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W rozwoju guzow pierwotnych i prze-
rzutow duzg role odgrywa powstanie
unaczynienia (angiogeneza). Dane
doswiadczalne wskazujg, ze zahamo-
wanie unaczynienia guzow pierwot-
nych i przerzutdw prowadzi, w konse-
kwencji, do zahamowania ich wzrostu.
W artykule omaowilismy mozliwosci wy-
Korzystania terapii genowej w hamo-
waniu angiogenezy w nowotworach.
Na szczegdlng uwage zastuguje wy-
korzystanie w antyangiogennej terapii
genowej gendw kodujgcych tzw. ,roz-
puszczalne” receptory dla czynnikow
wzrostu (VEGF i angiopoetyny-1) oraz
biatkowe inhibitory angiogenezy (an-
giostatyna i endostatyna).

Stowa kluczowe: angiogeneza, tera-
pia genowa nowotwordw, receptory
VEGF, angiostatyna, endostatyna.

Several data show that transfer of se-
quences encoding angiostatin, endo-
Statin or trucated receptors for VEGF
can be used to inhibit tumor growth
and metastasis.

Key words: angiogenesis, cancer ge-
ne therapy, VEGF receptors, angio-
statin, endostatin.
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WSTEP

Jednym z podstawowych zatozen terapii
choréb uwarunkowanych genetycznie, cho-
rob monogenetycznych, np.: fenyloketonurii
lub mukowiscydozy, sg manipulacje pozwa-
lajace na rewersje zmienionego (,patologicz-
nego”) fenotypu na fenotyp prawidtowy.

Najogdlniej, manipulacje te polegajg na
wprowadzeniu do komorek z brakujgcym pra-
widtowym genem, genu prawidtowego. Eks-
presja tego genu sprawia, iz w komdrkach po-
jawia sie prawidtowe biatko ,korygujace” ogol-
noustrojowe zmiany patologiczne [1].

W przypadku chordb, w ktdérych powsta-
niu i przebiegu bierze udziat wiele roznych
gendw (np. choréb nowotworowych) manipu-
lacje takie, prowadzace do korekty zmienio-
nego patologicznego fenotypu na fenotyp
prawidtowy, sg trudne do przeprowadzenia.
W chorobach nowotworowych wykorzystuje
sie raczej zabiegi polegajgce na wprowadze-
niu do komadrek nowotworowych gendw, kto-
rych biatkowe produkty majg doprowadzi¢ do
zniszczenia komdérek nowotworowych [2, 3].

W badaniach przedklinicznych oraz we
wstepnych prébach klinicznych stosuje sie
dwa typy (rodzaje) niszczenia komdrek no-
wotworowych: niszczenie bezposrednie
oraz tzw. niszczenie posrednie (Ryc. 1.,
ktéry przedstawia podstawowe zatozenia
terapii genowej choréb nowotworowych).

Niszczenie bezposrednie komoérek nowo-
tworowych polega na tym, ze wprowadzony
do nich gen (najczesciej pochodzenia wiru-
sowego lub bakteryjnego) koduje enzym me-
tabolizujgcy nieaktywny prolek do aktywnego
leku [4]. Jest to tzw. koncepcja gendw sa-
mobojczych: wprowadzone geny ,uczulajg”
komorki nowotworowe na pewnego typu leki
lub ,radiouczulajg” je na promieniowanie jo-
nizujgce; zob. m.in. nasze prace [5, 6].

Niszczenie posrednie polega na tym, ze
wprowadzony do komoérek nowotworowych
gen koduje biatko, tzw. biatko immunomo-
dulacyjne (najczesciej: réznego typu cyto-
kiny), mobilizujgce uktad immunologiczny
do swoistego niszczenia komorek nowotwo-
rowych [2, 3, 7].

W ostatnich latach pojawita sie nowa stra-
tegia dotyczgca posredniego niszczenia ko-
morek nowotworowych, tzw. antyangiogenna
terapia genowa [8]. W terapii tej wykorzystu-

je sie geny, ktérych ekspresja prowadzi do
zahamowania angiogenezy. Przypomnijmy, ze
zahamowanie angiogenezy w nowotworach
(ograniczenie powstawania naczyri w guzach
pierwotnych i przerzutach) prowadzi do za-
hamowania ich wzrostu. Angiogenezie oraz
biatkowym inhibitorom angiogenezy poswig-
cilismy odrebne artykuty [9, 10].

W artykule tym przedstawiliSmy nato-
miast doswiadczalne zatozenia antyangio-
gennej terapii genowej.

