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Hamowanie ekspresji wybranych ge-
now za pomocg antysensowych oli-
gonukleotydéw moze stanowic jedng
Z grup postepowania terapeutyczne-
go, m.in. w schorzeniach nowotworo-
wych. Celem niniejszej pracy jest za-
rysowanie ogdlnej strategii terapeu-
tycznej oraz mechanizmu dziatania
antysensowych oligonukleotyddw, zi-
lustrowanej wyborem genu bcl-2 jako
celu ich dziatania. Produkt ekspresji
tego genu, biatko Bcl-2, hamuje apop-
toze komorki i tym samym ma wptyw
na niekontrolowany rozwoj komorek.
W pracy przedstawiono aktualny stan
zaawansowania badari klinicznych
w wybranych schorzeniach nowotwo-
rowych, w ktorych poziom biatka Bcl-2
uznawany jest jako niezalezny wskaz-
nik zaawansowania procesu Nowo-
tworowego.

Stowa kluczowe: antysensowe oligo-
nukleotydy, biatko Bcl-2, nowotwory,
kliniczna terapia antysensowa.

Modulation of translation process and
regulation of protein biosynthesis by
means of antisense oligonucleotides
lay the foundation for new therapeutic
strategies, among others against neo-
plastic diseases. The aim of this acco-
unt was the presentation of molecular
basis of antisense strategy, targeted
against Bcl-2 protein. This protein, be-
ing expressed by bcl-2 gene, regula-
tes the cell apoptosis and influences
the uncontrolled cell proliferation. Be-
low there is presented the state of art
in clinical studies of application of an-
tisense oligonucleotide phosphorothio-
ates in combating those neoplastic dli-
seases where the level of Bcl-2 is re-
cognised as the independent
key-marker of cancer progression.

Key words: antisense oligonucleoti-
des, Bcl-2 protein, cancer, clinical an-
tisense therapy.
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W wyniku olbrzymiego postepu biologii
molekularnej i komaorkowej, jaki dokonat sie
w 2. potowie mijajgcego stulecia, w zakre-
sie nauk medycznych pojawity sie nowe, do
niedawna niewyobrazalne mozliwosci dia-
gnostyczne i terapeutyczne. Odnoszg sie
one w szczegdlnosci do badan w zakresie
patogenezy choréb o podtozu genetycznym.
Wiadomo, ze patogeneza schorzen nowo-
tworowych i wielu choréb nabytych tkwi
w zmutowanych genach. Techniki sekwen-
cjonowania genomoéw oraz skomputeryzowa-
na analiza porownawcza otwierajg droge do
usuwania zmutowanych pod wzgledem ge-
netycznym komorek (przeciwciata monoklo-
nalne), zwigkszania puli zdrowych komorek
o wtasciwym garniturze genetycznym (tera-
pia genowa) badZ blokowania ekspresji
zmutowanego genu (strategia antygenowa
i antysensowa). Szczegdlnie zaawansowane
sg prace badawcze dotyczgce blokowania
ekspresji wybranego genu za pomocg an-
tysensowych oligonukleotyddw.

Wprawdzie z zakresu tej ostatniej strate-
gii terapeutycznej w pismiennictwie polsko-
jezycznym ukazato sie w potowie lat 90. kil-
ka prac o charakterze monograficznym, pre-
zentujgcych podstawy teoretyczne oraz
metodologiczne [1, 2], jednak ostatnie 5 lat
zaowocowato szeregiem doniesien w litera-
turze Swiatowej, weryfikujgcych stusznos¢ po-
czynionych zatozen [3, 4]. Liczne sa takze
opracowania monograficzne, w gtéwnej mie-
rze sumujgce wyniki metodologii i skutecz-
nosci strategii antysensowej modulacji eks-
presji gendw [5]. Oczywiscie, tematyka ba-
dan w tej dziedzinie jest bardzo szeroka,
niemozliwe jest dokonanie przegladu tak sze-
rokiej dziedziny badawczej w jednej pracy.

W niniejszym artykule podjeto probe za-
prezentowania najbardziej zaawansowanych

badan klinicznych z zastosowaniem anty-
sensowych oligonukleotydéw.

PODSTAWY TEORETYCZNE
| METODOLOGICZNE

Powszechnie wiadomo, ze informacja
genetyczna zakodowana jest w genach ulo-
kowanych w chromosomalnym DNA. W mo-
mencie, gdy gen ulega ekspresji, informa-
cja zawarta w sekwencji nukleotydow chro-
mosomalnego DNA zostaje przepisana na
komplementarng pod wzgledem sekwencji
nukleotydow ni¢ pre-mRNA. Po procesie
zwanym sktadaniem (zostajg wéwczas usu-
niete niekodowane odcinki nukleotydodw,
zwane eksonami i ligowane sg odcinki ko-
dujace, tzw. introny) dojrzate czynnosciowo
mRNA opuszcza jgdro komoérkowe i w cy-
toplazmie sekwencja czasteczki mRNA zo-
staje ttumaczona z udziatem rybosomow
i szeregu innych biomolekut, jak tRNA, ATP
i czynniki elongacyjne (translacja) na odpo-
wiednig sekwencje aminokwasow tgczonych
w taricuch polipeptydowy biatka.

