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Antisenseoligonukleotidit (ASO) ovat yksijuosteisia, noin 20 nukleotidin pituisia kemiallisesti
modifioituja oligomeerejé, jotka sitoutuvat ldhetti-RNA:han Watson-Crick-eméspariutumisen avulla.
Terapeuttisia ASO:ita kehitetddn neurologisten sairauksien hoitoon niiden geeni-ilmentymai
hiljentdvan vaikutuksen takia. ASO:iden suunnittelussa hyodynnetddn gapmeerimallia, jossa DNA-
pohjainen keskiosa (”’ikkuna”) mahdollistaa RNaasi H -entsyymin katalysoiman ldhetti-RNA:n
pilkkomisen, joka johtaa sairautta aiheuttavan kohdeproteiinin translaation estimiseen. Keskiosa on
herkké kemiallisille muokkauksille. Sen sijaan reuna-alueissa (siivet”) kdytetddn usein modifioituja
ribonukleosideja farmakologisten ominaisuuksien parantamiseksi.

Oligonukleotideihin tulee tehdd modifikaatioita, silli modifioimattomat oligonukleotidit pilkotaan
elimistossd nopeasti nukleaasien toimesta. Modifikaatioilla parannetaan myos ASO:iden jakautumista
kudoksiin, soluunpéisyé ja affiniteettia kohde-RNA:han. Selkdrankarakenteen modifikaatiot parantavat
ASO:iden nukleaasiresistenssid. Fosforotioaattimodifikaatio (PS) on tutkituin selkédrankarakenteen
modifikaatio, ja se voidaan sijoittaa ASO:n ikkuna-alueelle hdiritseméatti RNaasi H aktivaatiota. PS-
modifkaatiot sitoutuvat proteiineihin, mikd huomattavasti parantaa niiden kudosjakautumista ja
soluunpaisyéa. Toisaalta epdspesifinen proteiinisitoutuminen aiheuttaa myds toksisuutta. Vaihtoehtoisia
selkdrankarakenteen modifikaatioita tutkitaan, koska halutaan optimoida ASO:iden terapeuttiset
ominaisuudet. Muun muassa amidimodifikaatiota (AM) tutkitaan vaihtoehtoisena selkédranka-
rakenteena, ja se on rakenteeltaan akiraalinen. AM-sidosta ei voida kuitenkaan sijoittaa ASO:n RNaasi
H -herkille ikkuna-alueelle.

Télld hetkelld tutkimuksessa kiinnostus painottuu ASO:iden kudoskohdentamiseen, toksisuuden
viahentdmiseen ja alleeliselektiivisyyteen. ASO:iden kudoskohdentamista keskushermostoon on
onnistuttu lisddmdén fosforyyliguanidiinidiesterimodifikaatiolla (PN). Mesyylifosforamidaatti-
modifikaatiolla (MsPA) on puolestaan vihennetty ASO:iden syto- ja maksatoksisuutta. Alleeli-
selektiivisyydessd tavoitteena on sdilyttdd kohteena olevan geenin tyypillinen l&hetti-RNA:n muoto, ja
vihentdd ainoastaan sairauden etenemisen kannalta merkittdvid mutatoituneita ldhetti-RNA
sekvenssejd. Alleeliselektiivisyyttd pyritddn lisddméain muun muassa stereokemiaa muokkaamalla, ja
lupaavia tuloksia on saatu PN-modifikaation stereokemiaa kontrolloimalla. Toinen potentiaalinen keino
lisatda alleeliselektiivisyyttd on RNaasi H:n katkaisukohtien muuttaminen, ja on havaittu, ettd
etynyylifosfonaattimodifikaatiolla (EP) katkaisukohtien muuttaminen on mahdollista.

Avainsanat: antisenseoligonukleotidi, RNaasi H, selkidrankarakenteen modifikaatio
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PS, fosforotioaatti

PO, fosfodiesteri

TTR, transtyretiini

MOE, metoksietyyli

MsPA, mesyylifosforamidaatti

cET, lukittu etyyli

AM, amidi

CLSM, konfokaalinen laserpyyhkidisymikroskopia
PN, fosforyyliguanidiinidiesteri
PBS, fosfaattipuskuroitu suolaliuos
ALS, amyotrofinen lateraaliskleroosi
FTD, frontotemporaalinen dementia

EP, etynyylifosfonaatti



Johdanto

Antisenseoligonukleotidit (ASO) ovat noin 20 nukleotidin pituisia, DNA-juostetta siséltavid
kemiallisesti modifioituja oligomeerejd, jotka sitoutuvat ldahetti-RNA:han Watson-Crick-
emdispariutumisen avulla [1]. ASO:t ovat yksi RNA:han kohdistuvista lddketeknologioista, ja
niilld pystytdédn hiljentiméddn geeni-ilmentymid ribonukleaasi H (RNaasi H) -vilitteisesti.
ASO:lla voidaan hoitaa proteiiniperdisid sairauksia, joihin ei ole ldydetty hoitokeinoja
perinteisemmilld lddkekehitysmenetelmilld. Markkinoille hyviksytyt ASO:t on suunniteltu
harvinaisia sairauksia sairastavien potilaiden hoitoon. Kliinisissd tutkimuksissa on kuitenkin
ASO:ita, jotka on suunniteltu yleisesti esiintyvien neurologisten sairauksien hoitoon, kuten
Alzheimerin ja Parkinsonin taudin hoitoon [1]. Oligonukleotidilddkkeiden etu tavanomaisiin
pienimolekyylisiin lddkkeisiin verrattuna on se, ettd 1dke voidaan usein suunnitella pelkéstiain
kohdegeenin priméérisekvenssin ja nopealla seulonnalla 16ydettyjen kandidaattien avulla.

Liséksi oligonukleotidildékkeiden vaikutus on mahdollista kohdistaa johonkin tiettyyn alleeliin

[2].

Kohde-RNA:han  sekvenssispesifisesti  sitoutuvien  oligonukleotidien  kéyttdmistd
terapeuttisena aineena ehdotettiin ensimmadisen kerran vuonna 1978 [3]. Haasteena oli
kuitenkin lddkeaineen kuljetus, stabiilisuus ja spesifisyys [4]. Selkdrankarakenteen ja
riboosisokerin modifikaatioilla on onnistuttu lisddmididn ASO:n stabiilisuutta plasmassa,
resistiivisyyttd nukleaaseja vastaan, parantamaan soluunottoa ja kohdespesifisyyttd. Tassé
tutkielmassa késittelen selkdrankarakenteen modifikaatioiden vaikutusta ASO:ihin. Niistéd
yleisimmin kéytetty on fosforotioaatti (PS), jossa fosfodiesterin yksi ei-silloittavasta hapesta
on korvattu rikilld [4]. PS-linkkeri parantaa ASO:n nukleaasiresistenssid, mikd pidentida
vakutuksen kestoa. Lisdksi PS-sidokset tehostavat sitoutumista proteiineihin, miké on tarkeda
ASO:n jakautumisen, soluunoton ja aktiivisuuden kannalta [1]. Toisaalta proteiinisitoutuminen
vaikuttaa my0s siihen, ettd osa PS-ASO:ista on syto- ja maksatoksisia. PS-linkkerin
aitheuttamien haasteiden takia myds vaihtoehtoisia selkdrankarakenteen modifikaatioita
tutkitaan [5]. Tutkielmassani esittelen erilaisia selkdrankarakenteen modifikaatioita ja sité,

miten ne vaikuttavat RNaasi H -aktiivisten ASQO:iden toimintaan.

