Genoterapia

 Materiały pomocnicze dla studentów biotechnologii

1. Aspekty genetyczne onkogenezy

Nowotwór jest nabytą chorobą genetyczną organizmu wielokomórkowego, polegająca na powstaniu klonu komórek autonomicznych, rosnących i proliferujących niezależnie od mechanizmów homeostazy ustrojowej. Zaburzone jest również różnicowanie chorych komórek.

Chorobę nowotworową traktuje się jako genetyczną, gdyż podłożem molekularnym tego procesu są nieletalne mutacje prowadzące do zmiany komórki prawidłowej w nowotworową (tzw. transformacja nowotworowa). Mają one 1) zwykle charakter somatyczny (zachodzą więc w diploidalnych komórkach nosiciela choroby) lub 2) rzadziej germinalny (mają miejsce w komórkach linii zarodkowej, germinalnej, zaś choroba dotyczy dziecka osoby, u której doszło do mutacji).

W definicji podkreślono nabyty charakter choroby nowotworowej. Nie zmienia to faktu, że wyróżnia się 1) tzw. zespoły nowotworów wrodzonych, co wiąże się z nosicielstwem genów (zwykle supresorów), usposabiających do rozwoju choroby nowotworowej oraz 2) wyodrębnione choroby genetyczne, w przebiegu których znamiennie częściej, aniżeli u zdrowych ludzi, rozwijają się nowotwory, np. w zespole Downa, niedokrwistości Fanconiego lub w zespole ataxia-teleangiectasia. Tematy te rozwinięto niżej. 

Niekontrolowanemu wzrostowi i podziałom komórkowym sprzyja nadmierna patologiczna aktywność genów, zwanych onkogenami, natomiast funkcja genów o przeciwstawnym działaniu (tzw. supresorów onkogenezy) jest zahamowana. Można więc przedstawić nowotworzenie jako zaburzenie równowagi czynnościowej między onkogenami i supresorami onkogenezy.

Onkogeny

Przewaga czynnościowa onkogenów wymaga dokładniejszego omówienia. W prawidłowych komórkach organizmu istnieją niezmutowane geny, odpowiedzialne za wzrost i podziały komórkowe, zwane protoonkogenami,. Ich aktywność jest kontrolowana przez mechanizmy homeostazy na poziomie samej komórki (m.in. przez działanie supresorów), jak i całego organizmu (hormony, cytokiny). 

Onkogeny powstają w drodze takich zmian w genomie komórki, które zwiększają aktywność odpowiedniego białka, produktu transkrypcji protoonkogenu. Przykładowo może dojść do: 

1) 
Mutacji protoonkogenu, zwiększającej jego aktywność. Np. receptor czynnika wzrostu ma zmienioną konformację i podlega stałemu pobudzeniu, pomimo, że nie dołącza się do niego jego agonista, czynnik wzrostu; niektóre mutacje białek G powodują, że tracą one zdolność do hydrolizy cząsteczek GTP, więc stale i silnie pobudzają kolejne etapy drogi przewodzenia sygnału aż do jądra komórkowego;

2) 
Amplifikacji (namnożenia) protoonkogenu;

3) 
Translokacji materiału genetycznego, po której protonkogen przemieszcza się w bezpośrednią bliskość promotora innego genu, stale aktywnego w danym typie komórek. Na przykład czynnik transkrypcyjny MYC może znaleźć się pod kontrolą promotora genu dla łańcucha ciężkiego immunoglobulin, natomiast Gen PRAD1, białka z rodziny cyklin, przemieszcza się w bezpośrednie sąsiedztwo promotora genu dla parathormonu. Rozwija się wówczas odpowiednio: chłoniak z komórek B i gruczolak przytarczyc.

4) 
Innym zjawiskiem może być infekcja komórek retrowirusem, którego genom zawiera onkogeny wirusowe, homologiczne do prawidłowych protoonkogenów komórkowych. U człowieka zjawisko to jest rzadkie (białaczka limfatyczna z komórek T wskutek infekcji retrowirusem HTLV1, patrz odpowiedni podrozdział).

Podsumowując, onkogen jest to protoonkogen zmieniony (zmutowany, zamplifikowany) w porównaniu z prawidłowym genomem komórki albo pochodzący z wirusa homolog protoonkogenu. W pierwszym przypadku mówimy o onkogenach komórkowych, w drugim zaś o onkogenach wirusowych. Różnicę tę uwzględniamy w nazewnictwie, poprzedzając nazwę onkogenu literą c (cell), lub v (virus). 

