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1. Wstęp

Możliwość swoistego zniesienia eks
presji wybranyeh genów w komórce 
za pomocą oligomerów antysensowych 

umożliwia nie tylko badanie funkcji jaką 
one pełnią w organizmie, lecz przede wszy
stkim posiada również niezwykle ważny 
aspekt praktyczno-kliniczny. Celowane „za
blokowanie” ekspresji genów odpowiedzial
nych za występowanie poszczególnych 
schorzeń otwiera bowiem nowe perspekty
wy lecznicze (1,2,3,4). Zniesienie ekspresji 
protoonkogenów odpowiedzialnych za 
transformację nowotworową komórek mo
że prowadzić do zahamowania ich prolife
racji, a nawet zniszczenia (5,6,7,8,9). Po
dobnie związki blokujące geny 
odpowiedzialne za namnażanie wirusów 
lub pasożytów będą pomocne w leczeniu 
niektórych chorób wirusowych i pasożytni
czych (1,2,10,11,12,13,14).
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Ogólnie ujmując strategia antysensowa polega na wybiórczym zahamowa
niu ekspresji genu w komórce za pomocą odcinków kwasów nukleinowych, 
które mogą swoiście hybrydyzować do komplementarnych sekwencji sensu 
znajdujących się w genomowym DNA lub w cząsteczkach mRNA kodowanych 
przez ten gen. Chcąc wyłączyć ekspresję genu zą pomocą strategii antysen- 
sowej można wykorzystywać zarówno cząsteczki mRNA jak i DNA (15).

Blokowanie ekspresji genu za pomocą cząsteczek mRNA polega na wpro
wadzeniu do komórek plazmidów zawierających cDNA genu, którego ekspresję 
chcemy znieść. Znajdujące się w plazmidzie cDNA wklonowane jest w orien
tacji antysensu. W komórce syntetyzowany jest następnie zgodnie z informa
cją zawartą w cDNA plazmidu — antysens mRNA. Syntetyzowane wewnątrz
komórkowa cząsteczki antysensu mRNA mogą swoiście hybrydyzować z czą
steczkami mRNA posiadającymi komplementarne sekwencje, a tym samym 
wyłączać je z metabolizmu. Opisany mechanizm zniesienia ekspresji genu na 
poziomie mRNA za pomocą komplementarnych cząsteczek mRNA przypomina 
w pewnym stopniu fizjologiczną regulację ekspresji niektórych genów spoty
kaną u mikroorganizmów, gdzie obydwie nici genomowego DNA przepisywane 
są zarówno na mRNA sens, jak i hybiydyzujący z nim mRNA antysens (16).

Znacznie łatwiejszą techniką jest wykorzystąnie syntetycznych oligodeoksy- 
rybonukleotydów (oligomerów). Oligomery takie penetrują do komórki ze śro
dowiska zewnątrzkomórkowego poprzez błonę komórkową. Po wniknięciu do 
komórki swoiście hybrydyzują do komplementarnych odcinków sensu w czą
steczkach mRNA lub genomowym DNA. W pewnych sytuacjach mogą również 
przyłączać się na drodze powinowactwa molekularnego do ważnych metabo
licznie białek wewnątrzkomórkowych i hamować ich funkcję biologiczną.

