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Streszczenie

Abstract

(ozepxaHue

Rak jajnika wedlug statystyk zajmuje czwarte miejsce wsrod zgonéw z powodu nowotworéw ginekologicznych. Wynika to
zaréwno z poznego rozpoznania choroby, spowodowanego brakiem charakterystycznych objawow, jak i stale
niezadowalajacych efektéw leczenia, m.in. ze wzgledu na oporno$¢ komoérek na chemioterapie. Poszukiwanie nowych metod
terapii jest wiec nadal aktualne. Uwaza si¢, ze obiecujaca grupa potencjalnych lekédw przeciwnowotworowych moga by¢
preparaty, ktérych aktywnos¢ opiera si¢ na zjawisku interferencji RNA, czyli wyciszaniu genéw za pomocg siRNA.
Za odkrycie tego zjawiska Fire i wsp. zostali uhonorowani Nagroda Nobla. Zjawisko interferencji siRNA w prawidlowych
komoérkach jest naturalnym mechanizmem obronnym. Do wyciszenia genéw dochodzi w cytoplazmie przy udziale enzymu
Dicer. Preparaty genowe siRNA wprowadza si¢ do komorek, wykorzystujac metody wirusowe, takie jak AAV czy adenowirusy,
a takze za pomocg metod niewirusowych, np. z zastosowaniem liposoméw. Badania kliniczne preparatéw genowych siRNA
znajduja sie obecnie w pierwszej fazie. Prowadzone sa na dwoch preparatach genowych CALAA-01 oraz na nanoczasteczce
siRNA skierowanej przeciw PLK1. W niniejszej pracy skupiono uwage na terapeutycznym znaczeniu sekwencji siRNA
w stosunku do genéw: MDRI1, VEGF, MMP, CD44, HER2, SHH, STAT. Zaréwno badania eksperymentalne, jak i kliniczne
niosa nadzieje na wykorzystanie w przysziosci omawianego mechanizmu do walki z rakiem jajnika.

Slowa kluczowe: siRNA, rak jajnika, terapia genowa, badania kliniczne, chemiooporno$¢

According to statistics, ovarian cancer is the fourth cause of death due to gynecologic cancer. It results from late diagnosis of
the disease, caused by the lack of characteristic symptoms, as well as from unsatisfactory treatment methods due to e.g. cell
resistance to chemotherapy. The search for new therapies is still in progress. It is believed that preparations whose activity is
based on RNA interference, i.e. gene silencing with the use of siRNA, are a promising group of new antineoplastic medications.
Fire et al. were awarded the Nobel Prize for discovering this phenomenon. The phenomenon of siRNA interference in healthy
cells is a natural protective mechanism. Genes are silenced in the cytoplasm with the use of the Dicer enzyme. siRNA gene
preparations are delivered into cells with the use of viral methods such as AAV or adenoviruses, as well as non-viral methods
e.g. with the use of liposomes. Clinical trials concerning siRNA preparations are now in the first phase. They are conducted
on two gene preparations: CALAA-01 and siRNA nanomolecule directed against PLK1. In this paper attention was drawn
to the therapeutic meaning of siRNA sequences in relation to the following genes: MDR1, VEGF, MMP, CD44, HER2, SHH,
STAT. Both experimental and clinical studies give hope for the use of the described mechanisms in fight with ovarian cancer
in the future.

Key words: siRNA, ovarian cancer, gene therapy, clinical research, chemoresistance
Pak SIMYHMKA IO CTATHCTVKE 3aHMMAET YeTBEPTOE MECTO IO CMEPTHOCTH M3-3a TMHEKOTIOIMYIECKNX OHKOMTOTMYECKIX

3abonmeBanmit. DTO CIEyeT KaK U3 MO3/JHETO [1arHo3a 3aboeBaHs, 00yC/IOBIHHOTO OTCYTCTBMEM XapaKTePHBIX CUMIITOMOB,
TaK 1 BCe ellle Hey/JOBNeTBOPUTENbHBIX 9QPEKTOB eUeHNs, B TOM YNC/Ie ¥3-3a HEOANAIOIIMXCA XMMMUOTEPAIINM K/IeTOK.
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ITouck HOBBIX METOJJOB TePAIM BCe ellle akTyaseH. CdnTaeTcs, 4T0 MHOT0OO Iatoleli IPYIINoli HOTeHIIaTIbHBIX TeKapCTB
OT OHKOJIOTMYeCKMX 3a60IeBaHNUII MOTYT OBITH IIpemnapaTsl, AKTUBHOCTh KOTOPBIX OCHOBBIBAETCS Ha SIBICHNUMN
nnrepdepennyy PHK, t.e. BeikmogeHny reros ¢ momoigsio MuPHK. 3a oTkpertie aToro siBienust Qartep i Kojtery 6buin
ynoctoensl Hobenesckoit mpemyn. SAsnenne nurepdepentiny PHK B HOpManbHBIX K/IETKaX — 3TO €CTCTBEHHbIN 3alIUTHBII
MeXaHu3M. BbIkIro4eHMe reHoB IPOMCXOAUT B IUTOIIasMe Npu y4acTum su3uma Dicer. Tennble npenapatsr MuPHK
BBOJIATCA B K/IETKM, CIIONb3YsA BUPYCHbIE METO/IbI, TaKye KaK aJleHO-aCCOLMMPOBAHHBI BUPYC AAV, a Tak)Ke C ITOMOILIbIO
HEBUPYCHBIX METOJIOB, HAIIpMMep, C IIPMMeHeHneM MMnocoM. Knmumuyeckne nuccenoBanys reHHpIX npenaparos MuPHK
HaXOJATCA B HACTOsAIIee BpeMms B nepBoii (ase. Bemyrca Ha aByx renHbix anmaparax CALAA-01 n Ha HaHowyacTnie MuPHK,
HanpasieHHol npotus PLKI. B Hacrosmeit paboTe cOCPeTOTOYEHO BHUMAHME HA TePAIeBTUYECKOM 3HAYEHUN
nocnepnosarenbHocT MUPHK B orHomenyn renos: MDRI1, VEGF, MMP, CD44, HER2, SHH, STAT. Kak akcriepiMeHTa IbHbIe,
TaK M KIMHNYeCKIe UCCIeOBAHI HEeCYT HaleXX /[y Ha UCIIONIb30BaHNe B OyAyIleM yIIOMIHAEMOTO MeXaH3Ma L1 60pbObI
C PaKoM AAMYHUKA.