Podział onkogenów:
1. 
Geny czynników wzrostu (działające w mech. auto- lub parakrynnym)

nadekspresja, mutacja z wytwarzaniem hiperaktywnych homologów, amplifikacja
2. 
Geny receptorów czynników wzrostu = błonowych kinaz tyrozynowych 

mutacje, nadekspresja 
a) ze znanymi ligandami 

b) o niepoznanych dotąd ligandach (receptory sieroce, czyli „orphan”)

3. 
Geny białek drogi przewodzenia sygnału 

a) niereceptorowe kinazy tyrozynowe 

b) białka wiążące GTP 
c) kinazy serynowo-treoninowe (tworzące kaskadę transdukcji sygnału do jądra 


komórkowego) 
4. 
Geny czynników transkrypcyjnych 
- regulujące (aktywujące) proliferację 

- regulujące różnicowanie komórek

5.
Inne onkogeny 
- cykliny i kinazy cyklinozależne

- białka antyapopotyczne

- czynniki wzrostu naczyń (angiogenne) i ich receptory (czynne zwłaszcza w okresie 

progresji)
- inne (np. telomeraza)

Aby pojedyncza prawidłowa komórka dała początek chorobie nowotworowej, w danej linii komórkowej musi zajść nie jedna, lecz kilka kumulujących się mutacji. W zaawansowanych nowotworach liczba mutacji dotyczy kilkudziesięciu, a nawet paruset genów. Jednak kilka z nich – zwykle przyjmuje się, że cztery do pięciu – ma charakter kluczowy, mówi się więc niekiedy o „przepisie na komórkę nowotworową”. Często jedna lub dwie mutacje dotyczą supresorów, pozostałe zaś prowadzą do powstania onkogenów, np. nadaktywnych genów dla czynników drogi przewodzenia sygnału i dla jednego z białek antyapoptoycznych. Prawdopodobnie jedna z pierwszych krytycznych mutacji ułatwia powstanie następnych (powstaje tzw. fenotyp mutatorowy). Jest to logiczne, jeśli przyjmie się, że mutacja ta dotyczy np. jednego z supresorów onkogenezy lub białka odpowiedzialnego za naprawę zmutowanego DNA.

Geny supresorowe karcynogenezy 

Do grupy supresorów (antyonkogenów) należą a) niektóre białka błonowe, np. cząsteczki adhezyjne, jak kadheryna E, b) inhibitory drogi przewodzenia sygnału (np. fosfatazy, jak PTEN, działające przeciwstawnie do kinaz), c) niektóre czynniki transkrypcyjne, zwłaszcza białka kontrolujące punkty restrykcyjne cyklu komórkowego (P53 i Rb1), d) inhibitory kinaz cyklinozależnych, e) białka proapoptotyczne, f) inne czynniki, jak APC. 

W zasadzie przez typowe supresory rozumie się geny czynników przeciwdziałających (kontrolujących) czynność onkogenów, aktywne głównie pod koniec fazy G1 cyklu komórkowego. Prawie każdemu supresorowi można przypisać typowy zespół kliniczny wrodzonego występowania nowotworu. 

Tymczasem w komórkach obecna jest jeszcze dodatkowa grupa genów „przeciw-nowotworowych”, której produkty nie hamują czynności protoonkogenów, lecz są czynnikami naprawy DNA. Wśród nich z kolei wyróżnia się a) geny białek sygnalizujących uszkodzenie materiału genetycznego, jak ATM i NBS1, czynne w fazie G1 cyklu komórkowego oraz właściwe geny czynników naprawczych, geny mutatorowe, czyli stabilizacyjne (geny MMR, ang. mismatch repair), czynne w fazie G2.

Charakterystyczne, że czynniki transkrypcyjne należą zarówno do onkogenów, jak i genów supresorowych. Ich wypadkowa aktywność w procesie onkogenezy zależy bowiem od tego, czy pod kontrolą danego czynnika transkrypcyjnego znajdują się geny odpowiedzialne za wzrost i podziały komórkowe (inne protoonkogeny), czy też np. geny hamujące postęp cyklu komórkowego, odpowiedzialne za ekspresję białek proapoptotycznych, itp. oraz czy dany czynnik jest aktywatorem, czy represorem transkrypcji. Podobnie jest z kinazami, które mogą należeć zarówno do onkogenów jak i do supresorów onkogenezy, co zależy od substratów swoistych dla danej kinazy i od tego, czy fosforylacja prowadzi do aktywacji danego białka (tak jest częściej), czy do hamowania jego funkcji.