RNaasi H -aktiiviset antisenseoligonukleotidilidkkeet

RNA:han kohdistuvien lddkkeiden etu perinteisiin pienmolekulaarisiin 14ddkkeisiin verrattuna

on niiden translaatiota edeltivd vaikutusmekanismi, joka ei ole pienmolekyylien
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saavutettavissa [ 1]. Pienmolekyylit sitoutuvat usein tiettyihin proteiineihin, joko entsyymeihin
tai solun pintaproteiineihin tai reseptoreihin, kun taas ASO:t vaikuttavat ldhetti-RNA tasolla
estdmadlld proteiinin translaation. Ne voivat vaikuttaa myds proteiinisynteesid ohjaavan ldhetti-
RNA:n muodostumiseen niin sanotun silmukointiprosessin kautta, jolloin sitoutumisen
kohteena on esildhetti-RNA. RNaasi H -aktiiviset ASO:t puolestaan estdvit proteiinin
tuottamisen pilkkomalla ldhetti-RNA:n. RNA:han kohdistuvien lddkkeiden etuna on se, ettd
niitd voidaan suunnitella toimimaan useilla eri mekanismeilla, ja RNaasi H -aktiiviset ASO:t
edustavat vain yhti ndistd mekanismeista. RNA:han kohdistuvien lddkkeiden kehityksessd on
kuitenkin ollut monia haasteita, jotka on taytynyt ylittdd. ASO:iden synteesimenetelmid taytyi
kehittdad tehokkaammaksi ja edullisemmaksi. Huolena oli myos oligonukleotidien hajoaminen
nukleaasien toimesta, ja uskottiin, ettei oligonukleotidit pddse kulkeutumaan soluun niiden
koon ja negatiivisen varauksen takia. Lisdksi ennen kun RNA:han kohdistuvien ladkkeiden
kehitys oli mahdollista, tdytyi RNA:n rakenne ja toiminta tuntea. ASO-sekvenssin valitseminen

vaati myds DNA-sekvensoinnin kehitystd (Kuva 1), [1].

5’-G CcCGT1T T TGCTCTTCTTOCTTGTCG-3

Fomivirseeni

55T Cc T TG GTT ACATGAAATCTCC-3
Inoterseeni

PS

deoksiriboosi

2’-MOE

Kuva 1. ASO-lddkkeitd, Fomivirseeni ja Inoterseeni. Fomivirseeni hyvéksyttiin kliiniseen
kdyttoon vuonna 1998 ja on ensimmadinen hyviksytty terapeuttinen ASO. Fomivirseenid
kéytettiin sytomegaloviruksen aiheuttamaan silmén verkkokalvon rappeutumiseen. Inoterseeni
hyvidksyttiin vuonna 2018, ja sitd kaytetdin TTR-geeni-ilmentymén véhentdmiseen
neurodegeneratiivisen transtyretiiniamyloidoosisairauden hoidossa. PS, fosforotioaatti, 2’-

MOE, 2’-metoksietyyli.

Kliiniseen kéyttoon on hyviksytty nelji RNaasi H -aktiivista ASO-ladkettd, fomivirseent,
mipomerseeni, inoterseeni ja volanesorseeni [1], joista fomivirseeni ja mipomerseeni on

myOhemmin vedetty pois markkinoilta [6]. Fomivirseeni poistettiin markkinoilta, koska



samaan kéyttotarkoitukseen kehitettiin erittdin tehokas antiretroviraalinen hoito. Mipomerseeni
puolestaan vedettiin pois sen maksatoksisuuden vuoksi. Inoterseeni aiheuttaa myds toksisuutta
maksassa ja munuaisissa, ja se on saatavilla ainoastaan rajoitetun jakeluohjelman kautta.
ASO:iden haasteena onkin maksa- ja munuaistoksisuuden sekd yliherkkyysreaktion
mekanismien ymmartdminen. Tastd huolimatta kliinisessd lddkekehityksen vaiheessa on yli
100 ASO:ta ja prekliinisessi vaiheessa vield enemman, joten on mahdollista, ettd ASO-ladkkeet
ovat laajemmin kiytossd ldhitulevaisuudessa [6]. ASO-lddkkeiden potentiaali hoitaa usein
esiintyvid neurologisia sairauksia, kuten Alzheimerin ja Parkinsonin tauteja on merkittdvi, ja
kannustaa jatkamaan ASO:iden tutkimista terapeuttisina aineina. ASO:iden potentiaali syddn

ja verisuonitautien osalta on myds todennettu [1].

Vaikutusmekanismi

Kohde-RNA:n pilkkomiseen suunnitellun ASO:n tulee tdyttdd RNaasi H -entsyymin asettamat
erityisvaatimukset [1]. RNaasi H on RNA:ta hajottava entsyymi, joka pilkkoo
fosfodiesterisidoksia ja vaatii substraatikseen RNA/DNA-heterodupleksin katkaisua varten
(Kuva 2). Témin takia ASO:ssa tulee olla alue, joka koostuu deoksinukleotideistd ja
varautuneista fosfaattianalogeista, jotka osallistuvat entsymaattiseen mekanismiin. Tatd aluetta
kutsutaan ikkuna-alueeksi. Lisdksi RNaasi H -aktiivisissa ASO:issa on ikkuna-aluetta
reunustavat alueet, joita kutsutaan siivekkeiksi. Siivekkeisiin voidaan sijoittaa enemmén
modifikaatioita, silld ne eivit hdiritse RNaasi H -entsyymin toimintaa. Siivekkeisiin voidaan
lisidtd esimerkiksi varausneutraaleita selkdrankarakenteen modifikaatioita [5], [7] ja useita
riboosisokerin modifikaatioita [1]. Siivekkeiden modifikaatioilla lisdtdan ASO:iden
spesifisyyttd ja affiniteettia kohde-RNA:han. Kun ASO on sitoutunut kohde-RNA:han, RNaasi
H tunnistaa sen substraattina ja pilkkoo sen. Téstd seuraa sairautta aiheuttavan proteiinin

translaation estyminen [1].
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Kuva 2. Antisenseoligonukleotidi (ASO), joka koostuu DNA-pohjaisesta keskiosasta ja
RNA:n kaltaisista reunustavista alueista, sitoutuu kohdetranskriptiin. Muodostunut
RNA/DNA-heterodupleksi on substraatti RNaasi H -entsyymille, joka pilkkoo kohde-
transkriptin.

Vaikutuksen kohdentaminen

ASO:n vaikutus voidaan kohdentaa l14hetti-RNA:n lisdksi myds esildhetti-RNA:han ja pitkdin
ei-koodaavaan-RNA:han [2]. Koska RNaasi HI -entsyymii sijaitsee sekd sytoplasmassa ettd
tumassa, ASO pystyy vaikuttamaan kummassakin. Lisdksi vaikutus on mahdollista kohdistaa
tiettyyn alleeliin, kuten pistemutaatioon tai toistolaajennusmutaatioon (repeat-expansion
mutation), sddstamilld tyypillisesti esiintyvd (wild-type) alleeli. Tdlloin ASO vaikuttaa
ainoastaan mutatoituihin geeneihin ja ladkkeen haittavaikutukset ovat vdhdisemmat, kun
tavallisen alleelin proteiinitranslaatio ja fysiologisesti tarpeellisten proteiinien tuotanto sdilyy
[8]. Monet neurodegeneratiiviset sairaudet johtuvat autosomaalisen geenin dominoivasta
mutaatiosta, jotka tuottavat myrkyllisid proteiineja. Nidihin sairauksiin alleeliselektiivinen
lahestymistapa on turvallisempi ja siksi potentiaalinen tapa kehittdd terapeuttisia ASO:ita

tulevaisuudessa [8].

ASO voidaan injektoida potilaalle esimerkiksi ihon alle, selkdytimeen tai suonensisdisesti [1].
My0s suoraan kudokseen injektiointi on mahdollista, esimerkiksi silmén lasiaiseen [9].
Tulevaisuudessa suun kautta annostelu saattaa olla mahdollista enteropdillysteisend kapselina,
jos hyotyosuutta saadaan kasvatettua [1]. ASO:t pystyvit ldpdisemddn solukalvon ilman
kuljetinta, ja soluunottoon voidaan vaikuttaa erilaisilla modifikaatioilla [1]. Ladkekehityksessd

etsitddn tilla hetkelld keinoja kohdentaa ASO:iden vaikutus tarkemmin tiettyihin kudoksiin, ja
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tdhan on l0ydetty ratkaisuja muun muassa selkirankarakenteen modifikaatiolla, joka parantaa
vaikutuksen kohdentamista keskushermostoon [7], ja N-asetyyligalaktoosiamiinikonjugaatilla

(GalNac), joka kohdistaa vaikutusta maksaan [1].

