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Wedtug danych z roku 2008, 65,2%
wszystkich protokotéw klinicznych ge-
noterapii dotyczy leczenia choroby no-
wotworowej. Podejmuje sie préby mo-
dyfikacji, naprawy badz inhibicji
naturalnych mechanizméw komérko-
wych, ktérych dysfunkcje obserwuje sie
w komérkach nowotworowych poprzez
wprowadzenie genu terapeutycznego.
Przeciwnowotworowa terapia genowa
moze stanowic alternatywe dla standar-
dowych metod leczenia badz uzupet-
niac je, zwiekszajac ich efektywnosc.
Niekorzystnym zjawiskiem, znacznie ob-
nizajacym skutecznos¢ chemioterapii,
jest wyksztatcenie przez komérki nowo-
tworowe opornosci na leki. Chemioopor-
nos¢ moze mieé charakter pierwotny
badz wtérny. Przyczyn niewrazliwosci
na chemioterapie upatruje sie w licz-
nych zmianach, jakie zachodza na po-
ziomie komérkowym oraz genetycznym.
Dotycza one aktywacji zaleznych od ATP
pomp, zmian w dystrybucji lekéw badz
mutacji w genach zwigzanych ze szla-
kami apoptotycznymi. Poprzez przywro-
cenie funkcji genom o charakterze pro-
apoptotycznym mozna wptynaé na
wrazliwos¢ komérek nowotworowych
na leki przeciwnowotworowe. Opisane
w niniejszej pracy préby przetamywania
opornosci nowotworéw poprzez trans-
fer genéw zwigzanych z programowa-
na Smiercig dotycza kilku grup czynni-
kéw. Pierwsza grupa to zwiazane
z aktywacja zewnetrznego szlaku apop-
totycznego receptory btonowe z rodzi-
ny TNF. Do komérek nowotworowych
wprowadzane sa dodatkowe kopie pra-
widtowej formy receptora badz jego
ligandu. W przypadku lekéw indukuja-
cych apoptoze kaspazozalezna, zwiek-
szong wrazliwos¢ na chemioterapie uzy-
skuje sie poprzez transfer genéw
kodujacych kaspazy. Przyczyn oporno-
sci na cytostatyki upatruje sie rowniez
w podwyzszonej ekspresji inhibitoréw
apoptozy z rodziny IAP oraz negatyw-
nych regulatoréw apoptotycznych
z rodziny BAX/BCL-2. Wyciszanie aktyw-
nosci tych czynnikéw poprzez transfer
antysensowych oligonukleotydéw zwie-
ksza wrazliwos¢ komérek nowotworo-
wych na leki przeciwnowotworowe.
Szereg préb podjeto réwniez w celu
przywrécenia funkcji TP53 w nowotwo-
rach. Wystepowanie zmutowanej formy
tego czynnika transkrypcyjnego przy-
czynia sie do niewrazliwosci na chemio-
terapie.

Stowa kluczowe: chemioopornos¢, no-
wotwory, proapoptotyczna terapia ge-
nowa.
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Terapia genowa

Pierwotnie koncepcja terapii genowej dotyczyta transferu do komadrek
z defektem genetycznym prawidtowe] kopii wadliwego genu. Celem takiego
postepowania terapeutycznego byty gtéwnie choroby dziedziczne, uwarun-
kowane mutacjg jednego genu, np. mukowiscydoza, ciezki ztozony niedobor
immunologiczny (severe combined immuno deficiency — SCID). Rozwo] ba-
dan nad molekularnymi mechanizmami powstawania choréb, umozliwit za-
stosowanie genoterapii rowniez w przypadku schorzen, ktérych przyczyna
sg zmiany w wielu genach (np. choroby wieficowo-naczyniowe, AIDS, choro-
by osrodkowego uktadu nerwowego czy nowotwory). W celach terapeutycz-
nych zaczeto wprowadzaé do komérek nie tylko prawidtowe kopie genéw,
ktérych funkcja zostata zaburzona przez wystapienie mutacji, ale takze do-
datkowe kopie gendw, kodujacych biatka o charakterze leczniczym.

