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1 Uved

* Oligonukleotidy hraji Ustredni
ulohu v zivych organismech

« Jako velké molekuly nesou
genetickou informaci (DNA a geny),
ktera se prostrednictvim RNA
prenasi do proteinu
« Jako kratsi retézce maji stejné
zivotné dulezité ulohy v fadé

= homeostatickych procesU
* Biologické procesy mohou byt
zobrazeny za pouziti radioaktivné
znacenych oligonukleotidU




1 Uved

« Znacenim se rozumi zavedeni
znacky do slouCeniny umoznuijici jeji
sledovaniv pribéhu riznych déji a
procesu

* Znaceni muze byt radioaktivni

pomoci radioaktivniho izotopu (napt.

32P, kdy se detekuje zareni) a
neradioaktivni pomoci stabilniho
izotopu (napf. 80 — detekce vibracni
spektroskopii, hmotnostni
spektrometrii) nebo pomoci snadno
rozpoznatelné chemicke

skupiny (napr. digoxigeninu -
imunochemicka detekce, biotinu —
detekce na zakladé afinity k avidinu)

» Latka oznacena radioaktivnim
izotopem (znackou) se oznacuje jako
radioaktivni indikator

* Pfi pouziti radioaktivniho znaceni je
mozno ke sledovani znacky v

organismu vyuzit nuklearni
zobrazovaci metody - PET, SPECT

(PET = pozitronova emisni
tomografie, SPECT = jednofotonova
emisni pocitacova tomografie)



I Terminologie

DNA,

deoxyribonukleova kyselina

J

RNA,
ribonukleova kyselina

J

oligonukleotid

J

l sonda hybridizacni

J

* nukleova kyselina sestavajici z jednoho
nebo ze dvou az Ctyr vzajemné sparovanych
polydeoxyribonukleotidovych retézc0

* nukleova kyselina sestavajici z jednoho
nebo dvou polyribonukleotidovych retézcl

* polymer slozeny maximalné z 20 nukleoti-
dd spojenych fosfodiesterovymi vazbami

* radioaktivné nebo neradioaktivné znacena
sekvence nukleové kyseliny (DNA nebo
RNA) pouzivana k vyhledani nukleove
kyseliny s komplementarni sekvenci



I Terminologie
MRNA, mediatorova
ribonukleova kyselina J

komplementarni sekvence J

bazi

antikoduijici retézec DNA

(nekoduijici, protismysiny,
antisense)

| protismyslny oligonukleotid J

* ribonukleova kyselina nesouci prepis
geneticke informace obsazene ve
strukturnich genech a slouzici jako matrice
pro syntézu polypeptidoveho retézce na
ribozomu

* sekvence v polynukleotidovém retézci, ve
ktere jsou vsechny baze schopné tvorit pary
bazi se sekvenci bazi v jinem
polynukleotidovém retézci

* DNA-fetezec dvouretezcove DNA, ktery
vetsinou cely slouzi pri transkripci Jako
matrice (templat) pro syntézu rGznych
druhd RNA

« uméle pripraveny oligonukleotid, ktery je
komplementarni k urcitému useku mRNA, a
proto se knému vaze a blokuje tak translaci
této mRNA



* Pouze jeden ze dvou rfetézci DNA
je prepisovan do jednoretézcove
MRNA, je to negativni (antikoduijici,
antisense) retézec

* Sekvence bazi v mRNA urcuje sled
aminokyselin v budoucim proteinu,
je tedy ve spravné smyslné (sense)
orientaci

* Byla vyvinuta skupina molekul
nazyvanych protismysiné oligonu-
kleotidy — ASON (z anglického
antisense oligonucleotides), ktere
jsou komplementarni k ¢astem
mnohem delSich molekul mRNA

* protismyslné oligonukleotidy
obsahuji 15— 30 bazi a vazou se ke
komplementarnim castem molekuly
MRNA, coz vede k tvorbé kratke
dvouretezcove sekvence na jinak
dlouhe jednoretézcove molekule
MRNA

