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Streszczenie. Smier¢ komorek, ich proliferacja sa procesami fizjologicznymi, ktore zachodza w kazdym
organizmie. Komorki prawidlowe umieraja zarowno w okresie embriogenezy, jak i w dorostym organi-
zmie. Dla komdrek nowotworowych charakterystyczna jest swoista opornos¢ na apoptozg i wynikajaca
z tego ograniczona wrazliwo$¢ na cytostatyki.. Proapoptotyczna terapia genowa jest strategia terapii
genowej chorob nowotworowych. Zaktada sig, iz transfer genoéw, kodujacych czynniki proapoptotyczne
bezposrednio np. do guzéw nowotworowych, moze doprowadzi¢ do indukcji apoptozy komoérek nowo-
tworowych i ograniczy tym samym wzrost nowotworéw. Jak dotychczas wigkszos¢ badan eksperymen-
talnych dotyczy wykorzystania genéw — znanych, dobrze scharakteryzowanych — bialek sygnalizacji
apoptozy np. BAX, P53, TNF, kaspaz. Bardzo czgsto rozpatruje si¢ mozliwo$¢ wykorzystania strategii
transferu gendéw proapoptotycznych jako metody wspomagajacej klasyczne leczenie nowotworéw np.
za pomoca chemioterapii czy radioterapii.

Stowa kluczowe: terapia genowa, apoptoza, NOWotwory.

Summary: Cell death, commonly recognized as necrosis or apoptosis, is thought to be a one of biological
processes describing cell life. The phenomena of cell recycling during human life is known for a various
types of cells and the resistance of cancer cells to apoptosis is also well described. Proapoptotic gene
therapy is one of the method of cancer therapy. The main rationales are focused on induction of apopto-
sis of cancer cells and therefore inhibition its growth. Mostly, gene therapy trials are concerned on
genes encoding well known proteins of apoptotic signaling as BAX, P53, TNF, caspases. Proapoptotic
gene therapy is also discussed as a supplementary method of the cancer treatment. The classical thera-
pies like chemiotherapy or radiotherapy may be assisted by gene transfer strategy.
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TERAPIA GENOWA NOWOTWOROW

Terapia genowa jest nowa strategia terapeutyczna. Poczatkowo byta metoda
przewidziana do leczenia wrodzonych defektow metabolicznych (np. SCID/ADA),
jednak bardzo szybko zaczgto wykorzystywa¢ metody terapii genowej w probach leczenia
chorob nowotworowych, infekcyjnych czy naczyniowo-sercowych [82]. Ponad 60%
proéb klinicznych przeprowadzanych na $wiecie dotyczy chordob nowotworowych.
Glowne strategie terapeutyczne terapii genowej nowotworow zebrano w tabeli 1.
Obejmuja one:

1) proby modulowania funkcja onkogenow i gendw supresorowych;

2) stosowanie genow samobojczych;

3) proby immunomodulacji;

4) strategig antyangiogenezy oraz

5) stosowanie gendow proapoptotycznych.

Wykorzystanie strategii onkogeny / supresory sprowadza si¢ do badan majacych na
celu albo wyciszenie, blokowanie funkcji onkogendw np. przez zastosowanie sekwencji
antysensownych (np. hamowanie aktywnosci onkogenu ras [ 10]) albo tez doprowadzenie
do nadekspresji supresorow onkogenezy poprzez np. wykorzystanie wektorow
ekspresyjnych, kodujacych geny supresorowe np. P53 [81]. Terapia genami
samobojczymi z kolei, opiera si¢ na zatozeniu, iz chora tkankg mozna wyposazy¢ w
gen kodujacy biatko enzymatyczne, ktore przeksztalci podany systemowo nietoksyczny
substrat w toksyczny produkt. Przyktady zastosowania genow samobojczych to np.
podanie do guza wektora z wklonowanym genem dezaminazy cytozynowej, ktorego
biatko przeksztatca w guzie, podana systemowo nietoksyczna S-fluorocytozyne w
toksyczny 5-fluorouracyl [41]. Immunoterapia nowotworéw natomiast bardzo czgsto
wiaze si¢ z zabiegami wykonanymi ex vivo. Pobrane od pacjenta komorki nowotworowe
transfekuje si¢ genami, ktorych produkty wptywaja na odpowiedz uktadu immuno-
logicznego. Najczesciej sa to geny cytokin, np. IL-1,2,4,6; INF, TNF [27,49]. Obiecujaca
strategia terapii genowej nowotworow jest rowniez antyangiogeneza. Opiera si¢ ona na
zatozeniu, iz powstawanie sieci naczyn krwiono$nych w masie nowotworu jest
czynnikiem bezposrednio determinujacym jego rozwoj i warunkujacym jednoczesnie

tworzenie przerzutOw nowotworowych
[13,70]. Kilka strategii antyangiogennych jest

