»Liposomowy no$nik leku genetycznego przeznaczony do celowanej terapii
nowotworow krwi”

Streszczenie

Krwiotworcze komorki macierzyste moga nadmiernie proliferowaé w kazdym z
etapdw procesu roznicowania prowadzac do ostrej lub przewlektej formy nowotworu.
Standardowg metoda leczenia nowotworow uktadu krwiotworczego jest chemioterapia,
jednakze okoto 20% przypadkow tych schorzen pozostaje oporne na dziatanie cytostatykow.
W  komorkach przewlektej biataczki limfocytarnej oraz chioniakéw B-komoérkowych
wykazano nadekspresje genu BCL2 i stwierdzono zalezno$¢ pomig¢dzy wysokim poziomem
ekspresji tego genu, a niskg skutecznoscig chemioterapii. W przypadku choréb, u podioza
ktérych lezag zaburzenia genetyczne, coraz bardziej obiecujaca metodg leczenia jest terapia
genowa. W praktyce klinicznej najczgsciej stosowane sg metody wykorzystujace asODN,
siRNA, shRNA, miRNA czy DNAzymy, polegajace na eliminacji lub przynajmniej
ograniczeniu ekspresji genu odpowiadajacego za powstanie choroby. Zatem potencjalng
metoda leczenia nowotwordéw zaleznych od nadekspresji BCL2 moze by¢ zastosowanie leku
genetycznego w postaci asODN, ktoéry przylaczajac sie do docelowego mRNA zaindukuje
jego degradacj¢. Jednakze do najwiekszych problemdw ograniczajacych skutecznos¢ terapii
genowej zaliczamy efektywne dostarczenie leku genetycznego do miejsca docelowego. Lek
genetyczny zasadniczo nie jest zdolny do pokonania bariery blony komorkowe;j. Istotnym
problemem jest takze wrazliwo$¢ ,,nagich” czasteczek kwaséw nukleinowych na enzymy
nukleolityczne wystepujace w osoczu i innych plynach tkankowych. Wysoki wypadkowy
tadunek ujemny kwasoéw nukleinowych promuje opsonizacje i usuwanie z krwiobiegu przez
makrofagi ukladu siateczkowo-$§rodbtonkowego. Konieczne jest wigc zastosowanie
odpowiedniego nos$nika, ktory dostarczy lek genetyczny do komoérki docelowej pokonujac
wczesniej wymienione bariery. Najskuteczniejszymi nosnikami uzywanymi do transferu
genow 1 innych krotkich sekwencji nukleotydowych sa wektory wirusowe, w przypadku
ktorych wykorzystuje si¢ ich naturalng zdolno$¢ do zakazania komorek. Jednak wada tego
typu wektorow sa liczne ograniczenia ich zastosowania, takie jak: silna odpowiedz
immunologiczna, cytotoksycznosé, krotkotrwata ekspresja, mozliwos¢ wprowadzenia
transgenu tylko do komorek dzielagcych sie, wysokie prawdopodobienstwo mutacji

insercyjnych, a takze trudna konstrukcja i kontrola jakosci tego no$nika. Liposomowe nos$niki



lekéw genetycznych sg bardzo dobra alternatywa. Liposomy wykorzystywane jako nosniki
lekow maja wiele zalet. Ze wzgledu na sktad s biodegradowalne, biokompatybilne, mato
immunogenne i proste w konstrukcji. Przedstawiony projekt taczy w sobie dwa bardzo istotne
zagadnienia: leczenie nowotworo6w opornych na standardowo stosowane chemioterapeutyki
przy uzyciu terapii genowej z jednoczesnym zminimalizowaniem efektéw ubocznych terapii,
dzieki zastosowaniu ukierunkowanego, liposomowego nosnika leku genetycznego. Celem
zwigkszenia skuteczno$ci proponowanego preparatu liposomowego, do powierzchni
liposomdéw kowalencyjnie przytaczono przeciwciala. Tiolowane przeciwciata kotwiczono w
dwuwarstwie lipidowej za posrednictwem distearolilofosfatydyloetanolaminowej pochodne;j
modyfikowanego reszta maleimidowa glikolu polietylenowego DSPE-PEG-Mal. W pracy
wykorzystano przeciwciato skierowane przeciw receptorowi CD20 (Rituximab), rozpoznajace
swoiscie ludzkie limfocyty B. Uzyskany preparat liposomowy tL-D okazatl si¢ stabilny w
obecnosci surowicy oraz podczas dlugoterminowego przechowywania w postaci zawiesiny i
liofilizatu. Immunoliposomy tL-D wykazywaly wlasciwosci ochronne wzgledem
zamknigtego kwasu nukleinowego w obecnosci biatek osocza i surowicy. Ponadto no$nik
charakteryzowat si¢ niskg nieswoistg aktywnos$cig cytotoksyczng wzgledem komoérek CD20-.
Do badan skutecznosci in vitro wykorzystano linie komorkowe posiadajace marker
powierzchniowy CD20 nadekspresjonujace antyapoptotyczny gen BCL2. Za pomocg nosnika
tL-D asODN uzyskano obnizenie ekspresji BCL2 w komorkach chtoniaka Burkitta Daudi i
Raji oraz komorkach jednojadrzastych izolowanych z krwi pacjentow z CLL w warunkach in
vitro. Obnizenie ekspresji genu BCL2 za pomocg proponowanego nosnika antysensowych
oligonukleotydow anty-BCL2 uwrazliwiatlo komorki Daudi na dziatanie mitoksantronu w
warunkach in vitro. Bardzo obiecujace wyniki eksperymentéw in vitro umozliwity
rozpoczecie dalszych testbw w warunkach in vivo, ktore rozpoczgto od wyznaczenia okresu
pottrwania liposomoéw tL-D w krwiobiegu. Nosnik charakteryzowat si¢ przedtuzonym czasem
trwania w krwiobiegu. W analizie biodystrybucji obserwowano akumulacje ukierunkowanego
nosnika tL-D w guzach (CD20+). W ostatnim etapie badan in vivo sprawdzono efektywnos¢
leczenia nowotworu krwi za pomoca ukierunkowanego, liposomowego nosnika leku
genetycznego w monoterapii oraz w potaczeniu z terapiag cytostatykami na modelu mysim. W
tym celu myszom NOD/SCID wszczepiono podskérnie ludzkie komorki chloniaka Burkitta
Daudi (CD20+). Po utworzeniu guza, myszom zaaplikowano leki w postaci
immunoliposomow oraz immunoliposoméw w potaczeniu z niskg dawka mitoksantronu.
Kontrola w eksperymencie byly myszy traktowane ukierunkowanymi liposomami tL-D

scODN, przeciwciatem przeciw CD20, mitoksantronem (0,3 mg/kg), oraz PBS. Na podstawie



uzyskanych danych z pomiaréw wielkosci guza wyznaczono dynamike wzrostu guzow w
czasie trwania eksperymentu. Zaobserwowano catkowita remisj¢ guzow nowotworowych w
grupie traktowanej ukierunkowanymi liposomami zawierajacymi asODN anty-BCL2 w
monoterapii oraz w potgczeniu z malg dawkg mitoksantronu. Przeprowadzone eksperymenty
wskazujg na wysoka skuteczno$¢ ukierunkowanej liposomowe postaci leku genetycznego w
terapii nowotworu CD20+.

Preparat liposomowy jest zatem gotowy do dalszych badan przedklinicznych
obejmujgcych dodatkowe testy in vivo na innych modelach zwierzecych oraz etap

uruchomienia produkcji przemystowej w standardzie GMP.