Wedtug danych Wiley InterScience z roku 2008, pierwsze miejsce pod
wzgledem liczby otwartych protokotéw klinicznych terapii genowej zajmuja
choroby nowotworowe, stanowiac 65,2% wszystkich prowadzonych proto-
kotéw klinicznych.

Genoterapia przeciwnowotworowa ma na celu naprawe, wzmocnienie lub
inhibicje naturalnych mechanizméw komaérkowych, takich jak cykl komérko-
wy, angiogeneza czy apoptoza. Moze rowniez stanowic terapie wspomaga-
jaca dla standardowych metod leczenia. Przyktadem jest zastosowanie zwig-
zanych ze szlakami apoptotycznymi gendw w celu zwigkszania wrazliwosci
komorek nowotworowych na leki.

Opornosé nowotworéw na chemioterapie

Gtéwnym zatozeniem chemioterapii jest indukcja apoptozy w komérkach
nowotworowych z jak najmniejszg szkodg dla zdrowych komérek organizmu.
Wyjatkowo duza przeszkoda dla skutecznosci leczenia chemicznego jest opor-
nos¢ nowotworéw na chemioterapie. Lekoopornos¢é moze wystepowac pier-
wotnie albo wtdrnie. Jest to zalezne od wyniku selekcji klonéw komorek nie-
wrazliwych w trakcie leczenia.

Chemioopornos¢ komoérek nowotworowych zwigzana jest z licznymi zmia-
nami na poziomie komaérkowym oraz genetycznym. Zmiany w mechanizmach
komérkowych zwigzane sa m.in. z silng aktywacjg zaleznych od ATP pomp
komorkowych, odpowiedzialnych za wyrzut substancji toksycznych poza ko-
morke [1]. Dotyczg one takze dystrybucji leku wewnatrz komorki, w ktére]
dochodzi do kumulacji preparatéw w organellach (np. w lizosomach) [2]. Ge-
netyczne przyczyny wystapienia opornosci lekowej zwigzane sa z mutacja-
mi gendw zaangazowanych w systemy naprawcze DNA oraz proces apopto-
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According to the data for the year 2008,
65.2% of all gene therapy protocols
concern cancer diseases. Transfer of
therapeutic genes are attempted for
modification, repair, or inhibition of
natural cellular mechanisms, whose
dysfunction is observed in cancer cells.
Gene therapy may provide an alternative
to standard therapies, or complement
them, increasing their effectiveness.
Many changes take place at the cellular
and genetic level in cancer cells, causing
resistance. These relate to the activation
of ATP-dependent pumps, changes in
the distribution of drugs or mutations in
genes associated with the apoptosis.
Restoring the function of proapoptotic
genes can affect the sensitivity of cancer
cells to drug agents. The attempts
described in this paper to overcome
resistance of cancer through the transfer
of proapoptotic related genes concern
several groups of factors. The first group,
TNF family receptors, is involved in
activation of the extrinsic apoptotic
pathway. Transfer, into cancer cells, of
additional copies of the correct form of
the receptor or its ligands, sensitizes
them to anticancer agents. In the case
of drug-induced “caspase-dependent”
apoptosis, increased sensitivity to
chemotherapy is achieved through
the transfer of genes encoding caspases.
Increased expression of inhibitors of
apoptosis IAP and negative regulators of
Bcl-2 causes resistance to drugs. Turning
off these genes through the transfer of
antisense oligonucleotides increases
the sensitivity of cancer cells to chemo-
therapeutics. Several attempts have
been made to restore the function of
TP53 in cancer. The presence of mutated
form of this transcriptional factor
contributes to chemoresistance.

