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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Z roku na rok liczba odnotowanych zachorowar na nowotwory drastycznie wzrasta. Poszukuje sie
narzedzi, ktére bedg pozwalaly eliminowaé zmienione komérki o fenotypie nowotworowym, nie
tylko szybko, ale réwniez bardzo specyficznie, nie uszkadzajac przy tym komérek prawidtowych.
Takie podejécie terapeutyczne niesie za sobg zmniejszenie liczby jej dziatari niepozadanych, a wiec
takze poprawe rekonwalescencji chorego. Nowa nadzieja w stworzeniu skutecznej spersonalizowa-
nej terapii przeciwnowotworowej, stato sie odkrycie zjawiska syntetycznej letalno$ci. Zauwazono,
ze jednoczesne mutacje niektérych par genéw moga prowadzi¢ do $mierci komérki, podczas gdy
kazdy z nich zmutowany indywidualnie nie wywotuje efektu letalnego. Poniewaz w komdérkach
nowotworowych dochodzi do licznych zmian w materiale genetycznym, odnajdujac pary oddzia-
tujacych ze sobg w ten sposéb gendw, mozna sie przyczyni¢ do powstania potencjalnej terapii
przeciwnowotworowej. Przypuszcza sie, ze proces taki wyewoluowat, by uodporni¢ komérke na
uszkodzenia pojedynczych genéw - dany szlak nie zalezy wéwczas od pojedynczego wariantu. Ta-
kie procesy komérkowe doprowadzity jednak do powstania chordb o ztozonej etiologii, takich jak
nowotwory. Obecnie preznie rozwijajaca sie technika badania z uzyciem iRNA, shRNA czy mato-
czasteczkowych inhibitoréw, pozwala na odnajdywanie oddzialywari miedzygenowych, majacych
znaczenie w powstawaniu zjawiska syntetycznej letalnosci. Umozliwia to nie tylko wykorzystanie
tego zjawiska jako potencjalnej terapii przeciwnowotworowej, ale réwniez jako narzedzia do iden-
tyfikowania funkcji nowo poznanych genéw. Syntetyczna letalno$é pozwala takze na poszerzenie
wiedzy na temat biologii molekularnej nowotworéw, ktéra jest wykorzystana do stworzenia nowych
i bardzo skutecznych spersonalizowanych terapii przeciwnowotworowych.

syntetyczna letalnos¢ - terapia przeciwnowotworowa - oddziatywania miedzygenowe « iRNA - shRNA
- matoczasteczkowe inhibitory

Summary

Nowadays, cancer and anticancer therapy are increasingly mentioned topics. Groups of re-
searchers keep looking for a tool that will specifically and efficiently eliminate abnormal cells
without any harm for the normal ones. Such method entails the reduction of therapy’s side
effects, thus also improving patient’s recovery. Discovery of synthetic lethality has become
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a new hope to create effective, personalized therapy of cancer. Researchers noted that pairs
of simultaneously mutated genes can lead to cell death, whereas each gene from that pair mu-
tated individually does not result in cell lethality. Cancer cells accumulate numerous changes
in their genetic material. By defining the pairs of genes interacting in cell pathways we are
able to identify a potential anticancer therapy. It is believed that such a process has evolved
to create cell resistance for a single gene mutation. Proper functioning of a pathway is not
dependent on a single gene. Such a solution, however, also led to the evolution of multifacto-
rial diseases such as cancer. Research techniques using iRNA, shRNA or small molecule librar-
ies allow us to find genes that are connected in synthetic lethality interactions. Synthetic le-
thality may be applied not only as an anticancer therapy but also as a tool for identifying the
functions of recently recognized genes. In addition, studying synthetic lethality broadens our
understanding of the molecular mechanisms governing cancer cells, which should be helpful
in designing highly effective personalized cancer therapies.
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Wsrep

AP - miejsce apurynowe/apirymidynowe; ATM, ATR - biatka uczestniczace w odpowiedzi komorki
na pekniecia nici DNA; BCR-ABL - fuzyjna kinaza powstata w wyniku translokacji; BER — naprawa
DNA przez wycinanie zasad; BRCA1, BRCA2 - biatka uczestniczace w odpowiedzi komoérki na
dwuniciowe pekniecia nici DNA; CIP/KIP - rodzina inhibitoréw kinaz cyklinozaleznych; CML - prze-
wlekta biataczka szpikowa; DSB — pekniecia dwuniciowe DNA; E2F1 - czynnik transkrypcyjny; EGFR
— receptor czynnika wzrostu naskoérka; GFP - biatko zielonej fluorescencji; GMP — monofosforan
guanidyny; HER2/neu - onkogen; HPRT1 - fosforybozylotransferaza hipoksantynowo-guaninowa;
HR - naprawa DNA przez homologiczng rekombinacje; IMP - inozynomonofosforan; MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2 - geny kodujace biatka naprawy btednie sparowanych zasad DNA; MMR - naprawa
btednie sparowanych zasad DNA; MTOR - kinaza biorgca udziat w odpowiedzi komorki na stres;
NHEJ - naprawa DNA przez niehomologiczne taczenie koncéw; PARP1 - polimeraza poli-ADP-
-rybozy; PCC — przedwczesna kondensacja chromatyny; PDGF — ptytkopochodny czynnik wzrostu;
PINK1 - mitochondrialna kinaza serynowo-treoninowa; PIP3 — tréjfosforan fosfatydyloinozytolu;
PTEN - gen supresorowy; RAD51, RAD52 - biatka naprawy DNA przez homologiczng rekombi-
nacje; RB1 - gen supresorowy, negatywny regulator cyklu komérkowego; RPA - biatko wigzace
jednoniciowy DNA; XP - rodzina genéw zwigzanych z choroba xeroderma pigmentosum.

jest bardzo prawdopodobna ze wzgledu na wystepowanie

licznych rearanzacji w jej genomie. Przezycie komérki jest

Syntetyczna letalno$¢ jest zjawiskiem zachodzacym w ko-
morce, oznaczajacym jednoczesne zaburzenia dwdch lub
wiecej genéw, powodujace $mier¢ tej komérki lub nawet ca-
tego organizmu, w sktad ktérego wchodzi. Produkt jednego
ztych gendw jest istotny w procesie przezycia komérki. Gdy
ulega uszkodzeniu, jego funkcja jest zastepowana przez dru-
gi gen, uczestniczacy w szlaku alternatywnym dla procesu,
w ktérym uczestniczy! pierwszy. Uszkodzenie badz celowe
wylaczenie obu genéw koriczy sie Smiercig komérki lub or-
ganizmu. W komdrce nowotworowej utrata funkcji gendw

zatem bezpo$rednio uzaleznione od dziatania takich alter-
natywnych gendéw. Ze wzgledu na skutek, ktéry jest wy-
wolywany w komdrce, zagadnienie syntetycznej letalno-
$ci wydaje sie wyjatkowo atrakcyjne i budzi coraz wieksze
zainteresowania naukowcéw. Jest tez przedmiotem coraz
liczniejszych badan obejmujacych m.in. wykorzystanie le-
kéw nowej generacji stosowanych w terapiach przeciwno-
wotworowych, opierajacych sie na zjawisku syntetycznej
letalnosci. Genetycy zainteresowali si¢ syntetyczna letal-
noscig réwniez dlatego, poniewaz moze dostarczy¢ istot-
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nych informagji o interakcjach miedzy genami, czy tez ich
produktami. Ponadto zakrojone na szerokg skale badania
zwykorzystaniem tego zjawiska stwarzaja mozliwo$¢ m.in.
poszerzenia wiedzy na temat dziatania obecnie wykorzysty-
wanych lekéw oraz poznania punktéw docelowych terapii.

Dwa geny (A i B) mozna uznaé, ze sg syntetycznie letalne,
jesli mutacja w kazdym z genédw oddzielnie nie ma wpty-
wu na zywotno$¢ komdrki, natomiast jednoczesne mutacje
zaréwno w genie A, jak i B prowadza do $mierci komérko-
wej. Komérka jest zdolna do utrzymania réwnowagi cze-
$ciowo przez uniezaleznienie aktywnosci metabolicznej od
pojedynczego czynnika, ktéry moze tatwo ulec zaburzeniu
przez mutacje wywolane przez czynniki endo- lub egzo-
genne. Obecnie uwaza sie, ze taka ,,odporno$¢” komérek na
uszkodzenie pojedynczych genéw mogta odgrywad gtéwna
role w powstawaniu i ewolucji choréb wieloczynnikowych,
takich jak nowotwory. Odpornos$¢ genetyczna jest zapew-
niana m.in. przez swoistg funkcjonalng ,nadmierno$¢ ge-
netyczng”, np. przez posiadanie dwdch alleli jednego genu.
Innym przyktadem moga by¢ tzw. biatka kondensatory (np.
biatko szoku cieplnego Hsp90), ktére pozwalajg na masko-
wanie fenotypu nieprawidlowego zwiniecia ,,zmienionych”
biatek [37].