KnrwoueBbie cioBa: MI/IPHK, PaK AMYHMKA, TEHHAA T€PaIyd, KJIMHNYIECKIE NCCIIeOBaHNA, yCTOIZ‘-H/[BOCTI) K XMMHMOTEpANINN

WPROWADZENIE

ak jajnika jest jedna z gtownych przyczyn zgonow

u kobiet hospitalizowanych na oddziatach gineko-

ogicznych z powodu nowotworéw. Statystyki wy-
kazuja staly wzrost zachorowalnoéci na ten rodzaj raka®
i sugeruja, ze istnieje potrzeba poszukiwania coraz nowo-
cze$niejszych metod leczenia. Poznanie mechanizméw mo-
lekularnych kancerogenezy pozwala na projektowanie no-
wych lekow przeciwnowotworowych i prowadzenie badan
klinicznych. Coraz czgsciej notuje sie proby stosowania no-
woczesnej terapii genowej®. Duzym zainteresowaniem cie-
szg si¢ rdwniez eksperymentalne preparaty przeciwnowo-
tworowe zawierajace sekwencje siRNA. W pierwszej fazie
badan klinicznych znajduje si¢ obecnie np. preparat siRNA
okreslany jako CALAA-01®. Jego zadaniem jest zahamo-
wanie wzrostu nowotworu poprzez ograniczenie ekspre-
sji genu podjednostki M2 reduktazy rybonukleotydowe;j.
W pierwszej fazie badan klinicznych jest réwniez nano-
czasteczka siRNA, skierowana przeciwko PLKI. Badania te
daja nadzieje na pojawienie si¢ nowych mozliwosci skutecz-
niejszego leczenia pacjentek z nowotworem jajnika.

MECHANIZM INTERFERENCIJI siRNA

Jedna ze strategii terapii genowej jest postepowanie opar-
te na zjawisku interferencji RNA (RNA interference), wy-
korzystujacej preparaty genowe do potranskrypcyjnego
wylaczenia genow. Fire i wsp. za wykazanie mechanizmu
interferencji zostali uhonorowani Nagroda Nobla. W pra-
widtowych komorkach zjawisko interferencji jest natural-
nym mechanizmem obronnym komoérek. Zostalo odkryte
u roélin, a nastepnie dokladnie zbadane u nicieni®. Me-
chanizm interferencji jest inicjowany w cytoplazmie, gdzie
egzogenny dwuniciowy RNA (dsRNA) ulega enzymatycz-
nej hydrolizie. Za przebieg reakcji odpowiada enzym Dicer,
ktory strukturalnie nalezy do RNazy III. Powstaja produk-
ty o dtugosci od 19 do 25 nukleotydéw - male interferuja-
ce siRNA. Powstale siRNA jest wlaczane do enzymatycz-
nego kompleksu RISC (RNA-induced silencing complex).

INTRODUCTION

varian cancer is one of the main causes of death in

women hospitalized at gynecologic wards due to

cancer®. Statistics show a constant increase in the
incidence of this kind of cancer® and suggest that there is
a need to search for modern treatment methods. The dis-
covery of molecular mechanisms of carcinogenesis enables
the development of new anticancer drugs and conduction
of clinical research. Attempts to provide a modern gene
therapy are more and more frequently observed®. Also,
experimental antineoplastic preparations containing siRNA
sequences are also attracting much attention. For example,
an siRNA preparation known as CALAA-01 is currently in
the first phase of clinical trials®. It is supposed to inhibit the
growth of the cancer by limiting the expression of the M2
subunit of ribonucleotide reductase. Also the siRNA nano-
molecule directed against PLK1 is in the first phase of clini-
cal trials. These studies give hope for the emergence of new
possibilities for treating female patients with ovarian can-
cer more effectively.

siRNA INTERFERENCE MECHANISM

One of gene therapy strategies is treatment based on RNA
interference which uses gene preparations to post-tran-
scription gene knockout. Fire et al. were awarded the No-
bel Prize because they documented the mechanism of inter-
ference. Interference is a natural protective mechanism in
healthy cells. It was discovered in plants, and later on stud-
ied in nematodes™. The mechanism of interference is ini-
tiated in the cytoplasm, where exogenous double-stranded
RNA (dsRNA) undergoes enzymatic hydrolysis. The Dicer
enzyme, which is structurally an RNase III, is responsible
for the reaction. Products containing 19-25 nucleotides are
produced - small interfering siRNA. siRNA formed in this
way is included in the enzymatic RISC complex (RNA-in-
duced silencing complex). It is composed of, inter alia, Ar-
gonaute proteins, dsSRNA-binding proteins, and proteins ex-
hibiting helicase and nuclease activity. The RISC leads to the