Strategia antysensowych oligonukleotyddw
zaktada wybidércze hamowanie biosyntezy
niechcianych biatek (np. biatek kodowanych
w materiale genetycznym wirusa w komor-
kach organizmu ludzkiego) na drodze aso-
cjacji antysensowego konstruktu do wybra-
nych i Scisle okreslonych sekwenciji pre-RNA,
zaburzajgc jego sktadanie. Nastepuje row-
niez hybrydyzacja z wyselekcjonowanym
fragmentem cytoplazmatycznego dojrzatego
mRNA (blokujac fizyczny dostep do ryboso-
mu badz tworzac heterodupleks rozpozna-
wany i degradowany przez RNA-ze H — en-
zym degradujgcy mRNA skompleksowany
z DNA). Antysensowe konstrukty oligonukle-
otydowe stanowig 12-30-merowe fragmenty
DNA badz ich analogi. Z obliczen statystycz-
nych wynika, ze wybrana kombinacja 12 nu-
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kleotydow moze wystgpic¢ tylko raz w mRNA.
Komplementarna (antyréwnolegta, oddziatywa-
nia poprzez wigzania wodorowe typu Watso-
na i Cricka) sonda oligonukleotydowa zawiera-
jaca minimum 12 nukleozasad powinna, na
podstawie obliczen teoretycznych, rozpozna-
wacé wybrany segment RNA ze 100-procento-
wym prawdopodobienstwem.

Idealny antysensowy oligonukleotyd po-
winien:

D przenika¢ przez btone komdrkowa tak, aby
dotrze¢ do wyselekcjonowane] sekwencji,

D selektywnie hybrydyzowac¢ do sekwencji
RNA, by zminimalizowa¢ ewentualne nie-
specyficzne dziatanie toksyczne,

D by¢ opornym na dziatanie zewnatrz- i we-
wnatrzkomérkowych enzymoéw nukleoli-
tycznych,

D nie oddziatywa¢ z biatkami komdrkowymi.

Istotne jest takze, aby potencjalne pro-
dukty degradacji antysensowych oligonu-
kleotydow nie mogty by¢ wykorzystywane
do de novo syntezy DNA, co mogtoby po-
wodowac niepozgdane mutacje.

Trwatos¢ antysensowego oligonukleoty-
du determinowana jest gtéwnie odpornoscig
na dziatanie endo- i egzonukleaz, ktére po-
wodujg szybka degradacje obcego DNA
poprzez rozszczepianie wigzan fosfodiestro-
wych. Cel ten jest realizowany poprzez mo-
dyfikacje chemiczne tego wigzania, polega-
jace np. na zastgpieniu atomu tlenu w in-
ternukleotydowym wigzaniu fosforanowym
atomem siarki (oligonukleotydotiofosforany,
dla uproszczenia — PS-oligonukleotydy) lub
grupg metylowg (oligonukleozydometanofos-
foniany). PS-oligonukleotydy stanowig | ge-
neracje antysensowych struktur bedacych
izosterycznymi i izoelektronowymi analoga-
mi naturalnych oligonukleotyddw.

PS-oligonukleotydy wykazujg zadowala-
jaca trwatos¢ w roztworach fizjologicznych,
hybrydyzujg do specyficznie wybranego
fragmentu mRNA, sg transportowane do
komorki i uaktywniaja RNA-ze H. Spetniajg
zatem wszystkie zatozone funkcje konstruk-
tow antysensowych. Dzieki wczesnemu
opracowaniu metody syntezy na fazie sta-
tej, ich dostepnos¢ umozliwita podjecie
prob zastosowania ich poczgtkowo in vitro,
a nastepnie in vivo na modelach zwierze-
cych [6, 7, 8], a w ciggu ostatnich lat, tak-
ze na etapie prob klinicznych.

Jakkolwiek pierwsze wyniki badan byty
bardzo zachecajgce, opublikowane w ostat-
nich 5 latach prace doswiadczalne doty-
czace zastosowan PS-oligonukleotydow
w warunkach in vivo pokazaty, ze efekt ich
dziatania nie jest w petni zgodny z ideali-
stycznymi zatozeniami [9, 10]. Obok proble-
mow czesto sygnalizowanej niepowtarzalno-
Sci wynikéw wykazano efekty ich niespecy-
ficznego dziatania, ktére moga zaleze¢ od
roznej sekwencji antysensowego oligonukle-

otydu badz jego 2-rzedowej struktury, od-
dziatywania z biatkami (efekt aptamerycz-
ny), jak i ich polianionowej natury.

Przyktadowo oligonukleotydy bogate
w sekwencje.. CpG.. lub zawierajgce motyw..
GGGG... wywotujg odpowiedZ immunologicz-
ng badz proliferacje komorek. Oligonukleoty-
dy bogate w reszty G charakteryzujg sie od-
miennym przenikaniem do komorki, tkanko-
wa dystrybucja i farmakokinetykg, natomiast
zawierajace powtarzajgcy sie motyw CpG
wywotujg efekt immunostymulujgcy poprzez
indukcje cytokin 11-12, 11-6, IFNy, TNFo [11].
Jakkolwiek ten, z zatozenia niepozadany
efekt dziatania, moze by¢ wykorzystany
w niektorych przypadkach jako immunomo-
dulator przeciwwirusowy badz antybakteryj-
ny, np. w terapii przeciwzapalnej [9], jest on
niekorzystny w odniesieniu do zaplanowane-
go dziatania jako konstruktu antysensowego.
Ugrupowanie tiofosforanowe w wigzaniach
internukleotydowych, odpowiedzialne za po-
lianionowa nature PS-oligonukleotydu, jak
i odpornos¢ na dziatanie nukleaz, wywotuje
niekorzystne objawy uboczne w warunkach
in vivo, np. wydtuzenie czasu APTT. Dowie-
dziono, ze wystepuje on zaleznie od dtugo-
$ci i dawki podanego antysensu, a nie od
jego sekwenciji [10]. PS-oligonukleotydy wig-
73 sie takze z wieloma biatkami surowicy
krwi. Powinowactwo to jest najsilniejsze
w szeregu: fibrynogen > y-globuliny > albu-
miny [9]. W znacznie wyzszych dawkach
anizeli wymagane dla aktywnosci antysenso-
wych oligonukleotyddéw w warunkach in vivo,
PS-oligonukleotydy moga hamowac¢ wiele en-
zymoéw [12, 13]:

