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Analiza skutecznosci wybranych strategii terapii genowych -
wptyw jadrowo ukierunkowanej maspiny na komaorki
nowotworu piersi
oraz przygotowanie nosnika dla leku genetycznego

STRESZCZENIE

Choroby nowotworowe sg zaliczane do chordéb cywilizacyjnych i pod
wzgledem liczby przypadkéw $Smiertelnych zajmujg obecnie drugie miejsce, za
chorobami uktadu krazenia. Najczesciej diagnozowane s nowotwory ukfadu
oddechowego, piersi oraz okreznicy i odbytnicy. Ze wzgledu na duzg
heterogennos$¢ nowotworéw, nie sg dostepne uniwersalne metody leczenia,
a stosowane obecnie terapie w wielu przypadkach sg nieskuteczne, szczegélnie
w zaawansowanych stadiach choroby, gdy dochodzi do powstawania
przerzutéw. Bardzo istotng kwestig jest poszukiwanie nowych metod leczenia i
poznawanie mechanizméw procesu nowotworzenia, co pozwoli na bardziej
precyzyjne kierowanie terapii. Powyzsze aspekty stanowity podstawe do
przeprowadzenia ponizszych badan.

Celem pracy doktorskiej byto opracowanie strategii terapii nowotworu
piersi opartej na terapii genowej z zastosowaniem odpowiedniego nosnika dla
leku genetycznego. Poszczegdlne etapy pracy miaty na celu wybdér sekwencji
leku genetycznego oraz analize jego wptywu na komérki nowotworu piersi oraz
wybér i przygotowanie nosnika dla leku genetycznego i ocene efektywnosci
jego dostarczania do komoérek. Kolejnym celem byto potaczenie dwodch
wczesniej wybranych elementéw terapii - leku genetycznego oraz nosnika, i
przygotowanie oraz optymalizacja gotowego wektora do testéw in vitro oraz in
vivo. Kohcowym etapem byta ocena efektywnosci dziatania wektora i procedury
terapeutycznej w uktadzie hodowli komérkowych oraz modelu mysim in vivo.
Zaprojektowana terapia genowa wraz z przygotowanym wektorem miata by¢
elementem terapii skojarzonej nowotworéw, ktéra ma na celu osiggniecie
synergii dziatania poszczegdélnych komponentéw. Drugim elementem terapii
miat by¢ niezaleznie opracowany nosnik liposomowy z chemioterapeutykiem.

W pierwszej czesci pracy wybrane zostaty dwie strategie terapii genowej:
wyciszenie onkogenu oraz nadprodukcja biatka supresorowego. Jako onkogen
wybrano gen kodujgcy biatko HER2, ktére jest nadprodukowane w okoto 15-



25% nowotwordw piersi wptywajac na zwiekszenie tempa wzrostu nowotworéw.
Zaprojektowano cztery sekwencje wyciszajgce oraz sekwencje kontrolng.
Stosujgc transfekcje przejsciowg wykazano, ze dwie z zaprojektowanych
sekwencji zapewniajg wyciszenie genu erbb2 w komdrkach nowotworu piersi
MCF-7 oraz SKBR-3, dlatego zostaty one wybrane do dalszych eksperymentéw.
Przygotowano odpowiednie wektory lentiwirusowe kodujgce sekwencje
wyciszajgce, ktére réwniez zapewniaty efektywne wyciszenie genu erbb2 w
uktadzie kontrolnym z zastosowaniem komdérek HEK 293. Nie obserwowano
natomiast efektywnego wyciszenia tego genu oraz wptywu na tempo
proliferacji komdérek nowotworu piersi, co wskazywato na brak efektu dziatania
wektora w danym uktadzie.

W ramach strategii zwigzanej z nadprodukcjg biatka supresorowego,
poczatkowo wykorzystywana byta sekwencja kodujgca biatko p53. Mutacje w
tym genie powodujgce utrate aktywnosci tego biatka lub zaburzenie jego
funkcji sg obserwowane w okoto 17% przypadkéw nowotwordow piersi
prowadzac gtéwnie do zaburzenia mechanizméw naprawy DNA oraz
zmniejszenia wrazliwosci komérek na sygnaty prowadzace do apoptozy.
Komérki MCF-7 oraz MDA-MB-231 po transfekcji plazmidem kodujgcym to biatko
byty wprowadzane na droge apoptozy.

Wedtug danych literaturowych, powyzsze leki genetyczne powinny
zapewni¢ wysokag skuteczno$¢ hamowania wzrostu nowotworéw, jednak nie
zapewniajg one wystarczajgcej specyficznosci dziatania. W przypadku ich
zastosowania specyficznos¢ mogtaby by¢ osiggnieta poprzez zastosowanie
specyficznego promotora Ilub jednoczesne ukierunkowanie nosnikéw na
specyficzne receptory powierzchniowe komérek nowotworu piersi.

Niezaleznie od prac prowadzonych nad lekami genetycznymi opartymi na
sekwencji wyciszajgcej gen erbb2 oraz sekwencji kodujgcej biatko p53, we
wspoétpracy z Uniwersytetem Medycznym we Wroctawiu, prowadzone byty
prace badawcze nad masping. Mimo ze biatko to nie jest dobrze poznane, czes¢
badan wskazywata na jego aktywnos¢ supresorowg, prowadzacg do
spowolnienia lub nawet zahamowania rozwoju nowotworéw, w tym
nowotworéw piersi.
Ze wzgledu na brak jednoznacznych danych na temat jego dziatania, a takze
na pojawiajgce sie doniesienia na temat wptywu lokalizacji subkomérkowej tego
biatka na wzrost komoérek nowotworowych, podjeto sie zweryfikowania hipotezy
zaktadajgcej, ze jadrowo  zlokalizowana  maspina  wywiera  efekt
antyproliferacyjny na komaorki nowotworu piersi.