Selkiarankarakenteen modifikaatiot

Oligonukleotideihin tulee tehdd modifikaatioita, jotta niitd voidaan kéyttdd terapeuttisina
ladkeaineina [1]. Modifioimattomat oligonukleotidit pilkotaan elimistdssd nopeasti
nukleaasien toimesta. Selkdrankarakenteen modifikaatioilla parannetaan ASO:iden resistenssii
nukleaaseja vastaan. Modifikaatioilla voidaan lisdtd myos ASO:iden jakautumista kudoksiin ja
soluunpadsyd [2]. Spesifisyyttd ja affiniteettid kohde-RNA:han pystytddn sditelemdidn
optimaaliseksi. Vain harvat modifikaatiot ikkuna-alueella tukevat RNaasi H -entsyymin
toimintaa. PS-modifikaatio on yleisimmin kéytetty selkdrankarakenteen modifikaatio, joka on
siedetty sekd ikkuna-alueella ettd siivissd. Siivekkeisiin modifikaatioita voidaan sijoittaa
vapaammin, silld ne eivit hiiritse RNaasi H:n toimintaa. Siivekkeisiin onkin tirkedé sijoittaa

modifikaatioita muun muassa spesifisyyden ja affiniteetin lisddmiseksi [1], [2].

Oligonukleotideja voidaan modifioida riboosisokerista, eméksesti tai selkdrankarakenteesta, ja
tassd tutkielmassa keskitytddn selkdrankarakenteen modifikaatioihin. Selkdrankarakenteen
modifikaatiot ovat usein RNA:ssa ja DNA:ssa luonnollisesti esiintyvien fosfodiesterisidosten
(PO) kaltaisia, mutta ne voivat olla rakenteeltaan my0s tdysin poikkeavia PO-sidoksista [5].
PS-modifikaatiossa yksi fosfodiesterin ei-silloittavista hapista on korvattu rikilld (Kuva 3). On
myos lukuisia muita modifikaatioita, jotka ovat rakenteeltaan fosfodiesterin kaltaisia, kuten
tassd tutkielmassa kisiteltivit mesyylifosforamidaatti (MsPA), fosforyyliguanidiinidiesteri
(PN) ja etynyylifosfonaatti (EP) (Kuva 3). Amidimodifikaatio (AM) poikkeaa rakenteeltaan

muista tissd tutkielmassa esitetyistd modifikaatioista, ja on rakenteeltaan akiraalinen (Kuva 3).

Selkdrankarakenteen modifikaatioilla on erilaisia farmakologisia ominaisuuksia. Usein
selkdrankarakenteen modfikaatiot parantavat erityisen hyvin ASO:iden nukleaasiresistenssid
[1], [5], [8], [10]. PS-modifikaatiot parantavat tehokkaasti kudosjakautumista ja soluunottoa
sitoutumalla proteiineihin [1], [11]. Jotkut PS-ASO-sekvenssit sitoutuvat kuitenkin liian
tiukasti tiettyihin proteiineihin tehden niistd toksisia [12]. Ndiden sekvenssien toksisuutta on
onnistuttu vahentdméén lisddmalld MsPA-modfikaatioita tiettyyn kohtaan PS-ASO:issa [13].

ASO:iden  kudosaltistusta ja  farmakodynaamisten  ominaisuuksien tehostumista



keskushermostossa on parannettu lisddmaillda ASO:ihin PN-modifikaatioita [7]. EP-

modfikaatiolla puolestaan voidaan vaikuttaa RNaasi H:n katkaisukohtiin [10].
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Kuva 3. Selkdrankarakenteen modifikaatioita, joita voidaan sijoittaa RNaasi H -aktiivisiin
antisenseoligonukleotideihin. Modifikaatioilla korvataan luonnollisesti esiintyvda PO eli
fosfodiesteri, joka yhdistdd nukleosidit toisiinsa. AM- ja PN-modifikaatiot ovat
varausneutraaleja. PO, fosfodiesteri; PS, fosforotioaatti; MsPA, mesyylifosforamidaatti; AM,

amidi; PN, fosforyyliguanidiinidiesteri; EP, etynyylifosfonaatti.

Fosforotioaatti

Fosforotioaatti (PS) on yksi eniten kdytetyistd modifikaatioista oligonukleotidilddkkeissa [2].
PS-linkkeri parantaa ASO:n nukleaasiresistenssid, ja se voidaan sijoittaa sekd ikkuna-alueelle
ettd siipiin, ilman ettd RNaasi H -vilitteinen pilkkoutuminen estyy [2]. PS-sidos lisda
sitoutumista plasman ja solukalvon proteiineihin, mikéd edistdd jakautumista kudoksiin ja
kertymistd soluihin, sekd vihentdd ASO:n suodattumista munuaisissa [11]. PS-sidoksia on
kéytetty kaikissa kaupalliseen kdyttoon hyvaksytyissa ASO:issa [14]. PS-sidoksen lisddminen
ASO:ihin aiheuttaa myds epdsuotuisia ominaisuuksia. PS-sidos heikentdi affiniteettia kohde-
RNA:han, mikéd toisaalta voidaan kompensoida riboosisokerin modifikaatiolla ASO:n

siivekkeissd [1]. Jotkut PS-ASO:t ovat myds toksisia [1], [12].



Kirjallisuudessa keskustellaan, onko PS-sidoksen kiraalisuudella merkitysti ASO:n
farmakologisiin ominaisuuksiin. On todettu, ettd Sp-konfiguraatio tekee ASO:sta stabiilimman
nukleaaseja vastaan, kun taas Rp-konfiguraatiolla on parempi sitoutuminen RNA:han [15]. On
my0s havaittu, ettd 3’-SpSpRp-5’-stereokemiallinen yhdistelmi parantaisi RNaasi H -
aktiiviisuutta eniten in vivo ja in vitro [16]. Toisaalta on havaittu, ettd kiraalisuuden
stereokontrollointi ei merkittdvésti parantanut ASO:n terapeuttista potentiaalia [ 15]. Havaittiin,
ettei PS-kiraalisuuden kontrolloimisella saatu nopeampi pilkkoutuminen korreloinut
lisdéntyneen tehon kanssa soluissa tai hiirissd. Huomattiin my®ds, ettd paljon Rp-konfiguraatiota
sisdltavat toksisen mallin ASO:t aiheuttivat enemmén kaspaasin aktivaatiota ja pS4nrb:n véaraa
lokalisaatiota, eli olivat toksisempia kuin stereosatunnaiset ASO:t, mutta paljon Sp-
konfiguraatiota sisiltiviat ASO:t aiheuttivat my0s kaspaasin aktivaation. Puolestaan ikkuna-
alueella taysin Sp-konfiguraatiota sisdltdivd ASO ei aiheuttanut pS4nrb:n viérinsijoittumista,
mutta oli teholtaan vain kymmenesosan stereosatunnaiseen ASO-juosteeseen verrattuna.
Kyseisessd tutkimuksessa todettiin my0s optimaalisena konfiguraatiokaavana pidetyn
SpSpRp-mallin olevan teholtaan verrattavissa stereosatunnaiseen ASO-juosteeseen. Toksisen
mallin SpSpRp-ASO osoitti toisaalta vihentynytti kaspaasin nousua stereosatunnaiseen ASO-

juosteeseen verrattuna, mutta aiheutti kuitenkin ALT-arvon nousua hiirilla [15].

PS-sidokset parantavat huomattavasti ASO:iden sitoutumista proteiineihin [12]. Koska
rikkiatomi on suurempi kuin happiatomi, PS-sidoksen varausjakauma, sidoskulmat ja venytys
eroaa olennaisesti PO-sidoksista. Rikin suurempi koko levittdd varausjakaumaa laajemmalle
alueelle ja tekee PS-ASO:sta suhteellisesti rasvaliukoisemman kuin PO-ASO:t.
Plasmaproteiineihin sitoutuminen on tdrkedd PS-ASO:iden jakautumiselle kudoksiin. Ilman
plasmaproteiinisitoutumista ASO:t huuhtoutuisivat nopeasti munuaisissa, jolloin ne eivét
padsisi levidmidn kaukana oleviin kudoksiin. PS-ASO:t kuitenkin sitoutuvat lukuisiin
proteiineihin plasmassa eri sitoutumisaffiniteeteilla. Albumiiniproteiinin pitoisuus plasmassa
on korkea, joten PS-ASO:iden sitoutuminen plasman albumiiniin on keskeistd. Merkittavi
sitoutuminen plasman proteiineihin vaatii noin 10-12 PS-sidosta. Suurin osa PS-ASO:iden
soluunotosta tapahtuu endosomien kautta. PS-ASO:t pddsevit soluun pintaproteiinien kautta

joko suoraan sitoutumalla tai konjugoitujen ligandien viélitykselld [12].

