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1. Wstep

ozliwos$¢ swoistego zniesienia eks-

presji wybranyeh genéw w komorce

za pomocag oligomerow antysensowych
umozliwia nie tylko badanie funkcji jaka
one petnig w organizmie, lecz przede wszy-
stkim posiada réwniez niezwykle wazny
aspekt praktyczno-kliniczny. Celowane ,,za-
blokowanie” ekspresji genéw odpowiedzial-
nych za wystepowanie poszczegolnych
schorzeh otwiera bowiem nowe perspekty-
wy lecznicze (1,2,3,4). Zniesienie ekspresji
protoonkogendéw  odpowiedzialnych  za
transformacje nowotworowg komorek mo-
ze prowadzi¢ do zahamowania ich prolife-
racji, a nawet zniszczenia (5,6,7,8,9). Po-
dobnie zwigzki blokujace geny
odpowiedzialne za namnazanie wiruséw
lub pasozytéw bedg pomocne w leczeniu
niektorych chorob wirusowych i pasozytni-
czych (1,2,10,11,12,13,14).

Pracownia Hematologii Molekularnej Zaktadu
Patologii, Wydziat Medyczny, Uniwersytet Pensylwa-
nia, Filadelfia;

Instytut Rakowy Jeffersona, Uniwersytet im.
T. Jeffersona, Filadelfia;

Zaktad Patologii Komérki PAM, Szczecin;

Klinika Gastroenterologii PAM, Szczecin.
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Ogolnie ujmujac strategia antysensowa polega na wybiérczym zahamowa-
niu ekspresji genu w komadrce za pomoca odcinkéw kwaséw nukleinowych,
ktére moga swoiscie hybrydyzowaé¢ do komplementarnych sekwencji sensu
znajdujgcych sie w genomowym DNA lub w czgsteczkach mRNA kodowanych
przez ten gen. Chcac wylaczy¢ ekspresje genu za pomocg strategii antysen-
sowej mozna wykorzystywa¢ zarowno czasteczki mRNA jak i DNA (15).

Blokowanie ekspresji genu za pomocag czasteczek mRNA polega na wpro-
wadzeniu do komérek plazmidéw zawierajagcych cDNA genu, ktérego ekspresje
chcemy znie$€. Znajdujace sie w plazmidzie cDNA wklonowane jest w orien-
tacji antysensu. W komorce syntetyzowany jest nastepnie zgodnie z informa-
cja zawartg w cDNA plazmidu — antysens mRNA. Syntetyzowane wewnatrz-
komérkowa czasteczki antysensu mRNA moga swoiscie hybrydyzowac z cza-
steczkami mRNA posiadajacymi komplementarne sekwencje, a tym samym
wyltaczaé je z metabolizmu. Opisany mechanizm zniesienia ekspresji genu na
poziomie mMRNA za pomocg komplementarnych czgsteczek mRNA przypomina
w pewnym stopniu fizjologiczna regulacje ekspresji niektérych gendéw spoty-
kang u mikroorganizméw, gdzie obydwie nici genomowego DNA przepisywane
sg zaréwno na mRNA sens, jak i hybiydyzujacy z nim mRNA antysens (16).

Znacznie tatwiejszg technika jest wykorzystgnie syntetycznych oligodeoksy-
rybonukleotydéw (oligomeréw). Oligomery takie penetrujg do komorki ze Sro-
dowiska zewngtrzkomorkowego poprzez btone komdrkows. Po wniknieciu do
komorki swoiscie hybrydyzujg do komplementarnych odcinkéw sensu w cza-
steczkach mRNA lub genomowym DNA. W pewnych sytuacjach moga réwniez
przytacza¢ sie na drodze powinowactwa molekularnego do waznych metabo-
licznie biatek wewnatrzkomérkowych i hamowaé ich funkcje biologiczna.