Przygotowano  konstrukty kodujgce odpowiednio  maspine-EGFP
(nadprodukowane biatko lokalizujgce sie gtéwnie w cytoplazmie) lub maspine-
NLS-EGFP (lokalizacja w jadrze), ktére miaty zapewni¢ odpowiednig lokalizacje



biatka w komadrce. Jako kontrola zastosowane zostaty plazmidy kodujgce EGFP
(lokalizacja mieszana) oraz EGFP-NLS (lokalizacja jadrowa). Komorki trzech linii
nowotworu piersi (MCF-7, MDA-MB-231, SKBR-3) oraz kontrolna linia
pochodzaca z gruczotu piersiowego MCF10A, zostaty poddane transfekcji
wszystkimi konstruktami i zbadano wptyw nadprodukcji kodowanych biatek na
status proliferacyjny komérek. Wykazano, ze jadrowo zlokalizowana maspina, w
przeciwiehstwie do maspiny o lokalizacji cytoplazmatycznej i biatek
kontrolnych, wywierata istotny wptyw na zmniejszenie statusu proliferacyjnego
komérek nowotworu piersi. Ponadto maspina zaréwno o lokalizacji
cytoplazmatycznej, jak i jadrowej nie wywierata efektu na proliferacje komadrek
kontrolnych. Ze wzgledu na to, ze efekt jadrowo ukierunkowanej maspiny
wydawat sie byl specyficzny w stosunku do komoérek nowotworu piersi,
zdecydowano sie na zmiane pierwotnie zaplanowanej strategii i zastosowanie
sekwencji kodujgcej maspine-NLS-EGFP jako leku genetycznego do
wykorzystania w dalszych etapach pracy nad terapig genowa. Dzieki temu
zapewnienie specyficznosci terapii mogtoby by¢ mozliwe juz na etapie leku
genetycznego, w przeciwienstwie do dwéch wczesniej testowanych lekéw
genetycznych. Jesli dalsze badania wykazatyby antyproliferacyjny efekt
maspiny o lokalizacji jadrowej na komérki prawidtowe pochodzgce z innych
tkanek, mozliwe bytoby zastosowanie wczesniej zaplanowanej strategii
ukierunkowania transkrypcyjnego (specyficzny promotor) lub transdukcyjnego
(ukierunkowanie nosnika na charakterystyczne receptory).

Kolejnym celem pracy byto wybranie nos$nika dla leku genetycznego.
Prowadzono prace nad trzema nosnikami: liposomowym, lentiwirusowym oraz
adenowirusowym. Kazdy z nich byt przygotowywany samodzielnie w naszym
laboratorium. Ostatecznie wybrano nosnik adenowirusowy ze wzgledu na jego
charakterystyke, wydajnos$¢ dostarczania leku genetycznego do komdrek oraz
efektywnos¢ dziatania na komérki nowotworu piersi w potaczeniu z lekiem

genetycznym.

W ostatnim etapie pracy przeklonowano sekwencje kodujgce maspine-
EGFP oraz
maspine-NLS-EGFP do plazmidéw transferowych adenowiruséw,

przeprowadzono wszystkie etapy produkcji, oczyszczania oraz zageszczania
adenowiruséw otrzymujgc preparaty wektoréw adenowirusowych.
Przygotowane  preparaty zostaty poddane testom  funkcjonalnosci
i efektywnosci in vitro w ukfadzie hodowli komérkowych oraz in vivo w mysim
modelu zwierzecym. Eksperymenty wykazaty funkcjonalnos¢ wektora z lekiem
genetycznym w ukfadzie hodowli komodrkowych, a takze efektywnosc
hamowania proliferacji komdrek nowotworu piersi w przypadku wektora
niosgcego sekwencje kodujgcg jadrowo ukierunkowang maspine. Wstepne,



pilotazowe testy in vivo na modelu mysim wykazaty funkcjonalnos¢
przygotowanego nosnika zapewniajgcego dostarczenie transgenu do komoérek i
utrzymanie sie jego ekspresji przez okoto 30 dni, jednak na ich podstawie nie
mozna byto stwierdzi¢ efektywnosci dziatania wektora, dlatego niezbedne sg
kolejne badania.

Podsumowujac, dokonano wyboru sekwencji leku genetycznego -
maspiny ukierunkowane] jgdrowo, ktéra moze by¢ stosowana jako element
terapii nowotworéw w dalszych badaniach. Wykazano, ze maspina o lokalizacji
jadrowej hamowata proliferacje komoérek nowotworu piersi, natomiast maspina
o lokalizacji cytoplazmatycznej nie wywierata istotnego efektu na ich
proliferacje. Ponadto nadprodukcja maspiny nie miata wptywu na proliferacje
kontrolnych komdrek gruczotu piersiowego niezaleznie od jej lokalizacji.
Wdrozono i zoptymalizowano produkcje nosnika adenowirusowego oraz
przygotowano wektor adenowirusowy
z masping-NLS-EGFP jako lekiem genetycznym. Wykazano funkcjonalnos¢ i
efektywnos¢ dziatania przygotowanego wektora w uktadzie hodowli
komérkowych. W modelu mysim in vivo potwierdzono jego funkcjonalnos¢,
natomiast wskazana jest dalsza optymalizacja wektora i przeprowadzenie
testéw efektywnosci dziatania w uktadzie in vivo.