Sen liséksi, ettd proteiinit madrittavit pitkdlti ASO:iden toiminnan elimistdssd, ASO:t my0s
vaikuttavat monien proteiinien toimintaan, joiden kanssa ne vuorovaikuttavat [1], [12].
Paraspeckle-proteiinit, kuten p54nrb, ovat vilttdimattomid useille soluprosesseille, muun

muassa transkriptiolle, silmukoinnille, translaatiolle ja DNA:n korjaamiselle. PS-ASO:t, joissa
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on toksinen sekvenssi, on havaittu sitoutuvan paraspeckle-proteiineihin suurella affiniteetilla.
Toksiset PS-ASO:t myds aiheuttavat paraspeckle-proteiinien  véérinsijoittumisen
tumajyvéseen, mikd estdd esildhetti-RNA:n transkriptiota ja prosessointia. Tami laukaisee
stressin  tumajyvésessd ja johtaa lopulta apoptoottiseen solukuolemaan. Erilaisilla
riboosisokerin 2’ -modifikaatioilla, sekd selkdrankarakenteen MsPA-modifikaatiolla on

pystytty vihentdmain tétd toksisuutta [12],[13].

Mesyylifosforamidaatti

Mesyylifosforamidaatti (MsPA) on potentiaalinen kandidaatti selkdrankarakenteen
modifikaatioksi, koska sen on havaittu lisddvdn nukleaasiresistenssid, joka pidentdd sen
vaikutusaikaa PS-sidoksiin verrattuna [13]. Vain harvat modifikaatiot tukevat RNaasi H -
aktiivisuutta ikkuna-alueella, ja MsPA on yksi niistd. MsPA-sidosten lisddminen véhensi
epéspesifisti proteiinisitoutumista ja syto- ja maksatoksisuutta. MsPA-linkkeri lisdttiin
ASO:ihin Staudingerin reaktiolla, jossa metaanisulfonyyliatsidi reagoi kolmiarvoisen

fosfiittivélituotteen kanssa, joka on valmistettu fosforamidiittikytkennilld [13].

MsPA-sidoksen sijoittaminen tiettyyn kohtaan vaikuttaa ASO:n aktiivisuuteen ja toksisuuteen
[13]. MsPA-modifikaation optimaalista paikkaa tutkittiin toksisen sekvenssimallin PS-
ASO:ssa, jossa on siivissd cET-riboosisokerimodifikaatiot. MsPA-ASO:n antisense-
aktiivisuutta ja toksisuutta tutkittiin soluissa. Kun MsPA:ta sijoitettiin koko ikkuna-alueelle,
vihensi se ASO:n sytotoksisuutta, mutta myds tehoa verrattuna tdysin PS-modifioituun
toksisen mallin ASO-juosteeseen. Sen sijaan MsPA:n sijoittaminen siipiin ei vdhentinyt
sytotoksisuutta tai tehoa. Seuraavaksi tutkittiin, voisiko paikkakohtainen PS:n korvaaminen
MsPA:lla ikkuna-alueella sdilyttdd tehon ja vdhentdd sytotoksisuutta. Yhden MsPA-sidoksen
lisddmiselld oli vain minimaalinen vaikutus tai ei ollenkaan vaikutusta tehoon tai
sytotoksisuuteen. Kahden MsPA-sidoksen lisddmiselld havaittiin selvempi vaikutus ja
havaittiin merkittdvad sytotoksisuuden vihenemistd, kun MsPA sijoitettiin 2, 3 ja 3, 4 asemiin

5’-cET/DNA-liitoskohdasta.

3-5 MsPA-sidosta 5’ puolen ikkuna-alueella véhensi toksisen ASO-mallin maksatoksisuutta
hiirissd ilman tehon heikkenemistd. Alkuperdinen PS-ASO on erittdin myrkyllinen 15mg/kg
GalNAc-konjugaattina annosteltuna, kun taas MsPA-modifioiduista ASO:ista 3 MsPA-sidosta
sisaltdva ASO oli hieman maksatoksinen, silld mitattu ALT-arvo oli vahin koholla. Puolestaan

4 ja 5 MsPA-sidosta sisiltdvit ASO:t olivat turvallisia télld annoksella. Kyseisessé



tutkimuksessa 4 MsPA-sidosta sisdltivdi ASO osoitti optimaalisen tehon sekd syto- ja

maksatoksisuuden lieventdmisen.

MsPA-sidoksen kiraalisuuden kontrolloimisella ei havaittu parempaa tehoa, terapeuttista
indeksid tai nukleaasiresistenssid raseemiseen MsPA-linkkeriin verrattuna, kun tutkittiin
kahden vierekkdisen MsPA-sidoksen stereokemiaa. Tutkittiin myds MsPA-modifioinnin
vaikutusta PS-ASO:iden proteiinisitoutumisominaisuuksiin. MsPA-ASO:ita arvioitiin
NanoBRET-mééritykselld ja tdhdn kaytettiin kolmea malliproteiinia; PC4, yksijuosteinen
sitova proteiini (SSBP) ja RNaasi H1. Kaikkien PS-sidosten korvaaminen ASQO:ssa tai vain
ikkuna-alueella vdhensi merkittdvésti epéspesifistd proteiinisitoutumista. Kahden MsPA-
sidoksen lisddmiselld PS-ASO-juosteeseen oli minimaalinen vaikutus, jos ne sijoitettiin 5’- tai
3’-cET-siipiin, kun taas ikkuna-alueella proteiinisitoutumisen lieventdvd vaikutus oli
voimakkaampi. Vdhentynyt proteiinisitoutuminen liittyi myds vdhentyneeseen toksisuuteen
hiiren maksassa ja vidhentyneeseen pS54nrb-paraspeckleproteiinin véirinsijoittumiseen
tumajyviseen soluissa, mikd viittaa siihen, ettd MsPA-modifikaatio vdhentdd apoptoottista

solukuolemaa.

PS-ASO:t voivat aiheuttaa tulehdusta edistdvid vaikutuksia solu- ja eldinmalleissa, jotka ovat
PS- ja sekvenssiriippuvaisia. Tulehdusta edstdvid vaikutuksia tutkittiin kolmella tulehdusta
edistidvilldi ASO-mallilla, joissa arvioitiin MsPA-modifikaation merkitystd sytokiinien
induktioon BJAB-soluissa. ASO:issa korvattiin joko kaksi PS-sidosta MsPA:lla ASO:n
kummassakin padssd, tai korvattiin kolme PS-sidosta MsPA:lla 3’- tai 5’-pddssd ikkuna-
alueella. MsPA 3’-pddssa ikkuna-alueella vdhensi tulehdusta lisddvaa vaikutusta parhaiten 3-
10-3 -cET-gapmeeri-ASO:ssa, kun taas 3-14-3 -MOE-gapmeeri-ASO:ssa parhaan vasteen
antoi 5’-pédssd ikkuna-alueella oleva MsPA-modifikaatio. Ndméd havainnot viittaavat siihen,
ettd kemiallinen modifikaatio voi vaikuttaa ASO:n vuorovaikutukseen immuunijéirjestelmén
proteiinien kanssa ja MsPA:1la voidaan vihentéda néitd vuorovaikutuksia ja vahentdd tulehdusta

lisdavia vaikutuksia.

MsPA-sidos paransi myds nukleaasiresistenssid, ja testattiin voisiko PS-sidoksen korvaaminen
MsPA:lla ikkuna-alueella pidentdd ASO:n farmakodynaamisen vaikutuksen kestoa hiirissa.
Téstd oltiin erityisen kiinnostuneita siksi, ettd PS-ASO:issa DNA:sta koostuva ikkuna-alue on
herkempi metaboliselle hajoamiselle kuin 2’-modifioidut siivekkeet. Tutkimuksessa arvioitiin
3-10-3 -cET-gapmeeri-ASO:ita, jotka kohdistuivat hiiren FXII-proteiiniin, joka syntetisoituu

hepatosyyteissi ja erittyy veressd toimien siten antisense-aktiivisuuden markkerina maksassa.