Termin ,,syntetyczna letalno$¢” zaproponowat w 1946 r.
Theodor Dobzhansky. Przymiotnik ,,syntetyczna” pochodzi
zjezyka greckiego i oznacza mieszanine dwdch podmiotéw,
z ktdrej powstaje co$ zupelnie nowego. Po raz pierwszy
proces ten opisat na poczatku XX w. Amerykanski genetyk
Calvin Bridges, ktéry podczas krzyzowania Drosophila mela-
nogaster, spostrzegt, ze kombinacja pewnych nieallelicznych
genéw byta letalna, mimo iz homozygotyczne osobniki ro-
dzicielskie byly zywotne i funkcjonalne. Geny te byly dla
siebie alternatywa, wiec dopiero kombinacja ich rearanzacji,
powodowata §mier¢ osobnika, ze wzgledu na to, iZ mutacji
ulegty geny biorace udziat w procesie koniecznym do jego
przezycia[4]. Podobne zjawisko zaobserwowat Theodor Dob-
zhansky u Drosophila pseudoobscura [14].

Chcac poznaé procesy molekularne zachodzace w komdr-
kach ludzkich naukowcy skupili sie na poczatku na prost-
szym i taiszym modelu badawczym, jakim sg komdrki
drozdzowe, ktérych genomy sktadaja sie z wielu gendéw
bedacych ludzkimi ortologami. Badania nad syntetyczna
letalnoscia w drozdzach pozwolity naukowcom otrzymaé
ztozone mapy oddziatywan zachodzacych miedzy genami.
Analiza takich sieci powigzan w komdérkach ludzkich wyda-
je sie niezwykle atrakcyjnym kierunkiem badan, gtéwnie
dlatego, ze wiele ludzkich genéw wcigz nie ma przypisa-
nych im funkcji, mimo iz uptyneta juz dekada od poznania
sekwengcji ludzkiego genomu. Obecnie, przy wykorzystaniu
metod analizy syntetycznej letalnosci, takich jak bibliote-
ki interferencyjnego RNA, mozliwym staje sie poznawanie
proceséw, a nawet catych szlakéw komérkowych, ktérych
wecze$niej nie znano [22]. Oddzialywania fizyczne miedzy
genami, wykazywanie ich mniej lub bardziej zblizonych
funkcji, ich jednoczesna ekspresja, czy tez kolokalizacja,
okazuja sie elementami pozwalajacymi doktadnie poznaé
interakcje miedzygenowe [43]. Jednak bez wykonania odpo-

wiednich badan funkcjonalnych nie mozna jednoznacznie
stwierdzié, czy oznaczane dwa geny stanowig kompensa-
cje wzgledem siebie, pod katem petnionej przez nie funkgji
w komérce. Po blizszym poznaniu genoméw drozdzowych
naukowcy zaczeli sie interesowa¢ tym, jaki jest stopieri za-
chowania ewolucyjnego tych oddziatywan miedzy gatun-
kami. S. cerevisiae i S. pombe, ktére ulegly rozdzieleniu 400
mln lat temu i wspétdzielg niespetna 30% interakcji gene-
tycznych. Poddano tym samym w watpliwo$¢ uzyteczno$é
modelu drozdzowych interakeji do przewidywania zjawiska
syntetycznej letalno$ci u wyzszych kregowcédw. Uzyskane
wyniki badati z wykorzystaniem tego modelu nie sg jedno-
znaczne, co mogto by¢ spowodowane dwczesnymi ograni-
czeniami technicznymi, badz tez wynikato z preferencyj-
nosci zjawiska syntetycznej letalno$ci tylko w niektérych
procesach komérkowych [13,38,40]. Najlepszym sposobem
na badanie tego procesu u ludzi sa badania wtasnie na ko-
mdrkach ludzkich, a nie préby korelacji z wynikami uzy-
skanymi na organizmach modelowych.

SYNTETYCZNA LETALNOSC W KOMORKACH LUDZKICH

Badania syntetycznej letalnosci na komérkach ludzkich
oparte sa przede wszystkim na wykorzystaniu jej poten-
cjatu, jako przysztosciowej terapii przeciwnowotworo-
wej, narzedzia do poznawania funkcji genéw oraz oddzia-
tywat miedzy nimi. Wiedza o sieciach molekularnych,
ktére przebiegaja w komdrkach prawidtowych, czy tez
nowotworowych jest jeszcze ograniczona. Nie pozwala
to na wytypowanie gendw, stanowigcych dla siebie alter-
natywe, czy tez zastepstwo. Istnieje wiele pomystéw na
to, jak wykorzystaé efekt syntetycznej letalnosci do tego
celu. Zdarzy¢ sie moze, ze jeden gen koduje produkty
spetniajace wiele funkcji w komdree. Jest tak w przypad-
ku onkoproteiny E2F1 (E2F transcription factor 1), ktéra
odpowiada zaréwno za modulowanie cyklu komdrkowe-
g0, zdolnosci proliferacyjnych, a takze za przebieg apop-
tozy. Produkt genu E2F1 pozwala komérkom ssaczym na
wejécie w faze S cyklu komdrkowego, podczas ktérej do-
chodzi do tworzenia przez niego kompleksu z cykling A/
CDK2 (cyclin-dependent kinase 2). W takim kompleksie
zupetnie zniesiona jest zdolno$¢ E2F1 do wigzania z DNA.
Inhibitorem E2F1, blokujagcym wejscie komérki w faze S
jest biatko RB, produkt genu RB1 retinoblastoma 1; gen su-
presorowy, negatywny regulator cyklu komérkowego. Na-
tomiast zdolno$¢ blokowania RB, ma kompleks cyklina A/
CDK2. Zaproponowano model opierajacy sie na zwieksze-
niu ekspresji takich biatek jak E2F1, ktére pozostaja wyso-
ce aktywne w komdrkach nowotworowych, wywotujacym
tym samym przekroczenie progu ekspresji, wymaganego
do zajécia apoptozy. Zatrzymanie aktywnosci RB w celu
zaj$cia dodatniego sprzezenia zwrotnego, w ktérym E2F1
aktywowatby swéj wlasny promotor, moze pozwoli¢ na
u$miercanie komdrek transformowanych, pozostawia-
jac nietkniete komérki prawidtowe [1,23]. W badaniach
przeprowadzonych na myszach wykazano, ze osobniki
pozbawione genu Cdk2 rozwijaly sie prawidtowo. Zalez-
no$¢ przytoczona wezesniej nie funkcjonuje w przypadku
inhibicji dziatania partnera cykliny A - CDK2. Dzieje sie
tak prawdopodobnie dlatego, ze obecny jest inny part-
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ner katalityczny, ktéry potrafi zastapi¢ CDK2 w tych in-
terakcjach [3].

Zjawiska syntetycznej letalno$ci moga by¢ takze wykrywa-
ne na podstawie obserwacji poszczegélnych punktéw kon-
trolnych cyklu komdérkowego. Przedwczesna kondensacja
chromatyny PCC (prematurely condensed chromatin) jest
zjawiskiem wystepujacym podczas fazy S w komérkach ssa-
kéw. Zachodzi, gdy podziat rozpoczety zostanie przed zakori-
czeniem replikacji DNA. Aby zapobiega¢ takim zdarzeniom,
wyksztatcone zostaty punkty kontrolne cyklu komérkowego,
w ktérych gtéwna role odgrywajg biatka, takie jak ATR (ata-
xia telangiectasia and RAD3-related protein) czy p53. Ich za-
daniem jest powstrzymanie komdrki przed nieprawidlowym
podzialem i zatrzymanie jej aktywnosci. Aktywno$é genu
ATR moze by¢ inhibowana przez zastosowanie kofeiny. Kie-
dy dodatkowo pozbawimy komdérke aktywnosci p53, dojdzie
do przedwczesnej, letalnej kondensacji chromatyny [33].