D y-polimeraze,

D czynnik wzrostu,

D biatko kinazy C,

D odwrotng transkryptaze,
D RNA-ze H,

D RNA-ze L,

D receptor CD,.

Przyczyny interakcji PS-oligonukleotydow
z biatkami nie zostaty dostatecznie wyjasnio-
ne. Jesli oligonukleotydy antysensowe po-
siadajg wewnetrzng komplementarnos¢ albo
sekwencje palindromowe, mogag formowad
2-rzedowe stabilne struktury, takie jak krot-
ka podwojna ni¢, szpilka czy decoy, co mo-
ze z jednej strony wptywac¢ na dostepnosc
konstruktu antysensowego do nici mRNA,
z drugiej strony moze wykazywac¢ dziatanie
niespecyficzne, objawiajgce sie w postaci
niepozgdanych efektéw ubocznych [14]. Do-
step antysensowych oligonukleotydéw do do-
celowego mRNA zalezy w duzej mierze od
2-rzedowej struktury RNA. Ostatnio wykaza-
no np., ze miejsca na mMRNA o motywie se-
kwencji... GGGA... sg fatwiej blokowane
przez antysensowy oligonukleotyd [15].

Terapeutyczna przydatnosc¢ | generacji
antysensowych oligonukleotydow, tj. PS-oli-
gonukleotyddw, zostata udowodniona w le-
czeniu CMV (cytomegalovirus), indukujace-
go zapalenie siatkéwki [16]. Mimo szeregu

niepowodzen innych terapeutycznych zasto-
sowar PS-oligonukleotyddéw, sukces ten na-
dal stwarza nadzieje na mozliwosci szersze-
go zastosowania tej nowej metody leczenia.
Ze wzgledu na powszechno$¢ i ciggle nie-
zadowalajgcy sposéb hamowania skutkdow
choréb nowotworowych, najwyzszg intensyw-
nos¢ badan nad skuteczno$cig strategii an-
tysensowej obserwuje sie zwtaszcza w tej
dziedzinie badan promedycznych.

W celu zachowania integralnosci konstruk-
téw antysensowych wprowadzono ich dalsze
modyfikacje, np. za pomocg 2’-O-alkilorybo-
nukleozydéw wprowadzonych na 3’- i 5'-
konicach oligonukleotyddw, uzyskujgc zwiek-
szong ich lipofilowos$¢ oraz odpornosé¢ na
dziatanie egzonukleaz. Podobnie poprzez
inkorporacje internukleotydowych wigzan
metanofosfonianowych uzyskano:

D efekt zmniejszenia tadunku ujemnego (ob-
nizenie polianionowosci),

D zwiekszong lipofilowos¢ (lepszy transport
dokomorkowy),

D petng odpornos¢ na dziatanie fosfodie-
steraz [17].

Efekt immunostymulujgcy oligonukleotyddw
antysensowych zmniejszono poprzez unikanie
motywdw... CpG... zastepujgc je odpowiednio
C,.ome | 7-deazaguanozyng. Oligonukleotydy
zsyntetyzowane z wiecej niz 1 z ww. modyfi-
kacjga wigzan chemicznych, zwane MBOs
(ang. mixed-backbone oligonucleotides) sta-
nowig Il generacje oligonukleotydéw antysen-
sowych [18]. Ponadto, MBOs zawierajgce
w $rodkowej sekwencji PS-oligonukleotydy
(minimum 5 nukleozasad) wykazujg wieksze
powinowactwo do docelowego RNA, zwigk-
szajac przy tym aktywnos¢ RNA-zy H.

Sugeruje sie, ze koncowo zmodyfikowa-
ne MBOs osiggng taki poziom stabilnosci,
ze bedzie mozna stosowac¢ je w formie do-
ustnej lub dojelitowo.

Podsumowujac, MBOs wykazujg popra-
we specyficznosci, biologicznej aktywnosci,
stabilnosci in vivo, farmakokinetyki i profilu
bezpieczenstwa [19].