CURR. GYNECOL. ONCOL. 2014, 12 (3), p. 197205




Preparaty SIRNA w terapii genowej raka jajnika / SiRNA preparations in gene therapy of ovarian cancer

Sklada si¢ on m.in. z bialek Argonaute, bialtek, ktore wigze
dsRNA, oraz bialek o aktywno$ci helikaz i nukleaz. Dzia-
taniem kompleksu RISC jest ulozenie jednostek katalitycz-
nych Ago-2 i wigzania docelowego mRNA obok siebie.
Wykazano, ze w procesie interferencji kluczowa role od-
grywa biatko Ago-2 — komorki go pozbawione nie wykazu-
ja mechanizmu dziatania siRNA®). Biatko to w kompleksie
RISC zbudowane jest z dwoch domen: PAZ i Piwi. Zna-
czacg funkcje domeny PAZ stanowi zdolno$¢ do wiazania
siRNA, natomiast z domeng Piwi wigze si¢ aktywnos¢ ka-
talityczna kompleksu.

Wprowadzanie siRNA do komorki opiera si¢ na meto-
dach wykorzystujacych wektory wirusowe i niewirusowe.
Do grupy wektoréw wirusowych zalicza si¢: retrowirusy,
lentiwirusy, adenowirusy, parwowirusy oraz AAV, nato-
miast do niewirusowych wektoréw nalezg: liposomy, poli-
mery, peptydy®?. Do interferencji RNA stosuje si¢ réwniez
liposomy i kationowe polimery®.

siRNA W TERAPII GENOWE)J
RAKA JAJNIKA

Ocenia sie, ze w przypadku zdiagnozowania raka jajni-
ka w stadium zaawansowanym 5-letnie przezycie wyno-
§130%1%. A zatem czy zastosowanie mechanizmu siRNA
w przysztosci moze by¢ powszechnie stosowang alterna-
tywna forma leczenia dla pacjentek z tym nowotworem?
Ostatnio w badaniach zwigzanych z projektowaniem no-
wych lekow przeciwnowotworowych zwraca si¢ uwage na
terapeutyczne znaczenie sekwencji siRNA w stosunku do
gendw MDRI, VEGF, MMP, CD44, HER2, SHH, STAT. Re-
prezentatywne informacje do$wiadczalne dotyczace tych
genow scharakteryzowano w dalszych czesciach publikacji.
Gen MDRI koduje glikoproteing P. Wplywa ona na po-
wstawanie opornosci wielolekowej w organizmie ludz-
kim™". Dla terapii onkologicznej istotny jest fakt, ze bierze
udzial w eliminowaniu cytostatykow z komorek nowotwo-
rowych®?. Gen MDRI jest eksponowany na wysokim po-
ziomie, zatem zahamowanie ekspresji/czgéciowe wyciszenie
moze mie¢ potencjalne znaczenie kliniczne. W celu wyci-
szenia genu Xu i wsp. przeprowadzili transfekcje siRNA
MDRI na komoérkach nowotworowych raka jajnika, wyko-
rzystujac w eksperymencie adenowirusy!'®. Wyniki tych ba-
dan potwierdzaja, ze istnieje mozliwos¢ szybkiego i trwate-
go zmniejszenia ekspresji genu MDRI.

W nowoczesnej, innowacyjnej terapii raka jajnika celem
molekularnym jest rowniez gen VEGF (naczyniowo-§rod-
btonkowy czynnik wzrostu). W rozwoju guzéw nowotwo-
rowych ograniczenie procesu angiogenezy/powstawania
nowych naczyn stanowi jedna ze strategii terapeutycznych
i co za tym idzie - moze przyczynic si¢ do zmniejszenia po-
wstawania przerzutéw"). Wykazano, ze proces angiogenezy
guza przebiega w sposob chaotyczny, co wiecej, zaobserwo-
wano wystepowanie roznych stref utlenowania guza nowo-
tworowego. Zhou i wsp. przeprowadzili transfekcje w celu
zbadania mozliwo$ci wyciszenia genéw VEGF siRNA na
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arrangement of Ago-2 catalytic units and to the binding of
the target mRNA nearby. It has been shown that the Ago-2
protein plays a crucial role in the process of interference —
cells that lack it do not exhibit the siRNA activity mecha-
nism®. The protein in the RISC complex is built of two do-
mains: PAZ and Piwi. An important function of the PAZ
domain is its ability to bind siRNA, whereas the Piwi do-
main is connected with the catalytic activity of the complex.
Delivery of siRNA into the cell is based on methods using
viral and non-viral vectors. The group of viral vectors in-
cudes retroviruses, lentiviruses, adenoviruses, parvovirus-
es, and AAV, whereas non-viral vectors include: liposomes,
polymers and peptides®®. Liposomes and cationic poly-
mers are also used for RNA interference®.

siRNA IN GENE THERAPY
OF OVARIAN CANCER

It is established that in case of ovarian cancer of advanced
stage, the 5-year survival is 30%'?. Can the use of the siRNA
interference mechanism in the future be a universally ac-
cepted alternative form of treatment of patients with this
cancer then? Recently, attention has been paid to the ther-
apeutic meaning of siRNA sequences in relation to MDRI,
VEGF, MMP, CD44, HER2, SHH, STAT genes in the studies
related to the development of new anticancer drugs. Repre-
sentative experimental information concerning these genes
was presented in further parts of the article.