Nad problemem praktycznego zastosowania oligonukleotydów w klinice, 
jako potencjalnych leków hamujących ekspresję protoonkogenów pracuje się 
w wielu laboratoriach także w naszych. Strategia ta budzi pewne nadzieje na 
mogący się dokonać dzięki niej przełom w farmakoterapii onkologicznej. 
Składa się na to szereg pr2yczyn. Po pierwsze, terapia swoistymi dla danego 
genu blokującymi oligonukleotydami ma cechy tak dawno poszukiwanego 
w medycynie „złotego środka leczniczego”. Za pomocą odpowiednio przygoto
wanych oligonukleotydów można bowiem w niektórych pr2ypadkach hamować 
ekspresję ściśle określonych genów, leżących u podłoża danego schorzenia. 
Jest to zatem rodzaj swoistej celowanej terapii na poziomie molekularnym. 
Po drugie, metoda ta, jak się wydaje, przynajmniej na obecnym etapie badań 
jest znacznie mniej obciążona ryzykiem wystąpienia powikłań jatrogennych 
ze strony innych narządów. Jest to fakt nie bez znaczenia biorąc pod uwagę 
dotychczasowe, obarczone poważnym ryzykiem wystąpienia powikłań, konwe
ncjonalne sposoby leczenia nowotworów za pomocą radiochemioterapii. Po 
trzecie, stosując wymienioną strategię będzie można prawdopodobnie leczyć 
szereg schorzeń, które nie poddają się obecnie skutecznej terapii klasycznymi 
środkami farmakologicznymi. Po czwarte, najważniejsze, to napawające opty
mizmem wyniki wstępnych doświadczeń na komórkach nowotworowych ho
dowanych in vitro oraz w układach doświadczalnych in vivo (1,6,7,8,9).



Perspektywy wykor^stania strategii oligomerów 37
w najbliższych latach okaże się na ile metoda ta znajdzie rzeczywiście 

w przyszłości zastosowanie w medyc3mie klinicznej. Pomimo że podjęto już 
pierwsze próby kliniczne to, jak się wydaje, droga od eksperymentu in vitro 
do terapii in vivo żywego organizmu jest jeszcze daleka. Celem pracy jest 
zapoznanie czytelnika z tą niezwykle obiecującą dziedziną biotechnologii.

2. Poszukiwanie nowych metod terapii chorób nowotworowych

Ze względu na trudności w uzyskaniu trwałych wyleczeń u chorych na 
nowotwory i białaczki pojawia sie pilna potrzeba poszukiwania innych, no
wych i efekt3wniejszych metod terapii. Wiadomo, że u podłoża schorzeń no
wotworowych organizmu leżą uwarunkowane pierwotnie lub wtórnie zmiany 
w prawidłowej ekspresji materiału genetycznego pojedynczych komórek. Obec
nie uwEiża się, że zaburzenia te ogólnie można podzielić na trzy podstawowe 
grupy:

Pierwsze z nich są wynikiem uszkodzeń kodu genetycznego w obrębie ge
nów hamujących proliferację komórek — czyli antyonkogenów. Powodują 
one to, że komórki przestają produkować pewne białka, ważne w negatywnej 
regulacji cyklu komórkowego. Druga grupa zaburzeń polega z kolei na nad
miernej ekspresji genów, stymulujących namnażanie komórek — czyli pro- 
toonkogenów. Trzecia z kolei jest wynikiem zaburzenia ekspresji genów re
gulujących zaprogramowany genetycznie proces umierania komórek — czyli 
zjawisko apoptozy.

Produkty białkowe antyonkogenów i protoonkogenów pełnią ważną fizjo- 
łogicznie rołę w procesie prołiferacji. Posiadają one budowę: czynników wzro
stowych, receptorów powierzchniowych, protein biorących udział w przeka- 
2^ywaniu sygnału z powierzchni do wnętrza komórki, cykłin i regulujących je 
białek łub protein regułujących bezpośrednio ekspresję genów na poziomie 
transkrypcyjnym w jądrze. Nieprawidłowa ekspresja tych genów może prowa
dzić do transformacji nowotworowej komórek.

