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1. Wstep

ligonukleotydy antysensowe (antysensy) hamujgce wybiérczo ekspresje

genu docelowego znajdujg coraz szersze zastosowanie w badaniach ma-

jacych na celu poznanie funkcji danego genu ijego produktu — biatka. Dz
ki wybiérczemu zahamowaniu genu docelowego za pomocg antysenséw mozna
ustali¢, ktore funkcje komorek oraz biatek/genéw sg od niego zalezne. Aby
potwierdzi¢ dane uzyskane za pomoca strategii antysensowej, badalismy
zmiany zachodzgce w komorkach, w ktorych ekspresja genu/biatka byla wy-
wotywana sztucznie (transfekcja). Jezeli uzywajgc tych dwdch przeciwstaw-
nych strategii (zahamowanie tub wywotanie ekspresji genu) uzyskiwatiSmy
przeciwstawne wyniki, pozwatato nam to upewnic sie, ze dane zjawisko bio-
togiczne rzecz}rwiscie istnieje, a nie jest artefaktem eksperymentalnym. Z prze-
prowadzonych badan staraliSmy sie wyciggna¢ praktyczne wnioski co do mo-
zliwosci zastosowania antysenséw w hamowaniu wzrostu nowotworow.
Zastosowanie oligonukleotydéw antysensowych do badania mechanizmow
molekularnych indukowanych przez onkogenne kinazy tyrozynowe, a takze
co z tego moze wynikng¢ w aspekcie klinicznym, przedstawimy na przyktadzie
wynikéw wiasnych, jak réwniez i innych autoréw w aspekcie badan nad prze-
wiekla biataczka szpikowa (PBSz), ktorej bezposrednia przyczyng jest onko-
genna kinaza tyrozynowa BCR/ABL.

2. Podstawy molekularne

Chromosom Fitadelfia wykrywany u wiekszosci pacjentéw z PBSz i u nie-
ktérych pacjentéw z ostrymi biataczkami jest wynikiem transtokacji chromo-
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somowej t(9,22) (17,22,31,53). W wyniku tej translokacji wskutek potgczenia
fragmentu drugiego eksonu protoonkogenu c - abl obecnego na chromosomie
9 z fragmentem pierwszego, drugiego lub trzeciego eksonu genu ber na chro-
mosomie 22, powstajg onkogeny - hybrydy ber/abl. Koduja one biatka - hy-
brydy BCR/ABL, w ktérych N - koniec ABL jest zastgpiony przez fragment
biatka BCR (11,41). Biatko BCR/ABL ma ciezar czasteczkowy 210 kDa (p210
kodowane przez gen powstaty z potagczenia eksonu 2 protoonkogenu abl z ek-
sonem 3 tub 2 genu ber) lub 185 kDa (pl85 kodowane przez gen powstaty
w w}hmiku potaczenia eksonu 2 protoonkogenu abl z eksonem 1 genu ber).
Onkogenne wiasciwosci tych biatek zostaty potwierdzone poprzez wykazanie,
ze geny ber/abl transformujg niedojrzate komorki hemopoetyczne in vitro (14)
i indukujg schorzenia podobne do PBSz lub ostrych biataczek u myszy (7,16).
p210 oraz pl85 posiadajg zdolnos¢ do autostymulacji akt3rwnosci kinazy ty-
rozynowej, ktora jest niezbedna do wyindukowania transformacji nowotworo-
wej. Jest za to odpowiedzialna sekwencja kodowana przez ekson | genu ber
(34). BCR/ABL posiada réwniez inne niezmiernie wazne cechy dla rozwoju
biataczki — hamuje apoptoze (jeden z mechanizméw umierania komorek)
(50) oraz indukuje niezaleznos¢ od hemopoetycznych cz3ninikéw wzrostowych
(24). Poniewaz biatko BCR/ABL jest zlokalizowane w cytoptazmie, identyfika-
cja innych biatek zaangazowanych w przewodzenie sygnatu nowotworowego
z cytoptazmy do jadra przyczyni sie do lepszego poznania mechanizméw od-
powiedzialnych za powstawanie biataczki i moze ewentualnie przyczyni¢ sie
do wynalezienia nowych lekdéw antynowotworowych.