TABELA 1. Terapia genowa chorob w trakcie badan eksperymentalnych.
nowotworowych — glowne metody Zaliczy¢ tu mozna np. proby wykorzystania
Terapia genowa | Strategie proteolitycznych fragmgnt()w biatek budul-
choréb terapeutyczne cowych (arestyna, angiostatyna, endosta-
nowotworowych tyna), przeciwcial monoklonalnych skie-

onkogeny / supresory . . .
. rowanych przeciw angiogennym czynnikom

geny samobojcze

immunoterapia wzrostowym, czy rozpuszczalnych frag-
antyangiogeneza mentow receptoréw dla tychze czynnikow,
APOPTOZA np. dla VEGF [13,20]. Do tej pf)ry.zr}any’ch
jest ponad 40 endogennych inhibitorow
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RYCINA 1. Szlaki apoptozy — droga receptorowa (R) i mitochondrialna (Mt), schemat wskazuje na
wykorzystywane w probach terapii genowej geny kodujace czynniki proapoptotyczne (*) lub czynniki
antyapoptotyczne (**)

angiogenezy, ktorych mechanizm powstawania i dziatania jest rozny [13]. Generalnie
hamuja one proliferacje, migracje komorek srodblonkowych, dzigki czemu ograniczaja
Wwzrost nowotworow i powstawanie przerzutow [13,71]. W wielu badaniach wykorzys-
tuje sig czynniki, ktore bezposrednio oddziatuja z cytokinami proangiogennymi — VEGF,
FGF, angiopoetyna-1, Del-1; najczesciej prace dotycza prob ograniczenia funkcji VEGF
[13,20,52]. Podejmowane strategie obejmuja wykorzystanie przeciwciat antyVEGF,
blokowanie receptoréw dla VEGF, hamowanie syntezy VEGF przez sekwencje
antysensowne oraz wykorzystanie rozpuszczalnych form receptoréw dla VEGF [13].
Terapi¢ genowa nowotworéw wiaze si¢ rowniez nierzadko z apoptoza. Prace
eksperymentalne wskazuja, iz w komorkach nowotworowych dochodzi do zaburzenia
przebiegu procesu apoptozy [70], a gtdéwna przyczyna nieskutecznosci np. chemioterapii
jest opornos$¢ komorek nowotworowych na stosowane cytostatyki [45,70]. Zaktada
sig¢, iz transfer genow proapoptotycznych do komoérek nowotworowych
(proapoptotyczna terapia genowa) moze wymusi¢ $mier¢ komorek w drodze apoptozy.

SMIERC KOMOREK

Na podstawie wielu obserwacji rozrozni¢ mozna dwa rodzaje $mierci komorek:
smier¢ w drodze nekrozy i apoptozy. Nekroza najczgsciej spowodowana jest
uszkodzeniami mechanicznymi komorek. Nastepuje ona gtownie w wyniku utraty
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réwnowagi osmotycznej komorki. W zwiazku z tym dochodzi do biernego transportu
jondw (glownie wapnia) do wngtrza komorki, zwigkszonego naptywu wody, zahamowania
syntezy ATP. Zniszczona otoczka jadrowa i1 btona komorkowa utatwiaja wyptyw
zawarto$ci komorki na zewnatrz, ktoremu towarzyszy reakcja zapalna. W odroznieniu
od nekrozy, apoptoza jest procesem kontrolowanym genetycznie. W drodze apoptozy
usuwane sg np. komorki, ktorych materiat genetyczny zostat uszkodzony i ktére moga
by¢ potencjalnym zrédtem np. transformacji nowotworowej [ 54]. Morfologicznie apoptozie
towarzysza takie zmiany jak obkurczenie komorki na skutek utraty wody, kondensacja
chromatyny, fragmentacja DNA, reorganizacja cytoszkieletu, kondensacja cytoplazmy i
powstanie ciatek apoptotycznych (trawionych przez otaczajace makrofagi lub sasiadujace
komorki). Zmiany zachodzace w komoérce w czasie apoptozy indukuja szybka odpowiedz
ze strony uktadu immunologicznego. Pozwala to komérkom fagocytujacym na
natychmiastowe rozpoznanie komoérki apoptotycznej, cialek apoptotycznych, co zapobiega
powstaniu reakcji zapalne;j.

Znane sa rozne czynniki, ktore moga by¢ przyczyna zarowno nekrozy, jak i apoptozy.
O tym czy komorka ulegnie szybkiej destrukcji na zasadzie nekrozy, czy uruchomi
program apoptozy, zalezy od czasu ekspozycji na czynnik uszkadzajacy, jego dawki,
rodzaju komorki i sSrodowiska, w ktorego otoczeniu ona przebywa [45,54].

APOPTOZA

Terapia genowa wykorzystuje wprowadzane, metodami wirusowymi lub niewiru-
sowymi, geny kodujace terapeutyczne biatka [35]. W przypadku terapii proapoptotycznej
klonowane wektory ekspresyjne niosa sekwencje kodujace czynniki o charakterze
apoptotycznym. Sposrod olbrzymiej grupy biatek bioracych udziat w sygnalizacji
apoptozy [54,58], niektére z nich zdaja si¢ zdobywaé znaczenie aplikacyjne i stawac
si¢ przedmiotem badan terapii genowe;j.