Nad problemem praktycznego zastosowania oligonukleotydéw w Kklinice,
jako potencjalnych lekéw hamujacych ekspresje protoonkogendw pracuje sie
w wielu laboratoriach takze w naszych. Strategia ta budzi pewne nadzieje na
mogacy sie dokona¢ dzieki niej przetom w farmakoterapii onkologicznej.
Sktada sie na to szereg prlyczyn. Po pierwsze, terapia swoistymi dla danego
genu blokujgcymi oligonukleotydami ma cechy tak dawno poszukiwanego
w medycynie ,,ztotego Srodka leczniczego”. Za pomocag odpowiednio przygoto-
wanych oligonukleotydéw mozna bowiem w niektérych prlypadkach hamowac
ekspresje Scisle okreslonych gendw, lezacych u podioza danego schorzenia.
Jest to zatem rodzaj swoistej celowanej terapii na poziomie molekularnym.
Po drugie, metoda ta, jak sie wydaje, przynajmniej na obecnym etapie badan
jest znacznie mniej obcigzona ryzykiem wystgpienia powikian jatrogennych
ze strony innych narzaddéw. Jest to fakt nie bez znaczenia biorgc pod uwage
dotychczasowe, obarczone powaznym ryzykiem wystgpienia powiktan, konwe-
ncjonalne sposoby leczenia nowotworéw za pomocag radiochemioterapii. Po
trzecie, stosujagc wymieniong strategie bedzie mozna prawdopodobnie leczy¢
szereg schorzen, ktére nie poddaja sie obecnie skutecznej terapii klasycznymi
srodkami farmakologicznymi. Po czwarte, najwazniejsze, to napawajace opty-
mizmem wyniki wstepnych doswiadczen na komoérkach nowotworowych ho-
dowanych in vitro oraz w uktadach doswiadczalnych in vivo (1,6,7,8,9).
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w najblizszych latach okaze sie na ile metoda ta znajdzie rzeczywiscie
w przysztosci zastosowanie w medyc3dmie klinicznej. Pomimo ze podjeto juz
pierwsze préby kliniczne to, jak sie wydaje, droga od eksperymentu in vitro
do terapii in vivo zywego organizmu jest jeszcze daleka. Celem pracy jest
zapoznanie czytelnika z tg niezwykle obiecujgca dziedzing biotechnologii.

2. Poszukiwanie nowych metod terapii choréb nowotworowych

Ze wzgledu na trudnosci w uzyskaniu trwatych wyleczen u chorych na
nowotwory i biataczki pojawia sie pilna potrzeba poszukiwania innych, no-
wych i efektdwniejszych metod terapii. Wiadomo, ze u podtoza schorzen no-
wotworowych organizmu lezg uwarunkowane pierwotnie lub wtdérnie zmiany
w prawidtowej ekspresji materiatu genetycznego pojedynczych komérek. Obec-
nie uwEiza sie, ze zaburzenia te ogdlnie mozna podzieli¢ na trzy podstawowe
grupy:

Pierwsze z nich sa wynikiem uszkodzen kodu genetycznego w obrebie ge-
noéw hamujacych proliferacje komérek — czyli antyonkogendéw. Powoduja
one to, ze komoérki przestajg produkowaé pewne biatka, wazne w negatywnej
regulacji cyklu komérkowego. Druga grupa zaburzen polega z kolei na nad-
miernej ekspresji genéw, stymulujagcych namnazanie komoérek — czyli pro-
toonkogendw. Trzecia z kolei jest wynikiem zaburzenia ekspresji genoéw re-
gulujacych zaprogramowany genetycznie proces umierania komoérek — czyli
zjawisko apoptozy.

Produkty biatkowe antyonkogenéw i protoonkogenéw petnig wazng fizjo-
togicznie rote w procesie protiferacji. Posiadajg one budowe: czynnikéw wzro-
stowych, receptoréw powierzchniowych, protein biorgcych udziat w przeka-
ywaniu sygnatu z powierzchni do wnetrza komoérki, cyktin i regulujgcych je
biatlek tub protein regutujacych bezposrednio ekspresje gendéw na poziomie
transkrypcyjnym w jadrze. Nieprawidtowa ekspresja tych gendw moze prowa-
dzi¢ do transformacji nowotworowej komorek.