O ile do ekspresji onkogenu wystarcza mutacja jednego allelów odp. protoonkogenu (jest ona dominująca), o tyle wypadnięcie czynności supresora wymaga w zasadzie mutacji somatycznej obu alleli danego genu. A jednak badania wielu nowotworów występujących rodzinnie wykazały, że także w przypadku supresorów onkogenezy do ujawnienia się defektu fenotypowego może wystarczyć paradoksalnie mutacja tylko jednego z allelów supresora. 

Mechanizm tego zjawiska polega na wcześniejszej mutacji w linii zarodkowej u rodzica chorego. Dziecko rodzi się z obecną we wszystkich komórkach organizmu mutacją, polegającą na braku aktywności jednego z pary alleli genu-supresora. Do zainicjowania choroby nowotworowej wystarczy więc przypadkowa mutacja drugiego allelu. Najbardziej znany przykład to występowanie wrodzonego siatkówczaka płodowego (retinoblastoma), złośliwego guza siatkówki niemowląt i małych dzieci. Wynika z germinalnej mutacji supresorowego genu RB1 (patrz niżej). W tabeli 1 przedstawiono przykłady wrodzonych nowotworów (zespołów przebiegających z dramatycznym wzrostem częstości występowania określonych typów chorób nowotworowych i będących skutkiem zarodkowej (germinalnej) mutacji określonego genu-supresora. 

Podsumowując, możliwe są następujące zmiany, które odpowiadają za wypadnięcie czynności genów supresorowych i biorą udział w procesie karcynogenezy:

a) Mutacja somatyczna obu alleli supresora.

b) Mutacja germinalna jednego z alleli z następczą mutacją somatyczną drugiego allelu supresora (zespoły wrodzonego występowania nowotworów). 

c) Hipermetylacja wysepek CpG promotorów genów supresorowych; zmiana ta ma charakter wtórny do innych zmian genetycznych obecnych w komórce nowotworowej, sam supresor jest niezmutowany, ale nie podlega wówczas transkrypcji (zmiana taka ma charakter pozagenomowy, czyli „epigenetyczny”). Przykładowo w raku płuca obserwuje się hipermetylację promotorów genów supresorowych P16 (INK4a), APC i RASSF (Ras Association Domain Family).
d) W części sporadycznych nowotworów z mutacją genu P53, do jego dezaktywacji genu wystarcza mutacja tylko jednego z alleli supresora, gdyż zmutowane białko p53 tworzy ze swym prawidłowym, niezmutowanym homologiem nieaktywne kompleksy. Fenotypowo mutacja P53 ma charakter dominujący – mówimy o mutacji dominującej negatywnej. Zmienione cząsteczki p53 charakteryzują się znacznie wydłużonym czasem degradacji (4-6 godzin). Dlatego zmutowane białko p53 bywa łatwo wykrywane technikami immunocytochemicznymi w komórkach nowotworowych, podczas gdy trudniej jest wykazać obecność prawidłowego p53 w komórkach niezmienionych (czas degradacji liczony w minutach). 

e) Wirusy DNA działają karcynogennie, pomimo że inaczej niż u retrowirusów, ich materiał genetyczny nie zawiera onkogenów. Mechanizm nowotworzenia polega w tych przypadkach na trwałym hamowaniu supresorów onkogenezy przez białka wirusowe. P53 jest inaktywowany przez antygen T wirusa SV40, antygen E6 wirusa HPV oraz białka adenowirusa. RB1 tworzy nieaktywne kompleksy z antygenami: T (SV40), E1A (adenowirusy) i E7 (HPV 16). 

f) W części chorób nowotworowych spadek aktywności supresora ma charakter względny i wynika z nadaktywności odpowiedniego, przeciwstawnie działającego onkogenu. Np. w glejakach amplifikacja onkogenu mdm2 daje podobne rezultaty jak mutacja P53, zaś amplifikacja genu cyklinozależnej kinazy-4 (cdk-4) prowadzi w drodze hiperfosforylacji do zahamowania czynności supresora RB1.