Protoonkogen ras koduje biatko p21RAS, ktoére jest niezbedne dla stymu-
lacji podziatow komérkowych i transformacji nowotworowej przez onkogenne
kinazy tyrozynowe (28).

Onkogenne i normalne kinazy tyrozynowe akt3rwujg tzw. czynnik uwalnia-
nia nukleotydu guaninowego (ang. guanine nueleotide releasing faetor = GRF)
poprzez interakcje z biatkiem mostkowym GRB - 2 (10). Stymuluje to akty-
wacje p21RAS poprzez zwiegkszenie w komorce jego iloSci zwigzanej z GTP
(p21RAS-GTP) w stosunku do ilosci nieaktywnego p2l1RAS ["gzanego
z GDP (p2IRAS - GDP). Sugeruje to, ze p21RAS moze by¢ zaangazowany
w proliferacje prawidtowych komorek hemopoetycznych jak i komorek PBSz.
Rzeczywiscie udato sie nam udowodnié, uzywajac koktajlu oligonukleotydow
antysensowych, hamujacych ekspresje protoonkogenéw H -, K-, i N -ras
(wszystkie kodujg biatka p21RAS), ze obecno$¢ p21RAS jest niezbedna dla
proliferacji komérek PBSz (43) i prawidtowych (49). Co wiecej, wykazalismy,
ze aktywacja p21RAS w komoérkach PBSz jest zalezna od BCR/ABL. Zaha-
mowaniu ekspresji BCR/ABL w komérkach biataczkowych przez otigonukieo-
tydy antysensowe towarzyszyto zmniejszenie aktywacji p21RAS (rys. 1); in-
dukcja ekspresji BCR/ABL w fibrobtastach stymulowata aktywacje p21RAS
(rys. 2). Podobne badania wykonalismy regulujac ekspresje protoonkogenu
¢ - MYB, ktoiy znajduje sie ponizej p21RAS w kaskadzie przewodzenia sygnatu.
Tak jak nalezato sie spodziewac¢ nie wykazaliSmy wptywu ekspresji ¢ - MYB na
aktywacje p21RAS. Wynika z tego, ze zwiekszenie aktywacji p21RAS przez
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Rys. 1. Wplyw zahamowania ekspresji BCR/ABL za pomocg oligonukleotydéw antysensowych
na aktywacje p21RAS w komoérkach biataczkowych. Komérki biataczkowe, ktérych wzrost jest
zalezny od obecnosci BCR/ABL, byty inkubowane ze swoistymi oligonukteotydami antysensowymi
(ASI) hamujacymi ekspresje BCR/ABL, z oligonukteotydami sensowymi (S) nie wptywajgcymi na
ekspresje BCR/ABL, ze swoistymi oligonukiteotydami antysensowymi (AS2), hamujacymi ekspre-
sje protoonkogenu c - MYB, lub byly inkubowane bez oligonukleotydéw (C). Nastepnie badano
w tych komérkach aktywno$¢ p21RAS.

BCR/ABL jest zjawiskiem swoistym, a ten typ strategii eksperymentalnej mo-
ze by¢ uzywany do okreslania miejsca danego biatka w kaskadzie przewo-
dzenia sygnatu wewnatrz komorki. Inna grupa badaczy wykazata réwnoczes-
nie, ze BCR/ABL aktywuje p21RAS poprzez interakcje z GRB - 2 (35).