Rodzina biatek BCL-2

W procesie regulacji apoptozy kluczowa role odgrywa rodzina biatek BCL-2. Do
grupy tej zalicza si¢ zarowno bialka proapoptotyczne, jak i biatka hamujace proces
apoptozy. Wspdlna cecha wszystkich biatek tej grupy jest obecnosé czterech konserwa-
tywnych domen okres§lanych skrotem BH (ang. BCL-2 homology) [83]. Antyapo-
ptotyczne biatka BCL-2, BCL-XL BCL-W i MCL-1 wykazuja w swej budowie obecnos¢
wszystkich czterech domen. Wydaje sig, ze obecnos¢ domeny BH1 oraz BH2 decyduje
o0 antyapoptotycznym charakterze tych biatek [85]. Biatka nalezace do tej grupy moga
spetnia¢ funkcje regulacyjne poprzez taczenie si¢ z biatkiem Apaf-1 uniemozliwiajac
w ten sposob przytaczanie si¢ prokaspazy 9 do apoptosomu, moga rowniez petnic role
inhibitora uwalniania cytochromu ¢ z mitochondriow do cytoplazmy. Biatka
proapoptotyczne, takie jak BAX, BAK, BOK, nie maja domeny BH4, natomiast biatka
BID, BAD, BIM, BLK, BIK/NBK maja tylko i wytacznie BH3 (ang. BH3 only).
Proapoptotyczne dziatanie biatek rodziny BCL-2 polega gldwnie na tworzeniu kanatow
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w btonie mitochondrialnej, przez ktore uwalniane sa do cytoplazmy inne czynniki
apoptotyczne, badz tez na wspotdziataniu z megakanatem, a konkretnie z jego anionowa
czescia zalezna od napigcia (ang. voltage-dependent anion channel, VDAC) [63].

Bialka IAP

W mechanizmy regulacji procesu apoptozy zaangazowana jest grupa biatek AP
(ang. inhibitor of apoptosis protein). Bialka NAIP (ang. neuronal apoptosis inhibitory
protein), XIAP (ang. X-linked IAP), c-1AP 1, c-IAP 2, czy surwiwina dziataja hamujaco
na proces apoptozy. Ekspresja tych biatek jest regulowana migdzy innymi przez jadrowy
czynnik transkrypcyjny NFKB. Relacje pomigdzy biatkami IAP a czynnikiem NFKB sa
bardziej ztozone. Uwaza si¢, ze IAP sa odpowiedzialne za inaktywacje inhibitora dla
NFkB (IkB), przez co wplywaja na aktywnos¢ samego czynnika. Biatka IAP moga
hamowac proces apoptozy na etapie pobudzenia receptoréw blonowych poprzez wiazanie
biatek regulatorowych TRAF (ang. TNF receptor associated factor) [78]. Ponadto
moga zapobiega¢ badz hamowac¢ aktywacje niektorych kaspaz (3, 7, 9) poprzez ich
bezposrednie wiazanie. Bialka tej grupy moga réwniez dziata¢ jak ligaza ubikwitynowa
[68], prowadzac do degradacji kaspaz.

Biatka szoku cieplnego

Do niedawna uwazano, ze bialtka szoku cieplnego (HSP, ang. heat shock protein) sa
glownie odpowiedzialne za przezywanie komorek w warunkach stresu wywotanego wysoka
temperatura [32,65]. Aktualnie wiadomo, ze odgrywaja one istotna rol¢ w opornosci
komorek na wiele sygnatow apoptotycznych. HSP moga hamowa¢ proces apoptozy, nawet
w momencie, kiedy doszto juz do aktywacji kaspaz efektorowych [65].

Straznik genomu — biatko p53

Biatko p53 jest czynnikiem transkrypcyjnym majacym decydujacy wptyw na losy
komorki, w ktorej doszto do uszkodzenia DNA. W zaleznosci od stopnia uszkodzenia
materiatu genetycznego biatko p53 poprzez aktywacje odpowiednich genow prowadzi
do reperacji uszkodzen DNA (aktywacja gendw GADDA45, p21 WAf!), zahamowania
cyklu komorkowego w fazie G-1 (genu 14-3-30, GADD45, p21 YAf!) badz aktywacji
procesu apoptozy (aktywacja genéw BAX, PIG, Fas, DR5) [17].