Wymienione grupy defektów genetycznych, które leżą u podłoża chorób 
nowotworowych mogą stać się w niedalekiej przyszłości celem terapii genowej, 
polegającej na próbie korekcji zaburzeń na poziomie molekularnym. Podjęto 
pierwsze, konkretne próby doświadczalne leczenia tych zmian genetycznych 
in vitro w hodowlach komórkowych. W pierwszej grupie defektów próbuje się 
dokonać korekcji, wprowadzając do materiału genetycznego komórek prawid
łowe, brakujące antyonkogeny. Natomiast w drugiej grupie schorzeń rozważa 
się możłiwość blokowania nieprawidłowej ekspresji protoonkogenów odpowie
dzialnych za wzrost nowotworowy za pomocą swoistych oligomerów antysen- 
sowych. Pojawiają się również próby oddziaływania za pomocą ołigomerów 
antysensowych na ekspresję genów, które regulują proces apoptozy (1,2).
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3. Farmakokinetyka oligomerów antysensowych

Wspomniano już, że oligomery antysensowe są krótkimi odcinkami kwasu 
deoksyrybonukleinowego (DNA) o wielkości 10 - 25 zasad. Dzięki postępowi 
technologii można je otrzymywać syntetycznie za pomocą specjalnych urzą
dzeń służących do syntezy kwasów nukleinowych. Dążąc do zwiększenia ich 
stabilności w płynach biologicznych syntetyzowane są różne pochodne. Do 
najbardziej znanych należą pochodne fosfotiolowe oraz metylofosfonianowe 
(1). Wspomniano już, że zasada działania oligonukleotydów w komórce polega 
na blokowaniu poprzez swoistą hybrydyzację komplementarnych odcinków 
kwasów nukleinowych (DNA lub RNA) lub tworzeniu trwałych kompleksów 
z ważnymi w regulacji cyklu komórkowego białkami.

Myśląc o klinicznym wykorzystaniu oligomerów w leczeniu pacjentów prze
prowadzono już pierwsze badania farmakokinetyczne oligomerów stosowa
nych w modelach in vivo (1,17). Zgodnie z tym oceniano ich poziom we krwi, 
półokres trwania, jak i dystrybucję wewnątrzustrojową po podaniu parente- 
ralnym zwierzętom doświadczalnym. Półokres trwania pochodnych fosfotiolo- 
wych długości 20 - 27 zasad po podaniu dożylnym myszom wyniósł w suro
wicy od 40 do 72 godzin. Degradacja metaboliczna podanych oligomerów 
w moczu była niewielka. Oligomery kumulowały się w wątrobie i nerkach, 
a stężenie ich w tych narządach znacznie przewyższało stężenie w surowicy. 
Iversen i współ, wykazali, że w przypadku myszy oligomery gromadzą się 
również w mózgu co przemawiałoby za ich skutecznym przenikaniem przez 
barierę krew - płyn mózgowo-rdzeniowy u gryzoni.

U małp półokres trwania oligomerów w surowicy był podobny jak u gry
zoni. Oligomery kumulowały się najlepiej w: nerkach, wątrobie, grasicy, szpi
ku kostnym, węzłach chłonnych, śliniankach, płucach i trzustce. Obserwo
wano również gromadzenie się podanych oligomerów w: mięśniach, przewo
dzie pokarmowym i tchawicy. Najsłabiej gromadziły się natomiast w: mózgu, 
rdzeniu przedłużonym, chrząstkach, skórze i gruezole krokowym.

W pierwszym opisanym w literaturze przypadku dożylnego podania fosfo- 
tiolowych pochodnych oligomerów antysensowych, skierowanych przeciwko 
białku p53 u człowieka zaobserwowano: niewielki wzrost poziomu GTP w su
rowicy. Pacjent skarżył się jedynie na uczucie metałicznego smaku w ustach, 
nudności i wymioty (18). Chory otrzymywał dożyłnie wlew oligomerów anty- 
sensowych w dawce: 0,05 mg/kg/godzinę. Całkowita podana dawka wynosiła 
700 mg. Podanie dożylne oligomerów okazało się zatem w miarę bezpieczne.

Stosując ogólnoustrojowo oligomery antysensowe, szczególnie w wyższych 
dawkach, należy spodziewać się wystąpienia efektów ubocznych. Oligomery 
mogą działać toksycznie zarówno specyficznie jak i niespecyficznie.