The MDRI gene encodes P-glycoprotein. It influences the
development of multidrug resistance in the human organ-
ism". An important fact for cancer therapy is that it takes
part in the elimination of cytostatics out of cancer cells"?.
The MDRI gene is highly expressed, and inhibition of its
expression/partial silencing can have potential clinical sig-
nificance. In order to silence the gene, Xu et al. conducted
siRNA MDRI transfection on ovarian cancer cells, using
adenoviruses in the experiment!?. Outcomes of their stud-
ies confirm that there is a possibility of fast and constant in-
hibition of MDRI gene expression.

The VEGF (vascular endothelial growth factor) is also a mo-
lecular target in modern innovative ovarian cancer ther-
apy. Limiting the process of angiogenesis/development of
new vessels is one of many therapeutic strategies in inhibit-
ing the growth of cancer tumors and, therefore, can lead to
a decrease in metastasis formation®. It was shown that the
process of angiogenesis is chaotic. Moreover, different areas
of tumor oxygenation were observed. Zhou et al. conduct-
ed transfection in order to study the possibility of VEGF
siRNA gene silencing using the Caov3 ovarian cancer cell
line®®. They demonstrated inhibition of cell proliferation
and induction of apoptosis after implementation of siRNA
gene preparations.

Metalloproteinase (MMP) leads to degradation of the vessel
base membrane, which results in tumor growth and is con-
nected with formation of metastases!'®. Hu et al. conduct-
ed research using ovarian cancer cells that were transfected
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linii komorkowej raka jajnika Caov3"?. Po zastosowaniu
preparatow genowych siRNA wykazali oni zahamowanie
proliferacji komdrek, indukcje apoptozy.
Metaloproteinazy (MMP) prowadzg do degradacji btony
podstawnej naczyn, co skutkuje wzrostem guza i jest zwia-
zane z przerzutowoscig'®. Hu i wsp. przeprowadzili bada-
nia na komorkach raka jajnika, ktore transfekowali prepa-
ratem MMP-9 siRNA. Dowiedli oni, ze uzyskane komorki
charakteryzowaly sie obnizong inwazyjnoscia i adhezja"”.
Mechanizm z zastosowaniem siRNA jest testowany row-
niez dla genu CD44. Nalezy on do grupy receptoréw adhe-
zyjnych, bierze udziat w migracji komorek nablonka oraz
wplywa na proces integralnosci tkankowej'®!). Biatko blo-
nowe CD44 wplywa takze na takie procesy, jak: adhezja,
agregacja i proliferacja®). Gen kodujacy CD44 jest zlokali-
zowany na chromosomie 11@". Powstaje w wyniku potrans-
lacyjnej regulacji, obejmujacej alternatywny splicing i mo-
dyfikacje bialek.

W chorobach nowotworowych CD44 odgrywa role w pro-
cesie transformacji, wpltywa na oporno$¢ na chemioterapie.
Znaczaca jest tez funkcja CD44 w takich jednostkach cho-
robowych, jak: reumatoidalne zapalenie stawdw, nowotwo-
ry ukladu krwiotworczego, choroby autoimmunologiczne,
oraz w progresji guza nowotworowego??.

Yeo i wsp. udowodnili, ze wysoki poziom CD44 stanowi
wazny przerzutowy marker monitorujacy wystepowanie
progresji nowotworzenia, jak rowniez wplywa na rokowa-
nie®. Zespot badawczy pod kierownictwem Li zaobserwo-
wal, ze komorki raka jajnika SKOV-3 po transfekeji siRNA
CD44 oraz po zastosowaniu cytostatyku — etopozydu wy-
kazaly brak opornosci na apoptoze®. Dzialanie etopozy-
du polega na zerwaniu jedno- i dwuniciowych nici DNA
oraz zahamowaniu syntezy DNA. Podobnie Ganesh i wsp.,
prowadzac swoje badania na komoérkach raka ptuc w kom-
binacji CD44 siRNA z cisplatyna, wykazali zmniejszenie
opornosci, a takze zatrzymanie rozwoju guzéw®. Moze to
sugerowac wystepowanie efektu wyciszenia w nowotworach
o odmienne;j etiologii. Cisplatyna nalezy do grupy lekow al-
kilujacych DNA; jej gtéwny mechanizm dziatania to kowa-
lencyjne wigzanie do kwasu deoksyrybonukleinowego, pro-
wadzace do zahamowania jego syntezy i replikacji®®.

U podloza procesu nowotworzenia moga leze¢ zaréwno
zmiany genetyczne, jak i epigenetyczne. Metylacja w ko-
morkach nowotworowych moze spowodowac rozwdj no-
wotworu poprzez hiper- i hipometylacje. W swoich bada-
niach Ross i wsp. wykazali, ze w przypadku raka jajnika
dochodzi do spadku ekspresji CD44 spowodowanej hiper-
metylacjag®.

Cennym zrédfem informacji sa badania na zwierzetach.
W jednym z nich wykorzystano myszy transfekowane
siRNA CD44. Subramaniam i wsp. uzyskali zmniejszenie
ekspresji CD44, ktére wywotato obnizenie masy nowotwo-
ruw stosunku do grupy kontrolnej®. W swoich badaniach
transfekowali komdrki plazmidem DNA siRNA CD44.
Gen HER (gen ludzkiego receptora-2 dla naskoérkowe-

200 | €° czynnika wzrostu) nalezy do rodziny receptoréw dla

using the MMP-9 siRNA preparation. They proved that
gathered cells were characterized by lower invasiveness and
adhesion).

