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Streszczenie

Zaburzenia mechanizméw odpowiedzi na uszkodzenia DNA moga prowadzi¢ do replikacyjnego
i transkrypcyjnego stresu, nagromadzenia mutacji oraz cytozolowego DNA a nawet $§mierci komorki. Moga
skutkowaé rowniez transformacja nowotworowsg, prowadzaca do rozwoju m.in. raka piersi, jajnika, jelita
grubego, zoladka czy trzustki. Regulacja procesow naprawy DNA znajduje jednak zastosowanie w terapii
onkologicznej dzieki aktywacji zaréwno wrodzonej, jak i adaptacyjnej odpowiedzi immunologicznej
organizmu. Niniejsza praca porusza temat systemu cGAS-STING, ktory pelni kluczowa role w wykrywaniu
cytozolowego DNA, zastosowania inhibitorow elementéw naprawy DNA (PARPi) w terapii onkologicznej oraz
przedstawia og6lny zarys aktywacji odpowiedzi przeciwnowotworowej zwigzanej z mechanizmami naprawy
takimi jak homologiczna rekombinacja.

Abstract

Disruption of DNA damage response mechanisms can lead to replicative and transcriptional stress,
accumulation of mutations and cytosolic DNA and even cell death. They can also result in malignant
transformation, leading to development of breast, ovarian, colorectal, gastric or pancreatic cancer. Regulation
of DNA repair processes, however, has applications in cancer therapy through activation of both the body’s
innate and adaptive immune response. This paper addresses the cGAS-STING system, which plays a key
role in the detection of cytosolic DNA, the use of DNA repair element inhibitors (PARPi) in cancer therapy,
and provides an overview of the activation of the anti-cancer response related to repair mechanisms such as
homologous recombination.
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Wstep

Kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) jest no$nikiem informacji genetycznej oraz podstawowym
czynnikiem warunkujacym przebieg biosyntezy bialek u ludzi. W kazdej komérce ciala dochodzi do ponad
10 tysiecy uszkodzen DNA dziennie, skutkujac powstaniem m.in. jedno- (ang. single-strand breaks, SSBs)
oraz dwuniciowych (ang. double-strand breaks, DSBs) peknie¢ DNA, miedzyniciowym sieciowaniem DNA
(ang. interstrand DNA cross-links, ICLs) lub blednym sparowaniem nukleotydéw (Stratigopoulou, van
Dam, and Guikema 2020). Nienaprawione uszkodzenia moga prowadzi¢ do niestabilnosci genomowej,
a w konsekwencji do zwiekszenia prawdopodobienstwa transformacji nowotworowej komorki (Hanahan and
Weinberg 2011). Kancerogeneza wywolana moze by¢ czynnikami egzogennymi takimi jak: promieniowanie
jonizujace, promieniowanie kosmiczne, czynniki chemiczne lub promieniowanie UV oraz endogennymi
spowodowanymi dzialaniem reaktywnych form tlenu, bledami replikacji, czy enzymow jadrowych (Carusillo
and Mussolino 2020).

Mechanizmy naprawy DNA

W zalezno$ci od typu uszkodzenia oraz warunkoéw panujacych w komorce eukariotycznej (tj. od cyklu
komorki, typu powstalych koncéw - tepych lub lepkich, obecnosci odpowiednich czynnikéw naprawczych,
resekcji koncow) zostaly wyksztalcone odpowiednie mechanizmy jego naprawy (Scully et al. 2019). Naprawa
pojedynczej nici odbywa sie gléwnie dzieki wycinaniu zasad (ang. base excision repair, BER), wycinaniu
nukleotydow (ang. nucleotide excision repair, NER) lub naprawy blednie sparowanych nukleotydow
(ang. mismatch repair, MMR). Uszkodzenia podwojnej nici korygowane sa glownie przez homologiczna
rekombinacje (ang. homologous recombination, HR) lub niehomologiczne laczenie koncow (ang. non-
homologous end-joining, NHEJ) oraz w mniejszym stopniu przez a-EJ (ang. alternative end joining) oraz
SSA (ang. single-strand annealing) (Chang et al. 2017). Efektem koncowy napraw NHEJ, a-EJ oraz SSA
moze by¢ wprowadzenie nowych mutacji do genomu takich jak insercje czy delecje (Koole et al. 2014; X. Li
et al. 2018).

