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ANTI SENSE AND SENSIBILITY — RENAL AND SKIN EFFECTS OF (ANTISENSE) OLIGONUCLEOTIDES




In dit proefschrift worden de eerste experimenten in mensen beschreven
met een nieuw kandidaat-geneesmiddel, 1s1s 388626. Deze experimen-
ten hebben tot doel om te onderzoeken of 1s1s 388626 veilig aan mensen
kan worden gegeven en de beoogde werking heeft. 1S1S 388626 is een
antisense oligonucleotide. De werking van traditionele geneesmiddelen
berust veelal op remming of stimulatie van bepaalde eiwitten, waar-
door de functie ervan wordt beinvloed. Het werkingsmechanisme van
antisense oligonucleotiden is anders, aangezien het de aanmaak van
het gehele eiwit tracht te voorkomen. Antisense oligonucleotiden zijn
opgebouwd uit een reeks van 12 tot 24 nucleine zuren, die precies past
aan een deel van het MRNA van een eiwit, bijvoorbeeld een enzym, trans-
porteiwit of receptor [1]. Door te binden aan het MRNA, kan de translatie
niet plaatsvinden en wordt het eiwit minder geproduceerd. Het concept
is veelbelovend omdat het specifieke remming mogelijk maakt van alle
eiwitten waarvan de bijbehorende MRNA opbouw bekend is. 1S1S 388626
bindt aan het MRNA van het SGLT2 eiwit. SGLT2 is een transporteiwit dat
zorgt voor reabsorptie van glucose uit de voorurine in de nier. Remming
van SGLT2 leidt tot toegenomen glucose uitscheiding in de urine en is een
manier om type 2 diabetes te behandelen [2-4].

In de dieronderzoeken die werden verricht met 1S1s 388626 bleek
dit een effectieve en veilige strategie [5;6]. In deze proeven werd aange-
toond dat bij doseringen van 1-3 mg/kg het SGLT2 MRNA effectief werd
geremd, hetgeen leidde tot een aanzienlijke toename van de renale
uitscheiding van glucose [5]. Er werden geen tekenen van toxiciteit of
achteruitgang van nierfunctie waargenomen [s5;7]. Op basis hiervan
werd de equivalente dosering voor mensen die veilig en effectief zou zijn
geschat te liggen tussen 1 en 3 mg/kg/week [5-7]. Dit vertaalt zich naar
doseringen tussen de 50 en 200 mg/week (0.7-2.8 mg/kg uitgaande van
70kg gewicht). Ditisin lijn is met doseringen van vergelijkbare antisense
oligonucleotiden die het gewenste effect lieten zien en veilig waren bij
mensen [8-10]. Het oorspronkelijke ontwerp voor de klinische studie
bestond uit een dubbelblind, placebo-gecontroleerd onderzoek waarbij
eerst enkelvoudige doses in opklimmende sterkte (single ascending doses;
sAD) aan de proefpersonen zouden worden toegediend om de veiligheid
van het middel te onderzoeken. Dit werd gevolgd door onderzoek met
een meervoudige wekelijkse dosering in opklimmende sterkte, met in
de eerste week een oplaaddosis van 3 doseringen (multiple ascending dose;
MAD). In deze MaD-studie werd naast veiligheid ook gekeken naar het
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beoogde effect, door de glucose excretie in de urine te testen en ook de
metabole reactie op een grote glucose inname (‘orale glucose tolerantie
test’). De enkelvoudige doseringen in de saD studie leidden niet tot vei-
ligheidsproblemen. Echter, in de MAD studie werden stijgingen in serum
creatinine opgemerkt bij 50 en 100 mg doseringen, die kunnen wijzen op
een nadelig effect op de nier. Om deze reden werd het onderzoek voor-
tijdig gestopt. Ook andere markers voor nierschade waren toegenomen
bij deze proefpersonen. Farmacodynamisch effect (toename van glucose
in de urine, glucosurie) werd nog niet gezien bij deze doseringen. Deze
effecten, die suggestief waren voor nierschade waren in dieren niet opge-
merkt. Daarom werd besloten nader onderzoek in dieren te verrichten.
Deze onderzoeken toonden aan dat ook in dieren dergelijke effecten
ontstonden, die voorbijgaand waren en daardoor in eerdere proeven
waren gemist [5;7;11]. Ook bleek in extra onderzoek bij apen dat deze
effecten alleen optraden als de oplaaddosis werd toegepast. In de groep
proefdieren die alleen wekelijkse doseringen kregen zonder oplaaddosis,
werd geen creatinine stijging gezien, terwijl er wel voldoende glucosurie
ontstond. De klinische proeven werden herstart om doseringen van 50,
100 en 200 mg ISIS 388626 gedurende 13 weken zonder oplaaddosis te
onderzoeken. Niettemin ontstond in de groep met 50 mg dosering een
gemiddelde stijging in serum creatinine en urine markers. Deze stijging
verdween na het stoppen met doseren. Er werd een extra onderzoek
verricht met een wekelijkse dosis van 50 mg gedurende 13 weken om
eventuele functionele nierschade bij de mens nader te onderzoeken. De
nierfunctie werd bepaald door middel van een meting van de glomeru-
laire filtratie snelheid en de renale doorbloeding. Dit onderzoek toonde
geen functionele achteruitgang van de nier, terwijl er wel creatinine stij-
gingen optraden. In de groepen behandeld met 50 mg trad de beoogde
glucosurie nog niet op. Gezien de milde en volledig omkeerbare effecten
en het ontbreken van verlies van nierfunctie, werden vervolgens de dose-
ringen 100 en 200 mg getest, waarbij wel glucosurie ontstond. Echter, het
effect was klein; bij een dosering van 200 mg werd maximaal 1.3 g/dag
glucose in de urine uitgescheiden, terwijl met andere sGLT2 remmers tot
60-70 g/dag wordt bereikt [12-15]. De biomarkers voor nierschade liepen
verder op in de groepen deelnemers die doseringen van 100 of 200 mg
kregen toegediend. Als enige andere belangrijke bijwerking werd in 8-19%
van alle deelnemers roodheid van de injectieplekken gezien (Injection
Site Reactions, 1sRS). Het effect van 1s1s 388626 op de nier biomarkers
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is onbegrepen. Andere sGLT2 remmers geven ook een serum creatinine
stijging, maar deze kan plausibel verklaard worden door de natriurese
die ontstaat als gevolg van de uitgesproken glucosurie [16] en heeft waar-
schijnlijk dus een andere origine. De milde glucosurie die 1S1s 388626
teweeg bracht kan worden geduid als gewenst farmacodynamisch effect,
maar zou ook kunnen passen bij milde tubulaire dysfunctie. Sommige
eerder onderzochte oligonucleotiden zijn ook geassocieerd met stijging
van nier biomarkers [17-19]. Weer andere vergelijkbare oligonucleotiden
geven dergelijke effecten niet [20-22]. De oorzaak van dit verschil is nog
onduidelijk. In dat licht is het raadzaam om bij klinische experimenten
met oligonucleotiden altijd nier biomarkers en eventueel functionele tes-
ten van de nier in te bouwen. Zeker gezien het feit dat effecten op de nier
in dieren maar weinig voorspellend zijn voor de effecten in de mens.