Dwa inne biatka oprécz GRB-2/GRF, biatko indukujace aktywnos$¢ GTPazy
p21RAS (ang. GTPase activating protein = pl20GAP) oraz kinaza 3 - fosfa-
tydyloinozytotu (ang. phosphatidylinositol 3 - kinase = PI 3-k) moga odgrywaé
wazng role w regulacji p21RAS przez BCR/ABL. pI20GAP jest szczegdlnie
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Rys. 2. Wplyw wywotania ekspresji BCR/ABL poprzez transfekcje fibroblastow plazmidem
zawierajagcym cDNA kodujace onkogen bcr/abl. Komérki tk-tsI3 transferowano pustym plazmi-
dem (psv), plazmidem zawierajgcjmi cDNA kodujgce onkogen bcr/abl (psv+bcr/abl) lub plazmidem
zawierajagcym cDNA kodujgce protoonkogen c-myb (psv+c-myb). Nastepnie badano w tych ko-
mérkach aktywnos$¢ p21RAS.

interesujace, gdyz moze sie tgczy¢ zarowno z p21RAS jak i z BCR/ABL (44,55).
pl20GAP posiada dwa biatka towarzyszace p62 and pl90, ktore sg fosforylo-
wane w komoérkach PBSz (9) oraz w normalnych komdrkach stymulowanych
niektorymi cytokinami (25). Zgodnie z naszymi wstepnymi wynikami fosfory-
lacja p62 i pl90 w komoérkach PBSz jest zalezna od aktywnosci kinazy ty-
rozynowej BCR/ABL (43). Hamujac ekspresje BCR/ABL za pomocg oligonu-
kleotydow antysensowych, a takze wywotujgc ekspresje BCR/ABL w fibro-
blastach poprzez ich transfekcje wykazalismy, ze fosforylacja pl90 i p62 to-
warzyszyta aktywnosci tej kinazy tyrozynowe;j.
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pI20GAP moze hamowac¢ aktswnos$¢ p21RAS poprzez stymulacje jego we-
wnetrznej zdolnosci do hydrolizy GTP do GDP (55), co powoduje powrot
p21RA.S do jego nieaktywnej formy (p21RAS - GDP). Aktywno$¢ pl20GAP mo-
ze by¢ hamowana przez pl90. Wykazano, ze pl20GAP, ktéry posiada domeny
SH2 (odpowiedzialne za interakcje biatko-biatko poprzez selektywne wigzanie
sie do kroétkich swoistych sekwencji aminokwaséw zawierajgcych fosforylo-
wang tyrozyne, seryne lub treoning), moze wigza¢ pl90 fosforylowane na
serynie. pl20GAP w kompleksie z pl90, ktére musi by¢é dodatkowo fosfoiylo-
wane takze na tyrozynie, przejawia mniejszg aktywnos$¢ stymulacji hydrolizy
p21RAS-GTP do p21RAS-GDP (27). Sugeruje to, ze BCR/ABL moze stymu-
lowa¢ fosfoiylacje pl90 i tworzenie komplekséw pl20GAP-pl90, co powoduje
zmniejszenie hydrolizy p21RAS-GTP do p21RAS-GDP. pl20GAP, jak juz
wspomnielismy, poprzez swoje domeny SH2 pl20GAP wigze takze autofosfo-
rylowane biatka BCR/ABL, co stwarza mozliwos¢, ze pl20GAP moze by¢ bez-
posrednio zaangazowany w proces przewodzenia sygnatu stymulujacego
z BCR/ABL.