Jak wspomniano powyzej, wazne jest
wnikanie antysensowych oligonukleotydow
do komorki. In vivo transport oligonukleoty-
dow zalezy od czynnikéw, takich jak:

D typ komorki,

D kinetyka transportu,

D warunki hodowli kultury tkankowej,

D natura chemiczna antysensowego oligo-
nukleotydu

i odbywa sie najczesciej na zasadzie endo-

cytozy, zaleznej od jego dtugosci i sekwen-

cji. Kazdy z tych czynnikdw moze wptynac

na biologiczng aktywnos¢ antysensowego oli-

gonukleotydu. Jedng z metod utatwiajgcych

ich transport dokomodrkowy jest zamkniecie

oligonukleotydu w liposomach, uzyskujgc tym

samym wieksze ich stezenie wewngtrzkomor-

kowe i ochronne dziatanie przed nukleazami

[20]. Jakkolwiek ten sposob utatwiania trans-

portu dokomorkowego jest z powodzeniem



Strategia antysensowych oligonukleotydéw — aktualny stan zaawansowania badarn klinicznych w wybranych schorzeniach nowotworowych

281

Tab. 1. Wybrane przyktady klinicznych préb wprowadzenia terapii antysensowej, ktore uzyskaty akceptacje FDA

Gen docelowy Sekwencja oligonukleotydu Choroba Sposéb Stan badan
podania
bcl-2 5-TCTCCCAGCGTGCGCCAT-3' rak stercza, podskornie faza /111
nieziarniczy chtoniak ztosliwy dozylnie
ber-abl 5-CGCTGAAGGGCTTCTTCCTTATTGAT-3' CML* ex vivo badania
stadium zawansowane przedkliniczne
5-CGCTGAAGGGCTTTTGAACTGTGCT-3' CML* dozylnie
przetom blastyczny
c-myb 5-TATGCTGTGCCGGGGTCTTCGGGC-3’ CML* dozylnie faza |
przetom blastyczny albo wstepne
ex vivo
CML*
chroniczna/zaostrzona faza
c-raf 5-TCCCGCCTGTGACATGCATT-8’ rak stercza, piersi, jajnika, dozylnie faza |l
jelita grubego, ptuc
metylo-transfe- Sekwencja nieznana guz lity dozylnie faza |
raza DNA
Ha-ras 5-GGGACTCCTCGCTACTGCCT-3 guz lity dozylnie faza |
P53 5- CCCTGCTCCCCCCTGGCTCC-3 ostra biataczka szpikowa dozylnie faza |
Podjednostka lo 5-GCGUGCCTCCTCACUGGC-3 guz lity dozylnie faza Ill
kinazy biatkowej
(PKA-Rla)
kinaza biatkowa 5-GTTCTCGCTGGTGAGTTTCA-3’ rak jajnika, stercza, piersi, dozylnie faza |l
mozgu, ptuc, jelita grubego,
czerniak
Choroby wirusowe
wirus 5-GCGTTTGCTCTTCTTCTTGCG-3’ $lepota wywotana przez CMV miejscowo zatwierdzony
cytomegalii do gatki
(CMV) ocznej
wirus 5-UGGGGCTTACCTTGCGAACA-3" # Slepota wywotana przez CMV dozylnie faza Il
cytomegalii
(CMV)

* CML (ang. chronic myeoloid leucemia) — przewlekta biataczka szpikowa

# 2'-O-metylorybonukleozydy bez funkciji tiofosforanowych

stosowany w doswiadczeniach na liniach ko-
morkowych, jak i w ludzkiej terapii genowej,
to w realizacji strategii antysensowej musi
by¢ przyjmowany z wielkg ostroznoscig, gdyz
czeste podawanie antysensowych oligonukle-
otydow tgcznie z liposomami moze prowa-
dzi¢ do akumulacji liposomow w watrobie.

PRZYKLADY PROB ZASTOSOWAN
KLINICZNYCH ANTYSENSOWYCH
OLIGONUKLEOTYDOW

Obecnie sprawdzane mozliwosci zastoso-
wania terapii antysensowej dotyczg gtéwnie:
D onkologii klinicznej,

D angioplastyki naczyn wienicowych,

D chordb neurologicznych,

D leczenia niektérych choréb wirusowych
i pasozytniczych.

Wybrane przyktady klinicznych préb wpro-
wadzenia terapii antysensowej, ktore uzyska-
ty akceptacje FDA, przedstawiono w tab. 1.

Ze wzgledu na restrykcje objetosciowe,
w tej prezentacji prob klinicznych terapii

z uzyciem antysensowych oligonukleotydow
ograniczono sie do zaprezentowania 1
przyktadu, budzacego wiele nadziei w le-
czeniu choréb nowotworowych. Wg szere-
gu doniesien literaturowych, prezentacii
konferencyjnych i internetowych wydaje sie,
ze wkrotce nalezy oczekiwac rejestracji ko-
lejnego antysensowego leku przeciwnowo-
tworowego [21]. Jako cel ataku grupa spe-
cjalistow z firmy biotechnologicznej Genta
Incorporation, New Jersey, wybrata onco-
gen bcl-2.

Dlaczego oncogen bcl-2?

Warunkiem zdrowia kazdego organizmu
jest zachowanie rownowagi pomiedzy re-
plikacjg komodrek a ich apoptozg. Zaburze-
nie tej rownowagi ma rozne nastepstwa.
Uposledzona zdolno$¢ organizmu do apop-
tozy moze powodowac rozwoj raka, chorob
autoimunnologicznych, zas jej nadmiar wy-
stepuje w udarze modzgu, zawale miesnia
sercowego, chorobie Alzheimera, chorobie
Parkinsona.

Najwczesniej opisanym biatkiem apoptycz-
nym byt produkt genu bcl-2 [22, 23]. Role
tego genu najwczesniej opisano w patofizjo-
logii limfocytéw B, a jego nazwa pochodzi
od B-cell leukemia/lymphoma — Bcl-2 [24].