Kaspazy

Kluczowym etapem indukcji apoptozy jest aktywacja enzymow o aktywnosci proteaz
cysteinowych zwanych kaspazami. Historia tych biatek rozpoczgta si¢ w momencie
identyfikacji genu kodujacego ICM (ang. interleukin-1 B converting enzyme),
nazwanego pdzniej kaspaza 1 [59]. Gen ten jest w duzym stopniu homologiczny do
genu ced-3 Caenorhabditis elegans i podobnie jak on bierze udzial w procesach
zwiazanych ze $miercia komorki. Kaspazy naleza do grupy proteaz cysteinowych,
rozszczepiajacych substrat po reszcie kwasu asparaginowego. W organizmie syntety-
zowane sg w formie nieaktywnej jako proenzymy, aby mogty pelic¢ swoje funkcje,
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musi dojs$¢ do ich aktywacji. Do zmian konformacyjnych prowadzacych w strong
aktywnego enzymu dochodzi w drodze oligomeryzacji (np.: kaspaza 8) badz poprzez
regulacj¢ allosteryczna (np.: kaspaza 9, allosterycznym regulatorem dla kaspazy 9 jest
biatko Apaf-1) [6]. Funkcjonalnie kaspazy mozna podzieli¢ na dwie grupy. Kaspazy
inicjatorowe, ktore biora udziat w przekazywaniu sygnalow apoptotycznych (np. kaspaza
2, 6, 8) oraz kaspazy efektorowe, ktore ten sygnat realizuja (kaspaza 3,7). Wszystkie
kaspazy zbudowane sa z dwoch podjednostek, matej i duzej (ryc. 2). Przed duza
podjednostka znajduje si¢ tzw. prodomena. Ze wzgledu na jej dtugos¢ kaspazy dzieli
si¢ na dwie grupy: z dluga prodomena (kaspaza 1,2, 4, 5,9, 11, 12) oraz z prodomena
krotka (kaspaza 3, 6, 7, 14) Podczas aktywacji dochodzi do rozszczepienia podjednostek,
usunigcia prodomeny. Aktywna kaspaza wystepuje jako homodimer. Specyficzno$¢
substratowa kaspaz determinowana jest obecnoscia w substracie reszty cztero-
aminokwasowej pasujacej do odpowiedniego czteroaminokwasowego motywu w samej
kaspazie. Strukturg przestrzenna kaspaz tworza cztery zmienne petle (L1-L4) [62].
Petla L1 1 L2 tworza duza podjednostke, L3 oraz L4 wchodza w sktad podjednostki
malej. Wsrod kaspaz efektorowych kluczowa role w procesie apoptozy odgrywa kaspaza
3 (ryc. 2). Zidentyfikowana jednoczesnie przez trzy grupy badaczy, znana jest jako
CPP32 [14], Yama [76] oraz apopaina [44]. Aktywowana przez kaspazg 8 oraz kaspazg
9, jest elementem taczacym dwa szlaki apoptotyczne, mitochondrialny oraz od
mitochondriow niezalezny. Kaspaza 3 dezaktywuje inhibitor DFF/CAD (ang. DNA
fragmentation factor 40kDa / caspase-activated, deoxyribonuclease), czego wynikiem
jest aktywacja endonukleazy DFF40 /CAD, przemieszczanie si¢ jej do jadra komorko-
wego i fragmentacja DNA [62]. Fragmenty DNA wielko$ci nukleosomow sa jednym z
bardziej charakterystycznych markerow apoptozy. Otwarta ramka odczytu kaspazy 3
(ryc. 2) liczy 831 pz, bialko o masie 32 kDa jest zbudowane z 277 aminokwasow [ 14].
W wyniku hydrolizy wiazan peptydowych prokaspazy w miejscu Asp-28-Ser-29 oraz
Asp-175-Ser-176 [47] powstaja dwie podjednostki wielkosci 11 kDa oraz 17 kDa.
Aktywny enzym, podobnie jak w przypadku innych kaspaz funkcjonuje jako homodimer
zbudowany z dwoch matych i dwoch duzych podjednostek [9]. Grupa substratow dla
kaspazy 3 jest dosy¢ duza. Do bardziej znanych zalicza si¢ PARP, DNA-PK , Rb,
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RYCINA 2. Kaspaza 3 — schemat organizacji sekwencji kodujacej i biatka
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Huntingtyna. Biatka, ktore do niej naleza, charakteryzuje obecnos$¢ czteroamino-
kwasowej sekwencji DXXD. Substratem dla kaspazy 3 moga by¢ rowniez inne kaspazy
(kaspaza 2, 6, 9). Wyrdznia si¢ dwa podstawowe szlaki sygnalizacji apoptozy zwiazane
z kaskada kaspaz (ryc.1). Jednym z nich jest szlak niezalezny od mitochon-driow.
Sygnalem do uruchomienia tego szlaku jest przytaczenie si¢ ligandu do jednego z
receptorow btonowych z rodziny TNF [19]. Przedstawicielami tej grupy receptorow
sa m.in. TNFR1, Fas, DR3, DR4, DRS, DcR1, DcR2. Receptory te eksprymowane sa
na powierzchni wielu komorek, gtownie uktadu immunologicznego, biorac udziat w
negatywnej selekcji limfocytow. Przytaczenie ligandu do receptora aktywuje go, jednak
do tego, aby spetniat on swoja funkcje, konieczne jest jeszcze biatko adaptatorowe. Do
lepiej poznanych biatek adaptorowych naleza biatka: FADD, TRADD, RIP, TRAF2.
W budowie maja one tzw. domeng $mierci (ang. DD — death domain) [1], taka sama
domeng maja receptory z grupy TNF. Oddziatywania pomigdzy receptorami i biatkiem
adaptatorowym maja charakter oddziatywan homofilowych. W budowie biatka
posredniczacego wyrdznia si¢ jeszcze dodatkowa domeng zwana DED (ang. death
effector domain). Za posrednictwem tej domeny przytacza sig¢ do kompleksu inicjatorowa
prokaspaza 8, ktora nastgpnie ulega autoaktywacji [1,51,62]. Kaspaza 8 jest bezpo-
$rednim aktywatorem prokaspazy 3, gtdéwnego efektora zmian zachodzacych w komoree
podczas apoptozy zaleznej od kaspaz.