Key words: chemoresitance, cancer,
proapoptotic gene therapy.

zy. Mechanizmy dziatania wiekszosci lekdw przeciwnowotworowych oparte
sa na indukcji apoptozy w komérce, z tego powodu opornos¢ na apoptoze
jest bardzo czesto rownowazna z lekoopornoscia.

Zwiekszanie wrazliwosci na chemioterapie

Jedna z podstawowych cech odrézniajgcych komérki nowotworowe od ko-
morek prawidtowych jest ich niepohamowany wzrost oraz opornosé na sy-
gnaty Smierci. Dwa czynniki sktadaja sie na nieograniczone zdolnosci komo-
rek nowotworu do proliferacji — brak kontroli nad podziatami komérkowymi
oraz zaburzenia proceséw zwigzanych ze Smiercig komoérki. Brak prawidtowo
dziatajacych mechanizméw wykonawczych apoptozy moze by¢ przyczyna
wystepowania opornosci nowotworéw na chemioterapie.

Jedna z metod przywracania komérkom nowotworowym wrazliwosci na
cytostatyki jest terapia genowa. Poprzez genoterapie mozna przywroci¢ ko-
maorkom nowotworowym zdolnos¢ do aktywacji mechanizméw apoptotycz-
nych, indukowanych przez chemioterapeutyki.

Receptory Smierci — czynniki martwicy nowotworéw

Inhibicja procesu apoptozy w komdérkach nowotworowych moze nastapic
juz w momencie indukcji, poprzez zmieniong ekspresje btonowych recepto-
réw z grupy czynnikéw martwicy nowotwordw (tumor necrosis factor — TNF).
Receptory te moga wystepowac w formie zmutowanej, co uniemozliwia kon-
formacyjne potaczenie z ligandem [3]. Brak prawidtowego przewodzenia sy-
gnatéw proapoptotycznych zwieksza szanse komdérek nowotworowych na
przezycie. Niektore nowotwory, pomimo wysokiej ekspresji receptora Fas, sa
oporne na dziatanie ligandu FasL. Zwigzane jest to z jednoczesnym wysokim
poziomem ekspresji fosfatazy FAP-1[4].

TRAIL (TNF-related apoptosis inducing-ligand) jest ligandem dla dwoch re-
ceptoréw z rodziny TNF, DR4 oraz DR5. Aktywnos¢ proapoptotyczna TRAIL
jest specyficzna dla komérek nowotworowych [5]. Opornos¢ na apoptoze za-
lezna od TRAIL moze by¢ spowodowana niskim poziomem ekspresji recepto-
row badz dziataniem biatka FLIP, ktory jest inhibitorem dla tego ligandu [6].

Wprowadzenie dodatkowych kopii genu kodujacego biatko TRAIL do komé-
rek linii raka jajnika (SKOV3, 222, A224, A364, A547, A2780/AD10, Caov-3,
A2780/CP70, OVCAR-3, OVCA-429, UCI 101, UCI 107) zwieksza ich wrazliwos¢
na doksorubicyne, paklitaksel oraz cisplatyne [7]. Synergistyczny efekt dziata-
nia chemioterapii oraz wektora TRAIL zaobserwowano réwniez w liniach ko-
maorkowych raka piersi [8]. Potencjat terapeutyczny zaobserwowano takze
w terapii genowej z zastosowaniem genu kodujacego Smac/DIABLO. Biatko to
bedace inhibitorem C-IAP aktywuje zalezng od TRAIL éciezke apoptozy, zwigk-
szajac jednoczesnie wrazliwos¢ linii komaérkowych raka piersi: MCF-7 oraz
MDA-MB-453 na paklitaksel, doksorubicyne, etopozyd oraz tamoksifen [9].