Neljan PS-sidoksen korvaamisella MsPA:lla ikkuna-alueella oli merkittdva vaikutus ASO:n
kestoon. Téma tulos viittaa siihen, ettdi ASO:n annosteluvélid potilaalle voitaisiin mahdollisesti

pidentéd jopa neljésti tai kahdesti vuodessa annosteltavaksi [13].

Amidi

Amidisidos (AM) selkédrankarakenteessa on mielenkiintoinen modifikaatio kandidaatti sen
varausneutraalisuuden ja akiraalisuuden takia [5]. AM-ASO:n syntetisointiin voidaan kayttaa

vakiintunuttta kiintedn faasin peptidisynteesimenetelmd. AM-sidosta ei voida kuitenkaan

sijoittaa ASO:n ikkuna-alueelle, silld se ei tue RNaasi H -aktivaatiota.

AM-sidoksen lisdamistd ASO:n ikkuna-alueelle tutkittiin lisdamalla yksittdisida AM-sidoksia
muuten modifioimattomalle, fosfodiesterisidoksista koostuvalle ikkuna-alueelle [5]. AM-
ASO:n kykyd aktivoida RNaasi H -vilitteinen pilkkoutuminen testattiin fluoreseiinilla
leimatulla kohde-RNA:lla. Kohde-RNA:n pilkkoutumista ei kuitenkaan havaittu AM-
ASO:illa, vaan ainoastaan kontrolli-ASO:lla. Tama tarkoittaa sitd, ettei AM-sidosta voida

sijoittaa RNaasi H -aktiivisen ASO:n ikkuna-alueelle.

AM-sidosta testattiin myds PO-ASO:n siivekkeissd. Kontrolleina kéytettiin PO-ASO:ita, joista
toinen oli tdysin modifioimaton ja toisessa siivekkeet olivat 2’-OMe modifioidut.
Reaktiopuskurit, jotka sisélsivdt E. Coli RNaasi H:ta, fluoreseiinilla leimattua kohde-RNA:ta
ja katalyyttisen madrén ASO:ta analysoitiin geelielektroforeesilla. Geelit osoittavat, ettd kaikki
testatut ASO:t aiheuttavat tdydellisen kohde-RNA:n hajoamisen 30 minuutissa 37°C:ssa.
Kvantitointi vahvisti, ettd AM-gapmeeri-ASO aktivoi RNaasi H:n yhtd tehokkaasti kuin
kontrollit. Tamé todistaa sen, ettd AM-modifikaatio voidaan sijoittaa ASO:n siipiin

héiritseméttd RNaasi H -aktivaatiota, ja ettd AM-ASO toimii katalyyttisesti.

Tutkittujen gapmeeri-ASO:iden sulamislampdtilojen ei havaittu vaikuttavan kohde-RNA:n
katkaisunopeuksiin. AM-modifikaatio heikentdd hieman kaksoiskierteen pysyvyyttd kohde-
RNA:n kanssa, verrattuna 2’-OMe-modifikaatioon, joka lisdd affiniteettia kohde-RNA:han.
AM-modifikaatio ei aiheuttanut merkittivdd héiriotd kierteisyyteen sirkulaaridikroismi-
kokeissa (circular dichroism experiment) modifioimattomaan ASO:hon verrattuna, mikd on

johdonmukaista AM-ASO:n korkean RNaasi H -vasteen kanssa.

AM-ASO:n nukleaasiresistenssid tutkittiin naudan sikidn seerumissa. AM-modifikaatio
paransi ASO:n nukleaasiresistenssid ja pidensi ASO:n kéyttoikdd seerumissa

modifioimattomaan ja 2’-OMe-ASO-juosteeseen verrattuna, jotka molemmat hajosivat
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nopeasti seerumissa. Kyseisessad tutkimuksessa AM-ASO:n nukleaasiresistenssid ei verrattu

muihin selkdrankarakenteesta modifioituihin ASO:ihin.

AM-ASO:n soluunoton tehoa testattiin konfokaalisella laserpyyhkdisymikroskopialla
(CLSM). Téssé kokeessa AM-gapmeeri-ASO ja kontrolli-ASO:t leimattiin fluoresoivasti 5°-
padstd. HeLa-soluja inkuboitiin ndiden ASO:iden kanssa seerumittomassa alustassa ja
analysoitiin CLSM:114 kiinnityksen jidlkeen. Vdhemmaén negatiivista varausta siséltivd AM-
ASO osoitti lisddntynyttd solunsisdistd kertymistd kontrolli-ASO:ihin verrattuna, joissa

jokainen sidos on negatiivisesti varautunut fosfodiesterisidos [5].

Fosforyyliguanidiinidiesteri

ASO:n, jossa on SpSpRp-konfiguraatioyhdistelman PS-linkkereitd ja fosforyyliguanidiini-
diesterilinkkereitd (PN), on havaittu lisddvan kudosaltistusta aivoissa [7]. Niilld on havaittu
tehokkaampi ja kestdvdmpi aktiivisuus koko keskushermostossa, verrattuna selkdranka-
rakenteesta ainoastaan PS-modifioituihin ASO:hin. PN-sidoksen lisddminen siipiin lisdsi
hiljentymisté todenndkoisesti RNaasi H:sta riippumattomalla mekanismilld, koska PN-sidoksia
siséltdvat ASO:t eivit eronneet stereopuhtaista PS/PO-ASO:ista RNaasi H -kokeissa, joissa
arvioitiin niiden aktiivisuustasoja ja katkaisukuvioita. Tehon kasvu ei todennékdisesti johtunut
myOskddn sulamisldmpdtiloista, koska PN-sidokset eivdt oleellisesti muuttaneet

heterodupleksien ldmpostabiilisuutta kohde-RNA:han [7].

Fosforyyliguanidiinidiestereitd on monenlaisia, ja niitd voidaan kdyttdd parantamaan ASO:n
ominaisuuksia [7]. PN-sidoksessa olevan imidatsolidiinirenkaan kokoa voidaan muuttaa.
Havaittiin, ettd PN-sidokset, joissa rengaskoko on 5-7 atomia olivat hyvin vertailukelpoisia
keskenddn aktiivisuuden suhteen ASO:issa. Téstd syystd lisdtutkimuksia péatettiin tehdd 5-
renkaisella PN-sidoksella, silld sen valmistamiseen tarvittava atsidireagenssi oli helposti

saatavilla. PN-sidosten syntetisoimiseen kaytettiin fosforamidiitteja ja atsidireagensseja.

Metastaasiin liittyvd keuhkojen adenokarsinooman transkripti 1 (Malatl) koodaa kaikkialla
ilmentyvdd pitkdd ei-koodaavaa RNA:ta, ja sitd voidaan kéyttdd kohde-RNA:na, kun
arvioidaan kemiallisten modifikaatioiden vaikutusta RNaasi H -aktiivisiin ASO:ihin. Malatl
sijaitsee pddasiassa tumassa, ja sitd on myds aivokudoksissa, jonka takia se wvalittiin
tutkittavaksi kohdetranskriptiksi, kun arvioitiin selkdrankarakenteen modifikaatioiden ja

stereokemian vaikutusta ASO:n farmakologiaan keskushermostossa.
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PN-modifikaation vaikutusta ASO:n aktiivisuuteen testattiin lisidmalld 3-4 PN-linkkerid PS-
modifikaatioita sisdltdvin ASO:n siipiin. PN-sidoksia lisdttiin ainoastaan sellaisiin ASO:ihin,
joissa ikkuna-alueella oli SpSpRp-konfiguraatiokaavan mukaisia PS-sidoksia, koska aiemmin
oltiin todettu niiden olevan tehokkaampia kuin stereosatunnaisten ASO-juosteiden (Kuva 4).
Valmistettuja ASO-juosteita arvioitiin biokemiallisissa méaarityksissd, joissa mitattiin
lampdostabiilisuutta, RNaasi H -aktiivisuutta ja katkaisukohtaa, sekd Malatl vdhentymisti
viljellyissd ihmisen iCell-hermosoluissa. PN-sidoksia siséltdvid ASO-juosteita vertailtiin ASO-
juosteisiin, joissa oli PO- ja PS-sidoksia. PN-sidosten lisddminen ei muuttanut olennaisesti
heterodupleksien ldmpostabiilisuutta. Stereopuhdas PS/PO-ASO, jossa ikkuna-alueella on
SpSpRp-konfiguraatio, oli aktiivisempi RNaasi H -miérityksissd, kuin stereosatunnainen
PS/PO-ASO. PN-sidosten lisddminen siipiin ei muuttanut titd biokemiallista aktiivisuutta.
Solumaéarityksissd huomattiin, ettd PN-sidoksia siséltavdit ASO:t olivat aktiivisempid kuin
PS/PO-ASO:t. Samankaltainen hiljentdvd vaikutus hermosoluissa havaittiin kaikilla PN-
ASO:illa, ja silloin kun PN-sidosten kiraalisuutta ei kontrolloitu, tai kun PN-sidokset olivat

kaikki joko Rp- tai Sp-konfiguraatiossa.