ATM (Ataxia Telangiectasia-Mutated) jako przykład genu naprawy DNA
Gen ATM podlega ekspresji po uszkodzeniu DNA komórki przez promieniowanie jonizujące. Koduje kinazę białkową, która fosforyluje onkogen MDM2. Ufosforylowane białko MDM2 odłącza się od P53, umożliwiając mu pełnienie funkcji supresorowych (patrz niżej). ATM fosforyluje także samo białko P53 oraz czynniki punktów kontrolnych, kinazy CHEK1 i CHEK2, co hamuje cykl komórkowy w punkcie restrykcyjnym G2/M. Bezpośredniej lub pośredniej aktywacji pod wpływem ATM podlegają supresory BRCA (patrz niżej), enzymy naprawcze DNA (RAD50, RAD51, GADD45: Growth Arrest and DNA Damage-inducible 45) i niektóre cząsteczki drogi przewodzenia sygnału. Aktywacja ATM prowadzi więc do naprawy DNA, zatrzymania cyklu komórkowego i samobójczej śmierci (apoptozy) napromienionych komórek. Opis zespołu ataxia-teleangiectasia zamieszczono osobno.

Geny mutatorowe i udział ich mutacji w karcynogenezie przedstawiono w tabeli 2.

Przykłady genów supresorowych onkogenezy. Mechanizmy działania. Udział w karcynogenezie

A. P53

Czynnik transkrypcyjny P53, znany jako "strażnik genomu", kontroluje oba punkty restrykcyjne cyklu komórkowego (między fazą G1 i S oraz między fazą G2 i M). Uszkodzenia DNA prowadzą do uwolnienia w jądrze komórkowym cząsteczek P53 z nieaktywnych kompleksów P53-MDM2. Ufosforylowane (aktywne) białko P53 pobudza w fazie G1/S produkcję supresora P21, inhibitora kinaz cyklinozależnych, hamującego cykl komórkowy w punkcie restrykcyjnym G1/S, a także enzymu GADD45. W punkcie restrykcyjnym G2/M mechanizm działania P53 jest inny: obok ekspresji genu dla P21 dochodzi do hamowania genu cykliny B oraz produkcji białek rodziny 14-3-3, które uczestniczą w naprawie genomu i transportują kompleks cyklina B/CDK1 do cytoplazmy. Brak czynnego kompleksu w jądrze komórki zatrzymuje ją w fazie G2.

W razie rozległych uszkodzeń DNA, P53 powoduje dodatkowo przejście propapoptotycznego białka BAX z jądra do cytoplazmy. BAX przyłącza się do antyapoptotycznych białek BCL-2 i BCL-XL, wypierając je z kanałów jonowych błon mitochondrialnych. Przepuszczalność błon rośnie, z mitochondriów do cytoplazmy uwalniają się cytochrom c i białko AIF, czynniki inicjujące proces apoptozy w mechanizmie mitochondrialnym. Ponadto P53 jest czynnikiem transkrypcyjnym genu receptora powierzchniowego FAS, którego ekspresja usposabia komórkę do apoptozy w mechanizmie błonowym. 

Czynność P53 jest dwufazowa: w razie uszkodzeń genomu, P53 zatrzymuje cykl komórkowy, dopóki nie skończy się naprawa DNA, jednak w razie rozległych, trudnych do reparacji uszkodzeń (a zatem, gdy ryzyko karcynogenezy jest wysokie), P53 uruchamia program apoptozy. Jest to możliwe, gdyż produkcja białek hamujących cykl zachodzi w komórce pod wpływem P53 szybko, natomiast ekspresja czynników propapoptotycznych dopiero po kilkunastu godzinach. 

B. RB1 (gen podatności na siatkówczaka, RetinoBlastoma)
Supresor onkogenezy RB1 kontroluje punkty restrykcyjne cyklu, głównie punkt kontrolny G1/S. Posiada dwie kieszonki, wiążące między innymi czynniki transkrypcyjne rodziny E2F oraz deacytalazę histonów (HDAC). Czynniki E2F z reguły wzbudzają transkrypcję swoistych genów odpowiedzialnych za podziały komórkowe, natomiast białko HDAC ułatwia transkrypcję nieswoiście, gdyż nić DNA jest dostępna dla polimeraz RNA, gdy histony są acetylowane. Jeśli RB ulegnie fosforylacji (przez kinazy cyklinozależne CDK2 i CDK4), E2F i HDAC uwalniają się z kompleksów i uruchamiają proces transkrypcji. Z kolei aktywność kinaz cyklinozależnych podlega kontroli odpowiednich inhibitorów, np. zależnego od P53 białka P21 (patrz niżej). 