Nie byto natomiast wiadomo czy te biatka (pI20GAP, pl90, p62) odgrywaja
rzeczywiscie jakgkolwiek role w proliferacji komorek biataczkowych i prawid-
towych. Uzywajac strategii antysensowej w celu zahamowania ekspresji
pl20GAP wykazaliSmy, ze ekspresja pl20GAP jest niezbedna do wzrostu ko-
morek PBSz oraz normalnych komérek hemopoetycznych szeregu mielo -,
erytro - i megakariocytamego (44). Swiadczy to o tym, ze pl20GAP jest zaan-
gazowany nie tylko w przewodzenie sygnatu z BCR/ABL, ale takze z aktywo-
wanych ligandem receptoréw dla hemopoetycznych czynnikédw wzrostowych.
Bardzo intrygujace jest to, ze zgodnie z naszymi przewidywaniami, BCR/ABL
reguluje zdolno$¢ pl20GAP do stymulacji hydrolizy GTP do GDP zwigzanego
z p21RAS (43). Hamujac ekspresje BCR/ABL w komorkach biataczkowych za
pomoca oligonukleotydéw antysensowych wykazaliSmy, ze towarzyszy temu
wzrost akt}rwnosci pl20GAP do indukcji hydrolizy p21RAS - GTP do p21RAS-
- GDP oraz odwrotnie, transfekcja fibroblastow za pomocg BCR/ABL zmniej-
sza te aktywnos$¢ pl20GAP.

Podsumowujac, w naszej hipotezie zaktadamy, ze oba zjawiska; 1) stymu-
lacja aktywacji p21RAS poprzez GRB - 2/GRF; 2) hamowanie inakt5rwacji
p21RAS poprzez zmniejszenie aktywnosci pl20GAP, sg zalezne od aktywnosci
kinazy tyrozynowej BCR/ABL i odgrywajag gtéwna role w proliferacji komorek
PBSz.

Na podstawie naszych nie publikowanych jeszcze wynikéw badan uzyska-
nych za pomoca oligonukleotydéw antysensowych przypuszczamy, ze biatka
p62 i pl90, ktoére jak juz wspomnieliSmy towarzysza pl20GAP, sa zaanga-
zowane w proliferacje komoérek biataczkowych. Aby potwierdzi¢ te wyniki
transfekujemy komorki biataczkowe plazmidami zawierajgcymi ¢cDNA kodu-
jace diuzsze sekwencje antysenséw dla p62 i pl90. Pierwsze eksperymenty,
jak sie wydaje, potwierdzaja wyniki uzyskane za pomocg oligonukleotydow
antysensowych.

Kinaza 3 - fosfatydyloinozytolu (Pl 3-k) takze moze wspotdziata¢ z BCR/ABL
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w regulacji aktywacji p21RAS. Pl 3-k byla odkryta jako biatko o aktywnosci
fosforylujgcej Pl na pozycji D-3' w pierScieniu inozytolu (4). Pl 3-k jest hete-
rodimerem skiadajacym sie z dwdch podjednostek: p85 i pllO. p85 zawiera
miedzy innymi domene SH3 i dwie domeny SH2, ktore sa przedzielone frag-
mentem skiadajacym sie z dwustu aminokwaséw nazwanym inter-SH2 (iSH2)
(20). p85 dziata jako biatko mostkowe, poniewaz jest odpowiedzialne za inter-
akcje PI 3-k z aktywowanymi receptorowymi i cytoplazmatycznymi kinazami
tyrozynowymi, ale samo nie przejawia aktywnosci en”matycznej. Interakcja
ta zachodzi poprzez oddziatywanie domeny SH2 obecnej na podjednostce p85
i fragmentu drugiego biatka zawierajgcego fosfoiylowang tyrozyne. Region iSH2
wigze podjednostke pllO, ktéra jest odpowiedziatlna za aktywnos¢ enzymaty-
czng Pl 3-k. Mechanizm regulacji aktywnosci Pl 3-k przez aktywowane kinazy
tyrozynowe nie jest w petni poznany. Prawdopodobnie wigzanie p85 do akty-
wowanej kinazy tyrozynowej indukuje zmiany w konformacji przestrzennej
p85, ktore stymulujg aktywnos$¢ enzymatyczng podjednostki pllO.