O Deoksiriboosi 8 Stereosatunnainen PS
@ 2-0-Me & RpPs
O 2-MoE & SpPs

O 5-Metyyli C 2’-MOE % Stereosatunnainen PN

Kuva 4. Malat 1 RNA:han kohdistuvia PS/PO- ja PS/PN-ASO:ita. A, stereosatunnainen
PS/PO-ASO. B, stereopuhdas PS/PO-ASO, joka oli 10 kertaa tehokkaampi kuin a. iCell-
hermosoluissa. C, PS/PN-ASO, jossa PN-sidokset ovat stereosatunnaisia, oli 10 kertaa
tehokkaampi kuin b. ja 70 kertaa tehokkaampi kuin a. iCell-hermosoluissa. B:ta ja c:td
kéytettiin myos tutkimaan Malatl:n ilmentymistd hiirilld. Selkdytimessé c:td voitiin annostella

puolet vihemmin jotta saatiin aikaan sama vaikutus kuin b:1ld, ja aivokuoressa c:td voitiin
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annostella neljdsosa b:n annostuksesta, jotta saatiin sama vaikutus. 2’-O-Me, 2’-O-metyyli; 2’-
MOE, 2’-O-metoksietyyli; PS, fosforotioaatti; PN, fosforyyliguanidiinidiesteri. Kuva on
mukailtu l&hteesta [7].

Tutkittiin, ilmeneekd PN-linkkerin iCell-hermosoluissa havaittu tehon parantuminen myds in
vivo-kokeissa keskushermostossa, arvioimalla Malatl:n villityyppialleelin (wild type)
ilmentymista hiirilli. PN-linkkereitd sisédltdvien ja siséltimittomien ASO:iden aktiivisuutta
arvioitiin selkdytimessd ja aivokuoressa. Stereopuhdas PS/PO-ASO vihensi Malatl:n
ilmentymistd selkdytimessd 10 tai 20 pg kerta-annoksella 50% verrattuna kontrolliin,
fosfaattipuskuroidulla suolaliuoksella (PBS) perfusoituun hiireen. Puolestaan yksi Sug annos
PN-linkkerid sisdltivdd ASO:ta védhensi ilmentymistd saman 50%, ja 20 pg annos véhensi
Malatl:n ilmentymistd 8%:iin. Aivokuoressa tarvittiin 20 pg annos stereopuhdasta PS/PO-
ASO:ta vihentdiméddn Malatl:n ilmentymdd noin 50%, kun taas PS/PN-ASO véhensi
ilmentymistd vastaavan médridn Sug annoksella. Havaittiin siis, ettd PN-modifikaatio ASO:n
siivissd lisdsi ASO:n tehoa sekd selkdytimessd ettd erityisesti aivokuoressa. PN-linkkerin
havaittiin my0s pidentdvin vaikutuksen kestoa. Havaittiin, etti neljan viikon kuluttua 100 ug
injektiosta suoraan aivokammion aivo-selkdydinnesteeseen (ICV-injektio) stereopuhdas
PS/PO-ASO ja PS/PN-ASO vidhensivit Malat]-RNA:n ilmentymistd yhtd paljon. Mutta 10
viikon kuluttua PS/PO-ASO:lla hoidetuilla eldimilld Malat1:n ilmentyminen oli palannut ja oli
yli 50% kaikissa tutkituissa keskushermoston kudoksissa. Puolestaan PS/PN-ASO:lla
hoidetuilla eldimilld ilmentyminen pysyi alle 20%:ssa normaalista ilmentymistasosta, ja joka

pysyi muuttumattomana 4 viikon kohdalla mitatusta tasosta.

Lisdksi testattiin, voidaanko PN-modifikaatiolla parantaa ASO:iden aktiivisuutta ja
farmakologiaa, kun kohteena on C9orf72-geeni (Kuva 5). C9orf72 on haastavampi kohde kuin
Malatl, koska halutaan saavuttaa alleeliselektiivinen aktiivisuus transkriptimuunnelmien
osajoukosta. Tavoitteena oli vihentdd V3-variantin osuutta ja sdilyttdd V2-variantti, joka on
yleisin C9orf72-transkripteistd. Syntetisoitiin PN-modifikaatiota siséltdvia ASO:ita, ja niiden
aktiivisuutta vertailtiin stereosatunnaisiin ja stereopuhtaisiin PS/PO-kontrolleihin viljellyissé
motorisissa hermosoluissa. Kaikilla oligonukleotidelld on sama 2’-riboosimodifikaatioiden
asymmetrinen malli (pattern) ja sama sekvenssi. Ndmé oligonukleotidit suunniteltiin
poistamaan selektiivisesti C9orf72-toistolaajennusmutaation (repeat-expansion mutation)
sisdltdvid transkriptejd, ja siksi niitd tutkittiin ihmisen iPSC-johdannaisissa motorisissa
hermosoluissa. Hermosolut oli tuotettu amyotrofisen lateraaliskleroosipotilaan (ALS) soluista,

jotka siséltdvat C9orf72-heksanukleotiditoiston mutaation. Kuten Malat1:n kohdalla, havaittiin
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ettd PS/PO/PN-ASO:t olivat tehokkaampia kuin niiden stereopuhtaat ja stereosatunnaiset
PS/PO-vastineet. 0,4 uM stereopuhdasta PS/PO-ASO:ta aiheutti noin 60% CO9orf72 V3 -
transkriptin vdhenemisen, kun taas 2uM stereosatunnaista vastinetta aiheutti vastaavan
tuloksen. PS/PO/PN-ASO:iden kohdalla 0,08 uM tuotti keskimdirin 50% CO9orf72 V3 -
transkriptin  vdhenemisen, ja 2 pM keskimddrin 95% védhenemiseen. Halutun
vaikutusmekanismin aikaansaamiseksi C9orf72-toistolaajennukseen kohdistuvien ASO:iden
on sidistettivd V2:n ilmentyminen, ja tdtd tutkittiin arvioimalla PS/PO/PN-ASO:iden
aktivisuutta kaikilla C9orf72-transkriptin varianteilla ALS-motorisissa hermosoluissa. ASO:t
joissa PN-sidokset ovat Rp-konfiguraatiossa, sdilyttivit yli 50% CO9orf72-transkriptin
kokonaisilmentymastd kaikilla testatuilla pitoisuuksilla. Ne olivat tehokkaita V3:ta vastaan ja
selektiivisid sille. ASO:t, joissa PN-sidokset ovat stereosatunnaisia tai Sp-konfiguraatiossa

todettiin liian tehokkaiksi kaikkia variantteja kohtaan.