Homologiczna rekombinacja a nowotwor

Homologiczna rekombinacja wraz z niehomologicznym laczeniem koncow sa gléwnym systemem
naprawy DSBs. HR uznawana jest za potencjalnie wolng od bltedow, jednak jest duzo wolniejsza od NHEJ.
Wystepuje w fazie S oraz G2 cyklu komoérkowego, poniewaz jej mechanizm wymaga obecnoSci siostrzanej
chromatydy, ktéra umozliwia rekombinacje (Huertas and Jackson 2009). Biatka BRCA1 (ang. breast cancer
type 1 susceptibility protein) oraz BRCA2 (ang. breast cancer type 2 susceptibility protein) sa kluczowymi
elementami naprawy HR. Po rozpoznaniu przez biatka Ku70-Ku80 podwdjnych uszkodzen stymulacji ulega
kompleks MRN (MRE11-RAD50-NBS1), ktory odpowiada za usuniecie heterodimeru bialek Ku, resekcje
koncow, warunkujaca podjecie tej drogi naprawy, oraz aktywacje kinazy ATM. Za dalsza resekcje odpowiada
kompleks CtIP (ang carboxy-terminal binding protein interacting protein) z BRCA1 oraz biatko BLM (ang.
bloom helicase)-DNA2, ktorej efektem jest powstanie dtugich lepkich koncow 3’ (Kowalezykowski 2015). Do
powstalych koncoéw przylacza sie biatko RPA (ang. replication protein A), ktére nastepnie zostaje usuniete
z jednego z powstalych koncéw ssDNA przez biatko BRCA2 i zastgpione przez RAD51. RAD51-ssDNA
mediuje interakcje konca 3’ z siostrzang chromatyda a czasteczka BRCA-BARD1 promuje interakcje miedzy
nukleoproteinowym filamentem RAD51 a homologicznym dsDNA (Scully et al. 2019). Mutacje w genach
BRCA1 oraz BRCA2 skutkuja wiec zaburzeniami stabilno$ci genomowej, ktéra w konsekwencji prowadzi
do wystepowania raka prostaty, jelita grubego, zoladka, trzustki, piersi oraz jajnika (Mersch et al. 2015).
Badania pokazuja, ze u 72% os6b z mutacja w genie BRCA1 oraz okolo 69% z mutacja w genie BRCA2 moze
rozwing¢ sie rak piersi do czasu osiggniecia 80 roku zycia. W przypadku raka jajnika, 44% mutacji w genie
BRCA1117% w genie BRCA2 moze prowadzi¢ do jego powstania (Kuchenbaecker et al. 2017).
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Odpowiedz immunologiczna organizmu

Uklad odpornoéciowy jest kluczowym elementem zapewaniajacym homeostaze organizmu. Stanowi
bariere ochronng m.in. przed infekcjami bakteryjnymi, wirusowymi, grzybiczymi, pasozytniczymi oraz
dziala jako mechanizm zwalczajacy komorki nowotworowe. Wyrdznia sie odpowiedz immunologiczng
nieswoista (wrodzong) oraz swoista (adaptacyjng). Wrodzona odpowiedz immunologiczna stanowi pierwsza
linie obrony, w jej sklad wchodza komérki dendrytyczne, komorki NK (ang. natural killer), makrofagi,
neutrofile, bazofile, eozynofile i komoérki tuczne (de Visser, Eichten, and Coussens 2006). Gdy dochodzi do
zaburzenia homeoastazy makrofagi oraz komorki tuczne uwalniajg mediatory (m.in. cytokiny, chemokiny),
ktore inicjuja proces zapalny w uszkodzonych komorkach. Komoérki dendrytyczne lacza odpowiedz wrodzona
z adaptacyjng, prezentujac antygen komoérkom uktadu swoistej odpowiedzi, do ktorej naleza limfocyty B,
limfocyty T pomocnicze (np. CD4%) oraz limfocyty T cytotoksyczne (np. CD8%) (Grivennikov, Greten, and
Karin 2010; de Visser, Eichten, and Coussens 2006). W odréznieniu od wrodzonej odporno$ci, adaptacyjnajest
specyficzna dla konkretnego antygenu oraz cechuje ja pamie¢ immunologiczna. Prawidlowe funkcjonowanie
odpowiedzi immunologicznej pozwala na zwalczanie patogenow oraz eliminowanie uszkodzonych komorek
co przyczynia sie do ochrony organizmu przed licznymi chorobami (Finch and Crimmins 2004).