ZASTOSOWANIA ANTYANGIOGENNEJ
TERAPII GENOWEJ W BADANIACH
PRZEDKLINICZNYCH

W terapii antyangiogennej istnieje mozli-
wos¢ wykorzystania szeregu réznorodnych
genow kodujacych biatkowe inhibitory an-
giogenezy. Na przyktad wprowadzenie do
komorek nowotworowych jednego z tzw. ge-
néw supresorowych, genu p53, kodujacego
biatko o szerokim, plejotropowym dziataniu,
prowadzi m.in. do zahamowania transkryp-
cji naczyniowo-srodbtonkowego czynnika
wzrostu (VEGF) — jednego z czynnikéw pro-
angiogennych [11-13]. Brak tego czynnika
hamuje proliferacje komérek srédbtonkowych
naczyn nowotworowych i tym samym, wzrost
doswiadczalnych guzéw.

Zmniejszenie ilosci czynnikdw wzrostowych
indukujgcych proliferacje komdrek srodbtonko-
wych naczyn nowotworowych moze takze od-
bywac sie na innej drodze. Do komorek no-
wotworowych wprowadza sie geny kodujgce
odpowiednio zmienione (zmutowane) rozpusz-
czalne receptory czynnikdw wzrostowych
(VEGF [14-16] lub angiopoetyna 1 [17]). Kom-
pletny receptor dla VEGF posiada zewnatrz-
komorkowg domene wigzaca ligand, czes¢
transbtonowg oraz cytoplazmatyczng domene
posiadajgcg aktywnos¢ kinazy biatkowej. Roz-
puszczalne receptory posiadajg tylko dome-
ne zewnatrzkomoérkowa, ktdéra wigze czynniki
wzrostowe wydzielane przez komorki nowo-
tworowe lub makrofagi, uniemozliwiajgc trans-
dukcje sygnatu do podziatu w komodrkach
Srodbtonkowych (Ryc. 2A, a takze tab. 1.).

W antyangiogennej terapii genowej wyko-
rzystano takze gen kodujgcy antysensowy
mRNA dla VEGF [18]. Antysensowy mRNA
tworzy hybryde z prawidtowym mRNA dla
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Tab. 1. Przyktady antyangiogennej terapii genowej

Rodzaj genu terapeutycznego

1. Geny supresorowe:
— prawidtowy, niezmutowany gen p53
[11-13]

2. Gen kodujgcy antysensowy mRNA
dla VEGF [18]

3. Geny kodujace zmodyfikowane
receptory czynnikdw wzrostu:

— gen kodujacy nierozpuszczalny
fragment receptora Flt-1 [14]

— gen kodujacy rozpuszczalny fragment
receptora Flt-1 [15, 16]

- gen kodujacy rozpuszczalny
fragment receptora Tie2 [17]

4. Gen kodujacy fragment urokinazy [19]

5. Geny kodujace biatkowe
inhibitory angiogenezy:

— gen kodujacy czynnik ptytkowy 4 [29]

— gen kodujacy angiostatyne [24-26]

— gen kodujacy endostatyne [27]

VEGF, co prowadzi do obnizenia ekspresji
genu kodujgcego ten czynnik wzrostu.
W efekcie uzyskuje sie zmniejszenie wytwa-
rzania czynnika wzrostu i zahamowanie pro-
liferacji komoérek srodbtonkowych.

Oryginalnym rozwigzaniem w antyangio-
gennej terapii genowej jest wykorzystanie se-
kwencji kodujgcej N-koricowy fragment uro-
kinazy [19]. Genetycznie zmodyfikowane ko-
morki nowotworowe wydzielajg fragment
urokinazy, ktory wigze sie z odpowiednim re-
ceptorem komdrkowym i hamuje aktywacje
urokinazy, powstanie plazminy z plazminoge-
nu. Zahamowanie systemu urokinaza-plazmi-
nogen-plazmina odgrywa wazng role w kon-
troli migracji komorek srodbtonkowych. Przy-
pomnijmy, ze plazmina to enzym aktywujgcy
metaloproteazy biorgce udziat w trawieniu
macierzy zewnagtrzkomoérkowej i utatwiajace
w ten sposob migracje réznym typom komo-
rek (w tym takze migracje komdrek srodbton-
kowych tworzgcych naczynia krwionosne).

Nieco innym rozwigzaniem w antyangio-
gennej terapii genowej jest wprowadzenie
do komdrek nowotworowych gendéw kodu-
jacych biatkowe inhibitory proliferacji komo-
rek Srédbtonkowych, np. czynnika ptytko-
wego 4 (PF 4), angiostatyny czy endosta-
tyny (Ryc. 2B., tab. 1.).