W opornosci niezaleznej od MDR, przeprowadzano réwniez proby zwiek-
szania wrazliwosci linii komdrek raka jajnika na inhibitory topoizomerazy Il
poprzez transfer zrekombinowanej formy TNF [10]. Wprowadzenie do komé-
rek raka watroby genu kodujgcego IB, zwieksza ich wrazliwos¢ na chemio-
terapie zalezng od aktywacji receptoréw TNF [11].

Prébowano réwniez zwiekszaé wrazliwosé komaérek raka jelita grubego
poprzez wyciszanie genu FAP-1.

Kaspazy

Kaspazy jako gtéwne enzymy wykonawcze genetycznie programowanej
Smierci sa niezbedne do prawidtowego przebiegu apoptozy. Poziom ekspre-
sji kaspaz w wielu nowotworach jest obnizony w stosunku do prawidtowych
komérek tej samej tkanki (tab. 1.).

Aktywnos¢ kaspaz, szczegblnie kaspaz efektorowych, jest kluczowa dla in-
dukcji apoptozy. Brak kaspazy 3 jest bezposrednia przyczyna opornosci komo-
rek linii MCF-7 oraz OVP-10 na apoptoze [24]. Brak CASP3 oraz niski poziom eks-
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presji CASP7, 8 oraz 10 zostat stwierdzony w niektérych przy-
padkach raka nerki [25]. Somatyczna mutacja CASP7 charak-
teryzuje 2% nowotwordw jelita grubego oraz 3% nowotwo-
row gtowy oraz szyi [26]. Obserwowana jest réwniez
ograniczona zdolnos¢ CASP8 do tworzenia kompleksu DISC
[27]. Przyczyna moga by¢ liczne mutacje badz nadmierna me-
tylacja genu. Stwierdzono ponadto wystepowanie korelacji
pomiedzy metylacjg CASP8 i metylacjami genu supresoro-
wego RASSFIA w niektdrych neuroblastomach dzieciecych.

Mechanizm dziatania wielu lekéw przeciwnowotworo-
wych opiera sie o indukcje kaskady kaspaz. Liczne opisy-
wane zaburzenia szlakéw apoptotycznych sa jedna z przy-
czyn braku wrazliwosci na chemioterapie. Przyktadem moze
by¢ linia komérek MCF-7 [28]. Linia komérkowa raka sutka
z deficytem CASP3 jest mato wrazliwa na inhibitory topo-
izomeraz (etopozyd, doksorubicyne). Poprzez wprowadze-
nie wektora z rearanzowang CASP3, mozna zwiekszyé od-
powiedZ komdrek MCF-7 na te dwa cytostatyki [29].
Synergistyczne dziatanie proapoptotyczne kaspazy 3 z eto-
pozydem zaobserwowano réwniez w warunkach in vivo, na
szczurzym modelu raka watroby. Podanie cytostatyku oraz
adenowirusowego wektora niosgcego gen kaspazy 3 znacz-
nie ogranicza wzrost masy guza [30].

Adenowirusowy transfer kaspazy 8 do komérek raka wa-
troby HCC zwieksza ich wrazliwos¢ na taksol, kamptotecy-
ne oraz doksorubicyne [31].

Nadmierna metylacja APAF-1 przyczynia sie do hamowa-
nia aktywacji apoptosomu, w wyniku czego nie dochodzi do
przejscia formy proenzymu CASP9 w forme aktywna [32].
Wirusowy transfer do komérek nowotworowych prawidto-
wej formy APAF-1 zwieksza odpowiedZ komérek U373-MG
na etopozyd [33] oraz linii komoérkowej raka czerniaka [34].