Działanie specyficzne wynika z blokowania ekspresji genu, przeciwko któ
remu są skierowane nie tylko w komórkach chorych, lecz również w komór
kach zdrowych. Efekt końcowy tego działania załeży oczywiście od stopnia 
różnicy we wrażliwości na zniesienie ekspresji danego genu pomiędzy komór
kami chorymi i zdrowymi. Efekt niespecyficzny wynika natomiast z ich dzia-
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łania jako związku ehemieznego nie występującego fizjologicznie w organizmie.

Z przeprowadzonych własnych badań wynika, że myszy którym podawa
liśmy za pomocą pomp osmotycznych przez dwa tygodnie antysensy skiero
wane przeciwko sekwencji mRNA ludzkiego białka transkrypcyjnego c-myb 
— w dawce 100 |ig/dobę nie wykazywały zmian morfologicznych w wątrobie 
ani w nerkach. Obserwowano jedynie wystąpienie we krwi obwodowej mało- 
płytkowości, która wynikała prawdopodobnie z ich niespecyficznego, nieko
rzystnego działania jako cząsteczek będących polianionami na trombocyty.

Oligomery antysensowe skierowane przeciwko mRNA ludzkiego onkogenu 
bcr-abl podawane dożylnie myszom SCID w dawce 1 mg/dobę przez 12 ko
lejnych dni osiągają stężenie terapeutyczne w tkankach, a także są wykry
walne w ludzkich komórkach białaczkowych, rosnących u tych zwierząt. Prze
prowadzona analiza anatomopatologiczna narządów wewnętrznych myszy 
SCID otrzymujących oligomery przez 12 dni nie wykazywała również wię
kszych zmian (5).

Jednakże należy liczyć się z tym, że efekty uboczne terapii oligomerami 
mogą być bardziej nasilone i zróżnicowane. Będą one zależne od budowy 
chemicznej stosowanej pochodnej, jej dawki, jak i stosowanej sekwencji. 
Wprowadzenie oligomerów do kliniki wymaga zatem rzetelnie przeprowadzo
nych, poprzedzających badań toksykologicznych w modelach zwierzęcych — 
najpierw na myszach, a później na małpach.

4. Możliwości wykorzystania oligomerów anłysensowych 
w medycynie klinicznej

Wspomniano już, że trwają intens3wne badania nad wprowadzeniem oli
gomerów antysensowych, jako nowej generacji leków. Najbardziej zaawanso
wane prace dotyczą ich potencjalnego zastosowania w:

— onkologii klinicznej,
— angioplastyce naczyń wieńcowych,
— chorobach neurologicznych,
— leczeniu niektórych chorób winjsowych i pasożytniczych.
Oligomery antysensowe stosowane jako leki przeciwnowotworowe mogą ha

mować swoiście ekspresję wielu protoonkogenów odpowiedzialnych za nie
kontrolowany wzrost komórek. W wyniku ich działania może nastąpić zaha
mowanie proliferacji komórek złośliwych, indukcja apoptozy lub nawet cof
nięcie ich nowotworowego fenotypu. Z tego powodu myśli się o praktycznym 
wykorzystaniu oligomerów w klinice zarówno w leczeniu białaczek, jak i guzów 
litych.