Wymienione grupy defektéw genetycznych, ktére lezg u podtoza chorob
nowotworowych moga sta¢ sie w niedalekiej przysztosci celem terapii genowej,
polegajacej na probie korekcji zaburzen na poziomie molekularnym. Podjeto
pierwsze, konkretne proby doswiadczalne leczenia tych zmian genetycznych
in vitro w hodowlach komérkowych. W pierwszej grupie defektow prébuje sie
dokonac¢ korekcji, wprowadzajac do materiatu genetycznego komoérek prawid-
towe, brakujgce antyonkogeny. Natomiast w drugiej grupie schorzen rozwaza
sie moztiwos¢ blokowania nieprawidtowej ekspresji protoonkogenéw odpowie-
dzialnych za wzrost nowotworowy za pomocg swoistych oligomeréw antysen-
sowych. Pojawiajg sie rOwniez proby oddziatlywania za pomoca otigomeréw
antysensowych na ekspresje genow, ktére reguluja proces apoptozy (1,2).
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3. Farmakokinetyka oligomerow antysensowych

Wspomniano juz, ze oligomery antysensowe sg krotkimi odcinkami kwasu
deoksyrybonukleinowego (DNA) o wielkosci 10 - 25 zasad. Dzigki postepowi
technologii mozna je otrzymywac syntetycznie za pomocg specjalnych urza-
dzen stuzacych do syntezy kwasow nukleinowych. Dazac do zwiekszenia ich
stabilnosci w ptynach biologicznych syntetyzowane sg rézne pochodne. Do
najbardziej znanych nalezga pochodne fosfotiolowe oraz metylofosfonianowe
(1). Wspomniano juz, ze zasada dziatania oligonukleotydéw w komorce polega
na blokowaniu poprzez swoistg hybrydyzacje komplementarnych odcinkéw
kwaséw nukleinowych (DNA lub RNA) lub tworzeniu trwatych kompleksow
z waznymi w regulacji cyklu komérkowego biatkami.

Myslac o klinicznym wykorzystaniu oligomeréw w leczeniu pacjentéw prze-
prowadzono juz pierwsze badania farmakokinetyczne oligomeréw stosowa-
nych w modelach in vivo (1,17). Zgodnie z tym oceniano ich poziom we Kkrwi,
pétokres trwania, jak i dystrybucje wewnatrzustrojowa po podaniu parente-
ralnym zwierzetom doswiadczalnym. Pdétokres trwania pochodnych fosfotiolo-
wych dtugosci 20 - 27 zasad po podaniu dozylnym myszom wyniost w suro-
wicy od 40 do 72 godzin. Degradacja metaboliczna podanych oligomerow
w moczu byla niewielka. Oligomery kumulowaty sie w watrobie i nerkach,
a stezenie ich w tych narzadach znacznie przewyzszato stezenie w surowicy.
lversen i wspoét, wykazali, ze w przypadku myszy oligomery gromadzg sie
rowniez w mézgu co przemawiatoby za ich skutecznym przenikaniem przez
bariere krew - ptyn mézgowo-rdzeniowy u gryzoni.

U maitp pdtokres trwania oligomeréw w surowicy byt podobny jak u gry-
zoni. Oligomery kumulowaty sie najlepiej w: nerkach, watrobie, grasicy, szpi-
ku kostnym, weztach chtonnych, s$liniankach, ptucach i trzustce. Obserwo-
wano rowniez gromadzenie sie podanych oligomerow w: miesniach, przewo-
dzie pokarmowym i tchawicy. Najstabiej gromadzity sie natomiast w: mdzgu,
rdzeniu przedtuzonym, chrzastkach, skérze i gruezole krokowym.

W pierwszym opisanym w literaturze przypadku dozylnego podania fosfo-
tiolowych pochodnych oligomeréw antysensowych, skierowanych przeciwko
biatku p53 u cztowieka zaobserwowano: niewielki wzrost poziomu GTP w su-
rowicy. Pacjent skarzyt sie jedynie na uczucie metaticznego smaku w ustach,
nudnos$ci i wymioty (18). Chory otrzymywat dozyinie wlew oligomeréw anty-
sensowych w dawce: 0,05 mg/kg/godzine. Catkowita podana dawka wynosita
700 mg. Podanie dozylne oligomeréw okazato sie zatem w miare bezpieczne.