Inhibitory apoptozy — rodzina biatek IAP

W komérkach nowotworowych opornych na apoptoze
czesto obserwuje sie podwyzszony poziom inhibitoréw
apoptotycznych z rodziny IAR W5réd wszystkich cztonkéw
tej grupy biatek, szczegdlne miejsce zajmuje surwiwina, kto-
rej ekspresja jest specyficzna dla komaérek nowotworowych.
Przyktadem sg ostre biataczki [35], rak piersi [36], czy drob-
nokomérkowy rak ptuc [37]. Wykazano takze, Ze inhibitory
C-IAP-1, C-IAP-2 moga wyciszac sygnat apoptotyczny po-
przez wigzanie ligandéw dla receptoréw TNF, TRAF1, TRAF2
[38]. Kolejnym cztonkiem rodziny biatek IAP eksprymowa-
nym na wysokim poziomie w nowotworach jest biatko XIAP,
ktére negatywnie reguluje aktywnosé kaspaz efektorowych
CASP3 oraz CASP7 w komdrkach [39], co przyczynia sie do
wiekszej opornosci na apoptoze.

Inhibujace dziatanie genu XIAP mozna znies¢ poprzez
transfer antysensownego oligonukleotydu G4 AS ODN. Wy-
ciszenie genu XIAP znacznie zwieksza wrazliwos¢ linii ko-
morkowej raka ptuc NCI-H460 na doksorubicyne, epirubi-
cyne, etopozyd oraz winblastyne. Pozytywne wyniki
uzyskano zaréwno w warunkach in vitro, jak i na modelu
myszy [40]. Transfer siRNA dla genu XIAP do linii komérko-
wych MCF-7 oraz K562 zwieksza odpowied? na leki prze-
ciwnowotworowe [41, 42].

Podobne dziatania prébuje sie zastosowac wzgledem
surwiwiny, co opisali Zhang i wsp. [43]. Hamowanie aktyw-

nosci antyapoptotycznej tego inhibitora poprzez transfer
SiRNA do komorek raka watroby zwieksza wrazliwos¢ ko-
morek nowotworowych na chemioterapie. Hamowanie
aktywnosci surwiwiny poprzez dziatanie rybozymu w ko-
morkach raka prostaty [44] znaczaco wptywa na zwieksze-
nie wrazliwosci komérek na cisplatyne.

Aktywnos¢ inhibitoréw apoptozy z grupy IAP mozna tak-
ze hamowac w sposéb posredni, poprzez wprowadzenie do
komorek genu kodujacego inhibitor dla NF-.B-I,.B. W efek-
cie uzyskuje sie komorki wrazliwe na apoptoze indukowa-
na lekami przeciwnowotworowymi [45].

Rodzina biatek regulatorowych BCL-2/BAX

Przyczyn zaburzen apoptozy w nowotworach upatruje
sie rowniez w zmianach ekspresji biatek regulatorowych
z rodziny BCL-2/BAX. Stwierdzono hamujacy efekt na apop-
toze w obecnosci nadekspresji biatek BCL-2 oraz BCL-XL
[46]. Wysoki poziom biatka BCL-2 jest czesto skorelowany
z mutacjami w genie TP53 [47]. Stosunek ilosciowy
BCL-2/BAX jest zaburzony nie tylko z powodu nadekspresji
BCL-2, ale réwniez w wyniku znacznie obnizonej, spowo-
dowanej mutacjami, ekspresji genu BAX [48]. Wystepowa-
nie mutacji w genach proapoptotycznych wskazuje sie row-
niez np. dla BAK oraz BIK [49].

Odnotowano szereg pozytywnych wynikéw doswiadczen
prowadzonych w celu zniesienia opornosci na leki przeciw-
nowotworowe poprzez dziatanie na biatka z grupy
BCL-2/BAX. Przyktadem jest blokowanie aktywnosci genu
BCL-2 poprzez wprowadzenie sekwencji antysensownej do
komorek raka piersi MCF-7. Wyciszenie antyapoptotyczne-
go BCL-2 w znacznym stopniu zwieksza wrazliwos¢ komo-
rek na etopozyd oraz doksorubicyne. Przeprowadzane s3
takze préby adenowirusowego transferu BAX do komorek
nowotworowych badz gendw o charakterze induktoréw dla
BAX np. genu MDA-7 [50). Wprowadzenie transgenu BAX
do linii komérkowej raka trzustki zwieksza ich wrazliwos¢
na gemcytabine [51]. Zaobserwowano réwniez, ze komor-

ki linii komarkowej jelita DLD-1 transfekowanej genem BAX

Tabela 1. Ekspresja kaspaz w poszczegdlnych nowotworach
Table 1. Caspase expression in cancer