* Komplex ASON-mRNA zabranuje
translaci a tedy syntéze proteinu na
polyribozomu

* Navic bunka povazuje dvouretéz-
covou cast komplexu za nespravnou,
abnormalni, a proto dojde k jeho
odbourani ribonukleazou H, diky
cemu se zastavi genova exprese



DNA —> pre-mRNA—) MRNA -

komplex RASON-mRNA

» Schematicke znazornéni zastaveni proteosyntézy radioaktivné
znacenymi protismyslnymi oligonukleotidy (RASONSs, radiolabelled
antisense oligonucleotides) tvorbou komplexu s molekulou mRNA




* Protismysiné oligonukleotidy se

zkoumaly jako terapeuticke i diagno-

stické prostredky proti mRNA z r(z-
nych gen0 vcetné gen0 viru lidského
imundeficitu (HIV)

* Protismyslné nukleotidy obsahujici
fosfodiesterove vazby jsou in vivo
rychle odbouravany enzymy v
plazmé. Aby se zabranilo tomuto
odbouravani, byly v jejich struktu-
rach provedeny rGzné zmeny (bude
ukazano dale)

* Hybridizace protismyslnych
nukleotid0 s mRNA in vivo nastava

pfi pikogramové koncentraci (102 g)

a malée tumory (o velikosti o,5 cm)
mohou byt zobrazeny za1-2 h po
injekci

*Vychytavani protismysinych
oligonukleotidd in vivo bunkami
zahrnuje endocytozu (bud' recepto-
rovou nebo adsorpcni) a pinocytozu,
ale nikoliv pasivni difuzi pres bunéc-
nou membranu

* Protismyslné oligonukleotidy maji
vysokou afinitu k mRNA, ale vazou
se pouze ke zlomku vsech bazi
(nékolik set az tisic) mMRNA kvuli jeji
sekundarni a tercialni strukture



* Biodistribucni studie s protismysl-
nym fosforothioatovym oligonukle-
otidem (nahrada fosfatu thiofosfa-
tem) u zvirat ukazala, ze mizeniz
plazmy bylo extrémné rychlé a mélo
dvé slozky. Nejvyssi akumulace byla
v ledvinach a jatrech a minimalni
lokalizace byla v mozku

* Protoze genova exprese muUze byt
protismyslnymi oligonukleotidy
zastavena na Urovni transkripce pred
zapocCetim proteosyntézy v bunce,
mnoho nemoci (rakovina,
kardiovaskularni onemocneéeni atd.)
muze byt léCeno za pouziti vhodne-
ho protismysineho oligonukleotidu

pro specifickou mRNA odpovédnou
za nemoc

* Byly vyvinuty protismyslné oligo-
nukleotidy zameérené na mRNA u
HIV, protoonkogen( c-myc, c-erbB2,
c-fos a onkogenu v-Ha-ras a byly
pouzity pro monitorovani a prevenci
progrese zhoubnosti souvisejici s
témito geny pomoci neinvazivniho
zobrazeni

(c-myc, c-fos =regulacni geny
kodujici transkripcni faktory, c-erbB2
= gen pro receptor 2 lidskeho
epidermalniho rustoveho faktoru,
v-Ha-ras = gen pro membranovou
GTPazu pp21"°)



* Zatimco lécba mnohych nemoci
souvisejicich s genovou expresi za
pouziti protismyslnych oligonukleo-
tidd ma velky vyznam v klinické
praxi, jejich pouziti pro diagnosticke
ucCely ma stejnou dilezitost u odha-
lovani téchto nemoci pred jejich
plnou expresi

* Pomoci protismysinych oligonukle-
otidU byly detekovany zmény v hy-
perplazii hladkeho svalu po angio-
plastice koronarnich cév a aortoko-
ronarnim bypassu (premosténi)

* Mnoho vyzkumnik0 vyvinulo
radioaktivné znacené protismysiné

oligonukleotidy pro zobrazeni
nemoci na Urovni mRNA za pouziti
nuklearnich zobrazovacich technik