-

O Deoksiriboosi 8 Stereosatunnainen PS
@ 2-OMe & RpPS
O 2-moe O sSpPS
() 5-MetyyliC, 2"-MOE
1 RpPN
() 5-Metyyli C, deoksiriboosi

Kuva 5. C9orf72-transkriptiin kohdistuvia ASO:ita. D, stereosatunnainen PS/PO-ASO; e,
stereopuhdas PS/PO-ASO; f, stereopuhdas PS/PO/PN-ASO. E ja f ovat alleeliselektiivisid V3-
transkriptin suhteen, sdilyttden V2-variantin. PN-linkkeri paransi fin tehoa ja vaikutuksen
kestoa keskushermostossa. 2’-O-Me, 2’-O-metyyli; 2°-MOE, 2’-O-metoksietyyli; PS,

fosforotioaatti; PN, fosforyyliguanidiinidiesteri. Kuva on mukailtu l&hteestd [7].

PN-modifikaatio pidensi myds ASO:n vaikutusta hiiren aivokuoressa. Tétd tutkittiin

vertailemalla C9orf72:seen kohdistuvien ASO:iden aktiivisuutta hiiren keskushermostossa
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keskittyen kudoksiin, jothin C9orf72-toistolaajennusmutaation aiheuttama patalogia vaikuttaa,
esimerkiksi frontotemporaalisessa dementiassa (FTD) ja ALS-taudissa. Aktiivisuuden kestoa
arvioitiin mittaamalla C9orf72 V3:n ilmentymistd selkidytimessd ja aivokuoressa 2, 4 ja 8
vitkkoa ICV-injektion jilkeen. Aiemmin oltiin tutkittu, ettdi nidmé CO9orf72-transkriptiin
kohdistuvat ASO:t olivat hyvin siedettyjd hiirilld 100 pg ICV-injektiona annosteltuna.
Stereopuhdas PS/PO-ASO vihensi merkittavésti V3-ilmentymistd verrattuna BPS-kontrolliin
selkdytimessd, kun keskiméérdinen C9orf72 V3 -ilmentyminen 2 viikon kohdalla oli 31%, 4
viikon kohdalla 28% ja 8 viikon kohdalla 67%. PS/PO/PN-ASO tuotti tehokkaamman ja
pidempikestoisen hiljennyksen selkdytimessd, C9orf72 V3 -ilmentymisen ollessa 2 viikon
kohdalla 18%, 4 viikon kohdalla 14% ja 8 viikon kohdalla 16%. Stereopuhdas PS/PO-ASO ei
ollut yhti tehokas aivokuorella, koska C9orf72 V3 -ilmentyminen oli 2 viikon kohdalla 80%,
4 viikon kohdalla 68% ja 8 viikon kohdalla 88%. Puolestaan PS/PO/PN-ASO:lla C9orf72 V3
-ilmentyminen aivokuoressa oli 2 viikon kohdalla 54%, 4 viikon kohdalla 48% ja 8 viikon
kohdalla 30%. Néisti tuloksista huomataan, ettd PN-sidoksen lisd&minen paransi aktiivisuutta
ja kestoa keskushermostossa. Havaittiin myos, ettd PN-sidoksia sisdltdvin ASO:n parempi
aktiivisuus ei riippunut ainoastaan kudosaltistuksen lisddntymisestd. Tutkittiin vield, ettd
sdilyyk0 V2-variantti arvioimalla kaikkien C9orf72-trankriptin varianttien ilmentymistd
siirtogeenisilld hiirilld. Tutkittiin lisdksi C9orf72-proteiinin ilmentymistd, silld kyseisen
proteiinin  sdilyttdminen riittdvalld tasolla haploinsufektiivisuuden vilttimiseksi on
padasiallinen syy varianttiselektiivisen ldhestymistavan valitsemiseen. 8 viikkoa kesténeessa
kokeessa hiirilld havaittiin kaikkien C9orf72-varianttien yli 50%:n ilmentyminen kaikkina
arvioituina ajankohtina selkdytimessd ja aivokuorella molemmilla ASO:illa. Namé C9orf72-
transkriptin ilmentymistasot olivat riittdvid sdilyttiméddn CO9orf72-proteiinin ilmentymisen,
eikd havaittu merkittdvid muutoksia proteiinin ilmentymisessd selkdytimessa tai aivokuoressa
PBS-kontrolleihin verrattuna. Nama tiedot osoittavat, ettd PN-sidokset lisdavit tutkitun ASO:n
aktiivisuutta keskushermostossa séilyttden alleeliselektiivisen vaikutusmekanismin C9orf72-

transkriptin variantteja kohtaan [7].

Etynyylifosfonaatti

Etynyylifosfonaattimodifikaatiolla (EP) voidaan séddelld RNaasi H -vilitteistd katkaisukohtaa,
ja se on siksi potentiaalinen lddkekehityksen kohde alleeliselektiivisestd nédkdkulmasta [10].
EP-sidos syntetisoitiin kahden tymidiinin vélille palladiumkatalysoidulla ristikytkenta-
reaktiolla. Yleensd ASO-juosteiden synteesissd 5’-asemassa oleva hydroksyyliryhma toimii

nukleofiilind synteesin aikana. Tétd ei voitu hyodyntdd EP-modifikaation liittdmiseen, joten
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valmistettiin EP-sidoksen sisdltdvd dimeeri, jota kdytettiin oligonukleotidisynteesissd. EP-
sidoksen sisdltivd dimeeri syntetisoitiin  palladiumkatalysoidun H-fosfonaatin ja
dibromialkeenin ristikytkennélld. EP-sidoksia sisdltdvien oligonukleotidien synteesi

suoritettiin automatisoidulla DNA-syntetisaattorilla [10].

Dupleksin muodostuskykyd mitattiin UV-sulamiskokeiden avulla ja saatiin selville, etté
tutkimuksessa kéytettyjen ASO-juosteiden affiniteetti heikkeni ja dupleksin sulamislampd
laski 3-4°C astetta, kun ASO-juosteeseen lisdttin yksi EP-sidos [10]. Yhdistamalla EP-
modifikaatio ja 2’,4’-BNA/LNA-modifikaatio, saatiin dupleksin sulamisldmpoéd kasvatettua
luonnolliseen vastineeseen verrattuna. PO- ja EP-linkitettyjd dimeereitd tutkittiin
sirkulaaridikroismilla, ja havaittiin, ettd EP-linkitetyn dimeerin intensiteetti oli heikompi kuin
PO-linkitetyn dimeerin. EP-sidosten havaittiin siis héiritsevidn emds-emdis -vuorovaikutusta ja
tdmi tulos on yhtenevd sulamisldmpOmittausten kanssa. Puolestaan 2°,4’-BNA/LNA-
modifikaation sisdltdvd dimeeri paransi intensiteettid luonnolliseen dimeeriin verrattuna.
Dimeeri, jossa oli sekd EP-linkkeri ettd 2°,4’-BNA/LNA-modifikaatio, oli intensiteetiltdin
samankaltainen luonnollisen dimeerin kanssa. 2°,4’-BNA/LNA-modifikaatiolla pystyttiin siis

palauttamaan EP-linkkerin aiheuttama eméspinoutumisen heikkeneminen.

EP-linkkerin = sisdltdvien oligonukleotidien nukleaasiresistenssid testattiin 3’- ja 5°-
eksonukleaaseja vastaan. EP-sidos lisdsi védhin stabiilisuutta 3’-eksonukleaasia vastaan.
Puolestaan 5’-eksonukleaasia vastaan EP-sidos osoitti korkeaa stabiilisuutta. Huomattavasti
parantunut stabiilisuus 5’-eksonukleaasia vastaan selittyy etynyylisubstituentin alhaisella

reaktiivisuudella.