De glucosurie die werd bereikt was minimaal en het effect op de nier
aanzienlijk en onbegrepen. Daarmee is het therapeutisch venster van
1s1s 388626 smal. Mogelijk heeft de beoogde doelgroep meer baat bij deze
therapie, omdat patiénten met type 2 diabetes mellitus een hogere sGLT2
expressie hebben. Echter, meer onderzoek naar de effecten op de nier is
nodig voordat verdere klinische ontwikkeling van 1s1s 388626 verant-
woord zou zijn.

De effecten van 1s1s 388626 op de nier waren onverwacht, aangezien
initieel geen enkel signaal werd gezien gedurende de uitgebreide pre-
klinische studies in verschillende diersoorten. Dit illustreert het belang
van het bepalen en volgen van effecten op de nier in zogenaamd vroege
fase klinisch geneesmiddelonderzoek. Vaak worden bepalingen serum
creatinine en ureum ingezet, maar deze markers zijn weinig gevoelig en
vroege schade kan worden gemist [23]. Daarom verdient het aanbeveling
ook markers te overwegen waarvan in dieronderzoek is aangetoond dat
ze potentieel informatiever zijn, zoals KIM1, B2M, aGST en NAG. Van deze
markers is beschreven dat ze eerder reageren dan serum creatinine en
daarnaast geven deze biomarkers inzicht in de mogelijke aard en plaats
van de nierschade. Een belangrijke beperking van nier biomarkers is
het ontbreken van validatie voor het klinisch gebruik, aangezien vooral
dierstudies beschikbaar zijn in de huidige literatuur. Gedurende de kli-
nische studies met 1sIs 388626 correleerde vooral KIM1 en B2M met de
creatinine respons, hetgeen het vermoeden van de tubulaire origine van
het effect leek te bevestigen. Er zou echter meer informatie beschikbaar
moeten zijn over de klinische bruikbaarheid van de markers. Ook zou het
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meten van de markers laagdrempeliger en efficiénter moeten worden.
Een andere beperking is het ontbreken van een geschikte biomarker die
specifiek is voor schade aan de glomeruli van de nier.