Pojecie syntetycznej letalno$ci moze nieco przypominaé
zjawisko ,,uzaleznienia od onkogenu”, ktére przejawiaja ko-
mdrki nowotworowe stajac sie zaleznymi od swoich zmian
genetycznych, a wiec staja sie podatne na nagte zmiany
w swoich onkogenach lub odzyskanie funkgji przez geny
supresorowe. Pojawienie sie konkretnego fenotypu nowo-
tworu jest uzaleznione od pojawiajacych sie w komérce
mutacji. Wystapienie niektérych typéw nowotwordw jest
zalezne od pojawienia si¢ mutacji w zaledwie pojedynczym
genie. Przyktadowo siatkéwczak, uwarunkowany jest mu-
tacja w genie RB1. Pojedyncza mutacja rzadko moze spowo-
dowac przemiany komdérki prawidlowej w nowotworows,
atym bardziej w jej zeztosliwienie. Natepne mutacje spowo-
dowane postepujacym obnizaniem stabilnoci genetycznej
powoduja stopniowa progresje nowotworu. Nowotwory,
azwlaszcza ich wzrost i podziat staja sie uzaleznione od eks-
presji niektdrych gendw, ktére podlegaty zmianom w toku
transformacji. Istnieje obecnie wiele przyktadéw nowo-
twordw, ktére wydaja sie by¢ ,,uzaleznione” od niektérych
onkogendw, dodatkowo wyniki badati sugeruja réwniez, ze
komérki nowotworowe moga by¢ ,,uzaleznione” od inakty-
wacji genéw supresorowych [20]. Termin ,,uzaleznienie on-
kogenu” zaproponowat po raz pierwszy Bernard Weinstein.
Domniemywal, ze komdrka zyje i dzieli sie tak dtugo, do-
poki sygnat proliferacyjny jest otrzymywany od onkogenu,
amoze to by¢ zwigzane ze zdolno$cia takich onkogenéw do
zawiazywania skomplikowanych sieci molekularnych, ktére
mogg dostarczaé sygnatéw proliferacyjnych i antyprolife-
racyjnych. Je$li onkogen ulegnie wyciszeniu lub dojdzie do
przywrdcenia funkcji genu, przewage osiagna sygnaty an-
typroliferacyjne, co doprowadzi do zahamowania wzrostu
lub $émierci komérki. Uzaleznienie od onkogenu moze lezeé
u podstaw skutecznosci terapii inhibitorem kinaz - Imatini-
bem, ktéry powstrzymuje hiperaktywno$¢ fuzyjnej kinazy
BCR-ABL (BCR - breakpoint cluster region, ABL - c-abl on-
cogene 1, non-receptor tyrosine kinase) w przewlektej bia-
taczce szpikowej CML (chronic myeloid leukemia) [9,20,41].

Nowotwory powstaja na skutek zmian genetycznych za-
chodzacych etapowo. Z kazda kolejng modyfikacja feno-
typ komdérki ptynnie przechodzi z prawidtowego w nowo-

tworowy. Kazde nastepne zaburzenie zwieksza réwniez
prawdopodobienistwo zaj$cia uzaleznienia od onkogenu.
Fenotyp nie jest suma pojedynczych mutacji, gdyz zmie-
nione geny niejednokrotnie biorg udzial w wielu ztozo-
nych procesach integrujac ztozone sieci metaboliczne.
W komérkach nowotworowych onkogen moze odgrywaé
odmienng i bardziej istotna role w poréwnaniu z jego
rolg w komérce prawidlowej, stad nowotwdr moze byé
bardziej zalezny od aktywnosci konkretnego genu. Zmie-
nione geny podlegaja ciaglej presji selekcyjnej [42]. Za-
chowaniu ulegaja jedynie mutacje, ktére sa dla nowotwo-
ru neutralne lub korzystne wzgledem wariantu dzikiego
genu, jedynie wéwczas presja selekcyjna dziata na ich ko-
rzy$¢. Mozliwe jest réwniez, ze mutacja pierwotna, ktéra
zaszta w jednym z genéw, moze zmniejsza¢ skutki muta-
cji, ktéra nastapita w innym genie, a nawet nie pozwa-
la¢ na $mier¢ komérki w wyniku syntetycznej letalno$ci.
Mutacja w genie RB1 prowadzi do powstania sprzezenia
zwrotnego, w ktérym czynnik E2F1 aktywuje sam siebie.
Moze to stymulowaé komérke zaréwno do wejécia w faze
S, a takze moze promowacl wejscie jej na droge apoptozy
zaleznej od biatka p53. Jesli jednak w pierwszej kolejnosci
dosztoby do mutacji w biatku p53, niemozliwa stanie sie
apoptoza komérki. Nie bedzie mozliwym réwniez zajscie
efektu syntetycznej letalno$ci w komdrkach z mutacja
w genie RB1. Powstata mutacja moze sie okazaé wiec ko-
rzystna dla komérki nowotworowej, gdyz spowoduje jej
proliferacje. Wszystko to bedzie jednak uwrazliwiato jg
réwniez na utrate takiej wersji genu [20].

Zjawisko uzaleznienia od onkogenu moze przypominaé
syntetyczna letalnos¢, gdyz komdrka uzalezniona zosta-
je ostatecznie od produktu pojedynczego, zmutowanego
genu. Jednak wlaénie jednym z mechanizméw ttumacza-
cych zajécie uzaleznienia komérek nowotworowych od
onkogenu jest proces syntetycznej letalnosci. Na przyktad
komdrka nowotworowa moze zostaé uzalezniona od jakie-
go$ onkogenu, poniewaz w czasie swojego rozwoju doszto
do utraty funkcji innego genu, o podobnej funkgji. Spro-
wadza sie to do wniosku, ze syntetyczna letalno$é moze
zostaé wykorzystana jako potencjalna terapia przeciw-
nowotworowa. Podejrzewa sie jednak, ze ze wzgledu na
mnogo$¢ zmian w komérkach nowotworowych pary ge-
néw wykazujace interakcje w komérkach prawidlowych
nie zawsze moga korespondowaé z istniejacymi w komor-
kach nowotworowych, co moze powodowacé jeszcze wiek-
sze ich uzaleznienie od danego onkogenu [42].

Uzaleznienie od onkogenu moze by¢ spowodowane utra-
tg dodatkowych szlakéw sygnalizacyjnych. Niestabilno$¢
genomu nowotworowego i nieobecno$¢ presji selekcyj-
nej dziatajacej w celu utrzymania dodatkowych drég sy-
gnalizacyjnych w procesie komérkowym wywotuje efekt
zwany ,,optymalizacjg genomu”. Jest to zjawisko, ktére-
mu podlega informacja genetyczna majgca dla komér-
ki nieznaczng warto$¢ adaptacyjna. Elementy te muszg
by¢ zalezne od metabolizmu komérkowego, co stanowi
dla komérki dodatkowe obciazenie. Racjonalnym rozwia-
zaniem wydaje sie wiec usuniecie ich z genomu [15,21].
Szlaki, ktére aktywowane zostaja na wczesnych etapach
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Ryc. 1. Schemat syntetycznej letalnosci. Komérki prawidtowe maja dwa funkcjonalne, alternatywne wobec siebie szlaki, w procesie niezbednym do jej przezycia
(np. zalezne od gendéw A i B, istotnych dla tych szlakéw). W komérkach nowotworowych, w ktérych czesto dochodzi do licznych rearanzacji materiatu
genetycznego, w wyniku ktérej jeden z istotnych szlakéw stanowigcych alternatywe wzgledem siebie, zostaje wytaczony (brak funkcjonalnego genu, np.

A). Powoduje to uzaleznienie komdrki od szlaku alternatywnego. W chwili zablokowania tego szlaku w wyniku mutagji genu np. B, lub za pomoca np.
matoczasteczkowego czynnika chemicznego, takiego jak inhibitor czy aptamer, oddziatujacego na jego produkt, dochodzi do $mierci komérki nowotworowej.
Mutacja lub zahamowanie genu B w komérce prawidtowej nie wptywa znaczaco na jej przezywalnos¢, poniewaz wciaz obecny jest funkcjonalny gen A

rozwoju nowotworu, moga sie okaza¢ jednocze$nie jego
stabym punktem. Z czasem szlaki alternatywne zostana
usuniete w wyniku optymalizacji genomu, a caty szlak
oparty bedzie na pojedynczym czynniku.

Badania syntetycznej letalno$ci w komérkach ludzkich
skupiaja sie obecnie przede wszystkim na mozliwo$ci
wykorzystania tego procesu w celach terapeutycznych.
By¢ moze niedtugo mozliwe stanie sie spersonalizowa-
nie terapii dla konkretnego profilu choroby, a obecnie

wiadomo, ze niestabilno$¢ komérek nowotworowych jest
zaréwno ich mocna strona, jak i potencjalna szansg uzy-
skania przez naukowcéw skutecznych, celowanych terapii
przeciwnowotworowej. Przez liczne mutacje powstajace
w komérkach nowotworowych, powstaje wiele nierozrdz-
nianych jeszcze do kotica typédw nowotwordéw. Ta zmien-
no$¢ dostarcza jednak réwniez mozliwo$ci doktadnego
nakierowania terapii przeciwnowotworowej na jak naj-
bardziej wybidrcze, celowane dziatanie, wywotujace jak
najmniej dziatan niepozgdanych.
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POTENCJALNE TERAPIE PRZECIWNOWOTWOROWE