C. PTEN (Phosphate and TENsin homologe) 

Rola supresorowa białka PTEN wynika z aktywności enzymatycznej fosfatazy. PTEN działa przeciwstawnie do kinaz, m.in. hamuje drogę przewodzenia sygnału z receptorów dla czynników wzrostu (np. EGFR), defosforylując trójfosforan fosfatydyloinozytolu (produkt kinazy PI3K) i hamując sygnał przeżycia pośredniczony przez kinazę PKB/AKT. PTEN hamuje także drogę przewodzenia sygnału prowadzącą przez kinazę białek aktywowanych mitogenami (MAP) oraz fosforylację białek adaptorowych wzbudzaną przez integryny. W efekcie hamuje fazę G2, sprzyja apoptozie komórek i działa jak inhibitor ich migracji.
D. BRCA (gen podatności na raka sutka, BReast CAncer)

Aktywacja białek BRCA1 i BRCA2 polega na ich fosforylacji przez kinazy ATM, ATR i CHEK1. Białka BRCA uczestniczą w odpowiedzi komórki na uszkodzenie DNA: zatrzymują cykl komórkowy i indukują reparację genomu. BRCA1 pobudza enzym naprawczy RAD51, a także działa jak ligaza ubikwityny, aktywująca białka kompleksu FA (Fanconi Anaemia), odpowiadające za naprawę uszkodzeń DNA spowodowanych czynnikami chemicznymi. Mutacje składników kompleksu powodują zespół (niedokrwistość) Fanconiego. Najważniejszy z nich to czynnik FAD2 aktywujący punkt restrykcyjny G1/S. Białko BRCA2 zidentyfikowano jako jedno z białek rodziny FA: mutacja obu alleli BRCA2 powoduje zespół Fanconiego. Końcowym etapem przedstawionej w skrócie kaskady są aktywne (ufosforylowane) postaci FAD2, BRCA2 i RAD51, które w drodze rekombinacji homologicznej naprawiają uszkodzenia DNA i integrują w ten sposób odpowiedź komórki na mutagenne działanie promieniowania (poprzez ATM) i mutageny chemiczne (przez kompleks FA).

E. APC (gen podatności na rodzinną polipowatość jelita grubego, Adenomatosis Polyposis Coli)

Rola białka APC jako supresora onkogenezy wynika z faktu, że jest ono głównym wewnątrzkomórkowym antagonistą beta-kateniny. Ta ostatnia jest integralną częścią kompleksu E-kadheryny wchodzącego w skład połączeń międzykomórkowych. Co ważniejsze, beta-katenina jest ważną cytoplazmatyczną składową drogi sygnalizacyjnej zapoczątkowanej przez zewnątrzkomórkowe przekaźniki rodziny WNT, kontrolujące zmiany rozwojowe i proliferację komórek. Beta-katenina przechodzi wówczas do jądra, gdzie współtworzy kompleksy działające jak czynniki transkrypcyjne, m.in. aktywujące ekspresję onkogenu MYC i cykliny D1. Białko APC, uczestnicząc w degradacji beta-kateniny, hamuje proliferację: oddziałuje zarówno na cykl komórkowy, jak i w mechanizmie zahamowania kontaktowego.

F. WT1 (gen podatności na nephroblastoma, Wilms’ Tumor)

Czynnik transkrypcyjny o wciąż dyskutowanym mechanizmie działania. Jest represorem RNA telomerazy oraz odwrotnej transkryptazy telomerazy, przez co wpływa na skracanie telomerów w miarę podziałów komórkowych. Prawdopodobnie hamuje ekspresję cykliny E.

G. NF1 (NeuroFibromatosis)

Gen koduje neurofibrominę, białko pobudzające czynność GTP-azy białek G, w tym produktu protoonkogenu RAS. Jego mutacja prowadzi do konstytutywnego pobudzenia drogi przewodzenia sygnału (białka G są stale aktywne, gdyż nie degradują przyłączonej cząsteczki GTP). Neurofibromina może też uczestniczyć w zatrzymaniu wzrostu komórek w drodze zahamowania kontaktowego.