Obecnie uwaza sie, ze biatkami regulu-
jacymi przepuszczalnos¢ bton mitochon-
drialnych sg biatka z rodziny Bcl-2 oraz ich
homologi. Wiele kluczowych elementow
w trakcie apoptozy ma miejsce w mito-
chondriach:

D zaburzenia transportu elektrondw,

D produkcja ATP i fosforylacji oksydatywnej,

D uwalnianie protein aktywujgcych kaspazy,

D zmiany potencjatu oksydacyjno-redukuja-
cego.

Waznym ogniwem tgczgcym apoptoze
i mitochondria jest obecnos¢ protein z ro-
dziny Bcl-2 w btonie komdrkowej mitochon-
driéw. Nalezg do nich zaréwno biatka sty-
mulujace proces apoptozy (Bax, Bad, Bcl-
Xs, Bak, Bid, Bik, Hrk), jak i ten proces
hamujgce (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Brag-1,
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Tah. 2. Stan zaawansowania prob klinicznych z uzyciem oligonukleotydu antysensowego G 3139 redukujacego poziom biatka Bcl-2 w wybranych chorobach nowotworowych

Miejsce
i okres trwania
préb klinicznych

Royal Marsden
Hospital
(Londyn),

protokét G 101;
pazdziernik 1995-
—styczenn 1999

Memorial
Sloan Kettering
Cancer Center
(Nowy Jork);
protokdt G 102;
marzec 1998
— w toku

British Columbia
Cancer Center,

Vancouver General

Hospital;
protokét GP 104

Univ. Vienna
Cancer Center,
(Wieden);
protokét GM 103

Georgetown Univ.
Lombardi

Cancer Center,
(Waszyngton, DC);
protokét GM 105

Wskazanie

nieziarniczy
chtoniak
ztosliwy

rak prostaty,
nerki,
inne lite

guzy

rak prostaty

czerniak
Z przerzutami

raki gruczotu
piersiowego
i inne

guzy lite

Faza préb klinicznych,
opis terapii

| faza w dawkach
narastajgcych
droga podania —
wlew podskaérny
przez 14 dni

| faza w dawkach
narastajgcych
podawanych droga
dozylng przez 14 dni;
wyniki badan
przeprowadzonych

w 1999 r.

pozwolity na przejscie
do nastepnego etapu
prob skojarzonej terapii
G3139 - paclitaxel

| faza w dawkach
narastajgcych podawanych
droga dozylng przez 14 dni;
terapia skojarzona

z wzrastajgcymi dawkami
mitoxantronu

| faza w dawkach
zwiekszajacych podawanych
droga dozylng przez 14 dni;
kombinowana ze standartowymi
dawkami dacarbazine

|-l faza w dawkach
narastajgcych podawanych
droga dozylng przez 21 dni;
terapia skojarzona z niskimi
tygodniowymi dawkami
docetaxelu

GLP - ang. good laboratory practice; GCP — ang. good clinical practice

Mcl-1, BHRF1, E1B 9 kDa) [25].

Biatka te

wych o odmiennej przepuszczalnosci dla

Wyniki i obserwacje

grupa 21 pacjentow; dawki maks.

do 5,3 mg/kg/dobe, limitowane objawami
toksycznymi; nie zanotowano powikfan
koriczacych sie zgonem; objawy uboczne:
goraczka, obnizona liczba ptytek,
ostabienie — objawy czesto towarzyszace
chorobie podstawowej

grupa 35 pacjentow; dawki maks.
do 6,9 mg/kg/dobe,

limitowane objawami toksycznymi;.
nie zanotowano powikfan
koriczacych sie zgonem

grupa 20 pacjentéw; do tej pory

nie odnotowano objawdéw toksycznych
przy dawkach wyzszych

niz G3139 3,1 mg/kg/dobe

i mitoxantronu 12 mg/m’® p.c.

co 3-4 tyg.

grupa 14 pacjentéw; do tej pory
niewielkie i odwracalne objawy toksyczne
wystepowaty w prébach terapii skojarzonej
przy dawkach G 3139 wyzszych

niz 7,7 mg/kg/dobe

i dacarbazine 500 mg/m? p.c.

co 2 tyg. w 2 cyklach

grupa 10 pacjentéw; do tej pory

nie stwierdzono objawdw toksycznych

przy dawkach G 3139 nie wyzszych

niz 3,1 mg/kg/dzien i docetaxelu 35 mg/m?
podawanych kazdego tygodnia

GLP/GCP

badania
prowadzone
pod nadzorem
GCP i ICH

Z niezaleznym
monitorowaniem
sponsorowanym
przez Genta Inc.

badania
prowadzone
pod nadzorem
GCP i ICH

Z niezaleznym
monitorowaniem
sponsorowanym
przez Genta Inc.

badania
prowadzone
pod nadzorem
GCP i ICH,

z niezaleznym
monitorowaniem
sponsorowanym
przez Genta Inc.

badania
prowadzone
pod nadzorem
GCP i ICH

Z niezaleznym
monitorowaniem
sponsorowanym
przez Genta Inc.

badania
prowadzone
pod nadzorem
GCP i ICH

z niezaleznym
monitorowaniem
sponsorowanym
przez Genta Inc.