Kaspaza  Poziom ekspresji Nowotwoér

kaspaza 1 obnizona rak prostaty,
nowotwor jelita grubego [12]

kaspaza 2 obnizona biataczka [13]

kaspaza 3 obnizona rak piersi, rak prostaty,
rak szyjki macicy, ostra biataczka
limfoblastyczna, rak odbytu [14-18]

kaspaza 6 obnizona ptaskonabtonkowy rak szyjki
macicy [19]

kaspaza 7 obnizona nowotwor jelita [20]

kaspaza 8 obnizona neuroblastoma dziecieca, RCC,
SCLC [21]

kaspaza 9 obnizona rak jelita grubego [22]

kaspaza 10 obnizona rak jajnika, biataczka [23]
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w wyzszym stopniu ulegaja Smierci apoptotycznej pod wpty-
wem cytostatykéw — doksorubicyny oraz cisplatyny w po-
réwnaniu z komérkami nietransfekowanymi [52].

Gen supresorowy TP53

Czynnik transkrypcyjny TP53, zwany straznikiem geno-
mu, jest jednym z gtéwnych regulatoréw prawidtowego prze-
biegu cyklu komérkowego. W momencie pojawienia sie nie-
naprawialnych uszkodzen DNA poprzez aktywacje genéw
proapoptotycznych kieruje on komérke na droge apoptozy.
TP53 jest rowniez najczesciej mutowanym genem supreso-
rowym w nowotworach (ok. 60% nowotworéw). W zwigzku
z tak wysoka frekwencja mutacji tego genu oraz szerokim
zakresem dziatania, przywrécenie prawidtowej formy wyda-
je sie by¢ kluczowe w przywracaniu wrazliwosci na induko-
wana przez chemioterapie apoptoze.

Przeprowadzane sg préby transferu niezmutowanej for-
my genu TP53 m.in. do komarek raka ptuc, piersi, jajnika
[53]. Wprowadzenie prawidtowe] kopii genu TP53 za pomo-
ca nosnika adenowirusowego zwieksza wrazliwos¢ nowo-
tworéw gtowy oraz szyi na docetaksel [54].

Badania nad potencjalnym wykorzystaniem transferu
prawidtowej kopii genu TP53 do komérek nowotworowych
osiagnety juz etap badan klinicznych. Aktualnie otwartych
jest 69 protokotéw klinicznych dotyczacych zastosowania
tego genu. Najczesciej odnosza sie one do nowotworéw
ptuc, gtowy oraz szyi [55].

Podsumowanie

Prawie 20 lat badan nad terapig genowa pokazato, jak
duzy potencjat ma w sobie ta metoda terapeutyczna. Trwa-
ja prace nad doskonaleniem technicznych aspektéw geno-
terapii, gtéwnie nad nosnikami genéw i skutecznoscia ich
whnikania, jednak zebrane w tej pracy wiadomosci pokazu-
ja istniejace, praktyczne zastosowanie transferu genéw
w leczeniu choréb nowotworowych.

Opornos¢ komérek nowotworowych na leki jest bardzo
powaznym problemem klinicznym, przektadajacym sie na
mniejsza wyleczalnos¢ pacjentéw z chorobami onkologicz-
nymi. Zastosowanie kombinacji dwéch terapii wydaje sie
by¢ obiecujace zaréwno ze wzgledu na przetamywanie le-
koopornosci, jak i mozliwos¢ zmniejszania dawek cytotok-
sykow.
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