Zainteresowanie Pl 3-k wzrosto po udowodnieniu, ze aktywnos$¢ Pl 3-k jest
zalezna od fazy cyklu komérkowego i transformacji nowotworowej. Doswiad-
czenia z mutantami protoonkogenéw src i abl wykazaly istnienie wyraznej
korelacji pomiedzy aktywnoscia Pl 3-k, indukowanej przez onkogen, a trans-
formacjg nowotworowg (3). Co wiecej, mutant receptora dla ptytkopochodnego
czynnika wzrostu (ang. plateled-derived growthfactor-" receptor = PGDGF-J3R),
ktéry nie moze taczyé sie z Pl 3-k, nie jest takze zdolny do indukcji mitozy
po stymulacji ligandem (12). Pl 3-k jest najprawdopodobniej réwniez niezbed-
na do wzrostu komérek uktadu immunohematologicznego, gdyz stumutacja
komoérek swoistymi ligandami receptorow dla erytropoetyny, IL - 2, GM - CSF,
M - CSF lub receptora limfocytow T (TCR/CD3) réwniez aktywuje Pl 3-k (36).
Zgodnie z nasz3rmi wynikami uzyskanymi za pomocg oligonukleotydéw anty-
sensowych, proliferacja normalnych komdérek hemopoetycznych szeregu czer-
wonokrwinkowego i biatokrwinkowego, w przeciwienstwie do megakariocytow,
wymaga obecnosci p85 (T. Skoérski, dane nie publikowane).