Drugi z komoérkowych szlakow aktywacji kaspaz jest procesem zaleznym od
mitochondriow. Do jego indukcji moze dojs¢ w wyniku niedotlenienia, uszkodzenia
DNA oraz za posrednictwem onkogendw. Proces ten jest zwiazany z aktywacja biatek
zrodziny Bcl- 2/BAX. Aktywna forma jednego z bialek tej grupy, biatka BID (tBID —
truncated BID) przemieszcza si¢ z cytoplazmy do mitochondriow. W wyniku
oddziatywania biatka BID z innymi biatkami proapoptotycznymi z grupy BCL-2 (BAX,
BAK), w btonie mitochondrialnej tworza si¢ kanaty, dochodzi do zmiany potencjatu
btonowego 1 wyrzutu cytochromu c z przestrzeni migdzybtonowej mitochondriéw do
cytoplazmy. Cytochrom ¢ wraz z cytozolowym bialkiem APAF-1 (ang. apoptosis
protease activating factor), ATP oraz nieaktywna forma kaspazy 9 tworzy kompleks
zwany apoptosomem. Celem powstania takiego kompleksu jest utworzenie odpowiednich
warunkow do aktywacji prokaspazy 9, bedacej aktywatorem wspomnianej powyzej
prokaspazy 3 [18]. Zarowno szlak aktywacji kaspaz zwiazany z mitochondriami, jak i
od mitochondriow niezalezny prowadzi do uaktywnienia kaspazy 3. Substratami dla
kaspazy 3 jest szereg bialek, ktérych wynikiem dziatania sa charakterystyczne dla
apoptozy zmiany biochemiczne i morfologiczne komorek.