Uklad immunologiczny w chorobie nowotworowej

Uklad odpornos$ciowy Scisle zwigzany jest z calym procesem rozwoju choroby nowotworowej. Moze dziataé
zarOwno promujgco na wzrost guza lub na jego supresje. Limfocyty T CD4+ i CD8+ produkujace interferon
gamma (IFN-y ) odgrywaja znaczaca role w inhibicji i planowanej Smierci komorek nowotworowych
(Zamarron and Chen 2011). W zalezno$ci od przyczyny, intensywnosci i mechanizmu, stan zapalny moze
przyczynia¢ sie do rozwoju nowotworu (Hibino et al. 2021). Przewlekly stan zapalny wywolany przez
Helicobacter pylori, wirusy zapalenia watroby typu B i C, przywry z rodzaju Schistosoma moze prowadzi¢
odpowiednio do raka zoladka, raka watrobowo-komorkowego oraz raka pecherza moczowego (Zamarron
and Chen 2011; Karin, Lawrence, and Nizet 2006; S. Wu et al. 2009). Innymi czynnikami wywolujacymi
chroniczny stan zapalny, a w konsekwencji zwiekszone prawdopodobienstwo transformacji nowotworowej sa
dym papierosowy, otytos¢ czy nagromadzenie uszkodzen DNA (Rodier et al. 2009; Park et al. 2010; Punturieri
et al. 2009). W mikros$rodowisku guza wystepuja komoérki uktadu odporno$ciowego, ktérych obecnos$é jest
uwarunkowana niezaleznie od wcze$niej wspomnianego przewleklego stanu zapalnego. Oprocz komorek
typowych dla odpowiedzi swoistej, jak i nieswoistej, element otoczenia guza stanowia makrofagi zwiazane
z nowotworem (ang. tumor-associated macrophages, TAMs). Badania na modelach mysich wskazujg, ze
TAMs stymuluja angiogeneze oraz metastaze komoérek nowotworowych (Noy and Pollard 2014), aich wysokie
stezenie jest skorelowane ze ztym rokowaniem u pacjentéw onkologicznych (Condeelis and Pollard 2006).

Uszkodzenia DNA a odpowiedZ immunologiczna

OdpowiedZz na uszkodzenia DNA moze aktywowaé zaréwno wrodzona jak i nabyta odpowiedz
immunologiczng organizmu. Wrodzona odpowiedZz immunologiczna jest najczeSciej aktywowana
przez pojawienie sie w cytoplazmie DNA endogennego lub patogennego pochodzenia (Shen et al. 2015).
Niepoprawnie skorygowane uszkodzenia DNA przyczyniaja sie do jego uwolnienia do cytozolu, ktéry moze
aktywowac¢ ta sama odpowiedZ immunologiczna, jak ta wywolana przez infekcje wirusowa lub bakteryjna
(Pilger, Seymour, and Jackson 2021; Zhu et al. 2019; Vanpouille-Box et al. 2018). cGAS-STING (ang. cyclic
GMP-AMP synthase) jest gldbwnym systemem odpowiadajacym za pierwsza reakcje obronng komorki
spowodowang obecno$cia cytozolowego DNA (Wischnewski and Ablasser 2021). cGAS wykrywa czasteczke
dsDNA lub ssDNA, wigze sie z nig, przez co ulega aktywacji, a nastepnie katalizuje synteze 2'3-cGAMP (ang.
2’3~ cyclic GMP-AMP), w obecnoéci ktorej aktywacji ulega STING (ang. stimulator of interferon genes).
STING jest bialkiem znajdujacym sie w blonie retikulum endoplazmatycznego. Ulega ekspresji w komorkach
zarowno wrodzonej, jak i nabytej odpowiedzi immunologicznej oraz w komorkach niezwigzanych
z odpowiedzig immunologiczng. Po zwiazaniu z czasteczka 2’3-cGAMP migruje do aparatu Golgiego gdzie
aktywuje kinazy TBK1 (ang. TANK-binding kinase 1), IKK (ang. IkappaB kinase) oraz NIK (ang. NF-kB-
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inducing kinase) Nastepnie TBK1 fosforyluje i aktywuje IRF3 (ang. interferon regulatory factor 3), co
prowadzi do aktywacji transkrypcji interferonéw typu I oraz cytokin i chemokin zapalnych (Sun et al. 2013;
J. Wu et al. 2013). W zwiagzku z tym stanowi kluczowy komponent w warunkowanej przez DNA wrodzonej
odpowiedzi immunologicznej (Ishikawa, Ma, and Barber 2009). Badania potwierdzaja, ze wiele czynnikow
odpowiadajacych za naprawe DNA pokrywa sie z tymi odpowiadajacymi za wykrywanie cytozolowego DNA
oraz aktywacje wrodzonej odpowiedzi (Meek 2020). Zalezna od DNA kinaza bialkowa (DNA-PK), bedaca
elementem naprawy NHEJ, pelni role zar6wno w systemach niezaleznych oraz zaleznych od ¢cGAS-STING
(Ye et al. 2021).