* Dewanjee aj. (1994) Uspésné popr-
ve pouzili protismyslnou oligonukle-
otidovou sondu pro nuklearni zobra-
zeni amplifikovaného protoonkoge-
nu c-myc. Jednalo se o fosfodiester
a monothioester znaCené **In za
pouziti bifunkcniho chelatacniho
cinidla diethylentriaminpentaoctove
kyseliny (DTPA)

* Obdobneé znaceni bylo oznameno s
99MTc, 125| 3 18F a vetsina téchto studii
zahrnovala zvifata a jenom malo
pokusy na lidech
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* Znaceni oligonukleotidd 99MTc je
mozné po navazani bifunkcniho
chelatacniho Cinidla jako 6-hydrazi-
nonikotinamidu (hynic), pentetove
kyseliny (DTPA), merkaptoacetyltri-
glycinu (MAG3) na molekulu
oligonukleotidu. Tento chelator
potom vaze 99MTc

* Na oligonukleotid se nejprve na 3’
nebo 5’ konec pripoji primarni
aminoskupina a k opacnému konci
biotin

* Na primarni aminoskupinu se
navaze bifunkcni chelator — hynic a
MAG3 pomoci jejich derivatU

s N-hydroxysukcinimidem, DTPA
pres cyklicky anhydrid

* Vlastni znaceni techneciem-ggm
probiha po jeho redukci pfimo
(DTPA) nebo transchelataci pres
99mTc-glukoheptonat (hynic) nebo
99MTc-vinan (MAG3 — nejcastéjsi
zpUsob znaceni)

* Rychlostni konstanty asociace pro
hybridizaci byly stejne pro DNA
modifikovanou vsemi tremi
chelatory a nativni DNA

* Poradi akumulace 929MTc v nadoro-
vych bunécnych liniich pozitivnich na
Rlalfa mRNA bylo DTPA > hynic >
MAGS3, a rychlost vytoku 99MTc z
bunék byla MAG3 > hynic > DTPA

11



NHS-derivaty MAG3 a hanC a cykllcky
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Tvorba amidove vazby — navazani che-
latoru na molekulu s aminoskupinou

R—NH, hynic
molekula obsahujici amin )\ \
AN

N
H
A _NH.CI
N N N
~0 | NN H
o _ N/NH3CI tvorba amidove vazby
H SHNH-modifikovana
SHNH molekula (DNA)

* navazani S-acetyl-MAG3 probiha obdobné reakci S-acetyl-NHS-MAG3 s R—-NH,
* navazani DTPA probiha reakci anhydridu DTPA s R—-NH, za otevreni anhydrido-
veho kruhu a tvorby amidové vazby, moznost nezadouciho sitovani modifikovane

molekuly 13



* VétSina leCiv musi projit bunécnymi
membranami nez muUze projevit sv0j
biochemicky/molekularni UCinek a to
se tyka i radioaktivnich indikator0
pro molekularni zobrazovani

* Prechod oligonukleotidu pres
membrany pro nalezeni a vazbu ke
komplementarnimu terci neni
potrebny pri zobrazeni
atherosklerotickych lezi pomoci
[99™Tc]c-myc protismyslnych
oligonukleotidy

* Ve vétsSiné pripadu je prichod
vysoce nabiteho oligonukleotidu

blokovan a i v pfipadech s omeze-
nym nabojem je prichod velkych
molekul do bunék omezeny
* Pro smérovani a doruceni produktU
znacenych techneciem-ggm na cilo-
va mista v organismu a pro zlepseni
doruceni Ize vyuzit rGznych pristupu

* formulace lécivého pripravku

* farmakochemie

* molekularni derivatizace
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» Jako prostredky pro zavedeni
radioaktivné znacenych i neznace-
nych oligonukleotidd do bunék byly
pouzity nosice

*Ve vyzkumu je pouziti
farmaceutickych nosicy, jako jsou
cyklodextriny a lipozomy

Dale se vyuziva elektrostaticke
komplexace s transmembranovymi
transfektorovymi nosici (kationtovy
- pozitivné nabity kardiolipin) a
kationtovymi peptidy jako TAT a
jinymi

Pozn.