Angiostatyna jest proteolitycznym fragmen-
tem plazminogenu [20], (zob. takze naszg
prace [10], w ktérej opisaliSmy powstawanie
i wtasciwosci biologiczne angiostatyny).

Angiostatyna hamuje podziaty i migra-

Aktywnos$¢ biatka kodowanego
przez transgen

Zahamowanie ekspresji genu VEGF

Zahamowanie ekspresji genu VEGF

Wigzanie liganda
(czynnika wzrostu VEGF)

Wiagzanie liganda
(czynnika wzrostu VEGF)

Wiazanie liganda (angiopoetyny-1)

Ligand wigzgcy sie z receptorem
urokinazy, hamowanie systemu
urokinaza/plazminogen/plazmina

Cytokina biorgca udziat m.in.
w hamowaniu proliferacji komoérek
Srodbtonkowych

Hamowanie proliferacji komaorek
Srédbtonkowych

Hamowanie proliferacji komérek
Srodbtonkowych

cje komorek srédbtonkowych, lecz mecha-
nizm jej dziatania nie jest do korica pozna-
ny. Stwierdzono réwniez, ze angiostatyna

indukuje w komdrkach srodbtonkowych stan
apoptozy [21]. Angiostatyna wigze sie
z synteza ATP obecng na powierzchni ko-
morek Srédbtonkowych i hamuje aktywnos¢
tego enzymu [22]. Synteza ATP podnosi
wewnatrzkomorkowe stezenie ATP i pozwa-
la przezy¢ komdrkom srébtonkowym w wa-
runkach hipoksji np. wewnatrz guza. Zaha-
mowanie aktywnosci tego enzymu przez
angiostatyne prowadzi prawdopodobnie do
zmian metabolicznych i stgd — do ograni-
czenia podziatdw i zywotnosci komorek
Srodbtonkowych.

Skutecznos¢ terapii angiostatyng (poda-
wanej w postaci biatka rekombinowanego)
potwierdzono in vivo dla eksperymentalnych
guzow pierwotnych i przerzutéw wywodza-
cych sie z wielu linii komorek nowotworo-
wych [23]. Podobne efekty jak przy zasto-
sowaniu angiostatyny w postaci biatka uzy-
skano, podajgc doguzowo wektory
adenowirusowe i retrowirusowe zawieraja-
ce cDNA kodujgcy angiostatyne [24-26].

Innym silnym inhibitorem wzrostu komo-
rek srodbtonkowych jest endostatyna (prote-
olityczny fragment kolagenu XVIII) [27], (zob.
takze naszg prace [10]). Podobnie jak an-
giostatyna hamuje ona wzrost guzow oraz
ogranicza ilo$¢ i wzrost przerzutéw [28]. Se-
kwencje kodujgce endostatyne sklonowano
w wektorze wirusowym, ktéry bedzie mozna
zastosowac w terapii nowotworéw [18].

Inhibitorem angiogenezy jest rowniez
czynnik ptytkowy 4 (PF 4) [29]. Terapie ge-
nowg z zastosowaniem tego czynnika te-
stowano na modelach glejaka [30]. Guzy
wywodzace sie z komorek, do ktérych
wprowadzono PF 4 rosty wolniej i byty sta-
biej unaczynione niz guzy kontrolne.
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Ryc.1. Modele terapii genowej nowotworéw

Wprowadzone do komdrek nowotworowych geny kodujace réznego typu biatka terapeutyczne. Komorki nowotworowe s
niszczone przez metabolity enzyméw kodowanych przez tzw. geny samohajcze lub poprzez indukcje swoistej odpowiedzi
immunologicznej (immunomodulacyjna rola cytokin) oraz poprzez zahamowania angiogenezy (inhibitory angiogenezy)
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A. Wprowadzanie genéw kodujgcych biatka
wigzgce czynniki wzrostu

Promotor  Sekwencje kodujgce

Fragment receptora VEGF

Nosnik wirusowy

Transfer do komadrek

nowotworowych
) ) Komoérki srédbtonka
__C L ] L]
C € . e VEGF
< € ..
Fragmenty ~@

B. Wprowadzanie genéw kodujgcych
czynniki angiostatyczne

Promotor Sekwencje kodujace

Angiostatyna, endostatyna

Nosnik
lub

wirusowy
lipidy kationowe

Transfer do komadrek

nowotworowych
lub prawidtowych (?)

Komorki srédbtonka

« ¥ Swoiste receptory dla
a.ngiostatyny lub endostatyny (?)
. -

receptora VEGF ¢ LA 3

Komadrki nowotworowe

v Angiostatyna
lub endostatyna

Komodrki nowotworowe
Komorki prawidtowe (7?)