Stosujac ogodlnoustrojowo oligomery antysensowe, szczegdlnie w wyzszych
dawkach, nalezy spodziewaé sie wystgpienia efektéw ubocznych. Oligomery
moga dziata¢ toksycznie zarowno specyficznie jak i niespecyficznie.

Dziatanie specyficzne wynika z blokowania ekspresji genu, przeciwko kto-
remu sg skierowane nie tylko w komérkach chorych, lecz réwniez w komoér-
kach zdrowych. Efekt koncowy tego dziatania zalezy oczywiscie od stopnia
roznicy we wrazliwosci na zniesienie ekspresji danego genu pomiedzy komor-
kami chorymi i zdrowymi. Efekt niespecyficzny wynika natomiast z ich dzia-
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tania jako zwiazku ehemieznego nie wystepujacego fizjologicznie w organizmie.

Z przeprowadzonych wiasnych badan wynika, ze myszy ktérym podawa-
liSmy za pomocg pomp osmotycznych przez dwa tygodnie antysensy skiero-
wane przeciwko sekwencji mRNA ludzkiego biatka transkrypcyjnego c-myb
— w dawce 100 |ig/dobe nie wykazywaty zmian morfologicznych w watrobie
ani w nerkach. Obserwowano jedynie wystgpienie we krwi obwodowej mato-
ptytkowosci, ktéra wynikata prawdopodobnie z ich niespecyficznego, nieko-
rzystnego dziatania jako czasteczek bedacych polianionami na trombocyty.

Oligomery antysensowe skierowane przeciwko mRNA ludzkiego onkogenu
bcr-abl podawane dozylnie myszom SCID w dawce 1mg/dobe przez 12 ko-
lejnych dni osiggaja stezenie terapeutyczne w tkankach, a takze sg wykry-
walne w ludzkich komdrkach biataczkowych, rosngcych u tych zwierzat. Prze-
prowadzona analiza anatomopatologiczna narzagdéw wewnetrznych myszy
SCID otrzymujacych oligomery przez 12 dni nie wykazywata réwniez wie-
kszych zmian (5).

Jednakze nalezy liczy¢ sie z tym, ze efekty uboczne terapii oligomerami
moga by¢ bardziej nasilone i zréznicowane. Beda one zalezne od budowy
chemicznej stosowanej pochodnej, jej dawki, jak i stosowanej sekwencji.
Woprowadzenie oligomeréw do kliniki wymaga zatem rzetelnie przeprowadzo-
nych, poprzedzajacych badan toksykologicznych w modelach zwierzecych —
najpierw na myszach, a p6zniej na matpach.

4. Mozliwosci wykorzystania oligomerdéw antysensowych
w medycynie klinicznej

Wspomniano juz, ze trwajg intens3wne badania nad wprowadzeniem oli-
gomeréw antysensowych, jako nowej generacji lekéw. Najbardziej zaawanso-
wane prace dotyczg ich potencjalnego zastosowania w:

— onkologii klinicznej,

— angioplastyce naczyn wiencowych,

— chorobach neurologicznych,

— leczeniu niektérych choréb winjsowych i pasozytniczych.

Oligomery antysensowe stosowane jako leki przeciwnowotworowe mogg ha-
mowac¢ swoiscie ekspresje wielu protoonkogenéw odpowiedzialnych za nie-
kontrolowany wzrost komérek. W wyniku ich dziatania moze nastgpi¢ zaha-
mowanie proliferacji komoérek ztosliwych, indukcja apoptozy lub nawet cof-
niecie ich nowotworowego fenotypu. Z tego powodu mysli sie o praktycznym
wykorzystaniu oligomeréw w klinice zarébwno w leczeniu biataczek, jak i guzéw
litych.