H. Inhibitory kinaz cyklinozależnych 

Postęp cyklu komórkowego, w tym proliferacja, zależy od ekspresji cyklin i łączących się z nimi w aktywne kompleksy, swoistych kinaz, tzw. kinaz cyklinozależnych (CDK). Aktywne CDK fosforylują białka jądrowe promując przejście w kolejne fazy cyklu komórkowego. Czynność kompleksów cykliny/CDK podlega kontroli ze strony inhibitorów kinaz CDK (INK, inaczej CDI), które przyłączają się do kompleksów i hamują ich aktywność fosforylacyjną. Są dwie główne grupy INK: a) białka rodziny P21 (hamują nieswoiście wszystkie kompleksy cyklin z kinazami) oraz b) białka rodziny P16 (tzw. INK4) hamujące kompleksy cyklina D/kinazy CDK4 i 6. Dodatkowo białko P16 (INK4a), wiąże C-końcową domeną polimerazy RNA II i hamuje jej czynność.
2. Podstawy terapii genowej i immunoterapii chorób nowotworowych

Pojęcie „terapia genowa” oznacza leczenie chorób poprzez przenoszenie materiału genetycznego do komórek organizmu ludzkiego. Istnieje wiele sposobów, czyli wprowadzania do komórek leczniczych genów, czyli tzw. transfekcji. Najczęściej odbywa się ona za pomocą odpowiednio skonstruowanych nośników – wektorów, zazwyczaj są nimi zmodyfikowane wirusy, pozbawione cech patogennych (retro- i adenowirusy, wirus HSV, krowianki oraz wirusy adenosatelitarne). 

Wyróżniamy dwa zasadnicze rodzaje terapii genowej: a) suplementacyjna; b) supresyjna. Pierwsza z nich (suplementacyjna czyli substytucyjna), polega na wprowadzeniu do komórki z nieaktywnym lub uszkodzonym genem jego prawidłowej kopii (tzw. transgenu). Stosowana jest najczęściej w leczeniu ciężkich chorób jednogenowych, np. wrodzonych niedoborów odporności lub bloków enzymatycznych. W onkologii próbowano metodą tą wprowadzać do komórek (suplementować) brakujące geny supresorowe, jak p53. Transfekcja transgenem wykazującym ekspresję p53 prowadziła do apoptozy komórek nowotworowych. Usiłowano też niszczyć bezpośrednio komórki nowotworowe, wprowadzając do nich geny proapoptotyczne (BAX) lub geny samobójcze. Na przykład uczulano komórki raka na działanie gancyklowiru (GCV), transfekując je swoistym wektorem zawierającym gen kinazy tymidynowej wirusa HSV. Nietoksyczny gancyklowir, podany choremu, przekształcał się w silnie cytotoksyczną pochodną trójfosforanową wyłącznie w komórkach raka, co prowadziło do ich obumarcia. W podobny sposób transfekowano komórki nowotworowe genami uwrażliwiające je na promieniowanie jonizujące, a następnie wdrażano typową radioterapię. Ze względu na wielogenowy charakter choroby nowotworowej, suplementacja genów okazuje się jednak mało przydatna.

Terapia genowa supresyjna zakłada wprowadzenie do komórek materiału genetycznego, hamującego ekspresję nadmiernie aktywnego, niepożądanego genu. Prowadzi to w konsekwencji do zmiany fenotypu z patologicznego na prawidłowy. Technika ta znalazła zastosowanie w hamowaniu kluczowych onkogenów obecnych w danym typie nowotworu.