Inhibitory elementéw DDR w terapii onkologicznej

Szlaki odpowiedzi na uszkodzenia DNA (ang. DNA damage response, DDR), a szczego6lnie te odpowiadajace
zanaprawenajgrozniejszych dlakomoérkidwuniciowych peknie¢, mogapozytywnieoddzialywaénaproliferacje
komoérek nowotworowych. Zwiekszenie niestabilno$ci genomowej jest powszechnie wykorzystywane w terapii
onkologicznej. Leczenie oparte na radioterapii lub zastosowaniu w chemioterapii lekow, ktore przyczyniaja
sie do powstawania uszkodzen DNA (np. temozolomid, cisplatyna, bleomycyna) (Pearl et al. 2015) moze
by¢ hamowane przez mechanizmy naprawy DSBs (Huang and Zhou 2020). Zastosowanie inhibitorow
poszczegolnych elementow DDR stanowi coraz lepiej poznany mechanizm zwiekszajacy skuteczno$é
terapii. NajczeSciej badanymi elementami sg kinazy ATM (ang. ataxia telangiectasia mutated), ATR (ang.
ataxia telangiectasia and Rad3 related), DNA-PK (ang. DNA-dependent protein kinase), ktore kontroluja
DDR, a takze polimeraza poli-[APD-rybozy] (PARP). Do popularnych kinaz, naleza rowniez te zwigzane
z regulacja cyklu komoérkowego kinazy CHK1 oraz WEE1 (Pilié et al. 2019). Inhibitory polimerazy PARP,
takie jak niraparib, olaparib, rucaparib, talazoparid (Reislander, Groelly, and Tarsounas 2020), waznej dla
naprawy jednoniciowych peknie¢ DNA sa obecnie stosowane w terapii pacjentow z zaburzonym procesem
naprawy dwuniciowych peknieé. Inhibicja aktywnosci enzyméw z rodziny PARP (gléwnie PARP1 oraz
PARP2) powoduje, ze proces naprawy SSB zostaje zablokowany, co moze wiaza¢ sie z przeksztalceniem ich
w dwuniciowe uszkodzenia DNA. Defekty w mechanizmie naprawy HR powoduja, ze DSBs staja sie $miertelne
dla komorki nowotworowej (Reislander, Groelly, and Tarsounas 2020). Immunoterapia onkologiczna
polega czesto na stymulacji silnej odpowiedzi przeciwnowotworowej przez zastosowanie inhibitorow
immunologicznych punktéw kontrolnych (ang. immune checkpoin inhibitors, ICIs), np. inhibitory PD-1/PD-
L1i CTLA-4 (Gubin et al. 2014). Badania kliniczne pokazuja, ze polaczenie inhibicji komponentéw naprawy
DNA (np. PARPi) wraz z ICIs zwiekszylo aktywno$¢ przeciwnowotworowa u pacjentéow z rakiem jajnika
wywolanym mutacja w genach BRCA (Domchek et al. 2020). Sukcesy w zastosowaniu inhibitorow PARP
sprawil, ze inhibitory innych mechanizmoé6w naprawy staly sie obiektem dalszych badan (Cleary et al. 2020).