PROAPOPTOTYCZNA TERAPIA GENOWA

Oporno$¢ komoérek nowotworowych na apoptoze

Zmiany w komorkach nowotworowych w profilu ekspresji genow kodujacych czynniki
o charakterze pro- i antyapoptotycznym ujawniaja si¢ w postaci opornosci komorek na
apoptoze. Bardzo czgsto zmieniona wrazliwo$¢ na apoptoze jest podstawowym
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czynnikiem ograniczajacym skuteczno$¢ terapii nowotwordéw opartych na
wykorzystaniu lekow cytostatycznych [45,70]. Mutacje np. genu P53 obserwuje si¢ w
50% roznych nowotworow, a wystepowanie niefunkcjonalnej formy biatka P53 badz
jego brak w komorkach moze by¢ jedna z przyczyn wystapienia fenotypu opornego na
apoptoze [17,43]. Podwyzszona ekspresja biatka Bcl-2 czgsto skorelowana jest z
mutacjami genu p353 w komorkach. We wezesnych etapach nowotworzenia nadekspresja
biatka Bcl-2 chroniac komorki z mutacjami letalnymi sprzyja procesom destabilizacji
genetycznej charakterystycznej dla nowotworéow [15]. Ograniczona efekywnosé
apoptozy w komorkach nowotworowych zwiazana jest czgsto rowniez z mutacjami
genu BAX, jednego z gtownych efektorow apoptozy indukowanej przez biatko
supresorowe P53 [40]. Wykazano, iz nadekspresja biatka BAX w komorkach raka
piersi zwigksza ich wrazliwos¢ na leki [ 16]. Bardzo czgsto obserwuje si¢ wspotzaleznosé
pomigdzy wystepowaniem mutacji P53 w nowotworach a zaburzona rownowaga
ekspresji biatek BCL-2-BAX [17,43]. Oporno$¢ komoérek nowotworowych na apoptoze
bardzo czgsto wiaze si¢ rowniez ze zmienionym profilem ekspresji inhibitorow apoptozy
IAP i surwiwiny. Tamm i wpolpr.. wykazali, iz np. ostre biataczki oraz szpiczaki cechuje
wysoka ekspresja czynnika XIAP [74]. Znacznie podwyzZszony poziom surwiwiny
stwierdzono w przypadku raka piersi [ 75] oraz trzustki [59]. W niektorych nowotworach
mozna stwierdzi¢ obnizony poziom ekspresji negatywnego regulatora dla XIAP-XAF1
[74]. Nadekspresja inhibitorow apoptozy IAP moze rowniez zmieniaé aktywnos$¢
kaspazy 3. Zmiany moga rowniez dotyczy¢ regulacyjnego biatka FLIP. Biatko to
wykazuje duza homologig z prokaspaza 8, poprzez przytaczenie si¢ do kompleksu DISC,
uniemozliwia aktywacje kaspazy [28,39]. Przyczyna opornosci komorek nowotwo-
rowych na apoptoz¢ moze by¢ takze zmieniony poziom ekspresji receptoréw btonowych
z grupy TNF [21,46]. Z podwyzszonym poziomem np. Fas w komorkach
nowotworowych zwiazana jest wyzsza ekspresja genu kodujacego fosfatazg FAP-1
(ang. Fas associated phosphatase-1). Enzym ten zakloca prawidlowe dziatanie Fas,
przez co nie dochodzi do przekazywania sygnatu apoptotycznego do wnetrza komorki
[22,30]. Przyczyna nieprawidlowego funkcjonowania receptorow btonowych w
komorkach nowotworowych moga by¢ rowniez ich mutacje, co zmniejsza efektywnosé¢
wiazania ligandu, hamujac w ten sposob apoptozg na etapie jej inicjacji. Wystgpowanie
fenotypu opornego moze mie¢ rowniez zwiazek ze zmienionym poziomem ekspresji
kaspaz w komorkach nowotworowych. Gtéwnie dotyczy to kaspazy 3, ktéra jako
kaspaza efektorowa, odgrywa kluczowa role w procesie apoptozy, a jej brak badz
obnizona ekspresja moze w duzym stopniu uposledzi¢ mechanizm apoptozy badz go
catkowicie zahamowac. Tak jest w niektorych przypadkach raka nerki, ktorego opornosé¢
na apoptoze moze by¢ zwigzana z brakiem kaspazy 3 oraz obnizona ekspresja kaspaz
7, 8110 [26]. Brak kaspazy 3 stwierdzono rowniez w komérkach MCF-7 (komorki
raka piersi) [23] oraz OVP-10 (komorki z wysigku raka jajnika) [34]. W przypadku
komoérek MCF-7 zostata zindentyfikowana delecja w obszarze egzonu trzeciego, co
wyjasnia brak produktu biatkowego [23]. Warto réwniez wspomnie¢, iz paradoksalnie
w niektorych nowotworach obserwuje si¢ podwyzszony poziom kaspaz; przyktadem
jest ostra biataczka szpikowa (AML), w ktorej obserwuje si¢ wyzszy poziom prokaspaz
oraz aktywowanych form kaspazy 213 [11].
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PROAPOPTOTYCZNA TERAPIA GENOWA —
PROBY EKSPERYMENTALNE

W badaniach stosuje si¢ geny proapoptotyczne, wprowadzane do komoérek za pomoca
wektoréw wirusowych badz niewirusowych lub nierzadko wykorzystuje si¢ sekwencje
antysensowne do genow antyapoptotycznych. Przeprowadzane sa np. proby transferu
dzikiego typu (wt, ang. wild type) genu p53 migdzy innymi do komorek raka phuc,
piersi, jajnika [16,81]. Jedna z proponowanych strategii terapii polega na potaczeniu
chemio- oraz genoterapii. Wprowadzenie sekwencji antysensownej dla komorek z wt
p53 znacznie uwrazliwia komorki na cisplatyng [8], cho¢ niektore doniesienia wskazuja
na brak indukcji apoptozy w komorkach transfekowanych p53 [25]. Nierzadko obserwuje
sig rowniez regresjg guzow na skutek koinfekcji komorek nowotworowych genami np.
p53111-2 [53].