Standardowe zwigzki stosowane w chemioterapii od-
kryto dzieki ich zdolno$ciom do eliminowania szybko
dzielacych sie komérek. Niestety, nie sg to tylko komérki
nowotworowe, ale m.in. réwniez szybko dzielace sie ko-
moérki w cebulkach wtoséw, btonach §luzowych uktadu
pokarmowego czy w szpiku kostnym. Ich dziatania nie-
pozadane, takie jak utrata wloséw, nudnosci czy obni-
zenie odpornosci, sa $cile zwiazane z niewybidrczym
dziataniem chemioterapii. Zwiazki te moga by¢ toksycz-
ne dla komérek prawidtowych o obnizonym stopniu pro-
liferacji, np. deksorubicyna (dziata szkodliwie na serce),
bleomycyna (ptuca), cytarabina (mézdzek) [20]. Stabym
punktem obecnych poszukiwan bezpiecznej i zarazem
skutecznej terapii jest nie tyle niezdolno$¢ do odnale-
zienia zwiazku, ktéry zniszczy komérki nowotworowe,
bo przeciez takich odkryto wiele w ostatnich 50 latach,
lecz odnalezienie zwigzkéw, ktdére zniszczg nowotwor
w stezeniu nieszkodliwym dla pacjenta. Wiele z che-
mioterapeutykéw uzywanych obecnie charakteryzuje
sie niskim indeksem terapeutycznym (stosunkiem daw-
ki, ktéra wywotuje objawy toksyczne, do dawki dajacej
efekt terapeutyczny) i waskim oknem terapeutycznym
(stezeniem leku, w ktérym mozna przewidzieé i opano-
wad skutki zastosowania go w terapii - stezenie, w kté-
rym dzialanie terapeutyczne jest najwyzsze, a dziatania
niepozadane najmniejsze). Na wielko$¢ tych czynnikéw
wptyw ma wiele zmiennych, np. niezwykle istotna jest
swoisto$¢ dziatania leku, czyli to, jak wiele jest miejsc
docelowych leku, ktére jednak nie sg celem stosowanej
terapii. Niezamierzone punkty dziatania terapii moga
by¢ przyczyna pojawienia dziatat niepozadanych, a na-
wet moga by¢ antagonistami zamierzonych miejsc doce-
lowych leku. Brak wybidrczo$ci w dziataniu chemiotera-
pii stat sie gtéwnym czynnikiem limitujacym wysoko$¢
dawki stosowanej podczas leczenia. Zaistniata wiec wy-
razna potrzeba odnalezienia kuracji, ktéra skutecznie
i selektywnie bedzie eliminowata wytacznie komdrki
nowotworowe, a jednocze$nie nie bedzie wykazywata
dziatania toksycznego na komérki prawidtowe.

Zmiany genetyczne lezace u podstaw niestabilnosci ge-
netycznej sg niezwykle wazne w badaniach nad nowymi
terapiami, poniewaz wszystkie nowotwory sa genetycznie
niestabilne, a zmiany te sa prawdopodobnie niezbedne
w procesie progresji i zeztosliwienia nowotworéw. Do-
brze wiadomo réwniez, ze defekty w wielu genach na-
prawy DNA, stwarzajg mozliwo$¢ wykorzystania w terapii
konkretnego czynnika uszkadzajacego DNA. Na przyktad,
mutacje w genach z rodziny XP (Xeroderma pigmentosum)
uwrazliwiaja komérki na $wiatto ultrafioletowe, a muta-
cje w genach ATM (ataxia telangiectasia mutated) badz
BRCA2 (breast cancer 2) uwrazliwiajg komérki na pro-
mieniowanie jonizujgce. Chociaz strategie te pozwalaja
przeksztatcié niestabilno$¢ genetyczng w potencjalng te-
rapie, zréznicowanie komérek nowotworowych, wynika-
jace z ich niestabilno$ci genetycznej, moze jednocze$nie
zmniejszaé skuteczno$¢ zaprojektowanych na tej podsta-
wie lekéw [18,28].

Obecne badania sg skupione na procesach i czynnikach
pozwalajacych na odréznienie komérek nowotworowych
od pozostatych, prawidtowych komérek organizmu. Sa to
przede wszystkim czynniki, ktére biora udziat w przemia-
nie komérki prawidlowej do zmienionej nowotworowo,
przerzutujgcej komdrki. Kluczowym jest réwniez pozna-
wanie potencjalnych miejsc dziatania terapii. Jednak ich
mnogo$¢ jest obecnie czynnikiem zaréwno dostarczaja-
cym materiatu badawczego naukowcom, jak i utrudnia-
jacym identyfikacje poszczegSlnych typéw i podtypéw
nowotwordw. Dotad badania byly nakierowane na swoiste
cechy molekularne komérek nowotworowych i przyniosty
kilka dobrze zapowiadajacych sie terapii.

Muromonab-CD3 zapisal sie na kartach historii jako
pierwsze przeciwciato zastosowane w terapii. Stosowany
byt jako czynnik zapobiegajacy odrzuceniu przez biorce
przeszczepu. Jest to mysie przeciwcialo monoklonalne
swoiste dla antygenu CD3 limfocytéw T. Wiaze sie spe-
cyficznie do faricucha glikoproteiny CD3, ktéra jest za-
angazowana w rozpoznawanie antygendw i stymulacje
limfocytu. Jednak okazato sie, ze niemodyfikowane prze-
ciwciala mysie wywotujace odpowiedz ze strony uktadu
odporno$ciowego cztowieka, byty nietrwate i na ogét nie
dziataly wydajnie. Pierwszym przeciwciatlem zastosowa-
nym przeciwko komérkom nowotworowym byt rituxi-
mab (Rituxan), ktéry zostat uzyty w terapii nieziarnicze-
go chtoniaka B-komdrkowego. W 1998 r. jako potencjalng
terapie przeciwko rakowi piersi z wykryta nadekspresja
onkogenu HER2/neu (v-erb-b2 avian erythroblastic leu-
kemia viral oncogene homolog 2) (prawie 25% wszyst-
kich nowotwordéw piersi) wyprowadzono trastuzumab
(Herceptin). Takie podwyzszenie ekspresji HER2/neu jest
zwigzane z bardziej agresywnym fenotypem nowotwo-
ru oraz gorszym prognozowaniem. Trastuzumab wigze
zewnetrzne domeny receptora HER2/neu (nalezy do ro-
dziny receptoréw czynnikéw wzrostowych, jest recepto-
rem kinazy tyrozynowej), zapobiegajac tym samym po-
wstawaniu kaskady sygnalizacyjnej i zwiekszajac stezenie
biatka p27 (nalezy do rodziny inhibitoréw kinaz cykli-
nozaleznych zwanej CIP/KIP - CDK interacting protein/
Kinase inhibitory protein), co ostatecznie doprowadza
do zatrzymania cyklu komérkowego. Stad trastuzumab
jest czynnikiem, ktéry jest naprowadzony na szczegdlng
ceche okreslonego rodzaju nowotworu [8,41].

Dalsze préby stworzenia swoistego leku przeciwnowo-
tworowego zaowocowaly zidentyfikowaniem i rozwojem
matoczasteczkowych zwigzkéw chemicznych (inhibito-
réw, aptamerdéw). Jednym z obecnie stosowanych lekéw
tego typu jest opracowany juz na poczatku lat 90 XX w.
imatinib, ktéry znalazt zastosowanie gléwnie w leczeniu
przewlektej biataczki szpikowej. Niekorzystne dziatanie
na aktywno$¢ hybrydowej kinazy tyrozynowej powstatej
w wyniku translokacji ber-abl (tzw. chromosom Philadel-
phia), ktéra jest odpowiedzialna za fenotyp przewleklej
biataczki szpikowej jest zwigzana z konkurencyjnym wia-
zaniem sie leku do domeny wiazacej ATP takiego zmie-
nionego biatka, co zaburza jej funkcjonalno$é. Poniewaz
lek nie dziatat na wszystkie analizowane kinazy tyrozy-
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Ryc. 2. Schemat badan przesiewowych pozwalajacych na identyfikacje czynnikow wywotujacych syntetyczng letalnos¢. A — mieszanina komorek prawidtowych
(niebieskie) i komdrek nowotworowych izogenicznej linii (z6tte) wyznakowanych fluorescencyjnie. Inkubacja mieszaniny z czynnikiem majacym wywota¢
w komdrkach syntetyczng letalnos¢, tj. biblioteka siRNA, shRNA czy matoczasteczkowy zwiazek chemiczny (aptamer, inhibitor); B-E — analiza wybidrczosci
dziafania badanego czynnika; B — wywotanie syntetycznej letalnosci w obu typach komdrek (znikoma fluorescencja); C — wybidrcze dziatanie na komorki
prawidtowe (fluorescencja komdrek nowotworowych); D — wybidrcze dziatanie na komdrki nowotworowe (fluorescencja komorek prawidtowych); E— brak
dziatania czynnika na komorki (fluorescencja zaréwno komdrek prawidtowych, jak i nowotworowych)

nowe, wyprowadzono wniosek, iz musza istnie¢ réznice
w ich domenach wiazacych ATP, ktére stanowia zawade
przestrzenna do wiazania sie go. Stwierdzono réwniez,
ze imatinib dziata hamujaco na receptory ptytkopochod-
nego czynnika wzrostu PDGF (platelet-derived growth
factor), co prowadzi do zablokowania podziatéw komér-
kowych [6].