The mechanism with the use of siRNA is also tested for the
CD44 gene. This gene belongs to the group of adhesive re-
ceptors, it takes part in epithelial cell migration and affects
tissue integrity processes'®'*). Membrane protein CD44 also
affects such processes as: adhesion, aggregation, and pro-
liferation®?. The CD44 encoding gene is located on chro-
mosome 11@Y. It forms as a result of post-translation reg-
ulation that comprises alternative splicing and protein
modification.

CD44 plays a role in transformation in neoplastic diseases;
it affects resistance to chemotherapy. The function of CD44
is also important in such diseases as: rheumatoid arthritis,
hematopoietic neoplasms, autoimmune diseases, and neo-
plastic tumor progression®?.

Yeo et al. proved that high CD44 level was an important
metastatic marker in monitoring of the occurrence of me-
tastasis progression, and also that it affected the prog-
nosis®. The research team headed by Li observed that
SKOV-3 ovarian cancer cells demonstrated lack of resis-
tance to apoptosis after siRNA CD44 transfection and after
the use of a cytostatic — etoposide®”. The mechanism of eto-
poside is based on the rupture of single- and double-strand-
ed DNA and inhibition of DNA synthesis. Similarly, Ganesh
et al., when conducting their research on lung cancer cells
combining CD44 siRNA with cisplatin, demonstrated a de-
crease in resistance as well as inhibition of tumor develop-
ment®. It may suggest that silencing effect occurs in can-
cer of different etiology. Cisplatin is a drug belonging to the
group of medications that alkylate DNA; its main mecha-
nism of action is the formation of a covalent bond to de-
oxyribonucleic acid, which leads to inhibition of its synthe-
sis and replication®®.

Both genetic and epigenetic changes can underlie neoplas-
tic processes. Methylation in cells can lead to the develop-
ment of a neoplasm due to hyper- and hypomethylation.
Ross et al. demonstrated in their research that a decrease
in CD44 expression occurs in case of ovarian cancer due to
hypermethylation®.

Research conducted on animals is also a valuable source
of information. Mice transfected with CD44 siRNA were
used in one of such studies. Subramaniam et al. obtained
a decrease in CD44 expression that caused a decrease in
the tumor mass in comparison with the control group®®.
In their studies they transfected cells with CD44 siRNA
DNA plasmid.

The HER gene (human epidermal growth factor recep-
tor 2) belongs to the group of growth factor receptors.
They are receptors with tyrosine kinase activity®). Path-
ological HER2 receptor expression is observed in can-
cer cells®?. HER2 is needed in healthy cells for physio-
logical cell development and division. The evaluation of
HER2 amount enables to choose optimal treatment meth-
ods in breast cancer. Lu et al. demonstrated that the use
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czynnikéw wzrostu. Sa one receptorami o aktywnosci ki-
nazy tyrozynowej®”. W komorkach nowotworowych ob-
serwuje si¢ nieprawidlowg ekspresje receptoréw HER2G?,
W fizjologicznych komdrkach receptor HER2 jest po-
trzebny do prawidtowego rozwoju i dzielenia si¢ komo-
rek. W raku piersi oznaczenie ilosci HER2 pozwala wybra¢
optymalne sposoby leczenia. Lu i wsp. wykazali, ze zastoso-
wanie interferencji siRNA z HER2 prowadzi do ogranicze-
nia proliferacji komérek oraz ich inwazji®V. Transfekowa-
no komorki raka jajnika SKOV-3.

Gen EphA2 wykazuje wysoka ekspresje w raku jajnika.
Shahzad i wsp. udowodnili jego wplyw na migracje, proli-
feracje komorek oraz na angiogeneze®?. W badaniach tych
zostaly uzyte komdrki HeyA8 oraz SKOV-3-ip1 - transfe-
kowane komercyjnymi zestawami siRNA EphA3 i wstrzyki-
wane myszom. Wykazano zmniejszenie wzrostu guzow jaj-
nikowych w badaniach in vivo po zastosowaniu preparatu
siIRNA®Y. Zaréwno Landen i wsp., jak Shahzad i wsp. wska-
zujg na mozliwos¢ wykorzystania mechanizmu wyciszania
EphA2 w terapii raka jajnika. W badaniu preparatu siRNA
EphA2 zaobserwowano efekt wyciszajacy, a takze zmniej-
szajacy wielko$¢ guza®*3?),

W terapii raka jajnika celem molekularnym stajg si¢ row-
niez enzymy polimerazy ADP-rybozy: PARP1. Enzym ten
katalizuje rozszczepienie NAD* i wlgczenie czasteczki ADP-
-rybozy®. PARP1 jest zaangazowany w takie procesy ko-
morkowe, jak przezywalnoé¢ i smier¢ komorek, ponadto
bierze udzial w regulacji procesu transkrypcji oraz w na-
prawie DNA®®, Wyrdzniamy nastepujace PARP: 1, 2, 3, 4,
5, 6, ale tylko PARP1 odgrywa zasadnicza role w procesach
nowotworzenia, jak réwniez w chorobach zapalnych i neu-
rodegeneracyjnych®. Golberger i wsp. zastosowali mecha-
nizm interferencji w modelu mysim raka jajnika siRNA
PARPI. Wykazali oni zahamowanie wzrostu komorek po-
przez indukcje apoptozy za pomocg mechanizmu interfe-
rencji®”. Komorki raka jajnika transfekowano lipidoidem
NC100.