Warunkiem poprzedzającym kliniczne zastosowanie oligomerów w leczeniu 
chorych jest uprzednie udokumentowanie ich korzystnego działania in vivo 
w modelach doświadczalnych na zwierzętach. Z pierwszych opublikowanych 
danych z przeprowadzonych badań na zwierzętach in vivo wynika, że oligo
mery antysensowe skierowane przeciwko protoonkogenom c-myb (6) i bcr-abl
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(8) spowalniały wzrost komórek ludzkiej przewlekłej białaezki szpikowej 
wszczepionej myszom SCID. Oligomery antysensowe skierowane przeciwko 
protoonkogenowi c-myb hamowały również wzrost komórek ludzkiego ezer- 
niaka u tyeh zwierząt (9). Z kolei oligomery skierowane przeciwko protoon
kogenowi e-HA-ras wykazywały działanie przeeiwnowotworowe in vivo u myszy 
nudę, którym wszczepiono komórki NIH-3T3 transformowane onkogenem e-HA- 
ras (1,2). Wykazano również, że oligomery antysensowe skierowane przeeiwko 
protoonkogenowi e-mye hamowały in vivo ekspresję białka e-mye w limfocy- 
taeh myszy transgenicznych, będąeyeh nosicielami transgenu: enhancer 
immunogłobułinowy — protoonkogen c-mye (19,20). Aktywne tn vivo okazały 
się również oligomery antysensowe skierowane przeciwko mRNA czynnika 
transkrypcyjnego NF-Kb (21).

Osobnym zagadnieniem jest zastosowanie oligomerów antysensowyeh 
w usuwaniu komórek nowotoworowych ex vivo ze szpiku kostnego przed 
autoprzeszczepami. Zaawansowane są próby kliniczne użycia antysensów 
skierowanych przeciwko mRNA protoonkogenu c-myb i onkogenu bcr-abl. 
Mechanizm molekularny działania oligomerów skierowanyeh przeeiwko tym 
onkogenom polega na indukowaniu apoptozy w komórkaeh białaczkowyeh 
(1,2).

Duże nadzieje wiąże się z wykorzystaniem oligomerów antysensowyeh w 
profilaktyee restenozy naezyń wieńeowych po angioplastyee. Oligomery anty- 
sensowe skierowane przeeiwko mRNA protoonkogenów: e-myb, cdc2 i PCNA 
podawane domiejscowo w momeneie rozszerzenia balonikiem naczyń wieńco
wych mają hamować ewentualną niepożądaną proliferację miocytów ściany 
naczyniowej po zabiegu. W badaniach przeprowadzonych w modelach do
świadczalnych u zwierząt potwierdzono efektywność takiej strategii in vivo 
(22,23,24).

Wszystko wskazuje również na to, że oligomery znajdą wkrótce zastoso
wanie kliniczne w neurofarmakologii klinicznej (1,2). Oligomery antysensowe 
skierowane przeeiwko protoonkogenowi e-fos po podaniu miejseowym do móz
gu hamowały ekspresję protoonkogenu e-fos w komórkach znajdujących się 
w sąsiedztwie miejsca iniekcji (25). Stosując z kolei oligomery antysensowe 
skutecznie zablokowano ekspresję reeeptora dla neuropeptydu Y oraz recep
tora metyloasparaginowego. Uważa się, że szezególnie ostatni z wymienionyeh 
oligomerów może znaleźć praktyezne zastosowanie w leczeniu udarów mózgu 
zmniejszająe ognisko uszkodzenia tkanki nerwowej. Praeuje się również nad 
syntezą oligomerów aptamerowyeh wiążących działające zakaźnie w układzie 
nerwowym eząsteczki białkowe jakimi są priony (1).

Zaawansowane są również badania nad wykorzystaniem oligomerów w le
czeniu chorób wirusowych i pasożytniczych (10,11,12,13,14). Wykazano ich 
efekt hamujący proliferację wimsów: opryszczki typu 1, nabytych zespołów 
niedoborów immunołogicznych, opryszczkowego zapalenia jamy ustnej, grypy, 
jak i wirusa wywołującego brodawczaki. Spośród chorób pasożytniczych uwa
ża się, że oligomery antysensowe znajdą wkrótce praktyezne zastosowanie 
w leezeniu malarii (2).
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Obecnie z dużym wysikiem opracowuje się syntezy nowych — bardziej 
stabilnych w płynach ustrojowych i łatwiej wnikających do komórek pochod
nych oligomerów anty sensowych. Oligomery próbuje się łączyć z krótkimi 
peptydami sygnałowymi, transfeiyną oraz umieszcza się je w liposomach. Ma 
to ułatwiać ich kumulowanie w komórkach docelowych (1,2,26,27,28,29).