W terapii genowej proapoptotycznej wykorzystuje si¢ rowniez geny kodujace biatka
z rodziny Bcl-2/BAX.. Dotyczy to zar6wno pro-, jak i antyapoptotycznych
reprezentantow tej grupy. Nadekspresja antyapoptotycznego biatka Bel-2 w komorkach
nowotworowych we wczesnych stadiach choroby jest jednym z mechanizmow
decydujacych o opornosci komorek nowotworowych na apoptoze. Terapia z udziatem
Bcl-2 polega na blokowaniu aktywnos$ci genu poprzez wprowadzenie np. siRNA.
Przeprowadzone do$§wiadczenia, polegajace na transferze sekwencji antysensownej dla
genu Bcl-2 do komoérek raka piersi MCF-7, znacznie zwigkszyly wrazliwo$¢ tych
komorek na cytostatyki: etopozyd oraz doksorubicyne [31]. Miejsce w terapii genowe;j
znajduje réwniez antagonista Bcl-2, biatko BAX , odpowiedzialne za permabilizacje¢ —
przepuszczalnos¢ blony mitochondrialnej i aktywnos¢ biatek BID oraz Bak, a w
konsekwencji wyrzut cytochromu ¢ do cytoplazmy. W zdrowej komorce istnieje
rownowaga pomigdzy poziomem ekspresji BAX i Bcl-2. Przeprowadzane sa proby
adenowirusowego transferu BAX do komoérek nowotworowych badz gendéw o
charakterze induktorow dla BAX, [72] np. genu mda-7 [66]. Odnotowano réwniez
addytywny wplyw jednoczesnego wprowadzenia do komorek glejaka genu BAX oraz
genu kodujacego innicjatorowa kaspazg 8 [64]. Wprowadzenie proapoptotycznego genu
Bak do komorek raka pluca powoduje $mier¢ komorek w warunkach in vitro oraz
znaczna regresj¢ guza w warunkach in vivo [48]. Oprocz powyzej wymienionych biatek
regulujacych apoptozg z grupy Bel-2/BAX prowadzone sg rowniez badania dotyczace
genow np. BID oraz Bel-X [67]. Znane sa rOwniez proby wykorzystania w terapii
nowotwordéw genow kodujacych egzogenne bialka proapoptotyczne pochodzenia
wirusowego. Petersen i wsp. [50] wykazali, iz poprzez wprowadzenie do komorek
nowotworowych genu kodujacego apoptyng dochodzi do indukcji apoptozy i ograniczenia
wzrostu guzow. Indukcje apoptozy nowotwordow zaobserwowano roéwniez w badaniach
dotyczacych genu wirusowego E4orf4 [70], cho¢ mechanizm dziatania nie jest jeszcze
poznany. Komorki nowotworowe czesto charakteryzuje zmienna ekspresja receptorow
btonowych z grupy TNF. Obnizona ekspresja i zmiany w budowie sa przyczynami
opornosci komorek na proces apoptozy. Niekiedy wprowadza si¢ do komorek
nowotworowych np. gen FasL dla receptora Fas [55], w efekcie czego obserwuje si¢



336 MACIEJ] MALECKI, SYLWIA RZONCA

regresj¢ guza oraz biatka TRAIL dla receptora TRAIL-R3 i TRAIL-R4 [42]. Znana grupa
biatek, wptywajaca hamujaco na proces programowanej Smierci sg biatka grupy [AP, np.
surwiwina. Biatko to eksprymowane jest tylko w komdrkach nowotworowych. Nie
stwierdzono obecnosci surwiwiny w komorkach zdrowej tkanki. Zablokowanie aktywnosci
antyapoptotycznej surwiwiny, poprzez wprowadzenie antysensu do komorek raka watroby,
indukuje apoptozg oraz uwrazliwia komorki na stosowana chemioterapig. [86,37].
Jadrowy czynnik transkrypcyjny NF-kB, jako aktywator IAP, moze przyczynic si¢
do zahamowania apoptozy, wywotanej obecnoscia odpowiednich cytokin, promie-
niowaniem jonizujacym czy chemioterapeutykami. W celu zniesienia antyapoptotycznego
dzialania NF-kKB w komoérkach nowotworowych wprowadza sig¢ gen kodujacy jego
inhibitor — IKB [47]. BRCA1, uwazany jest za jeden z kluczowych genow odpowie-
dzialnych za stabilno$¢ genomu [61]. Jego zmutowane formy odgrywaja istotna rolg w
ontogenezie raka jajnika oraz piersi. Znane sa proby transferu dzikiej wersji tego genu
do komoérek nowotworowych (rak jajnika), w efekcie uzyskano znaczne zahamowanie
aktywnosci proliferacyjnej. Po wprowadzeniu prawidlowej formy genu BRCA 1 réwniez
obserwowano regresj¢ guzow u myszy [56]. W wielu badaniach wykorzystuje si¢
rowniez konstrukty genowe kodujace biatka efektorowe apoptozy — kaspazy. Komorki
np. raka watroby charakteryzuje nizsza ekspresja kaspazy 3 niz w prawidlowych
hepatocytach [5]. Przeprowadzono proby wprowadzenia in vitro do komérek HuH7
adenowirusowego konstruktu z aktywna forma kaspazy efektorowej. Po 7 dniach od
dnia infekcji poziom aktywnosci kaspazy 3 w komorkach transfekowanych byt 5 lub 4
razy wigkszy w stosunku do kontroli [S]. Podobne doswiadczenia przeprowadzono na
komorkach PC II (rak trzustki). Do PC II wprowadzono plazmid pcDNA 3.1 (+)/r-
Caspase-3 (plazmid z rearanzowanymi podjednostkami kaspazy 3). Za pomocg analizy
RT-PCR uzyskano produkt o wielkosci 849 pz, odpowiadajacy aktywnej formie kaspazy
3 [79]. Wprowadzenie konstruktu z rearanzowana kaspaza 3 do komérek MCF-7 [84]
prowadzi do charakterystycznej dla apoptozy fragmentacji jadra. Istotny jest tu fakt, ze
w komérkach MCF-7 w obrgbie egzonu 3 genu kaspazy 3 wystepuje mutacja. Brak
transkryptu i biatka kaspazy 3 jest przyczyna niewrazliwosci tych komorek na
cytostatyki. Transfer prawidlowej kopii genu zwigksza wrazliwos$¢ komorek MCF-7
m.in. na etopozyd i doksorubicyng [84]. Efekt dziatania aktywnej formy kaspazy 3 na
komorki raka piersi zostat rowniez okreslony na modelu mysim. Do guzow (rak piersi;
SKBr-3) wprowadzono konstrukt adenowirusowy z rearanzowana kaspaza 3. W efekcie
zaobserwowano znaczna regresj¢ guza. Analiza komorek z chorej tkanki wskazata na
znaczny odsetek komorek apoptotycznych [2]. MacNeish i wsp. [38] wykazali natomiast
skuteczno$¢ taczenia transfekcji genow samobodjczych 1 apoptotycznych (kaspaz).
Autorzy prowadzili badania na komorkach raka jajnika i stwierdzono, ze proapo-
ptotyczny sygnat systemu kinaza tymidynowa / gancyklovir (TK/GCV) mozna wzmocnic¢
poprzez kotransfekcje komorek prokaspaza 3. Uzyskane wyniki wykazaty, ze substrat
dla kaspazy 3, PARP jest znacznie szybciej rozcinany w przypadku uktadu TK/GCV-
prokaspaza 3 niz w przypadku zastosowania tylko TK/GCV co wskazywatoby na
wzmozona aktywnos¢ tej proteazy cysteinowej [38]. Nierzadko wskazuje si¢ rowniez,
iz w uktadzie gen samobojczy/cytostatyk (np. TK/GCV) bardzo czgsto regresja guzow
nowotworowych determinowana jest w duzym stopniu przez tzw. efekt bystander [4,7].
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Do grupy kaspaz efektorowych obok kaspazay 3 zalicza si¢ rowniez kaspazg 7.
Doswiadczenia przeprowadzone in vitro na komorkach LNCaP (rak prostaty), polegajace
na adenowirusowym transferze kaspazy 7 do komoérek wykazaly, ze kaspaza 7 jest
obok kaspazy 3 gtownym induktorem zmian apoptotycznych w komorkach raka prostaty
[36]. Kaliberov i wsp. [24] natomiast wykazali ostatnio, iz w ,.terapii” raka prostaty
zasadne jest taczenie terapii genowej z radioterapia. Autorzy wskazuja, iz adenowirusowy
transfer genu TRAIL pod kontrola promotora FLT-1 do komdrek nowotworowych i
srodbtonkowych skutecznie ogranicza wzrost nowotworéw poddanych promieniowaniu
jonizujacemu [24].