Zaburzenia szlakow sygnatowych sg przyczyna wielu cho-
réb, w tym nowotworowych, dlatego w ostatnim pigcioleciu
prowadzi si¢ intensywne badania nad transdukcja sygna-
tu indukowanego przez jeden ze szlakéw sygnatowych -
szlak SHH, z ktorym wiaze si¢ nadzieje na wykorzystanie
w terapii raka jajnika. Gen hedgehog (SHH) zostal odkryty
u muszki owocowej (Drosophila melanogaster)®®. SHH od-
grywa role w wielu procesach, takich jak proliferacja, roz-
nicowanie, czy w onkogenezie®?. Receptorami dla szlaku
SHH s3 dwa biatka transblonowe - PTCH (patched) i SMO
(smoothened)“”. Mechanizm aktywacji szlaku obejmuje na-
stepujace etapy: w poczatkowej fazie bialko SHH Iaczy sie
z kompleksem receptorowym PTCH-SMO. Rolg PTCH jest
hamowanie SMO, kiedy w poblizu komorki efektorowej nie
ma biatka SHH, natomiast zadaniem receptora SMO jest
aktywacja translokacji czynnika transkrypcyjnego GLI,
a nastepnie przeniesienie go do jadra i zwigzanie z DNA,
za$ w koncowym etapie dochodzi do aktywacji genow za-
leznych od SHH, np. VEGE.
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of interference of siRNA and HER?2 leads to a limitation
of cell proliferation and invasion®’. The SKOV-3 ovarian
cancer cells were transfected.

The EphA2 gene demonstrated high expression in ovarian
cancer. Shahzad et al. proved its influence on cell migration
and proliferation, and on angiogenesis®?. The HeyA8 and
SKOV-3-ip1 cells were used in those studies - they were
transfected with commercial sets of EphA3 siRNA and in-
jected into mice. Growth limitation of ovarian tumors was
demonstrated in in vivo studies after the use of the siRNA
preparation®®®. Both Landen et al. and Shahzad et al. point
that the EphA2 silencing mechanism can possibly be used in
ovarian cancer therapy. The effect of silencing and decreas-
ing tumor growth was observed in studies on the EphA2
siRNA preparation®39,

Polymerase ADP-ribose: PARP1 enzymes are becoming
amolecular target in ovarian cancer therapy. This enzyme
is a catalyst of NAD" cleavage and APD-ribose molecule
inclusion®. PARP1 takes part in such cellular processes as
cell survival and death; it is also involved in the regulation
of transcription and DNA repair®®. The following PARPs
can be distinguished: 1, 2, 3, 4, 5, 6, but only PARP1 plays
a crucial role in neoplastic processes as well as inflamma-
tory and neurodegenerative diseases®®. Golberger et al.
used the interference mechanism of siRNA PARPI in the
mouse model of ovarian cancer. They demonstrated inhi-
bition of cell growth by inducing apoptosis on the basis of
the interference mechanism®”. Ovarian cancer cells were
transfected with NC100 lipidoid.

Disorders of signaling pathways cause many diseas-
es, also cancer ones, and that is why intensive studies
have been conducted for the last 5 years on transduc-
tion of a signal induced by one the signal pathways - the
SHH pathway, for which there are hopes in ovarian can-
cer therapy. The hedgehog (SHH) gene was discovered in
a fruit fly (Drosophila melanogaster)®®. SHH plays a role
in many processes such as proliferation, differentiation,
or oncogenesis®. SHH pathway receptors include two
transmembrane proteins — PTCH (patched) and SMO
(smoothened)“?. The pathway activation mechanism
comprises the following stages: in the initial phase, SHH
protein binds to the PTCH-SMO receptor complex. The
role of PTCH is to inhibit SMO if SHH protein cannot be
found in the proximity of the effector cell, whereas the
role of SMO is to activate transcription factor GLI trans-
location and to transfer it further to the nucleus and to
bind it to DNA. In the final stage SHH-dependent genes
are activated, e.g. VEGF.

Glil, Gli2 are transcription factors that regulate target
SHH gene expression®. Transcription factors are regu-
lated by AKT and P53, affect cell proliferation and surviv-
al“?. Many researchers proved that pathological Gli tran-
scription factor signaling may lead to the development
of a cancer, and may also correlate with tumor develop-
ment and metastasis formation®*-**). Chen et al. trans-
fected ovarian cancer cells with lipofectamine 2000 using
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Gen Funkgja Referencje
Gene Function References
MDR1 Opornos¢ wielolekowa o
Multidrug resistance
VEGF Proces angiogenezy 4
Process of angiogenesis
Mmp Progresja, tworzenie przerzutéw (e
Progression, metastasis formation
044 Adhezja, migracja komorek @
Adhesion, cell migration
HER Proliferacja, podziat komdrek @
Proliferation, cell division
EPHA2 Migracja, proliferacja komarek G2
Migration, cell proliferation
PARP1 Przezywalnos¢ komérek, naprawa DNA (6)
Cell survival, DNA repair
AKT Proliferacja, migracja, apoptoza komérek “2
Proliferation, migration, cell apaptosis
(DK Regulacja cyklu komérkowego 60
Cell cycle requlation
Integryny Komunikacja miedzykomdrkowa G3)
Integrins Intercellular communication
SHH Onkogeneza 69
Oncogenesis
GLI Proliferacja, przezywalnos¢ komarek 2
Cell proliferation, cell survival
Receptor estrogenowy Mechanizm zaleznosci hormonalnej (€0)
Estrogen receptor Mechanism of hormone dependence
P53 Apoptoza komdrek (©3)
(ell apoptosis
STAT3 Chemioopornosc, angiogeneza 68
Chemoresistance, angiogenesis