W blokowaniu ekspresji niepożądanego genu, który jest celem określonej techniki terapii genowej, stosuje się zazwyczaj rozmaite postaci oligonukleotydów, tj. 12-30 nukleotydowe fragmenty (DNA, RNA lub ich analogów), swoiście blokujące niepożądany gen:

a) Antysensy RNA i DNA (antysensowe oligorybo- i dezoksynukleotydy) tworzące komplementarne fragmenty z matrycową, sensową nicią mRNA; powstają dwuniciowe hybrydy RNA-RNA lub RNA-DNA, dochodzi do zahamowania czynności genu na poziomie translacji.
b) Małe interferencyjne cząsteczki RNA (small interferencing RNA, siRNA) rozpoznające swoiste sekwencje mRNA i powodujące ich następczą degradację; zachodzi zjawisko tzw. „wyciszania genów” (hamowanie na poziomie translacji).

c) Niektóre oligonukleotydy oligopurynowe (DNA lub RNA) blokujące promotor danego genu (często jest to onkogen-czynnik wzrostowy), tworzące z nim strukturę trójniciową, tzw. „triple-helix” (hamowanie na poziomie transkrypcji); 

d) Rybozymy (katalityczne cząsteczki RNA), degradujące mRNA i w ten sposób hamujące translację odpowiednich onkogenów;

e) Aptamery – sekwencje RNA, tworzące ugrupowania przestrzenne wiążące swoiście odpowiednie białka, np. produkty onkogenów, jak czynniki transkrypcyjne. Mechanizm ten nosi nazwę pułapki RNA. Dochodzi do zablokowania ekspresji genów w mechanizmie post-translacyjnym.

Z obliczeń statystycznych wynika, że wybrana kombinacja 12 nukleotydów może wystąpić w mRNA tylko raz. Najczęściej stosuje się sekwencje złożone z 19-23 nukleotydów. Często do komórek docelowych wprowadza się nie tyle cząsteczki oligonukleotydów, ale odpowiednio skonstruowane wektory wirusowe, które podlegają stałej transkrypcji w transfekowanych komórkach. Produktem są właśnie cząsteczki odpowiedniego oligonukleotydu, wówczas jest to zawsze cząsteczka RNA. 

W przypadku typowego, “konwencjonalnego” antysensu wykorzystany został naturalny mechanizm obecny w komórkach, a służący do regulacji ekspresji odpowiedniego genu. Oprócz transkrypcji sensowej nici RNA i powstania cząsteczki pre-mRNA właściwej dla danego genu, w mechanizmie trankrypcji może dojść także do przepisania nici antysensowej. Reguluje ona poziom ekspresji genu, gdyż łączy się z nicią sensową i hamuje proces translacji. W próbach klinicznych blokowano antysensami np. ekspresję onkogenu bcl-2 (drobnokomórkowy rak płuc, czerniak i szpiczak mnogi), H-ras (rak piersi), bcr-abl (białaczka szpikowa) oraz c-raf (rak płuc, zaawansowane raki jelita grubego i gruczołu krokowego). Technikami antysensowymi próbuje się też hamować ekspresję czynników wzrostu odpowiedzialnych za unaczynienie nowotworu (VEGF).

Od dawna wiadomo, że niektóre cząsteczki RNA mają własności autokatalityczne. Są to rybozymy. Odpowiednio skonstruowane cząsteczki RNA o takich własnościach, posłużyły do klinicznych prób hamowania na poziomie translacji niektórych onkogenów, jak K-ras i receptor flt1 dla VEGF (tzw. angiozymy). Poza onkologią, podjęto przy użyciu rybozymów próby degradacji wirusa HIV i blokowania białek E6 i E7, wytwarzanych przez onkogenne szczepy wirusa brodawczaka. 

W przypadku siRNA wykorzystuje się inne naturalne zjawiska: odpowiedź komórki na infekcję retrowirusami (jest to zawsze podwójna nić RNA) oraz mechanizmy posttranskrypcyjnego hamowania (wyciszania) genów. Podwójna nić RNA jest rozpoznawana przez obecny w cytoplazmie kompleks enzymatyczny o nazwie Dicer, który tnie ją na mniejsze kawałki – dupleksy zawierające 21-23 par zasad. Tak powstają właściwe cząsteczki siRNA, których pojawienie się w cytoplazmie aktywuje inny zespół enzymatyczny: kompleks wyciszający o nazwie RISC (RNA-Induced Silencing Complex). RISC rozplata i rozcina dupleksy siRNA. Powstała pojedyncza nić służy dla kompleksu RISC jako matryca: przyłączenie cząsteczki mRNA o komplementarnej sekwencji prowadzi do degradacji tego mRNA i zahamowaniu ekspresji odpowiedniego genu. Skuteczność blokowania niepożądanego genu techniką siRNA znacznie przewyższa siłę działania konwencjonalnych antysensów.