Aktywnos¢ Pl 3-k jest immunoprecypitowana razem z BCR/ABL (51) co
sugeruje, ze Pl 3-k moze bra¢ udziat w przewodzeniu sygnatu z BCR/ABL
i w proliferacji komérek PBSz. Nasze najnowsze badania, jak sie wydaje,
w petni potwierdzaja te hipoteze. Wykazalismy, ze aktywno$¢ enzymatyczna
PI 3-k jest regulowana przez BCR/ABL, bowiem zahamowanie ekspresji
BCR/ABL za pomocg oliogonukleotydéw antysensowych spowodowato zmniej-
szenie aktywnosci enzymatycznej Pl 3-k, natomiast fibroblasty transfekowane
BCR/ABL wykazuja zwiekszong aktywno$¢ Pl 3-k. Obecno$¢ podjednostki
p85 jest takze niezbedna do wzrostu komorek PBSz, gdyz zmniejszenie eks-
presji p85 za pomocg oligonukleotydéw antysensowych hamowato ich proli-
feracje (T. Skorski, dane nie publikowane). p85 obecne w komoérkach PBSz
jest immunoprecypitowane razem z pl20GAP, co sugeruje mozliwos¢ wzajem-
nego oddziat}rwania pomiedzy tymi biatkami, a takze BCR/ABL w kompleksie
BCR/ABL - pl20GAP-p85 (Pl 3-k ?). Ostatnio wykazano takze, ze aktywnos¢
Pl 3-k moze interferowa¢ z aktywacja p21RAS (42).
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Niedawne odkrycie, ze kinaza seiynowo/treoninowa p74RAF, kodowana
przez protoonkogen c-raf-1, wigze sie bezposrednio do aktywowanego p21 RAS
(p21RAS- GTP) przez koniec aminowy oraz do aktywowanych mitogenem Ki-
naz biatkowych (ang. mitogen activated protein kinases = MAPKK, Mek) przez
koniec karboksytowy (26), stwarza mozliwos¢, ze zarbwno p74RAF jak
i pl20GAP moga by¢ biatkami docetowymi dla p21RAS. Oligonukleotydy anty-
sensowe zmniejszajgce ekspresje p74RAF, hamowatly wzrost komorek PBSz.
Udziat p74RAF w proliferacji komorek PBSz, jak sie wydaje, moze potwierdzaé
réwniez inne spostrzezenia: 1) aktywne na state mutanty p74RAF sa onko-
genne (37), 2) ekspresja nieaktywnego mutanta p74RAF hamuje zaréwno on-
kogeneze jak i wzrost komoérek prawidtowych (21), 3) zahamowanie ekspresji
p74RAF hamuje przekaz3rwanie sygnatu z receptora dla PDGF (19), 4) IL-3
i GM - CSF indukujg szybka fosfoiylacje i aktywacje p74RAF (5). Tworzenie
kompleksdéw p74RAF - MAPKK zalezy od aktywacji p21RAS. Powstaty kom-
pteks stymuluje z kolei aktywowane mitogenem kinazy biatkowe (ang. mitogen
activated protein kinases = MAPK) (8). Interakcja p21RAS - pl20GAP réwniez
aktywuje MAPK. MAPK sg fosfoiylowane przez hemopoetyczne czynniki wzro-
stowe, takie jak: IL-3, GM - CSF, SCF (KL) (32). MAPK sa zlokalizowane
w cytoplazmie i jadrze i do pelnej aktywacji wymagaja fosforylacji tyrozyny
i treoniny przez MAPKK. Mogg one by¢ odpowiedzialne za fosfoiylacje biatka
jadrowego ¢ - MYC kodowanego przez protonkogen c - myc (40) i sg zaanga-
zowane w proliferacje komoérek (33). Biatko ¢ - MYC posiada na koncu ami-
nowym domene aktywujaca transkrypcje (18), a na konhncu karboksylowym
domene umozliwiajacg potgczenie sie z biatkiem Max (29). Kompleks MYC -
Max wiaze sie do swoistej sekwencji DNA i aktywuje transkrypcje. Aktywnos$¢
¢ - MYC jako onkogenu i czynnika aktywujacego transkrypcje zalezy od jego
interakcji ze wspomnianym biatkiem Max, fosforylacji domeny na kohcu ami-
nowym, oraz kooperacji z p21RAS. Uzywajagc swoistego oligodeoksynukleotydu
antysensowego w celu zahamowania ekspresji ¢ - MYC wykazaliSmy, ze pro-
liferacja komérek PBSz jest zalezna od jego ekspresji (M. Nieborowska - Skoér-
ska, dane nie publikowane). Jednoczesne zahamowanie ekspresji BCR/ABL
i ¢ - MYC za pomocg dwoéch antysenséw (anty - BCR/ABL i anty - ¢ - MYC)
dawato w rezultacie silny efekt synergistyczny, hamujgcy wzrost biataczki, co
sugeruje, ze oba biatka wspétdziataja w stymulacji procesu biataczkowego.
Jest to zgodne z pdzniejszymi doniesieniami innych badaczy, w ktérych wy-
kazano, ze c- MYC jest niezbedny do transformacji fibroblastéw przez
BCR/ABL (39) oraz, ze ekspresja c- MYC w komorce jest zalezna od
BCR/ABL (33). Za to drugie zjawisko moze by¢ odpowiedzialne biatko ¢ - MYB,
ktére jest niezbedne do wzrostu komérek PBSz, jak i prawidtowych komdrek
hemopoetycznych (2) oraz stymuluje transaktywacje ¢ - myc (5).

Podsumowujac, szereg biatek jest zaangazowanych w indukcje procesu
nowotworowego przez BCR/ABL w komodrkach PBSz. Zidentyfikowanie tych
biatek oraz mechanizméw odpowiedzialnych za ich wzajemne oddziatywania
wymaga dalszych badan.
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3. Nowe proby terapeutyczne