Tabela 1. Charakterystyka preparatow siRNA wykorzystywanych w terapii raka jajnika
Table 1. Characteristics of siRNA preparations used in ovarian cancer therapy

Glil, Gli2 to czynniki transkrypcyjne, ktore reguluja ekspre-
sje genu docelowego SHH). Czynniki transkrypcyjne sa
regulowane przez AKT i P53, wplywaja na proliferacje oraz
przezywalno$¢ komoérek?. Wielu naukowcédw wykazalo, ze
nieprawidfowa sygnalizacja czynnikow transkrypcyjnych Gli
moze przyczynic si¢ do powstania nowotworu, a ponadto ko-
relowaé z rozwojem guza oraz przerzutowosécia®*>. Chen
i wsp. w swoich badaniach transfekowali komorki raka jaj-
nika ES2 i SKOV-3 z wykorzystaniem plazmidu, za pomo-
cg lipofektaminy 2000. Wykazali zahamowanie ekspresji Gli
w wyniku zastosowania mechanizmu interferencji sSiRNA®“?),
W chorobach nowotworowych dochodzi réwniez do zabu-
rzenia aktywacji szlaku sygnalowego AKT. Prowadzone s3
intensywne badania nad mozliwoscig zastosowania mecha-
nizmu siRNA w kontekscie wyciszenia tego szlaku®®. Jest to
serynowo-treoninowa kinaza, ktdra pelni funkcje gléwnego
efektora 3-kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K). AKT odpo-
wiada za fosforylacje bialek zaangazowanych w transkryp-
cje, proliferacje, migracje oraz apoptoze”).

Do aktywacji kinazy AKT dochodzi w wyniku stymulacji
komorek insuling, czynnikami wzrostu (np. VEGF) i cyto-
kinami. W efekcie przytaczenia do receptoréw o charakte-
rze kinaz tyrozynowych, insuliny czy czynnikéw wzrostu
nastepuje aktywacja 3-kinazy fosfatydyloinozytolu.

plasmid in their studies. They demonstrated inhibition
of Gli expression as a result of the implementation of the
siRNA interference mechanism®?.

Disturbance of AKT signaling pathway also occurs in
cancer diseases. Intensive research is conducted concern-
ing the possibility of siRNA use in the area of this path-
way silencing®®). This is serine/threonine kinase that func-
tions as the main effector of the phosphoinositide 3-kinase
(PI3K). AKT is responsible for the phosphorylation of pro-
teins involved in transcription, proliferation, migration,
and apoptosis“”).

The AKT kinase becomes activated as a result of stimulat-
ing cells with insulin, growth factors (e.g. VEGF), and cyto-
kines. Phosphoinositide 3-kinase activation occurs because
insulin or growth factors are bound to receptors of the ty-
rosine kinase kind.

The phosphoinositide 3-kinase/AKT signaling pathway is
of great importance in resistance to chemotherapy“®. Jeong
et al. demonstrated inhibition of cell resistance to paclitaxel
using the siRNA AKT mechanism™. They used siRNA oli-
gos with the application of lipofectamine 2000 on SKOV-3
and A2780 ovarian cancer cells.

Studies on CDK - a family of protein cyclin-dependent ki-
nases that take part in cell cycle regulation - are conducted
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Szlak sygnatowy 3-kinazy fosfatydyloinozytolu/AKT ma
ogromne znaczenie w opornosci na chemioterapie®. Jeong
i wsp. wykazali zahamowanie oporno$ci komdrek na pakli-
taksel za pomocg mechanizmu siRNA AKT™). Zastosowa-
li siRNA oligos przy uzyciu lipofektaminy 2000 na komor-
ki raka jajnika SKOV-3 i A2780.

W nowoczesnej terapii genowej raka jajnika prowadzi si¢
badania nad ekspresja CDK - rodzing bialkowych kinaz za-
leznych od cyklin, ktdre biora udzial w regulacji cyklu ko-
morkowego. Rozregulowanie cyklu komoérkowego jest ce-
cha wielu nowotwordw, w tym nowotworu jajnika®”. Yin
iwsp. wykazali, ze zastosowanie mechanizmu siRNA CDK2
hamuje proliferacje i wzrost komérek raka jajnika®".
Wiele zespotéw naukowych w swoich badaniach pracuje
nad mozliwo$cia wyciszenia integryn, jak rowniez recep-
tora estrogenowego®**¥. Integryny reguluja komunikacje
miedzykomoérkows oraz wplywaja na migracje, adhezje,
proliferacje i przezywalnos¢ komorek®». W raku jajni-
ka dochodzi do zaburzen w receptorze estrogenowym®®.
Thasni i wsp. zastosowali mechanizm siRNA z recepto-
rem estrogenowym na komorkach BG1 - pochodzacych
od pacjentek w III stadium choroby, z gruczolakorakiem
jajnika®”,

Biatka STAT, wérdd ktdrych znajduje sie¢ STAT3, stanowia
rodzing czynnikéw transkrypcyjnych. Kontrolujg one eks-
presje genéw odpowiedzialnych za proliferacje, przezycie,
chemiooporno$¢ czy angiogeneze®®. STAT3 wplywa na
oporno$¢ na cisplatyne®?.

