STRESZCZENIE

Przemyst farmaceutyczny oraz metody leczenia chordb nowotworowych zwtaszcza na
przestrzeni ostatnich lat dynamicznie sie zmieniaja, co wynika z potrzeby projektowania
nowych, skuteczniejszych strategii terapeutycznych. Bardzo obiecujagcym podejsciem w
leczeniu chordéb nowotworowych jest antysensowa terapia genowa. Metoda ta, ze wzgledu
na niskg toksyczno$¢ wobec zdrowych komodrek oraz niwelowanie nie tylko objawdw, ale
rowniez molekularnych przyczyn choroby, moze stanowi¢ przetom we wspétczesnej terapii
nowotwordw. Czgsteczki takie, jak antysensowe oligodeoksynukleotydy (asODN), krétkie
interferujagce RNA (siRNA, miRNA) lub oligonukleotydy o aktywnosci katalitycznej (rybozymy,
DNAzymy) mogg znalez¢ zastosowanie w obnizaniu poziomu ekspresji onkogendéw w
monoterapii lub w potgczeniu z innymi S$rodkami terapeutycznymi. Wiekszosé
zdiagnozowanych przypadkéw przewlektej biataczki limfatycznej oraz chioniakéw B-
komérkowych zwigzanych jest z nadekspresjg antyapoptotycznego genu BCL2, co stanowi
rowniez przyczyne opornosci na standardowo stosowane cytostatyki. Jest wysoce
prawdopodobne, Zze poprzez obnizenie poziomu biatka Bcl-2 uda sie zapobiec rozwojowi
nowotworu lub uwrazliwi¢ komdrki nowotworowe na indukcje apoptozy przez zestaw lekow
chemioterapeutycznych.

Dostarczenie terapeutycznego fragmentu DNA lub RNA do komédrek docelowych w
organizmie pacjenta wymaga zastosowania systeméw wektorowych. W projekcie podjeto
probe konstrukcji preparatu o charakterze hybrydowym tgczgcym cechy liposomow oraz
polimeréw kationowych majgcego zastosowanie jako nos$nik lekow genetycznych w terapii
kierowanej. Opracowany wektor liposomowy zbudowany jest z rdzenia, ktéry stanowig
oligonukleotydy antysensowe kompleksowane z syntetycznym polikationem -
polietylenoiming (PEIl), zamknietego wewnatrz liposomu. Otoczke lipidowag zmodyfikowano
za pomocg polietylenoglikolu (PEG), ktéry czesciowo zawierat grupy maleimidowe, do
ktorych kowalencyjnie przytaczono przeciwciata rozpoznajgce dobrze scharakteryzowany
marker eksponowany na komdrkach docelowych.

Konstrukcja nosnika jest na tyle elastyczna, ze pozwala na wykorzystanie réznych
typow lekédw genetycznych, jak asODN, siRNA, miRNA, DNAzym obnizajgcych ekspresje

dowolnych gendw, jak rowniez na zastosowanie dowolnych, humanizowanych przeciwciat



lub innych czynnikdw biatkowych kierujgcych do konkretnych komodrek docelowych.
Wybranym w projekcie pracy doktorskiej modelem jest konstrukcja nosnika zawierajgcego
sekwencje asODN skierowang przeciwko szesciu pierwszym kodonom mRNA
antyapoptotycznego biatka Bcl-2 w limfocytach B, nadekspresjonowanego np. w
przypadkach ostrych biataczek limfatycznych i chtoniakdw B-komorkowych. Jako czgsteczki
kierujgce zastosowano monoklonalne przeciwciata terapeutyczne rozpoznajgce antygen
CD20. Opracowany nosnik liposomowy nazwano tL-P (targeted Liposomal coated Polyplex).

Podczas przeprowadzonych badan wykazano, ze proponowana konstrukcja moze
zamyka¢ duze ilosci kwaséw nukleinowych, jest stabilna podczas wielomiesiecznego
przechowywania oraz zachowuje swoje parametry w obecnosci ludzkiej surowicy. Ponadto
preparat wydajnie chroni zamkniety DNA przed degradacjg przez enzymy nukleolityczne.
Przytaczenie przeciwciat do powierzchni liposoméw nie powoduje znaczacych zmian
podstawowych wtasciwosci fizykochemicznych nosnika. Obserwacje mikroskopowe wykazaty
wyrazng réznice w kierowaniu immunoliposoméw do komodrek posiadajacych na
powierzchni marker CD20. Podobnie w badaniach z wykorzystaniem testu MTT oraz testu
Alamar Blue wykazano cytotoksycznos¢ immunoliposoméw wobec komérek docelowych.
Zaprojektowany nosnik liposomowy dzieki przytgczonym przeciwciatom dziata wiec
selektywnie. Ponadto, preparat nie wykazuje aktywnos$ci hemolitycznej i charakteryzuje sie
niskg nieswoistg cytotoksycznoscia.

Immunoliposomy tL-P efektywnie obnizajg poziom biatka Bcl-2 w ludzkich komérkach
nowotworowych eksponujgcych na swej powierzchni antygen CD20. Spadek ekspresji genu
doccelowego jest Scisle zwigzany z uwrazliwieniem komorki na proces programowanej
Smierci zwanej apoptoza indukowang przez cytostatyki. Podczas analiz cytotoksycznosci
obserwowano wysokg efektywnos¢ wspotdziatania preparatu z mitoksantronem w
warunkach in vitro. Ponadto wyniki otrzymane z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej
wskazujg na to, ze opracowany preparat kierowany przeciwciatami indukuje apoptoze w
komdrkach docelowych prawdopodobnie poprzez obnizenie ekspresji genu BCL2.

Wykazano, ze liposomowy nosnik tL-P charakteryzuje sie wysoky aktywnoscig
przeciwnowotworowg w warunkach in vivo. Jako zwierzeta modelowe wybrano myszy
szczepu NOD/SCID obarczone nowotworem indukowanym poprzez podskérne podanie
komoérek ludzkiego chtoniaka Burkitta, Daudi (CD20+). Wyniki analiz biodystrybucji wskazaty,

ze immunoliposomy lokalizujg sie w obrebie guzéw wywotanych podanymi komérkami, a



dodatek PEG zapewnia wydtuzony czas przebywania nosnikow w krwiobiegu organizméw
doswiadczalnych. Podczas trwania eksperymentu obserwowano catkowite zahamowanie
wzrostu guzéw w grupach myszy traktowanych immunoliposomami tL-P zawierajgcymi
asODN "anty Bcl-2" osobno oraz w skojarzeniu z niskim stezeniem mitoksantronu.
Opracowany w tej pracy nowy, kierowany nosnik liposomowy, ktérego rdzen
stanowig kompleksy PEl-asODN moze znalez¢ potencjalne zastosowanie jako wektor w
celowanej terapii genowej nowotwordw. Biorgc pod uwage powszechnie dostepne w
literaturze informacje na temat ograniczen zwigzanych z zastosowaniem wolnych
oligonukleotyddéw antysensowych w terapii in vivo, wszelkie préby wzmocnienia
skutecznosci ich dziatania mogg przyczyni¢ sie do rejestracji nowych form lekéw oraz
rozwoju skuteczniejszych strategii terapeutycznych, a co za tym idzie, do postepu medycyny

w walce z nowotworami.