Arvioitiin my6s EP-sidoksen siséltdvien oligonukleotidien kyky aktivoida RNaasi H.
Valmistettiin =~ 14-meerisid ~ gapmeeri-ASO-juosteita, joiden siivekkeet oli 2’-O-
metyylimodifioidut, ja ikkuna-alue koostui tymiinieméksistd. Vertailtiln ASO:ita, joissa
ikkuna-alue oli tdysin PS-modifioitu, ja ASO:ita, joissa yksi PO-sidos oli korvattu EP-
sidoksella neljdssd eri kohdassa. Kun ASO:t olivat muodostaneet dupleksirakenteen
fluoresiinilla 5’-pdédstd leimattuun kohde-RNA:han, lisdttiin RNaasi H ja seosta pidettiin
37°C:ssa 40 minuuttia. Sen jdlkeen seos erotettiin denaturoivalla ureapolyakryyli-
amidigeelielektroforeesilla ja pilkottuja leimatun kohde-RNA:n 5’-fragmentteja seurattiin
fluoresenssikuvausjirjestelmailld. Havaittiin, ettd tdysin PO- ja PS-sidoksia siséltineet ASO:t
indusoivat padasiassa kohde-RNA:n pilkkoutumisen 3’-pddn siivekeen ja ikkuna-alueen

vilisestd kohdasta. EP-sidoksella modifioidut ASO:t puolestaan muuttivat kohde-RNA:n
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katkaisukohtia. EP-sidoksen sisdllyttdminen RNaasi H:n tunnistusalueeseen johti
vihentyneeseen entsymaattiseen hydrolyysiin vastaavassa kohdassa. Tdma tarkoittaa sité, ettd
katkaisukohtia voidaan ohjata EP-modifikaatiolla. Tdmdn ominaisuuden ansiosta on
mahdollista, ettd EP-modifioituja ASO:ita voitaisiin  hyodyntdd alleeliselektiiviseen

geenisditelyyn [10].

Johtopaiatokset ja yhteenveto

ASO:iden tutkiminen terapeuttisena ladkeaineena on lisddntynyt, ja vaikka monia haasteita on
jo vylitetty, haasteita on edelleen. Eri selkdrankarakenteen modifikaatioilla on erilaisia
vaikutuksia ASO:n ominaisuuksiin. PS-modifikaatio on tutkituin selkdrankarakenteen
modifikaatio, ja PS-ASO:n etu muihin ASO:ihin on sen kyky sitoutua proteiineihin, joka
parantaa sen jakaantumista ja soluunpddsyd [1]. Yleensd ASO:iden soluunpdisy on
haasteellista niiden koon ja varauksen vuoksi. PS-ASO:t péddsevit kuitenkin suhteellisen
helposti soluun, koska ne pystyvét sitoutumaan suoraan solun pintaproteiineihin [12]. PS-
modifikaation kayttd terapeuttisissa ASO:issa ei ole kuitenkaan tdysin ongelmatonta, koska
epéspesifinen proteiinisitoutuminen aiheuttaa toksisuutta. Ei tarkkaan tiedetd, miksi jotkut
sekvenssit sitoutuvat tiukemmin paraspeckle-proteiineihin kuin toiset, mutta tiedetiin, ettad
paraspeckle-proteiineihin sitoutuminen on kytkoksissd PS-ASO:iden toksisuuteen [12]. PS-
modifikaation lisdksi tutkitaan muitakin selkdrankarakenteen modifikaatioita, ja arvioidaan
niiden farmakologisia ominaisuuksia. Varausneutraali AM-sidos parantaa soluunpdisyi
luonnolliseen PO-sidokseen verrattuna, mutta sité ei voida sijoittaa ASO:n ikkuna-alueelle [5].
Soluunottoa voidaan tehostaa myds muilla keinoilla, esimerkiksi konjugaatilla [1], [2]. Tdma
saattaisi mahdollistaa muiden selkdrankarakenteen modifikaatioiden kdyton ASO:issa, jotka

eivdt muuten padse kulkeutumaan soluun.

PS-ASO:iden yksi merkittivd haaste on epdspesifisestd proteiinisitoutumisesta atheutuva
toksisuus. Téhdn ongelmaan pyritddn 10ytdméédn ratkaisua modifikaatiolla, joka vdhentda
proteiinisitoutumista, mutta ei aiheuta tehon heikkenemistd [13], [5]. ASO:iden
proteiinisitoutuminen johtuu pédasiassa PS-sidoksista, minka takia hyvé ratkaisu epaspesifisen
proteiinisitoutumisen vdhentdmiseen on vdhentdd PS-sidosten miérdd, ja korvata osa PS-
sidoksista toisella selkdrankarakenteen modifikaatiolla [13]. Téstd syystd tutkittiin MsPA-
sidosten lisddmistd PS-ASO:ihin, mikd samalla vdahensi PS-sidosten lukumadrdd ASQO:ssa.
MsPA-modifikaatio voitiin sijoittaa ASO:n ikkuna-alueelle héiritsemdtta RNaasi H

aktivaatiota. Tdma on merkittdvai sen takia, koska MsPA-sidosten lisddminen ikkuna-alueelle
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vihensi epdspesfistd proteiinisitoutumista ja sytotoksisuutta, kuin taas siipiin sijoitetuilla
MsPA-sidoksilla ei ollut toksisuutta vihentévad vaikutusta. Tehon sdilymisen ja toksisuuden
vdhentamisen kannalta optimaalista oli lisdtd neljd MsPA-sidosta toksisen sekvenssimallin PS-

ASO:n 5’ puoleisen pdin ikkuna-alueelle [13].

ASO:iden kudoskohdentamista pyritddn parantamaan, jotta ASO:iden turvallisuutta voidaan
lisdtd. Keskushermostoon kohdentaminen on haastavaa, koska lddkkeen taytyy lapdistd veri-
aivoeste. Téstd johtuen lddke tdytyy annostella joko selkdydinkanavaan tai aivokammion sisddn
injektoimalla [4], [7]. ASO:n kestévyyttid ja tehoa pyritddn lisddmidn keskushermostossa, jotta
annoskokoa voidaan pienentdd ja annosvilid pidentdd. Tdssd on onnistuttu lisidmalld PN-
modifikaatioita ASO:ihin [7]. PN-modifikaation tehoa tutkittiin keskushermostossa, kun
kohteena oli Malatl tai C9orf72-geeni, jonka kohdalla tutkittiin liséksi alleeliselektiivisyytta.
Sekd Malatl- ettd C9orf72-kokeissa PN-modifikaation ansiosta annostuksen miirdéd voitiin
vihentdd ilman tehon heikkenemisté selkdytimessé ja aivokuoressa. Erityisen hyvin teho séilyi
PN-modifikaation ansiosta, kun kohteena oli aivokuori. PN-modifikaation ansiosta teho oli siis
parempi, ja PN-sidos pidensi my0s vaikutuksen kestoa keskushermostossa sekd Malatl- ettd

C9orf72-kohteen osalta [7].

Tulevaisuuden kannalta ASO:iden alleeliselektiivinen ldhestymistapa on tirked huomioida [8].
Alleeliselektiivisessd ldhestymisessd pyritddn sdilyttimadn tyypillisesti esiintyvéd (wild-type)
alleeli ja vidhentimddn ainoastaan sairautta aiheuttavien alleelien ilmentyminen. Talloin
vaikutus voidaan kohdentaa suoraan esimerkiksi pistemutaatioon tai toistolaajennusmutaatioon
(repeat-expansion mutation) [7], [8]. Alleeliselektiivinen Idhestyminen mahdollistaa proteiinin
ilmentymisen villityypin juosteesta, jolloin haitalliset sivuvaikutukset ovat vdahdisemmat [8].
Alleeliselektiivisyyttd voidaan lisdtd selkdrankarakenteen modifikaatioiden stereokemiaa
kontrolloimalla [7]. PN-modifikaatioiden stereokontrollointi mahdollisti C9orf72-kohteen
alleeliselektiivisen vaikutuksen. Vaikutus onnistuttiin kohdistamaan toistolaajennusmutaation
sisdltdviin  variantteihin, sdilyttden villityypin alleeli [7]. On mahdollista, ettd
alleeliselektiivisyyteen voidaan vaikuttaa myds muuttamalla RNaasi H -entsyymin
katkaisukohtia [10]. EP-modifikaatiolla voidaan ohjata katkaisukohtia, jonka takia on
mahdollista, ettd EP-modifikaatiota voitaisiin hyodyntdd alleeliselektiiviseen geenisditelyyn

[10].

Yhteenvetona voidaan todeta, ettd ASO:iden potentiaali neurologisten sairauksien hoitoon on

merkittdvd, ja selkdrankarakenteen modifikaatioilla voidaan muokata ASO:iden
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farmakologisia ominaisuuksia. Selkidrankarakenteen modifikaatioilla voidaan vaikuttaa moniin
ASO:iden ominaisuuksiin, kuten soluunottoon, toksisuuteen, kudoskohdentamiseen ja

alleeliselektiivisyyteen.
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