De onderhuidse injectie van 1s1s 388626 leidde in een aantal proefper-
sonen tot ISRS. Alle oligonucleotiden die subcutaan worden toegediend
geven dergelijke reacties, de mate en ernst van de reacties verschilt per
oligonucleotide. Vanuit de literatuur en ervaring binnen CHDR kan
worden geconcludeerd dat hoogte van dosis een belangrijke rol speelt.
Hogere doses resulteren in hogere lokale blootstelling in de huid en ern-
stiger reacties. Milde reacties bestaan meestal uit erytheem en ongemak.
Er kunnen ook ernstiger reacties optreden die zich manifesteren als ind-
uratie, ulceratie en necrose. ISRs veroorzaakt door oligonucleotiden zijn
zeer beperkt beschreven in de literatuur en de pathofysiologie is onbe-
kend. Vermoedelijk speelt immunologische activatie via de aangeboren
immuunreceptoren zoals Toll-Like Receptoren (TLRS) een rol en mogelijk
ook complement activatie. Als er oligonucleotiden ontwikkeld zouden
kunnen worden die geen 1SRs geven, zou dit het potentiele succes van
oligonucleotiden aanzienlijk kunnen vergroten. Hiertoe is meer kennis
nodig over deze specifieke huidreacties en immuno-stimulatoire eigen-
schappen van oligonucleotiden in het algemeen. Weefselonderzoek van
de laesies met immuun-kleuringen zou mogelijk inzicht bieden. Ook
zouden alle klinische studies systematisch en bij voorkeur op een unifor-
me manier het optreden van 1ISRS moeten rapporteren om zo de gedeelde
kennis te vergroten.

Het gunstige profiel van 1s1s 388626 in dierproeven, gecombineerd
met de recente succesvolle ontwikkeling van andere sGLT2 remmers,
maakte 1S1s 388626 een veelbelovend kandidaat-geneesmiddel. De sGLT2
remmers die momenteel op de markt zijn hebben de beperking dater niet
meer dan 50% remming van terug reabsorptie van gefiltreerd glucose
wordt bereikt. Mogelijk door een compensatoire toename van SGLT1 acti-
viteit. Het blijft onduidelijk of een maximaal farmacodynamisch effect
van antisense remming van sGLT2 dit plafond zou ontstijgen. Echter, de
onverwachte en onbegrepen effecten op de nier van 1s1s 388626, maakt
hetklinisch testen van hogere doseringen onacceptabel vanuit een veilig-
heidsperspectief. Om deze reden is de klinische ontwikkeling stopgezet.

In het algemeen zijn antisense oligonucleotiden een aantrekkelijke
klasse geneesmiddelen. Ze zijn ’op maat gemaakt’, zeer specifiek voor het
doeleiwit, en bewerkstelligen remming op een geheel ander niveau dan
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klassieke geneesmiddelen door te interfereren met synthese van eiwit.
Maar de belofte die uitging van vele kandidaat-geneesmiddelen van deze
klasse die klinisch werden getest heeft nog niet tot veel successen geleid.
Momenteel is mipomersen het enige geregistreerde oligonucleotide. Dit
wordt gebruikt voor de behandeling van patiénten met een homozygote
familiaire hypercholesterolemie. Er is een aantal belangrijke uitdagingen
te overwinnen om bredere implementatie van oligonucleotide therapie in
deKklinische praktijk te bereiken. Enkele uitdagingen zijn geillustreerd in
dit proefschrift. Accumulatie van oligonucleotiden lijkt een rol te spelen
bij zowel de nadelige effecten op nier als bij de huideffecten. Alternatieve
toedieningsroutes worden onderzocht, waarbij bijvoorbeeld 1Srs zou-
den kunnen worden voorkomen door orale toediening [24]. De mate van
accumulatie in de nier hangt af van de chemische structuur [5;25;26]. Dit
zou meegewogen moeten worden in toekomstige studies met oligonu-
cleotiden. Strategieén om accumulatie te voorkomen zijn bijvoorbeeld
het veranderen van de distributie eigenschappen door het gebruik van
oligonucleotide conjugaten, zoals peptiden, proteines, koolhydraten
en aptameren [27]. De nauwe grens tussen accumulatie die nodig is om
effect te bewerkstelligen en de accumulatie die toxiciteit geeft zou ver-
der moeten worden bestudeerd. Preklinische en vroege klinische studies
zouden zich moeten richten op het vermijden van ongewenste effecten.
Dit zou de weg kunnen banen voor oligonucleotiden met een beter pro-
fiel, geschikt voor chronisch gebruik en toepasbaar voor brede patiént
groepen.
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