Praeguseks on jdutud uuringutes tasemeni, kus
mitmed antisense-oligonukleotiidid on inim-
katsetuste erinevates faasides ning esimene
antisense-ravim - Vitravene™ - on kasutusel
tsitomegaloviiruse péhjustatud silma vérkkesta
poletiku ravis (3).

Artikli eesmark on tutvustada lugejatele
antisensetehnika péhiolemust ning kasutatavaid

oligonuklectiidseid ravimieellasi.

Antisense-oligonukleotiidid

Uheahelalised DNA (ssDNA) v&i oligoribonukleotiidid
(RNA) véivad jarjestus-spetsiifiliselt seonduda
komplementaarsete mRNA/DNA jérjestustega rakus,
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kasutades Watsoni-Cricki paardumist. Tagaijérieks on
selle spetsiifilise geeni ekspressiooni inhibeerimine vai
peatamine. Anftisense-oligonukleotiidid on
lGhikesed siinteetilised DNA molekulid (voi DNA-
ahela derivaadid), mis on loodud tugevalt ja
spetsiifiliselt seonduma neile komplementaarsete
(vastavate) nukleiinhapete jdrjestustega
marklaudkoe rakkudes. Molekuli, mis seondub DNA-
ahelaga, nimetatakse antigeenseks, mRNA-ga
seonduvat aga antisense-ihendiks.

Et neid saaks kasutada, peavad antisense
oligomeerid olema killalt pika elueaga
vereplasmas ja raku tsiitoplasmas, vastu pidama
ekso- ja endonukleaaside riinnakutele, mitte
seonduma organismi teiste valkude ja nende
kompleksidega ning nad ei tohiks olla toksilised.
Kuna anfisenseravimite toimekoht asub rakutuumas
v&i tsitoplasmas, on véiga tahtis ka nende Ghendite
v&imekus siseneda rakku. Alljérgnevalt on esitatud
méni ndide erineva struktuuriga antisense-
oligomeeridest.

Esimesena kasutati antisense-cligomeerina
theahelalisi DNA jérjestusi (vt jn 1). Nende
Ghendite kasutamise positiivseks kiiljeks oli kiillalt
kiire rakku sisenemine endotsiitoosiga. Praegu aga
on nende kasutamine |6petatud nende véga
lihikese eluea téttu vereplasmas ja rakus - nad on
vaga kiiresti hidroliisitavad vastavate
nukleaaside poolt.
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Joonis 1. Moningate antisense-oligonukleotiidide keemilised struktuurid. B téihistab nukleiinhapete limmastikaluseid.

Jargmisse gruppi, nn | generatsiooni anti-

sense-molekulide hulka, kuuluvad naiteks
fosfotioaadid ja metiiilfosfonaadid
(vtin 1) (4, 5). Nendes Ghendites on fosfaatgrupi
ks hapnikuaatom asendatud vastavalt kas
vaavliga véi metiilrthmaga. Asendus mélema
thendi peaahelas muudab nad stabiilsemaks
nukleaaside |8hustava toime suhtes. Need iihendid
on negatiivselt laetud, vees hasti lahustuvad, nad
véetakse rakku sisse endotsiitoosiga ja nad on viga
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Joonis 2. Uheahelalise DNA ja peptiidse nukleiinhappe
(PNA) oligomeeride struktuuride vordlus.

afiinsed mRNA vastavate jdrjestuste suhtes, kuhu
nad seonduvad Watsoni-Cricki sidemete abil.
Fosfotioaadid on ribonukleaas H substraadiks,
samal ajal kui metiilfosfonaadid seda ei ole.
Negatiivseteks killgedeks selle rihma puhul v&ib
pidada jargmisi aspekte: mélemad ihendid
seonduvad mRNA molekuliga ainult kindlas
suunas, sest nad on asimmeetrilised molekulid, ja
negatiivse laengu téttu voivad nad mittespetsiifiliselt
seonduda plasma valkudega. Nende hendite
spetsiifilisuse tagamiseks peaksid nad sisaldama
17 -25 nuklectiidijadki. Peab kohe markima, et kaik
praeguseks ajaks kliinilistesse katsetustesse jdudnud
antisense-oligomeerid on fosforotioaadid.