PODSUMOWANIE

Terapia genowa odzwierciedla postep w naukach biomedycznych. Leczenie choréb
za pomoca gendw kodujacych terapeutyczne biatka budzi ogromny entuzjazm wsrod
naukowcow, klinicystow, a przede wszystkim chyba wérod pacjentow. Proapoptotyczna
terapia genowa wykorzystuje geny czynnikow indukujacych apoptoze. Opiera si¢ ona
na zatozeniu, iz transfer proapoptotycznych wektorow ekspresyjnych kodujacych geny
apoptozy do komoérek nowotworowych moze wymusic ich apoptoze, tym samym moze
ograniczy¢ wzrost nowotworow. Badania dotyczace proapoptotycznej terapii genowe;j
przekroczyty juz prog klinki. Szereg prowadzonych prac klinicznych dotyczy
wykorzystania np. genu p53. W pracy Buller i wsp. [3] wykazano, iz dootrzewnowe
podanie rekominowanych adenowirusow —Adp53- jest bezpieczne i dobrze tolerowane
przez pacjentki chore na raka jajnika. Obserwowano réwniez spadek poziomu markera
CA125 w surowicy krwi pacjentek [3]. Bezpieczenstwo stosowania adenowiruséw
kodujacych p53 wykazali rowniez np. Kuball i wsp. [29] w badaniu klinicznym
zastosowania Adp53 u chorych na raka pecherza moczowego, a Schuler i wsp. [60] u
chorych na niedronokomoérkowego raka pluca. Jak pokazano w pracy Wen i wsp. [80]
analiza materiatu pochodzacego z biopsji od pacjentek z rakiem jajnika, ktorym podano
konstrukt z p53, wykazata wzmozona aktywnos¢ genow p2I/WAF1, bax oraz mdm-2
oraz obnizona aktywno$¢ surwiwiny [80]. W pracy zas Swisher i wsp. [69]
przedstawiono regresje guzow u chorych na raka ptuca. Pacjenci poddawani byli
radioterapii, zas doguzowo wprowadzany byt konstrukt adenowirusowy kodujacy p53
[69]. W badaniach klinicznych sa wykorzystywane rowniez inne niz pS3 geny apoptozy,
np. prowadzone sa proby kliniczne oparte na genach BRCA1[73] czy E1A [33]iE1B
[77]. Prace eksperymentalne i pierwsze proby kliniczne wskazuja, iz terapia genowa
wykorzystujaca geny apoptozy moze by¢ rozpatrywana jako metoda wspomagajaca
klasyczne procedury leczenia nowotwordw np. chemioterapi¢ czy radioterapig.
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