I wreszcie, próby wewnątrzkomórkowego blokowania białek wirusa HIV z grupy tzw. czynników transaktywujących za pomocą oligorybonukleotydów, zbliżonych budową do RNA wirusowego (tzw. pułapki RNA), doprowadziły do wykazania, że odpowiednio skonstruowane cząsteczki RNA mogą łączyć się z białkami z czułością znacznie przekraczającą siłę wiązania przeciwciało-antygen. Są to tzw. aptamery. Niektóre z nich (hamujące swoiście VEGF) znajdują się obecnie w fazie badań przedklinicznych. 

Opisano wiele ograniczeń terapii genowej (niedostateczna wydajność transfekcji, jej słaba swoistość, groźba uaktywnienia się wektora wirusowego w organizmie chorego, nietrwałość oligonukleotydów, wysokie koszty, itp.). W przypadku nowotworów ważną przeszkodą jest wielogenowy charakter choroby, trudno więc doprowadzić do bezpośredniego zniszczenia komórek nowotworowych przez blokowanie pojedynczych onkogenów. 

Dlatego coraz większą wagę przywiązuje się do kombinowanych strategii leczniczych, prowadzących do eliminacji komórek nowotworowych w mechanizmie pośrednim. Techniki terapii genowej często uzupełniają więc równolegle stosowane próby leczenia chorób nowotworowych za pomocą immunoterapii. Służą do stymulowania układu odpornościowego, który ma rozpoznać i niszczyć komórki nowotworowych. (tzw. immunoterapia genowa nowotworów). 

Pierwsze próby polegały na transfekowaniu komórek nowotworowych genami kodującymi cytokiny wzmacniające odpowiedź przeciwnowotworową, jak interleukina-2, -12, GM-CSF i TNF-α. Alternatywnie można transfekować odpowiednimi genami nie komórki guza, lecz naciekające jego tkankę limfocyty cytotoksyczne T (tumor infiltrating lymphocytes, TILs). Odmianą tej strategii leczniczej jest pobranie z organizmu chorego komórek nowotworowych (technika ex situ) i transfekowanie ich genami układu zgodności tkankowej MHC albo genami dla cząsteczek kostymulujących układ immunologiczny (CD40, białka powierzchniowe rodziny B7: CD80 i CD86). Bardziej obiecujące wydają się próby, podczas których do komórek nowotworowych wprowadza się ex situ transgeny kodujące swoiste antygeny nowotworowe. W sumie powstają tzw. szczepionki genowe, którymi próbuje się szczepić chorych nowotworowych i generować wydajną swoistą odpowiedź przeciwnowotworową ze strony swoistych limfocytów cytotoksycznych. W mechanizmie krzyżowej odpowiedzi immunologicznej limfocyty mają odszukać i zniszczyć komórki nowotworowe obecne w organizmie chorego.

Technika ta podlega różnym modyfikacjom. W miejsce całych komórek można posłużyć się antygenami guza, lizatami z komórek nowotworowych itp. Komórki nowotworowe są bardziej immunogenne, gdy podaje się je po wprowadzeniu w stan apoptozy. 

Większe nadzieje wiąże się – w obecnie opracowywanych protokołach immunoterapii i immunoterapii genowej – z zastosowaniem komórek dendrytycznych, które profesjonalnie prezentują antygeny limfocytom T, aktywując je, uczulając i dostarczając sygnału do proliferacji. Szczepionki genowe próbuje się więc wytwarzać, poddając komórki dendrytyczne chorego (autologiczne) lub innej osoby (allogeniczne, niezgodność w zakresie układu MHC działa jak adjuwant immunologiczny) fuzji z komórkami nowotworowymi. Zamiast łączyć całe komórki nowotworowe z komórkami dendrytycznymi, można do tych ostatnich wprowadzać geny kodujące antygeny nowotworowe, mieszaninę mRNA z komórek guza, ciałka apoptotyczne pochodzące z rozpadu komórek nowotworowych lub lizaty tkanki nowotworowej. Komórki dendrytyczne uzyskuje się z krwi obwodowej, krwi pępowinowej lub szpiku kostnego. Popularną metodą ich pozyskiwania jest też hodowla monocytów krwi obwodowej i różnicowanie ich w kierunku komórek APC odpowiednimi cytokinami (IL-4, GM-CSF, czasem także TNFα). 