Niestabilno$¢ genetyczna jest cecha typowa dla komé-
rek nowotworowych, a zmiany w materiale genetycz-
nym sg charakterystyczne dla takich wtasnie komérek,
zwlaszcza zmiany w genach naprawy DNA, ktére moga
uwrazliwiaé nowotwdr na dziatanie pewnych czynnikéw
uszkadzajgcych. Jednym z pierwszych naukowcéw, ktérzy
zajeli sie wykorzystaniem syntetycznej letalno$ci w po-
szukiwaniu nowych lekéw przeciwnowotworowych byt
Leland Hartwell. Jego prace oparte byly na modelu droz-
dzowym. Sugerowat, ze czynnikiem limitujacym rozwdj
nowoczesnych terapii przeciwnowotworowych i identy-
fikacje nowych lekéw, oprécz problemu okreslenia bez-
piecznej dawki terapeutycznej, jest réwniez identyfikacja
selektywnych cech nowotworéw. Stad przedmiotem jego

badan staty sie mutacje utraty funkcji genéw, takich jak
geny naprawy DNA, czy geny supresorowe. Badania w po-
szukiwaniu syntetycznej letalno$ci moga by¢ prowadzone
w dwojaki sposdb: przez analize gendéw, ktdre potencjalnie
moga wykazywa( interakcje z powstawaniem tego zja-
wiska bad? tez przez analize calego genomu. Wybér po-
tencjalnych celéw wymaga wielu wcze$niejszych analiz,
niezbednych do poznania drdg i mozliwosci wywotania
specyficznych mutacji w genach, koniecznych do analizy
ostatecznych skutkéw funkcjonalnych w komérce, wy-
wotanych kombinacja zmutowanych genéw. Zesp6t Har-
twella wyprowadzit 70 linii izogenicznych Saccharomyces
cerevisiae, kazda z mutacja w pojedynczym genie, beda-
cym elementem odpowiedzi na uszkodzenia, tj. naprawy
DNA, czy tez genéw kodujacych biatka odpowiedzialne
za regulacje cyklu komérkowego. Mutanty te mogly wiec
by¢ uwazane za modele komérek nowotworowych. Bada-
nia przesiewowe w poszukiwaniu lekéw, ktére wywotuja
wyzsza $miertelno$¢ u mutantéw, w stosunku do komdérek
typu dzikiego, pozwolity na wylonienie lekéw o cechach
terapeutycznych, zaréwno w interakcji z DNA, jak i z biat-
kami odpowiedzialnymi za oddzialywanie z nim. Dobrym
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przyktadem takiego zwigzku chemicznego jest cisplatyna,
ktéra powoduje wiele rodzajéw mutacji, co odzwiercie-
dlata mnogo$¢ wrazliwych mutantéw drozdzowych. Co
istotne natomiast, odznaczata sie duzg swoisto$cia dzia-
tania na komérki, w ktérych uszkodzeniu ulegaty geny
naprawy postreplikacyjnej. Natomiast mitoksantron, be-
dacy inhibitorem topoizomerazy 11, wykazywat specyficz-
ne dziatanie na linie drozdzowe z defektami w genach
naprawy peknie¢ dwuniciowych DNA. Mozliwe staje sie
wiec wykorzystanie cisplatyny i mitoksantronu w terapii
nowotworéw z mutacjami odpowiednio w genach napra-
wy poreplikacyjnej czy naprawy peknie¢ dwuniciowych
DNA. Wykazano ponadto potencjalng mozliwo$¢ wyko-
rzystania tego typu badan do identyfikacji oddziatywari
miedzygenowych, ktére moga zostaé wykorzystane do
wywolania syntetycznej letalnosci [18].

Prawdopodobnie najwieksza stabo$cig wspdtczesnych te-
rapii jest niewielka skuteczno$¢ dziatania na zaawansowa-
ne postaci nowotwordw, ze wzgledu na ich ztozono$¢, wy-
nikajaca z wieloetapowej i ztozonej drogi ich przej$cia od
komérki prawidtowej do nowotworu zto$liwego. Mimo ze
wiele wiadomo na temat ogromne;j liczby aberracji zacho-
dzacych w komérkach nowotworowych, trudno przetozy¢
te wiedze na stworzenie skutecznej, swoistej terapii i mi-
nimalizacje dziatah niepozadanych. Niewatpliwg zaleta
terapii z wykorzystaniem syntetycznej letalno$ci wydaje
sie whasnie potencjalna mozliwo$¢ uzycia jej w terapii po-
czatkowych, jak i zaawansowanych stadiéw nowotworéw,
zaréwno w terapii kombinowanej jak i jednoczynniko-
wej. Duzg skutecznoscig moze cechowac sie terapia przez
podawanie czynnika biorgcego udziat w wywotywaniu
syntetycznej letalno$ci z czynnikiem cytotoksycznym.
Komérka nie bedzie zdolna do naprawiania powstajacych
uszkodzeti DNA, a ich nagromadzenie wprowadzi jg na
$ciezke programowanej $mierci.

MozLiwo$cI WYKORZYSTANIA BADAN NAD SYNTETYCZNA LETALNOSCIA

W przesztosci badania syntetycznej letalnosci ograni-
czaly sie wytacznie do organizméw modelowych, takich
jak muszka owocowa czy nicieri Caenorhabditis elegans
[11,28]. Analizie podlegat nie tylko profil genetyczny, ale
takze jego wptyw na fenotyp osobnika, odzwierciedlajacy
wplyw zastosowanego czynnika na organizm. Podobnie
model drozdzowy okazat sie nieoceniony w wyjasnieniu
zjawiska syntetycznej letalno$ci u cztowieka. Okazuje sie
jednak, ze nie wszystkie geny ludzkie znajduja swoje orto-
logi w organizmach modelowych. Obecnie badania synte-
tycznej letalno$ci nie ograniczajg sie wytacznie do orga-
nizméw modelowych badz tez tylko do wybranych genéw
podstawowych dla komérek nowotworowych. Odnajdo-
wane sa wciaz nowe sposoby analiz tego zjawiska, takie
jak wykorzystywanie bibliotek siRNA, shRNA, czy mato-
czasteczkowych zwigzkéw chemicznych. Podejscie takie
pozwala na odnajdywanie w krétkim czasie genéw biora-
cych udzial w interesujacych badacza interakcjach. Pro-
wadzenie badati z wykorzystaniem RNA wiaze sie z wyko-
rzystywaniem izogenicznych linii komdrkowych, o §cisle
zdefiniowanym genotypie, wykorzystywanym w badaniu

oraz czy i jak komérki zareaguja na analizowany czynnik.
Doktadna analiza, nawet najbardziej nieoczekiwanego
wyniku badani, moze pozwoli¢ na szczegétowe pozna-
nie wtadciwo$ci badanego czynnika, a przede wszystkim
zwiekszy¢ wiedze na temat biologii nowotwordw przez
poznawanie punktéw docelowych terapii, jak i swoistych
sieci powigzah miedzy genami w tych komérkach [7].

Wykorzystujac biblioteki oparte na interferencyjnym
RNA mozna sie dowiedzieé, ktére geny sg istotne w kon-
teks$cie okreslonego szlaku. Pozwala to na odnajdywanie
nieznanych wczeéniej szlakéw oddziatywan miedzy ge-
nami, co nie zawsze pozwala na odnajdywanie potencjal-
nych kandydatéw na czynniki terapeutyczne, ale niemal
zawsze dostarcza istotnej wiedzy na temat biologii tych
oddziatywar i czynnikéw bioracych w nich udziat. Decy-
dujac sie na wykorzystanie w badaniach bibliotek mato-
czgsteczkowych zwigzkéw chemicznych, takich jak inhi-
bitory czy aptamery, celem eksperymentu moze sie sta¢
wytypowanie czynnikéw o wlasciwo$ciach terapeutycz-
nych dla konkretnego genotypu nowotworu (majacych
wywolywal syntetyczna letalno$é przy zadanym geno-
typie) [24]. Istniejg pewne przestanki, kiedy do poszuki-
wan syntetycznej letalnosci powinno uzywad sie iRNA,
a kiedy bibliotek inhibitoréw czy aptamerdéw. Zastoso-
wanie poszczegdlnych schematéw niesie ze sobg rézne
wady i zalety uzycia metody. Przy wykorzystaniu bibliotek
RNA dziata sie czynnikiem ,,odgérnie”, czyli na jednostke
strukturalna, ktdrej funkcji nie zna sie, po to, by poszu-
kiwa¢ oddziatywan, co pozwala na doktadng identyfi-
kacje funkcji gendw i interakeji gen-gen. Wada metody
jest to, iz odnalezione interakcje nie zawsze prowadza
do wyprowadzenia potencjalnej terapii. Zwigzane jest
to z tym, ze mozna nie znaé czynnika, ktéry mégtby by¢
zastosowany do modulowania tych interakcji. Ponadto
nieswoista toksyczno$é iRNA moze prowadzi¢ do fatszo-
wania wynikéw. Zauwazono np., ze inhibitor receptora
czynnika wzrostu naskérka EGFR (epidermal growth fac-
tor receptor) - erlotinib, zwiekszal nieznacznie przezycie
w grupie pacjentéw ze zdiagnozowanym rakiem trzustki.
W celu zidentyfikowania czynnika, ktérego inhibicja be-
dzie wzmacniata skutki blokowania EGFR, potraktowano
komorki interferencyjnym RNA dziatajgcym na niemal
800 zaproponowanych genéw, w obecnosci erlotinibu.
Badania wylonily kilka kinaz, ktérych zablokowanie po-
skutkowato obnizeniem przezywalno$ci komérek raka
trzustki [30].