Warunkiem poprzedzajacym kliniczne zastosowanie oligomeréw w leczeniu
chorych jest uprzednie udokumentowanie ich korzystnego dziatania in vivo
w modelach doswiadczalnych na zwierzetach. Z pierwszych opublikowanych
danych z przeprowadzonych badan na zwierzetach in vivo wynika, ze oligo-
mery antysensowe skierowane przeciwko protoonkogenom c-myb (6) i bcr-abl
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(8) spowalniaty wzrost komoérek ludzkiej przewlekiej biataezki szpikowej
wszczepionej myszom SCID. Oligomery antysensowe skierowane przeciwko
protoonkogenowi c-myb hamowaly réwniez wzrost komoérek ludzkiego ezer-
niaka u tyeh zwierzat (9). Z kolei oligomery skierowane przeciwko protoon-
kogenowi e-HA-ras wykazywaly dziatanie przeeiwnowotworowe in vivo u myszy
nude, ktérym wszczepiono komérki NIH-3T3 transformowane onkogenem e-HA-
ras (1,2). Wykazano rowniez, ze oligomery antysensowe skierowane przeeiwko
protoonkogenowi e-mye hamowaty in vivo ekspresje biatka e-mye w limfocy-
taeh myszy transgenicznych, bedaeyeh nosicielami transgenu: enhancer
immunogtobutinowy — protoonkogen c-mye (19,20). Aktywne tn vivo okazaty
sie réwniez oligomery antysensowe skierowane przeciwko mRNA czynnika
transkrypcyjnego NF-Kb (21).

Osobnym zagadnieniem jest zastosowanie oligomeréw antysensowyeh
w usuwaniu komorek nowotoworowych ex vivo ze szpiku kostnego przed
autoprzeszczepami. Zaawansowane sg proby kliniczne uzycia antysenséw
skierowanych przeciwko mRNA protoonkogenu c-myb i onkogenu bcr-abl.
Mechanizm molekularny dziatania oligomeréw skierowanyeh przeeiwko tym
onkogenom polega na indukowaniu apoptozy w komdrkaeh biataczkowyeh
a,2).

Duze nadzieje wigze sie z wykorzystaniem oligomeréw antysensowyeh w
profilaktyee restenozy naezyn wieneowych po angioplastyee. Oligomery anty-
sensowe skierowane przeeiwko mRNA protoonkogenéw: e-myb, cdc2 i PCNA
podawane domiejscowo w momeneie rozszerzenia balonikiem naczynh wienco-
wych majg hamowa¢ ewentualna niepozadang proliferacje miocytéw Sciany
naczyniowej po zabiegu. W badaniach przeprowadzonych w modelach do-
Swiadczalnych u zwierzat potwierdzono efektywnos$¢ takiej strategii in vivo
(22,23,24).

Wszystko wskazuje réwniez na to, ze oligomery znajda wkrétce zastoso-
wanie kliniczne w neurofarmakologii klinicznej (1,2). Oligomery antysensowe
skierowane przeeiwko protoonkogenowi e-fos po podaniu miejseowym do moz-
gu hamowaty ekspresje protoonkogenu e-fos w komorkach znajdujgcych sie
w sgsiedztwie miejsca iniekcji (25). Stosujac z kolei oligomery antysensowe
skutecznie zablokowano ekspresje reeeptora dla neuropeptydu Y oraz recep-
tora metyloasparaginowego. Uwaza sie, ze szezeg6lnie ostatni z wymienionyeh
oligomeréw moze znalez¢ praktyezne zastosowanie w leczeniu udaréw mozgu
zmniejszajae ognisko uszkodzenia tkanki nerwowej. Praeuje sie réwniez nad
syntezg oligomeréw aptamerowyeh wiazacych dzialajgce zakaznie w ukiadzie
nerwowym ezgsteczki biatkowe jakimi sg priony (1).

Zaawansowane sg rowniez badania nad wykorzystaniem oligomeréw w le-
czeniu choréb wirusowych i pasozytniczych (10,11,12,13,14). Wykazano ich
efekt hamujacy proliferacje wimsoéw: opryszczki typu 1, nabytych zespoléw
niedoboréw immunotogicznych, opryszczkowego zapalenia jamy ustnej, grypy,
jak i wirusa wywotujgcego brodawczaki. Sposrdd choréb pasozytniczych uwa-
za sie, ze oligomery antysensowe znajda wkrétce praktyezne zastosowanie
w leezeniu malarii (2).
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5. Nowe strategie w terapii oligomerami antysensowymi

Obecnie z duzym wysikiem opracowuje sie syntezy nowych — bardziej
stabilnych w ptynach ustrojowych i tatwiej wnikajgcych do komoérek pochod-
nych oligomeréw antysensowych. Oligomery prébuje sie tgczy¢ z krétkimi
peptydami sygnatowymi, transfeiyng oraz umieszcza sie je w liposomach. Ma
to utatwiac¢ ich kumulowanie w komoérkach docelowych (1,2,26,27,28,29).