proteolitycznych enzymow cysteinowych,

wystepujg jako integralne sktadniki bton,
takze w siateczce $rédplazmatycznej i oko-
tojadrowej. Tworzg homo- i heterodimery,
np. Bcl-2/Bcl-2, Bax/Bcl-2, Bax/Bax [26].
Stwierdzono, ze przewaga homodimeréow
Bcl-2 decyduje o przezyciu, podczas gdy
przewaga Bax - o $mierci komorki. Ich
wzajemne oddziatywania nie wynikaja
z bezwzglednej ich zawartosci w komorce,
lecz z wzajemnych relacji. Strukturalne po-
dobienstwo biatek rodziny Bcl-2 z tworza-
cg pory domeng btonowa toksyny btoniczej
sugeruje, ze biatka te tworzg kanaty btono-
we regulowane przez sygnaty zalezne od
napiecia i pH [27]. Badania Grossa i wsp.
[28] wykazaty, ze zarowno Bcl-2, jak i Bax
tworzy kanaty jonowe w btonach komorko-

poszczegodlnych jondw; Bcl-2 jest specy-
ficzny dla K*, natomiast Bax dla CI.

Nie wiadomo jednak, w jaki sposob
zmiany przewodzenia dla tych jonéw mogag
zmienia¢ A@ (mitochondrialny potencjat bto-
nowy) oraz uwalnianie AlF (apoptosis indu-
cing factor), Apaf-2 (cytochrom c). Prawdo-
podobnie antyapoptyczny mechanizm dzia-
tania Bcl-2 wynika z hamowania uwalniania
AIF i cytochromu ¢ (Apaf-2) z mitochon-
driow oraz z bezposredniej integracji
z Apaf-1 (apoptosis protease activating fac-
tor) blokujgc aktywacje kaspazy 9 [29, 30].

Kaspazy (caspases: cysteine-dependent-
-aspartate-directed protease) sa rodzing

uczestniczacych w kaskadzie wzbudzania
$mierci komorki [31]. Znanych jest ponad
10 biatek rodziny kaspaz. Kaspazy wyste-
pujg w komdrce w stanie latentnym, gdyz
w niskich stezeniach wystepujg jako mono-
mery, a do ich aktywacji wymagana jest
polimeryzacja. Kofaktory stuzg do przybli-
zenia do siebie 2 lub wiecej prekursoréw,
pozwalajgc na autoproteolityczng aktywa-
cje. Wykazano, ze kluczowa prokaspaza 9,
BCL-xL i Apaf-1 tworzy 3-sktadnikowy kom-
pleks z mozliwoscig inaktywaciji tej kaspa-
zy [32]. Kaspaza 9 uwazana jest za prote-
spetniajgcych funkcje nadrzedng w stosun-
ku do tzw. kaspaz wykonawczych. Ponad-
to sgdzi sie, ze Bcl-2 nalezy rowniez do
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silnych przeciwutleniaczy, funkcjonujgcych
jako zmiatacze wolnych rodnikéw, zabez-
pieczajgc btony lipidowe przed utlenianiem,
a takze petni role biatka regulujgcego ak-
tywnos¢ enzymow zapobiegajacych proce-
som utleniania. Wykazano, ze sposrod
wszystkich znanych dotychczas biatek ko-
morkowych, Bcl-2 jest najsilniejszym inhibi-
torem apoptozy wywotanej przez rézne
czynniki stresogenne, np. promieniowanie
jonizujgce, hipertermie, chemioterapeutyki,
defekt czynnikéw wzrostowych, glikoprote-
idy. Potwierdza to fakt, ze nadekspresja
bcl-2 chroni komodrke przed apoptozg wy-
wotang przez ROS (reactive oxygen spe-
cies) [33, 34]. Biatko Bcl-2 blokuje jeden
z krytycznych stopni w przekaznictwie sy-
gnatu apoptozy (wyptyw Ca* z mobilnej
puli zlokalizowanej w $wietle siateczki $rod-
plazmatycznej [35]. Wspotzaleznos¢ mie-
dzy stezeniem ROS a uwalnianiem Ca*
z siateczki $rédplazmatycznej i mitochon-
dridw mogtaby ttumaczy¢ ten mechanizm.

Warto podkresli¢, iz interakcje pomiedzy
Bcl-2 i biatkami prionowymi (PrP) moga
mieC znaczenie w patogenezie neurozwy-
rodnieniowych choréb prionowych, takich jak
syndrom Gerstmanna-Stausslera czy choro-
ba Creutzfeldta-Jacoba. Biatko Bcl-2 jest
rozpatrywane m.in. jako blizej nieznane biaf-
ko X, ktére uczestniczy w przeksztatceniu
PrP w jego patogenng izoforme PrP* [36].

Duza liczba lekéw stosowanych obecnie
w chemioterapii oraz kojarzonych z radiote-
rapig ma na celu apoptoze komoérek nowo-
tworowych. Przez uszkodzenie DNA w tych
komorkach dochodzi do aktywacji genu p53
nazywanego straznikiem genomu, ktérego
produkt blokuje komorki w fazie Gy cyklu ko-
morkowego do czasu naprawy DNA.
W przypadku, gdy komdrka nie zdota napra-
wi¢ DNA, p53 wtgcza program smierci za
posrednictwem biatek z rodziny Bcl-2, z kto-
rymi pozostaje we wzajemnych zwrotnych
zaleznosciach [37]. Brak biatka p53 lub utra-
ta jego apoptycznych wtasciwosci, a takze
wysoki poziom Bcl-2 w komdrkach nowotwo-
rowych, decydujg czesto o jego niewrazliwo-
dci na stosowang terapie.