Zaleta metody przeszukiwania bibliotek matoczgstecz-
kowych zwigzkéw chemicznych jest to, iz bezposrednio
wytaniaja spo$rdd potencjalnych kandydatéw te, ktére
istotnie wptynety na komérki. Podejécie ,,oddolne” ozna-
czatyle, ze aby zastosowaé metode, trzeba mie¢ zidentyfi-
kowany cel dla tego czynnika. Nie pozwala to natychmiast
wyciagnad jakichkolwiek wnioskéw na temat biologii, czy
genetyki oddziatywari. Podejscie takie okazuje sie przy-
datne do analizy powiazania struktury biatek i aktywnosci
czynnikdw, co moze sie sta¢ pomocne przy optymalizacji
dziatania tych czynnikéw, czy identyfikacji metod zwal-
czania opornosci na leki [7].
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Zastosowanie metody genetycznej badania syntetycznej
letalno$ci, czyli bibliotek iRNA czy shRNA, jest oparte
na prostej zasadzie transfekcji materiatu genetycznego
z zewnatrz komérki do jej wnetrza, gdzie ulega ekspre-
sji lub interferencji. Dokonywa¢ tego mozna za pomoca
réznych podej$é eksperymentalnych. Stosujgc biblioteki
iRNA mozna umie$ci¢ komérki na ptytkach, w ktérych jest
juz obecny iRNA komplementarny do odcinka materiatu
genetycznego, w ktdry sie celuje. Do ptytek dodany musi
zostaé réwniez czynnik transfekcyjny. Obce RNA ze $ro-
dowiska do wnetrza komérki mozna przetransportowac
réwniez w wyniku elektroporacji - metoda opiera sie na
potraktowaniu komdérki polem elektrycznym o odpowied-
nio wysokim napieciu, w celu odwracalnego zwiekszenia
przepuszczalno$ci blony komdrkowej i wnikniecia obcego
materiatu genetycznego do jej wnetrza. Metoda jest sto-
sowana réwniez do przenoszenia lekéw do wnetrza ko-
morek. Tak potraktowane komdrki poddawane sa inkuba-
cji, podczas ktérej ma dojsé do interferencji. Nastepnym
etapem jest analiza przezywalno$ci komdrek.

Transfekcji mozna tez dokonywaé wykorzystujac wek-
tory plazmidowe przenoszone np. przez Escherichia coli,
czy w wyniku infekcji retrowirusowej [2,34]. Zaletg pty-
nacg z wykorzystania plazmidéw, jest mozliwo$é dodat-
kowego zastosowania tzw. ,.kodéw kreskowych”, czyli
niezmiennych, charakterystycznych sekwencji flanku-
jacych dodawany shRNA. Do linii izogenicznej, u ktérej
zmutowano gen A, transfekowany zostaje plazmid, w kté-
rym jest obecny gen shRNA blokujacy gen B. Gen B jest
prawdopodobnie ,,partnerem” dla genu A w kontekscie
pojawienia sie syntetycznej letalno$ci. Na plazmidzie gen
shRNA zostat oflankowany charakterystyczna sekwencja
swoistego ,,.kodu kreskowego”. Komérki poddaje sie inku-
bacji w wybranych przez siebie warunkach, a nastepnie
za posrednictwem ilo$ciowej taticuchowej reakcji polime-
razy qPCR (z zastosowaniem starteréw komplementar-
nych do sekwencji kodu kreskowego) badz tez z uzyciem
mikromacierzy analizowana jest liczba poszczegblnych
sekwencji. Ma ona odzwierciedla¢ skuteczno$¢ dziatania
zadanego shRNA, a wiec tez to, czy rzeczywiscie zacho-
dzi zjawisko syntetycznej letalno$ci w wyniku interakcji
miedzy genami A i B [35]. W przypadku préby stworze-
nia potencjalnej terapii skierowanej przeciwko jedne-
mu z tych genéw, niezbedne bedzie wykonanie drugiej
analizy, w poszukiwaniu czynnika, ktéry zablokuje gen
badz jego produkt. W tym celu przeprowadza si¢ analize
metodg chemiczng, czyli z zastosowaniem np. matocza-
steczkowych zwigzkéw chemicznych, ktérych zadaniem
jest inhibicja wybranego czynnika i zablokowanie szlaku.
Eksperymentami tego rodzaju byly te przeprowadzone
przez Hartwella na izogenicznych mutantach drozdzy
[18]. Do przeprowadzenia analizy tego typu potrzebna jest
znajomo$¢ interakcji zachodzacych miedzy wybranymi
genami oraz produktéw, ktére koduja. Badania takie sa
przydatne nie tylko do poszukiwania potencjalnych te-
rapii przeciwnowotworowych, ale réwniez w przypadku
préb ich optymalizacji oraz modyfikacji czynnikéw tera-
peutycznych (np. odnalezienie najwydajniejszej postaci
leku wykorzystywanego w terapii).

Przyktadem takiego eksperymentu mogg by¢ badania
wykonane przez Arnolda Simonsa, ktérych celem bylo
ustalenie metody chemicznej do analizy zjawiska syn-
tetycznej letalno$ci w komédrkach ludzkich. Jako mecha-
nizm modelowy wybrana zostata biosynteza monofos-
foranu guanidyny (GMP - guanosine monophosphate),
poniewaz sktada sie z kilku alternatywnych szlakéw, ktére
moga sie okazad idealne do przeprowadzenia analizy ta-
kich oddzialywani. W warunkach prawidlowych, GMP jest
wytwarzane w procesie syntezy de novo. Synteza alterna-
tywna przewiduje natomiast konwersje hipoksantyny do
inozynomonofosforanu (IMP - inosine monophosphate)
lub guaniny bezpo$rednio do GMP. Do przejscia szlakéw
konwersji jest wymagana w obydwu przypadkach, fosfo-
rybozylotransferaza hipoksantynowo-guaninowa HPRT1
(hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase), kté-
ra nie jest niezbedna do przezycia komdrki w warunkach
prawidtowych, natomiast w warunkach stresowych, kie-
dy zablokowane przez inhibitory zostang szlaki syntezy
de novo, moze sie sta¢ istotna. Eksperyment zaprojekto-
wany przez zespdt Simonsa niejako integruje podejscie
genetyczne i chemiczne. Zaktada bowiem umieszczenie
w komérkach pozbawionych HPRT1 i hodowanych z inhi-
bitorami szlaku de novo (takimi jak kwas mykofenolowy)
plazmidu, na ktérym oprdcz biatka HPRT1 umieszczony
zostanie réwniez gen wytwarzajacy biatko zielonej flu-
orescencji GFP (green fluorescent protein). Przyrost ilo-
$ci fluorescencji w detektorze po inkubacji bedzie ozna-
czat wzrost transkrypcji genéw HPRTI, a zatem réwniez
prawidtowe dziatanie inhibitoréw szlaku de novo. Takie
wysoko wydajne badania przesiewowe czynnikdw, ktére
potencjalnie wywotujg w komdrce syntetyczna letalnos¢,
moga pomdc w tworzeniu terapii dziatajgcych na wybrana
pare gendw, wykazujacych opisane wyzej interakcje [39].

Celem przeprowadzania takich analiz jest personaliza-
cja terapii przeciwnowotworowej, w ktérej po przeana-
lizowaniu profilu ekspresji genédw pacjenta cierpigcego
z powodu konkretnego typu nowotworu, mozliwym be-
dzie przypisanie mu indywidualnego sposobu leczenia,
ktéry bedzie dla niego wybidrczy i skuteczny. Mozliwa
dzieki takiemu podejéciu stanie sie minimalizacja dziatan
niepozadanych, a wiec réwniez jakos$¢ rekonwalescencji
osoby chorej.

BIALKA NAPRAWY DNA A SYNTETYCZNA LETALNOSC W KOMORKACH
NOWOTWOROWYCH

Doskonatym celem do wywotania skutku syntetycznej le-
talno$ci moga zostaé czynniki biorace udziat w naprawie
DNA. Systemy naprawy DNA sktadaja sie z wielu szlakéw
alternatywnych. Naprawa dwuniciowych peknie¢ DNA
DSBs (double strand breaks) odbywa sie za pomocg - na-
prawy DNA przez rekombinacje homologiczng HR (homo-
logous recombination) oraz niehomologicznego taczenia
koricéw NHEJ (non-homologous end joining). Komérki
nowotworowe maja czesto mutacje w jednym ze szlakéw
naprawy DNA, alternatywnych wzgledem siebie, powodu-
jac jego unieczynnienie. Sytuacja ta moze by¢ przydatna
w przypadku wylaczenia pozostajacego szlaku funkcjonal-
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nego, w celu wywolania syntetycznej letalno$ci w tych ko-
morkach. Niezwykle istotnym czynnikiem naprawy DNA
przez HR jest biatko RAD52, ktérego rola jest rozpoznanie
uszkodzenia, wigzanie pojedynczej nici DNA i posrednic-
two w laczeniu homologicznych koticéw DNA. Ponadto
wigze ono biatko RAD51 i stymuluje je do homologicznego
taczenia nici. Szczegdlnie istotng role odgrywa w komér-
kach z defektem biatka BRCA2 odpowiadajacego zaréwno
za transport RAD51 do jadra komdrkowego, jak i za jego
umiejscowienie podczas przebiegu naprawy DNA. BRCA2
i RAD52 wspdtdzielg wiele funkgji, takich jak wigzanie
jednoniciowego DNA, oddzialywanie z RAD51 i biatkami
RPA (replication protein A). Pozwala to domniemywaé,
ze mozliwe jest wywotanie efektu letalnego w komérkach
nowotworowych majacych mutacje w genie BRCA2, przez
zastosowania inhibicji biatka RAD52 [12,17].