Alates 1990. aastate keskpaigast on paljud
vurimisrihmad asunud modifitseerima antisense-
molekulide ahelate teisi osi (riboosi,
[admmastikaluseid) v&i kasutanud tdiesti vusi
pohiahelaid nukleiinhapetele omaste [émmastik-
aluste kandjana. Selliseid Ghendeid nimetatakse |I
ja Il generatsiooni antisense-molekulideks.
Esindajatena véiks siinkohal nimetada 2'-O-
metiilfosfonaate (6), peptiidseid nukleiinhappeid
(PNA; vt jn 2) (7), morfolinofosfonaate (8) jne. Kik
need muudatused on ette véetud selleks, et
suurendada molekulide sugulust vastava mRNA
suhtes, pikendada nende eluiga organismis ning

suurendada toime spetsiifilisust. Naiteks PNA
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Kahjuks pole sailinud

Joonis 3. RNA processing. Antisense-oligonukleotiidide erinevad toimekohad rakus. 1. Transkriptsiooni
inhibitsioon (vaadeldakse kvi antigeenset efekti). 2. 5' capping’u inhibitsioon. 3. 3' poliadeniileerimise
inhibitsioon. 4. Splicing’v inhibitsioon. 5. mRNA transpordi inhibitsioon. 6. RNaas H (ribonukleaas H)
aktivatsioon (nii tuumas kui ka tsitoplasmas). 7. Translatsiooni inhibitsioon.

oligomeerid pole nukleaaside riindeobiektiks, s.t
nende eluiga organismis on véga pikk, nad ei ole
laetud, mistdttu nad ei seostu mittespetsiifiliselt
plasma valkudega, ning nad afiinsemad mRNA
suhtes kui | generatsiooni {hendid. Samuti ei ole PNA
oligomeerid hiraalsed, mis annab nendele
molekulidele vdime seonduda mRNA jérjestustega
mélemas suunas, samuti ei aktiveeri nad
ribonukleaas H-d. Puudusteks on aga véhene
vesilahustuvus ning véga vaike véime labida raku
membraani. Viimase iletamiseks kasutatakse mitmeid
erinevaid PNA komplekse rakku viivate vektoritega.

Eespool toodu néitab, et ideaalset antisense-
oligomeeri pole veel loodud. Uheks kéige

MERITSIINILING BICKEEMIA 247

peamiseks eesmargiks paljudel teadusgruppidel
on luua selline antisenseravim, mis organismis
tunneks efektiivselt ara ainult mérklaudkoe rakke
ning toimiks ainult haiguskoldes.

Antisense-tehnika kontseptsioon

Antisense-oligonukleotiidid on loodud seonduma
mRNA molekuliga. Raku tuumas transkriptsioonil
sinteesitud pre-mRNA teeb labi rida muutusi, mis
I6pevad funktsionaalseks t86ks valmis mRNA
tekkega. Seda protsessi minetatakse RNA
processing'uks (vt jn 3). Kuna mRNA processing
on véga keeruline mitmeetapiline protsess, avab
see erinevad véimalused selle valgu ekspressiooni



mahasurumiseks (2, 10). Vaatleksime siinkohal
pohilisi antisense-oligomeeride toimepunkte
processing'u erinevatel tasemetel.

On néidatud, et enamik antisense-cligomeere
aktiveerivad parast seondumist mRNA mérklaud-
jdriestusega ribonukleaas (RNaas) H (vt jn 3; 6).
See on ensiiim, mis spetsiifiliselt tunneb Gra RNA-
DNA kompleksi ja hiidroliisib selles kompleksis
oleva RNA-ahela. Lépptulemuseks on vastava
valgu siinteesi (translatsiooni) peatamine. On
pakutud, et selline mehhanism prevaleerib enamiku
antisense-molekulide korral. Kuid mitte k&ik
antisense-oligomeerid, naiteks metijiilfosfonaadid
ja peptiidsed nukleiinhapped, ei aktiveeri
ribonukleaas H-d péarast seondumist mRNA
molekuliga.

Teised
pidurdamiseks on capping'u, (modifitseerimise)

mehhanismid valgu sinteesi
poliadeniileerimise, splicing'v ja translatsiooni
inhibeerimine.