Ostatnio zastosowano oligonukleotyd an-
tysensowy do modyfikowania ekspresji ge-
nu bcl-x poprzez zahamowanie produkcji
biatka Bcl-xL, uzyskujgc tym samym wyz-
sze poziomy biatka Bcl-xS majgcego prze-
ciwstawne, proapoptyczne dziatanie [38].

Powyzsze wyniki badan staty sie podsta-
wa wigczenia do terapii antysensowych oli-
gonukleotyddéw blokujgcych ekspresje onko-
gendw majagcych znaczenie w procesach
niekontrolowanego rozrostu komdrek nowo-
tworowych. Na obecnym etapie prob klinicz-
nych (I, 1l st.) oligonukleotydy antysensowe
zastosowano do zablokowania ekspresji on-
kogenow: bcl-2, NF-KB (p65), c-myb, c-myc,
erbB-2, jun, fos, Ha-ras, Ki-ras, DNA-mety-
lotransferazy, PKA, c-raf kinazy, mdm 2, and
PKC-a [39, 40, 41, 42, 43, 44]. Wykazano,
ze biatko Bcl-2 wystepuje obficie w komor-

kach nowotworowych gruczolakéw ptuc,
trzustki, jelita grubego, sutka, gruczotu kro-
kowego i ztosliwych chtoniakdw, a nie zaob-
serwowano jego wystepowania w dojrzatych
komorkach, z wyjgtkiem grasicy i tozyska.
Podwyzszony poziom biatka Bcl-2 blokuja-
cego zaprogramowang smier¢ komorki wig-
ze sie ze ztg prognoza procesu nowotworo-
wego. Szczegodtowa analiza dotychczaso-
wych badan potwierdzita wazne znaczenie
biatka Bcl-2 jako niezaleznego markera no-
wotworowego [45, 46].

Najwczesniejsze i obecnie najbardziej za-
awansowane kliniczne badania zastosowa-
nia terapii oligonukleotydem antysensowym
dotycza nieziarniczego chtoniaka ztosliwego,
gdzie obserwuje sie wysokg ekspresje genu
bcl-2 we wszystkich komodrkach nowotworu.

W poczatkowej fazie prob przedklinicz-
nych zsyntetyzowano szereg oligonucleoty-
dow komplementarnych do réznych regio-
néw tego genu i drogg selekcji wytypowa-
no 2 antysensowe PS-oligonukleotydy:
G 3139 (18-nukleotydowy) i G 3854 (20-nu-
kleotydowy). W kolejnej fazie badart wybra-
no oligonukleotyd G 3139 o sekwencji
5-TCTCCCCAGCGTGCGCCAT-3’, gdzie
wszystkie internukleotydowe wigzania sg
tiofosforanami. Stwierdzono, ze po podaniu
(dozylnym lub podskérnym) zwigzek G
3139 kumuluje sie gtéwnie w szpiku kost-
nym, watrobie, sledzionie, nerkach, ukta-
dzie limfatycznym, w mniejszych ilosciach
w innych tkankach, sladowo w OUN [47],
gdyz nie przenika przez bariere krew—-mozg
cztowieka. Podskérne powolne podanie G
3139 wydtuzato okres jego bioaktywnosci,
stabilnos¢ wysycenia [47], ale wigzato sie
z wystepowaniem odczynu zapalnego
w miejscu wkiucia. Terapia stosowana we
wlewach dozylnych byta najmniej toksycz-
na, z wytgczeniem bolusa, ktéry powodo-
wat gwattowne obkurczenie naczyn obwo-
dowych i przyspieszat efekt antykoagulacyj-
ny [47]. Pacjenci chorujgcy na nieziarniczy
chtoniak ztosliwy zakwalifikowani do terapii
za pomoca G 3139 prezentowali rézne eta-
py zaawansowania choroby, ale u wszyst-
kich wykonano badanie immunohistoche-
miczne na obecnos¢ biatka Bcl-2 w opar-
ciu o biopsje z wezta chtonnego.

Obecny stan zaawansowania prac kli-
nicznych z uzyciem G 3139 przedstawiono
w tab. 2. (w oparciu o udostepnione pry-
watne informacje dr. B. Klema, Genta Incor-
poration). Odnoszgc sie do wynikéw tych
badan, nalezy podkresli¢, iz u wszystkich
pacjentéw zakwalifikowanych do tych pro-
graméw badan, niezaleznie od stopnia za-
awansowania zmian, kierujgc sie wzgleda-
mi etycznymi zastosowano poczatkowo po-
wszechnie  stosowang  chemioterapie,
a nastepnie, przy braku poprawy klinicznej,
podawano G 3139. Badania w serii GL 101
dotyczgce pacjentow z nieziarniczym chto-
niakiem ztosliwym wykazaty dobrg toleran-
cje tego PS-oligonukleotydu. Limitowane po-
dawanie preparatu byto czesciowo zwigza-
ne z wystepowaniem takich objawdw, jak:

D gorgczka,

D ostabienie,

D spadek ptytek krwi,

jakkolwiek towarzyszg one réwniez choro-
bie podstawowej. Przemijajgca hiperglike-
mia maks. do 12 mmol/l nie byta zalezna
od stosowanej dawki, nie wymagata dodat-
kowego podawania lekéw i normalizowata
sie po zakoriczeniu podawania preparatu.
Niektorzy pacjenci byli poddani dalszej ob-
serwaciji, trwajacej ponad 3 lata po zakon-
czeniu terapii i nie zaobserwowano u nich
poézniejszych objawdéw ubocznych ani in-
nych proceséw rozrostowych.