Osobnym zagadnieniem jest zastosowanie oligomeréw antysensowych
w skojarzeniu z innymi formami leczenia, jak cytostatyki i immunoterapia.
Okazato sie, ze oligomery antysensowe moga by¢ skutecznie kojarzone z in-
nymi lekami, np. o dziataniu przeciwnowotworowym. Z opublikowanych da-
nych wynika, ze oligomery skierowane przeciwko mRNA onkogenu bcr-abl
w potgczeniu z mafosfamidem znacznie bardziej skutecznie niszczyty komorki
przewlekiej biataczki szpikowej (30). Strategia kojarzenia oligomerow antysen-
sowych z cytostatykami i immunoterapig okazata sie rowniez skuteczna w ha-
mowaniu wzrostu komoérek guzéw litych (31). Z naszych ostatnio przeprowa-
dzonych badan i nie publikowanych jeszcze danych wynika ponadto, ze oli-
gomery antysensowe mogg by¢ réwniez skojarzone z dziatajgcymi przeciwno-
wotworowo cytokinami, jak np. TNF-em i interferonem-a. Strategia taka umo-
zliwia z jednej strony zmniejszenie dawki stosowanych oligomerow, a czesto
zwieksza rowniez ich efektywnos$¢ farmakologiczna.

Obiecujgce wyniki otrzymalismy rowniez stosujac jednoczesnie dwa rozne
oligomery antysensowe hamujace ekspresje ,,wspOtpracujgcych” ze soba on-
kogenéw (32). Oligomery takie wykazywaty synergistyczny efekt przeciwno-
wotworowy, co pozwalatlo na znaczne zmniejszenie ich dawek.

6. Podsumowanie

Dynamiczny rozwéj badan nad strategig blokowania ekspresji genéw za
pomocag oligomeréw antysensowych stwarza realne nadzieje, ze wkrotee Kli-
nieysei beda dysponowac¢ nowa generacjg lekéw znoszaeych swoiscie ekspresje
gendw odpowiedzialnyeh za wystepowanie poszczegdlnych schorzen. Nad za-
gadnieniami tymi praeuje wiele zespotéw badawczych zaréwno w osrodkach
akademickich jak i firmach biotechnologicznych. Obecnie w kilku zespotach
m.in. i w tych, w ktérych pracuja autorzy tego artykutu uzyskano juz zgode
na podjecie pierwszych préb klinicznych leczenia choryeh za pomocg oligo-
meréw. Dotyczy to gltownie biataczek i czerniakow. Oligomery prébuje sie
wykorzysta¢ zaréwno w leczeniu systemowym in vivo jak i w prébach usu-
wania ex vivo komérek nowotworowych ze szpiku pobranego do przeszczepien
autologieznych. Wkroétce powinny ukazac sie pierwsze wyniki tych badan.

Wszystko wskazuje na to, ze skoordynowany wysitek chemikédw pracuja-
cych nad uzyskaniem na makroskale nowych pochodnych oligomeréw anty-
sensowych, biologéw oceniajacych ich dziatanie w modelach doswiadczalnych,
farmakologow sledzacych ich farmakokinetyke jak i lekarzy wdrazajgcych ten
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nowatorski sposdb leczenia w kliniee spowodujg, ze w XXI w. wkroezymy
uzbrojeni w nowag generaeje lekéw oddziatujacyeh na poszczegdlne schorzenia
poprzez wpltywanie na ekspresje genéw odpowiedzialnyeh za etiopatogeneze
i przebieg réznych choréb. W najblizszych latach zweryfikowana zostanie
z pewnoseig skutecznos¢ tej nowatorskiej strategii leczniczej.
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The perspectives of antisense strategy application in the clinical nnedicine

Summary

In this review paper the different aspects and perspectives of antisense strategy applications

in clinical medicine are discussed.
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