Transkriptsiooni ehk RNA siinteesi blokeerimine,
tuntud kui antigeenne mehhanism, vajab
oligonukleotiide, mis seonduksid kaksikahelalise
DNA molekuliga, moodustades tripleti (vt jn 3.1).

RNA processing'v algstaadiumis toimub 5'-
capping, mille kdigus metileeritakse mitmed mRNA
5'-nukleotiidijaagid. Mitmed antisense-oligo-
nukleotiidid on loodud seonduma pre-mRNA
5"-otsaga, takistades sel viisil capping' us osalevate
valkude seondumist pre-mRNA molekuliga
(vt jn 3.2). See omakorda toob kaasa pre-mRNA
destabilisatsiooni ning lagunemise, enne kui mMRNA
iduab ribosoomini. Vastava valgu siintees pole
v&imalik.

RNA processing v kéigus lisatakse ahela 3"-otsa
nn poliadenilaatsaba. Poliadenileerimise
tapset tahendust ei teata, kuid on ndidatud, et
oligomeeridel, mis seonduvad pre-mRNA 3'-otsa,
on antisense-efekt (vt jn 3.3). See efekt voib samuti
olla seotud pre-mRNA destabilisatsiooniga.

Uheks ksige keerukamaks etapiks pre-mRNA
processing us on mittekodeerivate alade, intronite,
véiljaldikamine ning kodeerivate alade, eksonite,
thendamine. Seda nimetatakse splicing uks

(vt jn 3.4). Mitmed uurimisrithmad on edukalt
kasutanud 2'-O-metijiilfosforotioaate maskeerimaks
intronite ja eksonite vahelisi |&ikekohti. Intronite
sdilimine toob endaga kaasa ebakorrekise mRNA
sinteesi ning vastava valgu ekspressiooni
peatamise.
Translatsiooni (valgu siinteesi)
blokeerimisel takistab antisenseoligonukleotiid
ribosoomi seondumist ja edasiliikumist piki mRNA-
ahelat (vt jn 3.7). Tavaliselt sinteesitakse antisense-
oligonukleotiid nii, et ta oleks komplementaarne
translatsiooni  startkoodonit  imbritseva
jdriestusega. Sellist mehhanismi on laialdaselt
kasutatud retseptorite, proteiini kinaaside,
kalmoduliini jt valkude siinteesi blokeerimiseks.
Eespool kirjeldatu néitab, et antisense-
oligonukleotiidid blokeerivad valgu siinteesi
erinevatel tasemetel, kasutades selleks erinevaid
mehhanisme. Kaasajal on teadlaste eesmargiks
parandada antisense-oligomeeride spetsiifilisust ja
leida kaige efektiivsemad jdrjestused saavutamaks

maksimaalset vastava valgu siinteesi inhibitsiooni.

Antisense-oligonukleotiidid kui ravimid ja
ravimikandidaadid

Mitmed antisense-oligomeerid on pérast edukaid
laborikatsetusi jSudnud kliiniliste uuringute faasi
(vt tabel 1). 1998. aasta augustis kinnitati esimese
ravimina Vitravene™ (Fomivirsen, ISIS 2922)
(11, 12). Selle loojaks oli Ameerika Uhendriikides
asuv kompanii Isis/Ciba Vision. Vitravene™-i
aktiivseks komponendiks on fosforotioaat
nimetusega fomivirsen, mis inhibeerib inimese
tsitomegaloviiruse replikatsiooni. Vitravene™ on
ette ndhtud tsitomegaloviiruse péhjustatud
vorkkestapéletiku lokaalseks raviks AIDSi-
patsientidel.  Vitravene™ manustatakse
klaaskehasse sustimisega. Asja diagnoositud
haigele manustatakse 165 mg silma kohta iga kahe
nadala jérel. Eelnevalt ravitud haiguse korral aga
algselt 330 mg silma kohta kahel jérgneval nédalal
ning seejdrel sama doos iiks kord igal neljandal
nddalal. Ravi ei soovitata ile 60aastastele

patsientidele (13).