* transfekce = prenos cizorode DNA
do kultivovanych zivocisnych nebo
lidskych bunék, Cili primy prenos
genU

* peptid TAT = je odvozen z trans-
aktivatoru transkripce lidskeho viru
imunodeficience (HIV) a patri k pep-
titOm pronikajicim do bunky (cell-
penetrating peptides, CPPs)
pouzivanym k dorucovani rGznych
molekul, ale i lipozom0 do buriky
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* Pri vyzkumu smérovani a doruceni
se provadeji chemicke modifikace
zakladniho oligonukleotidu

*V prvniradé to znamena syntetizo-
vat molekuly rezistentni k nuklea-
zam, ¢ehoz se dosahne zménami ve
fosfodiesterove pateri nahrazenim
fosfatu fosforodiamidatem,
fosforothioatem, aminokyselinovy-
mi nebo morfolinovymi zbytky,
tvorbou uzamcenych nukleovych
kyselin a zménou stereochemie
(spiegelmery = molekuly jako RNA
vystaveneé z L-ribosovych jednotek)

e Zminéné budou:
* fosforothioatove nukleove
kyseliny
* peptidove nukleove kyseliny
* uzamcene nukleove kyseliny
* fosforodiamidatoveé morfolino
nukleove kyseliny

16



Fosforothioétové oligonukleotidy

O OH |
=|— 0= ? o O=P=s
O aze baze O aze
@) KQ @)
OR’ OR" OH OR’

fosfodiesterova DNA fosfodiesterova RNA fosforothioatova DNA

* 99MTc-hynic-znacené fosfodiesterové oligonukleotidy jsou v téle po aplikaci
odbourany na nizkomolekularni metabolity béhem 15 min, zatimco fosforothioa-
tove analogy jsou hlavné na proteinech

» fosforothioatove nukleotidy vykazuji vysoké pretrvavajici jaterni vychytavani

* vysoky obsah guaninu je rozhodujici faktor nespecificke bunecne akumulace ,




Peptidove oligonukleotidy

R

e

peptidova nukleova
kyselina (PNA)

baze

* Cukr-fosfatova pater je nahrazena polymerem
N-(2-aminoethyl)glycinu (AEG)

* Baze jsou pripojeny pomoci karboxylove
skupiny zbytku octoveé kyseliny

* 99MTc-MAG3-znacené amin-derivatizované
peptidoveé oligonukleotidy mohou poskytnout
stabilitu a farmakokinetické vlastnosti vhodne
pro pouziti jako radiofarmaka (rychla celotélo-
va clearance s vychytavanim tkani s kompleme-
ntarni DNA a vylucovanim ledvinami)
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Uzamcene oligonukleotidy

OR baze
@)

monomer uzamcene
nukleove kyseliny
oxy-LNA

* Uzamcena nukleova kyselina (locked nucleic
acid, LNA) je modifikovany RNA-nukleotid s
uzamcenou konformaci, ribosa je fixovana v 3'-
endo konformaci, coz zvysuje termodynamic-
kou a biologickou stabilitu dvousroubovic
obsahujicich LNA

* Zaclenénim jediného LNA nukleotidu do sek-
vence oligomeru lIze po hybridizaci s komple-
mentarnim retézcem zvysit teplotu tani vysled-
né dvousroubovice 0 1-3 °C

* MUze byt oxy-LNA, thio-LNA, amino-LNA

* Lze pouzit znacené nahe oligonukleotidy nebo
uzavrene v kationtovych lipozomech, v obou
pripadech dochazi k internalizaci
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Fosforodiamidatove morfolino

ngonuHeoHcy

Y baze

N
OI|3N
O

el

R'
fosforodiamidatova

morfolino nukleova
kyselina

* Fosforodiamidatova pater je rezistentni k nuk-
leazam, neiontova a rozpustna ve vodé

* Primarni aminoskupina se pripojuje pomoci
B-alaninoveho spojovniku na konec ekvivalentni
3" konci DNA a tato aminoskupina se pak konju-
guje s S-acetyl-NHS-MAG3 pro radioaktivni
znaceni 99MTc