Podobne obserwacje dotyczyty pacjentow
objetych programem badan G 102, w kto-
rych stosowano wyzsze dawki G 3139. Ru-
tynowe monitorowanie czynnosci serca nie
wykazato objawow kardiotoksycznych, ktore
wczesniej obserwowano u matp stosowanych
w badaniach doswiadczalnych (podawano
wyzsze dawki). Wydtuzony okres obserwaciji,
do ponad 15 mies. od zakoriczonej terapii,
nie ujawnit u tych pacjentow wystgpienia nie-
korzystnych objawéw ubocznych. W obydwu
programach badan G 101 i G 102 farmako-
kinetyka podanego preparatu byta podobna
i wykazata, ze osiggniety poziom terapeu-
tyczny przy stezeniu G 3139 w surowicy
w granicach 1-8 pumol/ml wykazywat dobra
korelacje miedzy podang dawka a stezeniem
w surowicy krwi. Réznorodnos$¢ podawanych
dawek preparatu byta podyktowana réznym
stopniem zaawansowania procesu chorobo-
wego. State wysycenie leku w surowicy krwi
osiggnieto po 24-godzinnym podawaniu pre-
paratu we wlewie dozylnym. Pdtokres elimi-
nacji leku byt krotki i wynosit 2 godz. po za-
konczeniu wlewu dozylnego, dlatego tez
efekty dziatan ubocznych preparatu byty
krotkotrwate. Obydwa badania potwierdzity
oczekiwang aktywnos¢ G 3139 objawiajgca
sie obnizeniem poziomu biatka Bcl-2 w po-
branych bioptatach z weztéw chtonnych,
przy niktych objawach ubocznych.

Dwie kolejne serie badan (GM 103, GM
105) potwierdzity, ze podana dawka i osia-
gniety poziom stezenia G 3139 w surowicy
krwi zredukowat poziom biatka Bcl-2, co wia-
zato sie z kliniczng poprawg stanu pacjen-
téw z czerniakiem i rakiem piersi. Terapia G
3139 zastosowana u pacjentéw z rozpozna-
nym czerniakiem wydtuzyta ich zycie po-
przez stabilizacje procesu chorobowego.
Warto przy tym zaznaczy¢, ze ze wzgledu
na stopien zaawansowania zmian chorobo-
wych, u pacjentow tych zastosowano nawet
10 cykli dozylnego wlewu preparatu w cig-
gu roku, bez nasilenia objawow toksycznych.
Nie miato to wptywu na farmakokinetyke le-
ku, a dawki te byty nawet dobrze tolerowa-
ne przez pacjentow ponizej 90. roku zycia.

W 1. fazie préb klinicznych zastosowa-
no wydtuzony dozylny wlew kroplowy przez
pompe infuzyjng G 3139 w cyklu 14-21-
dniowym, uzyskujac, jak wczesniej wspo-
minano, dobrg tolerancje i farmakokinetyke
preparatu. W 2. i 3. fazie préb klinicznych
planuje sie zastosowanie krotkich wlewdw
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dozylnych, ktére powinny wykazac lepszg
tolerancje stosowanego preparatu i bytyby
wygodniejsze dla pacjentéw. Mozliwe jest
podawanie podskéorne G 3139 w 2 daw-
kach podzielonych dziennie.

Obok rezultatéw badan klinicznych za-
prezentowanych w tab. 2., w innych bada-
niach préobuje sie zastosowac, np. u cho-
rych z rakiem prostaty, terapie skojarzong
(G3139 + chemioterapia, cho¢ sa to jesz-
cze zbyt mate grupy pacjentéw (ponizej
6 w kazdej grupie), aby uzyskiwane wyni-
ki mogtyby by¢ uznane jako statystycznie
znamienne. Rozpoczynajgce sie 3 inne ba-
dania pod nadzorem Narodowego Instytu-
tu Raka USA dotycza 1. i 2. fazy klinicz-
nej z zastosowaniem antysensu G 3139
w terapii skojarzonej z chemioterapeutyka-
mi w leczeniu raka jelita grubego, ptuc,
ostrych biataczek, czerniaka.

Doniesienia naukowe badaczy z USA,
Kanady i Wielkiej Brytanii dotyczace wyni-
kéw badan z zastosowaniem G 3139 za-
rowno w monoterapii, jak w terapii kombi-
nowanej z chemioterapeutykami [48] suge-
rujg, ze preparat ten jest skuteczny i moze
by¢ bezpiecznie stosowany. Na ostateczne
wyniki badan, aby uzna¢ G 3139 za lek
mogacy wejs¢ do powszechnie stosowanej
terapii, poza osrodkami prowadzacymi ba-
dania doswiadczalne, nalezy poczekac.
Jakkolwiek przesledzenie historii rozwoju
strategii antysensowej odnotowuje finalne
niepowodzenie antysensowej terapii w przy-
padkach AIDS oraz choroby Crohna [49],
préby terapeutyczne wytaczajace ekspresje
genow odpowiedzialnych za etiopatogene-
ze i przebieg réznych choréb za pomocag
antysensowych oligonukleotydéw nadal
stwarzajg nadzieje, iz wkrotce klinicysci be-
da dysponowa¢ nowg generacjg lekow in-
formatycznych, tj. konstruowanych na pod-
stawie informacji o zmianach genetycznych.
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