248 NERITSIINILING BICEEEMIA



Tabel 1. Antisense-oligonukleotiidid, mis on juba ravimiturul voi kliinilistes vuringute jérgus

Uhendi nimetus Valguline marklaud Haigus Kompanii Uuringu faas
VitraveneO CMV IE2 CMV retiniit Isis/Ciba Vision Kinnitatud (turul)
(Fomivirsen)
ISIS3521 Proteiini kinaas Ca kopsuvahk Isis Il faas
I1SIS2302 ICAM-1 psoriaas Crohni t6bi Isis Il faas
IS1IS5132 RAF kinaas vahk Isis Il faas
G3139 Bcl-2 vahk Genta Il faas
GEM132 CMV UL36 CMV retiniit Hybridon | faas
ISIS2503 Ha-ras rinnavahk Isis Il faas
kéhunaarmevahk
kopsuvahk
GEM92 HIV AIDS Hybridon | faas
GEM230 Proteiini kinaas A vahk Hybridon | faas

Teised antisense-ravimid on praegu veel
kliiniliste katsetuste staadiumis. [SIS2302 Topical
(alicaforsen) on andnud héid tulemusi psoriaasi ja
Crohni téve Il faasi kliinilistes katsetustes. Samuti
kui ka Vitravene™i puhul on 15152302 toimeaineks
fosforotiooaadi oligonukleotiid. 1SIS2302 on
loodud inhibeerima rakkudevahelise adhesiooni-
molekul-1 ekspressiooni. See valk on vajalik
leukotsiiitide adhesioonil ja emigreerumisel ning
immuunrakkude ja péletikurakkude aktivatsioonil.
Kliiniliste uuringute | faasis 1SIS2302 intravenoossel
manustamisel 500 patsiendile ei ilmnenud mingeid
toksilisi nahtusid. Seejdrel uuringute Il faasis lisati
toimeainet kreemile, mille kasutamisel psoriaasi
pédevatel patsientidel vdhenes naastude
kévastumus ja paksenemine 31%. Nende tulemuste
pohjal planeerib 1SIS kompanii alustada Il faasi
kliinilisi uuringuid 2002. aasta teisel poolel (13).

I1SIS3521 (LY900003) on fosforotioaatne
proteiini kinaas Ca selektiivne inhibiitor. Proteiini
kinaas Ca-l on oluline roll vahi patogeneesis.
ISIS3521 on kliiniliste uuringute Il faasis, kus teda
kasutatakse eelnevalt ravimata mitte-véikerakulise
kopsuvdahi ravis (13).
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ISIS2503 on afiinne selektiivne Ha-ras
geeniekspressiooni inhibiitor. Paljud vurimisrihmad
on ndidanud, et ras geeni valgud osalevad véhi
patogeneesis. Kliinilise katsetuse Il faasis uuritakse
1S1S2503 méju metastaatilise rinna-, kéhunddrme-
ja kopsuvdhi ravis kombinatsioonis kemo-
teraapiaga (13).

Kokkuvétteks, antisenseoligomeerid on véga
spetsiifilised Ghendid blokeerimaks valkude siinteesi
translatsiooni tasemel. Selline vastava valgu véi
valkude siinteesi blokeerimine v&imaldab véga
efektiivselt tdkestada vastava haiguse patogeneesi.
Palju probleeme tuleb veel ka lahendada. Uks
suurem neist on anfisenseravimite manustamine.
Koik praegu katsetustel olevad antisenseravimid
manustatakse kas sistimise teel véi kreemidenq,
oraalset manustamist takistab praegu veel nende
ravimite suhteline ebastabiilsus ning kehv
imendumine seedetraktist. See ndaitab, et
igapdevasteks ravimiteks pirgimisel on
perspektiivsetel antisense-ihenditel siiski veel

killaltki pikk areng ees.
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Molecular technologies at the service of practical medicine. Antisense technique

The ability to disrupt gene expression has become an
important approach in the study of biological functions
atthe gene level. The down-regulation of the expression
of a specific protein has also met therapeutic use. The
field of the development of antisense oligonucleotide
drugs has made remarkable advances over the past
20 years. Antisense oligonucleotides are designed to
block protein expression by interfering with mRNA or

pre-mRNA. Complementary binding of antisense
oligonucleotides to mRNA modulates its splicing,
polyadenylation, translation or degradation. In this
review we describe the properties of different
generations of antisense reagents, their mechanism of
action and advances in clinical trials.
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