Osobnym zagadnieniem jest zastosowanie oligomerów antysensowych 
w skojarzeniu z innymi formami leczenia, jak cytostatyki i immunoterapia. 
Okazało się, że oligomery antysensowe mogą być skutecznie kojarzone z in
nymi lekami, np. o działaniu przeciwnowotworowym. Z opublikowanych da
nych wynika, że oligomery skierowane przeciwko mRNA onkogenu bcr-abl 
w połączeniu z mafosfamidem znacznie bardziej skutecznie niszczyły komórki 
przewlekłej białaczki szpikowej (30). Strategia kojarzenia oligomerów antysen
sowych z cytostatykami i immunoterapią okazała się również skuteczna w ha
mowaniu wzrostu komórek guzów litych (31). Z naszych ostatnio przeprowa
dzonych badań i nie publikowanych jeszcze danych wynika ponadto, że oli
gomery antysensowe mogą być również skojarzone z działającymi przeciwno- 
wotworowo cytokinami, jak np. TNF-em i interferonem-a. Strategia taka umo
żliwia z jednej strony zmniejszenie dawki stosowanych oligomerów, a często 
zwiększa również ich efektywność farmakologiczną.

Obiecujące wyniki otrzymaliśmy również stosując jednocześnie dwa różne 
oligomery antysensowe hamujące ekspresję „współpracujących” ze sobą on- 
kogenów (32). Oligomery takie wykazywały synergistyczny efekt przeciwno- 
wotworowy, co pozwalało na znaczne zmniejszenie ich dawek.

6. Podsumowanie

Dynamiczny rozwój badań nad strategią blokowania ekspresji genów za 
pomocą oligomerów antysensowych stwarza realne nadzieje, że wkrótee kli- 
nieyśei będą dysponować nową generacją leków znosząeych swoiście ekspresję 
genów odpowiedzialny eh za występowanie poszczególnych schorzeń. Nad za
gadnieniami tymi praeuje wiele zespołów badawczych zarówno w ośrodkach 
akademickich jak i firmach biotechnologicznych. Obecnie w kilku zespołach 
m.in. i w tych, w których pracują autorzy tego artykułu uzyskano już zgodę 
na podjęcie pierwszych prób klinicznych leczenia choryeh za pomocą oligo
merów. Dotyczy to głównie białaczek i czerniaków. Oligomery próbuje się 
wykorzystać zarówno w leczeniu systemowym in vivo jak i w próbach usu
wania ex vivo komórek nowotworowych ze szpiku pobranego do przeszczepień 
autologieznych. Wkrótce powinny ukazać się pierwsze wyniki tych badań.

Wszystko wskazuje na to, że skoordynowany wysiłek chemików pracują
cych nad uzyskaniem na makroskalę nowych pochodnych oligomerów anty- 
sensowych, biologów oceniających ich działanie w modelach doświadczalnych, 
farmakologów śledzących ich farmakokinetykę jak i lekarzy wdrażających ten
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nowatorski sposób leczenia w kliniee spowodują, że w XXI w. wkroezymy 
uzbrojeni w nową generaeję leków oddziałującyeh na poszczególne schorzenia 
poprzez wpływanie na ekspresję genów odpowiedzialnyeh za etiopatogenezę 
i przebieg różnych chorób. W najbliższych latach zweryfikowana zostanie 
z pewnośeią skuteczność tej nowatorskiej strategii leczniczej.
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The perspectives of antisense strategy application in the clinical nnedicine

Summary

In this review paper the different aspects and perspectives of antisense strategy applications 
in clinical medicine are discussed.
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