Ryc. 2. Dwa podstawowe modele terapii genowej stosowane w hamowaniu angiogenezy nowotworow

A - DNA posiadajacy sekwencje kodujace rozpuszczalny fragment receptora jest wprowadzany do komérek nowotworowych za pomoca nosnikéw wirusowych. W komérkach nowotwo-
rowych zachodzi ekspresja transgenu. Na zewnatrz komérek wydzielane s rozpuszczalne receptory, ktore dzigki prawidtowej domenie zewnatrzkomérkowej wiaza czynnik wzro-
stu (VEGF); brak transdukcji sygnatu uniemozliwia w konsekwenciji proliferacjg¢ komaorek Srodbtonkowych;

B - Do komérek nowotworowych lub prawidtowych, za pomoca odpowiednich nosnikéw, wprowadzany jest DNA zawierajacy sekwencje kodujace czynniki angiostatyczne (angiostaty-
na lub endostatyna). W wyniku ekspresiji transgenu w komérkach pojawiaija si¢ biatkowe inhibitory, ktére hamuja proliferaci¢ komérek srodbtonkowych

W antyangiogenne;j terapii genowej moz-
na zatem wyrézni¢ dwie strategie: posrednig
i bezposrednig. Bezposrednia antyangiogen-
na terapia genowa polega na zastosowaniu
gendéw biatkowych inhibitoréw angiogenezy
np.: angiostatyny, endostatyny, PF 4. W tera-
pii posredniej wykorzystuje sie geny hamujg-
ce wydzielanie angiogennych czynnikéw
wzrostu (np.: geny kodujgce antysensowy
mRNA dla VEGF, czy geny supresorowe-p53)
lub rozpuszczalne receptory, ktére uniemoz-
liwiajg wigzanie czynnikdw wzrostu z recep-
torami komarek srodbtonkowych (rozpuszczal-
ne receptory: Flt-1, Tie-2). Wiekszos¢ przy-
ktadéw antyangiogennej terapii genowej
przedstawiamy w tabeli 1.

ZAKONCZENIE

Niewatpliwg zaletg antyangiogennej terapii
genowej jest jej uniwersalnosc¢, kitdra polega
na mozliwosci zastosowania tych samych ge-
now terapeutycznych dla réznych typow gu-
z6w. Komorki srodbtonkowe naczyn, rowniez
naczyn guza, sg komoérkami prawidtowymi,
o statym charakterze, w odréznieniu od ko-
morek nowotworowych, ktére sg bardzo réz-
norodne (rézne w réznych typach nowotwo-
row), jak réwniez bardzo niestabilne, ulegaja-
ce czestym mutacjom, tworzgc zréznicowane
klony, czesto oporne na dotychczas stosowa-

ne metody terapii przeciwnowotworowej. Jest
mato prawdopodobne, zeby terapia antyan-
giogenna indukowata w komdrkach $rodbton-
kowych stan opornosci [28, 31].

Teoretycznie terapia ta powinna charak-
teryzowac sie minimalng toksycznoscig i bra-
kiem wptywu na wzrost komodrek prawidto-
wych. Wprowadzanie do komdérek nowotwo-
rowych, a takze niektérych komdrek
prawidtowych gendw kodujgcych biatkowe
inhibitory angiogenezy moze sta¢ sie cenng
innowacjg w terapii nowotworéw i uzupemie-
niem dotychczas stosowanych metod lecze-
nia. Wprowadzony gen, kodujgcy biatkowy
inhibitor angiogenezy, moze utrzymywac sie
stosunkowo dtugo w komdrkach, a jego wy-
dtuzona w czasie ekspresja moze sprzyjac
ciggtemu i dlugotrwatemu wytwarzaniu i wy-
dzielaniu terapeutycznego biatka. Moze po-
prawi¢ to komfort leczenia pacjenta oraz
zmniejszy¢ niebezpieczenstwo nieodpowied-
niego dobrania dawki terapeutycznej biatka.
Ponadto, przez wprowadzenie transgenu,
ktdrego czas utrzymywania w komodrkach jest
odpowiednio dtugi, pacjent unika ogromne;j
ilosci czestych dozylnych wlewow.

Last but not least, wazng kwestig sg row-
niez koszty terapii. W przypadku terapii ge-
nowej jest on duzo nizszy niz produkcja zre-
kombinowanych biatek antyangiogennych.

Reasumujgc: antyangiogenna terapia ge-

nowa moze okazac sie nowym i cennym
rozwigzaniem w terapii guzéw pierwotnych
i przerzutow, ktérych wzrost jest uzaleznio-
ny od angiogenezy.
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