* Hybridizace s komplementarnimi retézci je
temeér kvantitativni, znaceny oligonukleotid je
in vitro stabilni s minimalni vazbou na proteiny,
po i.v. aplikaci normalnim mysim je rychle vylu-
covan

po)



Strukturné pozménéné sondy

* Pouzivaji se komplexni molekularni
sondy

» Délka retézce a sekvence bazi,
zvlasteé pritomnost cytosinu jsou
urcujici faktory pro vychytavani a
hybridizaci komplementarnich
DNA/RNA sond

* Dvouvlaknoveé (duplex) sondy
mohou poskytnout lepsi zobrazeni
ve srovnani s jednovlakovymi
protismyslnymi oligonukleotidy

* Zahrnuje to tvorbu a pouziti
dvousroubovic mezi protismysinou
fosforothioatovou DNA proti mdrz
mRNA a stejnou fosforothioatovu
nebo fosfodiesterovou kodujici DNA
(mdr1 = gen mnohocetné lekove
rezistence, multidrug resistance,
kodujici glykoprotein-P — transmem-
branovou efluxni pumpu leciv)
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Oligomerni chimery

*Vyuzivaji se chiméry peptid-PNA
* Prikladem je pouziti protismysine
PNA specifické pro onkogen c-myc
nadmérné exprimovany u lidské
rakoviny prsu

* PNA je spojena s chelatacnim
cinidlem umoznujicim znaceni 99™MTc
* Distribucni studie ukazaly mirnou
akumulaci protismysine chimery v
jatrech a znatelné hladiny v tumo-
rech

* Jina chiméra je pro zobrazeni genu
pro cyklin D, ktery se nazyva CCND1
gen. Tento gen koduje regulacni
protein bunécneho cyklu cyklin D1

* Cyklin D1 mRNA a ER mRNA
pozitivne koreluji u primarni
rakoviny prsu

(ER = estrogenovy receptor)

22



Predsmérovani oligomerd

*Vazbou peptidovych nukleovych
kyselin na vhodné polymery se mize
zlepsit lokalizace

* Poly(methyl vinyl ether-alt-malei-
nova kyselina) (PA) se konjuguje s
mnoha kopiemi protismysiné PNA a
polyethylenglykolu

* Pouziti predsmeérovani za pouziti
pegylovanych PA-polymerU peptido-
ve nukleove kyseliny pro zesileni
zlepsilo lokalizaci

* Protilatkove predsmérovani
morfolino nukleové kyseliny bylo
ukazano na pouziti jejiho konjugatu
s protilatkou proti karcinoembryo-
nalnimu antigenu (CEA) navazanou
pres ethylaminovy spojovnik na 3’
konec

* Bylo prokazano vysoke vychytavani
v tumorech a nizké vychytavaniv
normalnich tkanich mysi, potvrzujici
spravnost tohoto pristupu predsme-
rovani oligomerU
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* Aptamery byly objeveny na
zacatku go. let minulého stoleti

* Jsou to kratkée DNA nebo RNA
oligonukleotidy nebo peptidy, ktere
zaujimaji specificke stabilni konfor-
mace in vivo

* Mohou se specificky a pevné vazat
na malé rigidni molekuly (Iéciva),
peptidy, proteiny a jiné oligonukleo-
tidy

*V protikladu k protismyslnym
oligonukleotiddm jsou jejich terce
Casto extracelularni spise nez
intracelularni a tak se vyhnou
nezbytnosti prechodu pres bunécné
membrany

* Nedavno byl pripraven aptamer
pro protein extracelularni matrix
tenascin-C znaceny fluorescencné a
radioaktivné a pomoci planarni
scintigrafie a 99™Tc-znaceneho
aptameru byly ziskany obrazy
glioblastomu a nadoru prsu
*Vychytavani aptameru ve stépech
nékolika jinych lidskych tumorU
vyzadovalo pritomnost ciloveho
proteinu — lidskeho tenascinu-C
(tenasciny = glykoproteiny extrace-
lularni matrix, hojné se vyskytujici u
vyvijejicich se embryi a znovu se
objevujici pri hojeniran ave stroma-
tu nékterych tumord
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