Faza przewlekla PBSz (PBSz-FP) jest procesem chorobowym, ktéry moze
by¢ kontrolowany przez konwencjonalng terapie. Jednakze, PBSz - FP po
pewnym czasie przechodzi w faze przyspieszong, a nastepnie w faze blasty-
czng (PBSz-FB), ktéra konczy sie $miercig pacjenta (17). Jed}ma obecnie
skuteczna terapia, allogeniczne przeszczepienie szpiku, jest osiggalna tylko
dla nielicznych pacjentéw (52). Klasyczne leczenie polega na podawaniu che-
mioterapii (hydroksymocznik, busulfan, arabinozyd cytozyny), interferonu lub
zastosowaniu autologicznego przeszczepienia szpiku (17). Obecnie sredni czas
przezycia w przypadku PBSz wynosi okoto 40-70 miesiecy. Podstawg do po-
szukiwania nowych sposobéw leczenia PBSz jest to, ze w szpiku kostnym
przepetnionym komérkami biataczkowymi udato sie znalez¢ nieliczne prawid-
towe hemopoetyczne komorki macierzyste (15), ktére moga by¢ wykorzystane
w celach terapeutycznych. Poszukuje sie leku lub sposobu leczenia, ktory
poprzez wybidrcze zahamowanie klonu biataczkowego umozliwi prawidtowym
komorkom podjecie swoich funkgcji.

Oligodeoksynukleotydy antysensowe (antysensy) stwarzajg mozliwosci pra-
ktycznego rozwigzania tego zagadnienia. Poprzez tgczenie sie z docetowym
mRNA (36), powodujg zahamowanie translacji i obnizenie ekspresji genu,
a w konsekwencji zahamowanie procesu chorobowego, za ktéry dany gen jest
odpowiedzialny. Potencjalne kliniczne zastosowania antysenséw w leczeniu
nowotwordw zostaty przez nas omoéwione w artykute przegladowym (1). Kon-
centrujgc sie na PBSz wykazalisSmy, ze antysensy komplementarne do se-
kwencji wystepujacej w miejscu potgczenia dwdch gendw bcer/abl (potowa se-
kwencji antysensu komplementarna do ber, druga do obi) hamujg in vitro wzrost
komoérek PBSz - FP i PBSz - FB, a jednoczes$nie nie zaburzajg zasadniczo
wzrostu i réznicowania prawidtowych komorek krwiotwérczych (49,51). Po-
dobne wyniki zostaty uzyskane przez innych badaczy (23), a ostatnio takze
przez grupy hematologéw we Wioszech i Japonii (dane nie publikowane), po-
twierdzajagc tym samym mozliwosci zastosowania antysenséw do bcr/abl
w usuwaniu komoérek PBSz ze szpiku kostnego przed przeszczepem autolo-
gicznym. W przeprowadzonych przez nas nastepnych eksperymentach wyka-
zaliSmy wysokg swoisto$¢ dziatania antysenséw do bcr/abl ktére przez za-
hamowanie ekspresji biatka BCR/ABL indukujg $smier¢ komorki w mechani-
zmie apoptozy (50). Pierwsze proby kliniczne oczyszczania szpiku kostnego
z komérek PBSz przy uzyciu antysensdw do bcr/abl zostaty juz rozpoczete.

Wyniki te skionity nas do przetestowania mozliwosci zastosowania anty-
sensOw do bcr/abl w hamowaniu wzrostu biataczki in vivo. Uz3wajgc opisa-
nego przez nas uprzednio modelu PBSz na myszach z ciezkimi niedoborami
immunologicznymi (SCID) (46) wykazaliSmy, ze podawanie antysenséw do
bcr/abl in vivo hamuje wzrost linii komérkowej, wywodzacej sie z PBSz (47).
Ostatnio stwierdziliSmy, ze podobny efekt terapeutyczny mozna uzyskac
u myszy SCID z wszczepionymi komorkami PBSz, pobranymi bezposrednio
od pacjenta (T. Skoérski, dane nie publikowane). Podsumowujac nasze wyniki
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uzyskane in vivo sgdzimy, ze antysensy do bcr/abl moga znalez¢ zastosowanie
w leezeniu PBSz.