W odniesieniu do adaptacyjnej odpowiedzi immunologicznej mechanizmy DDR sa kluczowe dla
dojrzewania limfocytow przez proces rekombinacji V(D)J, gdzie rearanzacji ulegaja segmenty genow
kodujacych immunoglobuliny i receptory limfocytéw (Helmink and Sleckman 2012). V(D)J jest nieodlacznym
elementem, ktéry zapewnia tak duza réznorodno$é¢ przeciwcial. W wyniku dzialalno$ci RAG (ang.
recombinase activating gene) generowane sa dwuniciowe, tepe konce DNA, ktore zostaja naprawione przez
mechanizm naprawy NHEJ (Bednarski and Sleckman 2019).

‘Whnioski

Mechanizmy naprawy DNA oraz swoistej i nieswoistej odpowiedzi immunologicznej stanowia wazny
element zachowania homeostazy organizmu. Badania pokazuja, ze te dwa elementy pokrywaja sie i potrafia
wzajemnie na siebie oddzialywac (Bednarski and Sleckman 2019; Meek 2020; Ye et al. 2021). Zaburzenia
dzialania DDR moga przyczynia¢ sie do transformacji nowotworowej komorki, co zostalo przedstawione
na podstawie mutacji w genach BRCA kluczowych dla naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA (Scully et al.
2019; Mersch et al. 2015) oraz powstawania cytozolowego DNA, ktore jest gldéwnym sygnalem aktywujacym
wrodzong odpowiedZ immunologiczng organizmu zalezng od STING (Shen et al. 2015; Wischnewski and
Ablasser 2021). System cGAS-STING, aktywowany przez obecno$¢ DNA pochodzenia patogennego, jak
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i endogennego powoduje wydzielanie interferonow typu I, ktére wykazuja wlasciwosci przeciwnowotworowe
(Ishikawa, Ma, and Barber 2009; Corrales et al. 2017). Mechanizmy DDR znajduja zastosowanie w terapii
onkologicznej poprzez wykorzystanie inhibitoréw naprawy DNA, np. PARPi, ktory indukuje przeksztalcenie
jednoniciowych peknie¢ DNA w dwuniciowe pekniecia, ktore sa $miertelne dla komoérek z zaburzonym
systemem naprawy HR (Huang and Zhou 2020; Reislander, Groelly, and Tarsounas 2020). Zaobserwowano
roOwniez, ze terapia laczona z zastosowaniem blokady immunologicznych punktéw kontrolnych oraz
inhibitorbw DDR pozwala na uzyskanie zadowalajacych rezultatéw w badaniach klinicznych pacjentow
onkologicznych (Domchek et al. 2020). Zar6wno badania nad zastosowaniem w terapii jednego lub kilku
inhibitorow DDR oraz terapii mieszanej polaczonej z chemioterapia (np. NCT04644068, NCT02470585),
radioterapia (np. NCT03598257, NCT02229656) czy immunoterapia (np. NCT03025035, NCT04673448)
sq w fazie dalszych badan klinicznych (Wang, Chen, and Ao 2021). U nowo zdiagnozowanych pacjentow
z zaawansowanym rakiem jajnika zaobserwowano wydluzenie czasu przezycia wolnego od progresji choroby
po podaniu PARPi (niraparibu) niezaleznie od niedoboré6w w naprawie HR (Gonzalez-Martin et al. 2019), co
moze sugerowac dzialanie terapeutyczne inhibitoréw niezwigzane z drogami naprawy DNA. Pomimo sukcesu
PARPi pelny zakres ich dzialania nie zostal jeszcze poznany a ograniczenia zwigzane z nabywaniem opornosci
wcigz stanowia nierozwiazany problem. (H. Li et al. 2020). Jednak opisane wcze$niej mechanizmy wskazuja,
ze aktywno$¢ odpowiedzi przeciwnowotworowej jest SciSle zwigzana z drogami naprawy uszkodzen DNA
a regulacja ich procesow moze wplywacé na jej aktywacje i zwiekszenie sukcesu terapii.
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