Jeden z eksperymentdéw, wykorzystujacy wyzej opisa-
ne geny naprawy DNA, przeprowadzono na dwéch li-
niach komérkowych, z ktérych jedna (Capan-1 - komérki
ludzkiego raka trzustki) miata tylko jeden gen BRCA2,
ktéry dodatkowo zawierat delecje, co skutkowato two-
rzeniem krétszej postaci biatka. Druga linia (EUFA423
- komérki wyprowadzone od pacjenta z anemig Fanco-
niego) wytwarzata natomiast dwie zmutowane wersje
tego biatka. W pierwszej linii okreslono nizszy poziom
ekspresji biatka RAD52 i, jak oczekiwano, nie wykry-
to biatka BRCA2 o prawidtowej dtugo$ci. W przypadku
EUFA423 wykrywano jedynie niewielkie ilo$ci zmuto-
wanego BRCA2 zaréwno w jadrze, jak i w cytoplazmie,
co pozwalato domniemywad, ze taka postaé biatka moze
by¢ niestabilna i szybko ulega degradacji. Biatko RAD51
jest obecne w strukturach subjadrowych w postaci tzw.
skupisk jadrowych, ktére nie tylko pozwalaja na wykry-
cie obecnosci tego czynnika, ale takze odzwierciedlaja
intensywno$¢ przebiegu naprawy przez rekombinacje
homologiczna. Obydwie linie przeanalizowano pod ka-
tem obecno$ci takich miejsc w jadrze przed i po stymu-
lacji promieniowaniem jonizujacym. W pierwszej z linii
nie wykryto istotnych zmian, natomiast w drugiej zaob-
serwowano 15% wzrost liczby skupisk RAD51. Poniewaz
niewiele czgsteczek BRCA2 w drugiej z linii osigga jadro
komérkowe, podejrzewa sie, iz taki wzrost byt spowo-
dowany zwiekszona aktywno$ciag RAD52, co mogto byé
spowodowane niedoborem funkcjonalnej wersji biat-
ka BRCA2. Analizowano réwniez oddzialywanie biatek
RAD52 1 RAD51 przez ich kolokalizacje. W komdérkach, na
ktére nie podziatano promieniowaniem jonizujacym, ko-
lokalizacja osiggata niski poziom. Po zastosowaniu czyn-
nika uszkadzajgcego, oprécz przyrostu w czasie skupisk
obydwu tych biatek obserwowano réwniez ich umiej-
scowienie w podobnych miejscach jadra, co potwierdza
teze, ze RAD52 funkcjonuje jako regulator funkcji RAD51
pod nieobecno$é BRCA2. Obnizenie poziomu RAD52 za
pomocg siRNA doprowadzito do zmniejszenia zdolnosci
komdrek ze zmutowana wersja genu BRCA2, do tworze-
nia skupisk jadrowych z RAD51, a wiec i skutecznosci na-
prawy przez homologiczng rekombinacje [17]. Mutacje
w genie BRCAZ nie sg jednak czesto badane, stwierdzano
natomiast obnizenie ekspresji tego czynnika np. w spo-

radycznym raku piersi i jajnika. Potencjalnie toksyczno$é
zastosowanych inhibitoréw biatka RAD52 w komérkach
z defektem w genie BRCA2 moze sie przyczyni¢ do po-
wstania strategii dziatania przeciwko tej grupie nowo-
tworéw. W ukladzie takim RAD52 jest syntetycznie le-
talne wzgledem BRCA2.

Inny podej$ciem byto wykorzystanie mutagenezy oraz
aptameru, co pozwolito wskazaé fenyloalanine 79 w do-
menie I biatka RAD52 odpowiedzialnej za wigzanie DNA
(RAD52-fenyloalanina 79 aptamer [F79]), jako wazny cel
do indukgji syntetycznej letalno$ci w komérkach nowo-
tworowych z niedoborem BRCA1 i/lub BRCA2, bez wpty-
wu na komdrki i tkanki prawidtowe. Potgczenie aptameru
F79 z biatkiem RAD52 zaktéca jego oddziatywanie z DNA,
co prowadzi do akumulacji peknieé¢ dwuniciowych tylko
w komérkach nowotworowych, w przeciwienistwie do
komdrek prawidtowych. Ujecie takie moze zainicjowaé
spersonalizowane podejscie terapeutyczne u wielu pa-
cjentéw z nowotworami wykazujacych niedob6r BRCA na
poziomie genetycznym i funkcjonalnym [10].

Zadaniem polimerazy poli(ADP-rybozy) PARP1 (poly (ADP-
-ribose) polymerase 1) jest umozliwianie przebiegu na-
prawy peknie¢ jednoniciowych DNA w systemie naprawy
DNA przez wycinanie zasad azotowych BER (base excision
repair), przez wigzanie sie do jednoniciowego DNA i rekru-
tacje bialek naprawy do miejsca uszkodzenia. Inhibicja tego
enzymu w komdrkach z mutacjami w genach BRCAI (breast
cancer 1) i BRCA2 prowadzi do niestabilno$ci chromosomo-
wej, zablokowania cyklu komérkowego, a ostatecznie do
$mierci komérki. Zahamowanie dziatania PARP1 powoduje
zatrzymanie naprawy BER i konwersje pekniecia jedno-
do dwuniciowego. Naprawg tego typu uszkodzeti zajmuje
sie natomiast w gléwnej mierze wcze$niej wspomniany
szlak HR (szlak NHEJ dziata mniej wydajnie w przypadku
uszkodzeti z lepkimi koticami). Je$li w komdrce bedzie niski
poziom biatek naprawy DNA przez homologiczng rekom-
binacje, takich jak BRCA1iBRCA2, dojdzie do gromadzenia
peknieé¢ dwuniciowych, na skutek niewydajnie zachodza-
cego procesu ich naprawy. Doprowadzi to do zatrzymania
cyklu komérkowego i $mierci takiej komérki. Inhibitory
PARP1 sg jedng z pierwszych zidentyfikowanych grup ni-
skoczgsteczkowych czynnikdéw, ktére biorg udziat w wy-
wotaniu syntetycznej letalno$ci. Hipoteze potwierdzity
badania prowadzone przez zespét H. E. Bryanta. Poczat-
kowo byty prowadzone na komérkach chomika chiriskiego
z defektem w naprawie DNA przez HR (dwie linie komdr-
kowe pozbawione XRCC2 (X-ray repair complementing de-
fective repair 2) lub XRCC3 (X-ray repair complementing
defective repair 3), ktdre to linie okazaly sie wrazliwe na
dziatanie inhibitoréw PARP. Nastepnie badania przeprowa-
dzono namodelu bardziej odpowiednim dla komdrek ludz-
kich. Poniewaz defekty genu BRCAZ sa charakterystyczne
dla ludzkiego raka piersi, to wlasnie takie linie wytypowa-
no do eksperymentu. Przezywalno$¢ obydwu linii znacza-
co zmniejszyta sie po zastosowaniu inhibitoréw polime-
razy poli(ADP-rybozy). Do komdrek dodawano réwniez
siRNA, ktérego zadaniem byta minimalizacja ekspresji
BRCA2. Utrata BRCA1 lub BRCA 2 i zadzialanie na komérke
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nowotworowg inhibitorami PARP1 jest $wietnym sposobem
zaaranzowania potencjalnej, nowatorskiej terapii przeciw-
nowotworowej, opartej na wywolaniu zjawiska syntetycz-
nej letalnosci, powstatego w wyniku defektu w naprawie
DNA [5,16]. Inhibitory tego typu mogg sie okaza¢ nieoce-
nione w walce z nowotworami piersi i jajnikdw, a wiele
lekéw tego typu znajduje sie na etapie badan klinicznych
[19]. Doskonale rokuja réwniez polaczenia inhibitoréw wy-
wolujacych syntetyczna letalno$¢ z cytostatykami, takimi
jak cisplatyna, karboplatyna czy temozolomid. Dodatko-
we uszkodzenia DNA wywotywane przez te cytostatyki,
nie sg skutecznie usuwane przez niefunkcjonalne, w ko-
mdrkach nowotworowych, szlaki naprawy DNA. Docho-
dzi do kumulacji uszkodzen oraz stopniowego obnizania
przezywalno$ci komérek nowotworowych. Terapia taka
dziata selektywnie, pozostawiajac nienaruszone komérki
prawidlowe [31,36].