Poniewaz wyniki uzyskane in vitro Jak i in vivo pokazujg, ze antysensy do
bcr/abl nie eliminujg eatkowieie wzrostu biataezki, a jedynie hamuja jej roz-
woj, postanowiliSmy zastosowac terapie skojarzona, polegajaea na kombinaeji
antysensow do bcr/abl i niskiej dawki mafosfamidu (aktywna in vitro pochod-
na cyklofosfamidu indukujgca apoptoze) w celu ,,oczyszczenia” szpiku z ko-
moérek PBSz. Okazato sie, ze ten rodzaj postepowania eliminuje komorki PBSz
ze szpiku ponizej poziomu wykrirwalnosci w naszych testach (10Y), a jedno-
czeSnie oszczedza o wiele wiecej prawidtowych komoérek hemopoetycznych
w poréwnaniu do stezenia samego mafosfamidu, ktére musiatoby by¢ zasto-
sowane, aby uzyska¢ rownie skuteczng eliminacje komoérek PBSz (45). Zgod-
nie z naszymi ostatnimi badaniami terapia polegajaca na skojarzeniu anty-
sensOw z cytostatykami moze znalez¢ szerokie zastosowanie w leczeniu chorob
nowotworowych (30).

Inny, przypuszczalnie bardziej selektywny i skuteczny sposéb zwalczania
PBSz moze wynika¢ z wykorzystania wiedzy o0 mechanizmie powstawania
i podtrzymywania PBSz. WspomnieliSmy juz, ze onkogenna Kkinaza tyrozyno-
wa BCR/ABL aby wyindukowaé PBSz musi wspétdziata¢ z wieloma biatkami
i genami. Teoretycznie, obnizenie ekspresji BCR/ABL oraz jednego z jej biatek
docelowych w tancuchu przewodzenia onkogennego sygnatu, powinno bardziej
efektywnie hamowaé rozw6j PBSz niz obnizenie ekspresji tylko BCR/ABL. Te
hipoteze, jak sie wydaje, potwierdzajg obecnie prowadzone badania. Hamujac
ekspresje BCR/ABL (biatko cytoplazmatyczne) i ¢ - MYC (biatko jadrowe) za
pomocg skojarzonej terapii antysensowej (antysensy do bcr/abl + antysensy
do c¢ - myc) uzyskaliSmy duzo lepszy efekt terapeutyczny w poréwnaniu do
zastosowania pojed3mczego antysensu zar6wno in vitrojak i in vivo (T. Skoérski,
praca w przygotowaniu). Wyniki te wymagajg jednak ciggle dalszych badan,
aby mozna bylo wyciggna¢ ostateczne wnioski.

4. Podsumowanie

Badania podstawowe prowadzone w celu zrozumienia mechanizméw od-
powiedzialnych za powstanie PBSz i innych choréb nowotworowych otwierajg
nowe mozliwosci ich leczenia. Jest to szczegdlnie wazne, gdyz wiekszos¢ ko-
maorek nowotworowych potrafi uruchamia¢ mechanizmy odpornosci na obec-
nie stosowane leki. Zahamowanie ekspresji onkogenéw odpowiedzialnych za
powstanie choroby nowotworowej za pomocg antysenséw jest tylko jedng
z mozliwych nowych strategii leczenia. Innym, teoretycznie mozliwym sposo-
bem postepowania, moze by¢ zastosowanie peptydow blokujacych interakcje
pomiedzy onkogenami a ich biatkami docelowymi w taricuchu przewodzenia
sygnatu, ktdre sg niezbedne dla zaistnienia choroby. Obie wymienione metody
postepowania maja wspolna ceche: zaburzajg mechanizmy molekularne od-
powiedzialne za powstanie i/lub podtrzymbSrwanie choroby nowotworowej.
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The role of antisense oligodeoxynucleotides in the investigations
of the molecular phenomenons activated by oncogenes:
therapeutical implications

Summary

Antisense oligodeoxynucleotides are well known as specific inhibitors of targeted genes ex-
pression. In this paper we demonstrate that antisenses could be applied for the investigation of
the molecular mechanisms activated by oncogenes. These studies may identify new targets for
antisense treatment of tumors.
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