Bialka STAT w formie nieaktywnej znajduja si¢ w cytopla-
zmie po aktywacji przy udziale czynnikdw wzrostu, cytokin
czy hormonéw. Przemieszczajg si¢ do jadra komorkowego
w formie ufosforylowanej — w takiej postaci biatko STAT3
wystepuje w nowotworach.

Obecnie prowadzi sie liczne badania nad zastosowaniem
mechanizmu STAT3 w terapii przeciwnowotworowej. Wy-
kazuja one, ze zahamowanie/blokowanie ekspresji STAT3
hamuje proliferacje komorek nowotworowych in vitro
i progresje nowotwordw in vivo.

Han i wsp. badali wptyw wyciszenia siRNA STAT3 na opor-
nos$¢ na chemioterapie. Transfekowali oni komorki SKOV-3
i A2780 siRNA STAT3. Udowodnili zwigkszenie wrazliwo-
$ci komorek na cisplatyne.

Jiang i wsp. zastosowali wyciszenie shRNA na komorki
A2780CP i A2780s, wykazujac, ze shRNA STAT3 powo-
duje apoptoze oraz zahamowanie proliferacji komoérko-
wej, jak réwniez zahamowanie rozwoju guzéw in vivo®".
Podobnie w swoich badaniach Zhao i wsp. wykazali za po-
mocg mechanizmu siRNA STAT3 wzrost apoptozy komo-
rek nowotworowych, transfekujac komorki SKOV-3 pla-
zmidem®?.

W chorobach nowotworowych dochodzi do mutacji biatka
p53, ktorego kluczowa funkeja jest hamowanie angiogenezy
i apoptozy komorek z uszkodzonym materiatem genetycz-
nym, co moze odgrywac kluczowg role w progresji nowo-
tworu. Meijer i wsp. wykazali, ze dziatanie siRNA p53 pro-
wadzi do efektu apoptotycznego®?.
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in modern ovarian cancer gene therapy. Dysregulation of
the cellular cycle is a characteristic feature of many cancers,
including ovarian cancer®”. Yin et al. demonstrated that the
use of the CDK2 siRNA mechanism inhibits ovarian cancer
cell proliferation and growth®".

Numerous study teams are working on the possibility of si-
lencing integrins as well as the estrogen receptor®*-*. In-
tegrins regulate intercellular communication and affect cell
migration, adhesion, proliferation, and survival®®. Disor-
ders of the estrogen receptor occur in ovarian cancer®®.
Thasni et al. used the siRNA mechanism with estrogen re-
ceptor on BG1 cells — derived from patients with stage III
ovarian adenocarcinoma®”.

STAT proteins, including STAT3, are a family of transcrip-
tion factors. They regulate expression of genes responsible
for proliferation, cell survival, chemoresistance, or angio-
genesis®®. STAT3 influences resistance to cisplatin®.

The inactive form of STAT proteins can be found in the cy-
toplasm after activation with the use of growth factors, cyto-
kines, or hormones. They migrate to the nucleus in a phos-
phorylated form - in such a form STAT3 protein is found
in neoplasms.

Currently, numerous studies concerning the STAT3 mech-
anism in antineoplastic therapy are being conducted. They
demonstrate that inhibiting/blocking STAT3 inhibits in vi-
tro neoplastic cell proliferation and in vivo progression of
neoplasms.

Han et al. studied the influence of STAT3 siRNA silenc-
ing on chemotherapy. They transfected SKOV-3 and A2780
cells with STAT3 siRNA. They demonstrated an increase in
cell sensitivity to cisplatin®.

Jiang et al. used shRNA silencing on A2780CP and A2780s,
demonstrating that STAT3 shRNA leads to apoptosis and
cell proliferation inhibition as well as inhibition of in vivo
tumor development®". Similarly, Zhao et al. in their stud-
ies demonstrated an increase in cancer cell apoptosis using
the STAT3 siRNA mechanism by transfecting SKOV-3 cells
with plasmid®©?.

Mutation of the p53 protein whose main function is to in-
hibit angiogenesis and apoptosis of cells with damaged ge-
netic material, occurs in neoplasms, which may play a key
role in neoplasm progression. Meijer et al. demonstrated
that p53 siRNA activity leads to apoptotic effect®.

SUMMARY

Experimental studies and preliminary clinical trials dem-
onstrated that preparations containing siRNA sequences
may in future broaden the spectrum of conventional phar-
macotherapy. Further basic studies are needed in order to
plan the introduction of siRNA preparations into oncology
clinics. The development of effective and selective methods
of psiRNA delivery to cancer cells seems an incredible chal-
lenge. On the basis of own experiences we believe that recom-
binant AAV viral vectors may be a platform for a safe and ef-

fective method of delivering siRNA sequences to neoplasms. 203
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PODSUMOWANIE

Badania eksperymentalne i wstepne proby kliniczne wska-
zuja, ze preparaty zawierajace sekwencje siRNA moga
w przyszlosci rozszerzy¢ spektrum klasycznej farmakote-
rapii. Dalsze badania podstawowe s3 niezbedne do plano-
wania wprowadzenia preparatéw psiRNA do klinik onkolo-
gicznych. Niezwyklym wyzwaniem wydaje si¢ opracowanie
efektywnych i selektywnych metod dostarczania psiRNA
do komdrek nowotworowych. Autorzy pracy na podstawie
wlasnych do$wiadczen badawczych wyrazaja przekonanie,
ze platformg do bezpiecznego i skutecznego wprowadzania
sekwencji siRNA do nowotworéw moga by¢ rekombinowa-
ne wektory wirusowe AAV.
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