Naprawa blednie sparowanych zasad DNA MMR (mi-
smatch repair) jest innym z systeméw usuwania uszko-
dzeri DNA, ktéry odgrywa gtéwna role w ustalaniu home-
ostazy genetycznej komérki. Zadaniem MMR jest m.in.
poreplikacyjne usuwanie btedéw popetnianych przez po-
limeraze DNA, ale réwniez naprawa zasad zawierajgcych
8-oxo-guanine, ktéra powstaje w komérkach na skutek
kontaktu guaniny z reaktywnymi formami tlenu. Muta-
cje w genach MMR, takich jak MLH1 (MutL homolog1),
MSH2 (MutS Homolog?2), MSH6 (MutS Homolog 6) czy PMS2
(postmeiotic segregation increased 2) skutkowaé moga
m.in. przyspieszonym starzeniem, powstawaniem nowo-
twordw, czy tzw. syndromu Lyncha (dziedziczny rak jelita
grubego niezwigzany z polipowatoscia) [25]. Gen PINK1(P-
TEN induced putative kinase 1) koduje natomiast biatko
kinazy serynowo-treoninowej, ktéra jest umiejscowiona
w mitochondriach. Jej gtéwna rola jest ochrona komdrki
przed stresem oksydacyjnym, ktéry moze by¢ powodem
nieprawidtowego dziatania zaréwno tych organelli, jak
i calej komérki. Niedobdr tego biatka prowadzi do akumu-
lacji reaktywnych form tlenu i powstawania oksydacyj-
nych uszkodzeri DNA, takich jak 8-okso-dG (8-oxoguani-
ne) w genomie komérek z mutacjami w genach naprawy
MMR. Podczas replikacji dochodzi do nieprawidtowego
parowania zmienionej guaniny z adening, co powodu-
je pdézniej powstawanie miejsca AP (apurinic/apyrimi-
dinic site), ma to na celu ograniczenie transwersji GC
— TA. W kolejnych cyklach replikacyjnych powoduje to
akumulacje pekniec jednoniciowych DNA, co moze zna-
czgco wptywaé na prawidtowe funkcjonowanie komérki,
a takze na jej przezywalno$¢ [26]. Wykazano ponadto, iz
mozliwe jest wywotanie syntetycznej letalnoéci przez za-
stosowanie inhibitoréw polimerazy DNA  w komdérkach
z niedoborem biatka MSH2 oraz inhibitoréw polimerazy
DNA y w komérkach z niedoborem aktywnosci MLH1.
Zastosowanie ich, podobnie jak we wczesniejszym, przy-
padkowo prowadzito do gromadzenia 8-oxo-G w genomie
jadrowym w przypadku pary MSH2/pol p lub w genomie
mitochondrialnym w MLH1/pol y [26].

Gen PTEN (phosphatase and tensin homolog) to gen
supresorowy, do utraty funkcji, ktérego dochodzi

w licznych przypadkach nowotworéw, zaréwno spora-
dycznych, jak i dziedzicznych. Jego mutacje sa czesto
wykrywane w przypadkach nowotworéw piersi, maci-
cy, stercza, tarczycy, skéry czy tez w glejakach. PTEN
wykazuje dwojaka nature - fosfatazy biatkowej i lipi-
dowej. Gen PTEN koduje lipidowa fosfataze fosfatydylo-
inozytolu 3, ktéra odpowiada za defosforylacje tréjfos-
foranu fosfatydyloinozytolu PIP3 (phosphatidylinositol
(3,4,5)-triphosphate). PIP3 dziata stymulujgco na szlak
kinazy AKT (v-Akt murine thymoma viral oncogene ho-
molog 1), ktéry zapobiega przebiegowi programowane;j
$mierci komérki i stymuluje synteze biatek. PTEN przez
inaktywacje PIP3 wplywa na zatrzymywanie cyklu ko-
moérki w fazie G1 i doprowadza do jej wejécia na dro-
ge programowanej $mierci. Komérka pozbawiona pra-
widtowo funkcjonujacego genu PTEN wymyka sie spod
kontroli i podlega niekontrolowanym podziatom. Biatko
MTOR (mechanistic target of rapamycin) bierze udziat
w mechanizmach regulujacych przezycie komérki w wa-
runkach niedoboru substancji odzywczych. Poniewaz
uczestniczy ono w szlaku zaleznym od Akt i kinazy PI3,
postanowiono przeanalizowaé interakcje genetyczne
zachodzace miedzy MTOR a PTEN w sytuacji obnizonej
ekspresji tego drugiego. Wykorzystano w tym celu po-
chodng rapamycyny, ktéra powoduje zatrzymywanie
cyklu komérkowego w fazie G1. Dziata na MTOR i in-
hibuje jego fragment odpowiedzialny za fosforylacje
substratéw, takich jak kinaza S6 czy 4E-BP1. Jak sie oka-
zalo zaréwno linie ludzkich komérek nowotworowych,
jak i komérki mysie, pozbawione genu PTEN byly wraz-
liwe na dziatanie rapamycyny. Utrata funkcjonalnego
PTEN moze predysponowa¢ komérki do podatnosci na
zahamowanie dziatania MTOR nawet niskimi dawkami
pochodnej rapamycyny. Wynik potwierdzata réwniez
analiza poziomu kinazy S6 [32]. Gen PTEN jest niezwykle
istotny do utrzymania stabilnosci genetycznej komérki.
Wystepujace w nim mutacje moga zupetnie pozbawic ko-
mérke naprawy DNA przez rekombinacje homologiczng.
W takiej sytuacji mozliwe jest wykorzystanie inhibito-
réw skierowanych przeciwko biatkom szlaku BER, takim
jak PARP1. W przypadku niefunkcjonalnosci tego szlaku,
nienaprawione uszkodzenia zostang przekonwertowane
do uszkodzerr dwuniciowych. Niefunkcjonalny szlak HR
nie bedzie zdolny do naprawy tych uszkodzet, co dopro-
wadzi do $émierci komdrki [29].

Opisane badania sa przyktadami wykorzystania syntetycz-
nej letalno$ci w badaniach podstawowych, jak i prébach
stworzenia spersonalizowanej terapii przeciwnowotwo-
rowej. Badania te pozwalaja odnaleZ¢ cechy odrézniajace
komérke nowotworowg od prawidtowej, co powoduje,
ze potencjalna terapia przeciwnowotworowa moze sie
staé §ci$le celowana i wywotaé mozliwie najmniej dziatan
niepozadanych. Uzyteczno$é wykorzystania narzedzia
syntetycznej letalnosci nie koriczy sie tylko na identy-
fikacji potencjalnych terapii przeciwnowotworowych.
Niezwykle istotnym celem tego typu analiz jest bowiem
poznanie biologii molekularnej nowotworéw i interakcji
miedzygenowych, czy tez ich produktéw, zachodzacych
w toku ich rozwoju.
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PobsumowaNiE

Syntetyczna letalno$é jest niezwykle uzytecznym narze-
dziem zaréwno w procesach definiowania funkcji genéw,
jak i do poznawania biologii nowotwordw i poszukiwa-
nia potencjalnych terapii przeciwnowotworowych. Po-
step technologiczny i mozliwo$é wykorzystania bibliotek
iRNA, shRNA, jak i maltoczasteczkowych zwigzkéw che-
micznych, takich jak inhibitory czy aptamery, okazuja sie
niezwykle uzyteczne do poznawania natury syntetycznej
letalnosci i proby jej wykorzystania u ludzi. Chemiotera-
pia jest metodag walki z nowotworami stosowang od kil-
ku dekad, jednak wcigz nie zmienialy sie priorytety jej
dzialania. Stosowane sa gtéwnie leki eliminujgce szybko

PismiennicTwo

dzielgce sie komérki. Takie podejscie jest przyczyng po-
jawiania sie u pacjentéw wielu dziatari niepozadanych
oraz znaczgco utrudnia ich rekonwalescencje. Syntetycz-
na letalno$¢ moze w obecnej sytuacji okaza¢ sie ztotym
$rodkiem na selektywne zabijanie wytacznie komérek
nowotworowych. Wykorzystanie jej w polaczeniu z ra-
dioterapia, czy czynnikami cytotoksycznymi moze dodat-
kowo zwiekszaé skutecznosé tego typu terapii. Badania
syntetycznej letalnosci znajduja sie jednak w poczatko-
wych etapach i wymagane jest jeszcze przeprowadzenie
wielu analiz tak, by doktadnie poznaé to zjawisko. Jednak
potencjalne, przyszto$ciowe korzysci dla cztowieka, jakie
bedzie mozna uzyskaé w rezultacie z przeprowadzonych
badan, z pewno$cia zrekompensujg poswiecone $rodki.
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