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Streszczenie: Apoptoza jest g³ówn¹ form¹ samobójczej œmierci komórek. Wiêkszoœæ standardowych
terapii przeciwnowotworowych jest oparta na stosowaniu leków, które poœrednio indukuj¹ proces apop-
tozy. Zwi¹zki te ze wzglêdu na nisk¹ specyficznoœæ wykazuj¹ dzia³anie cytotoksyczne lub cytostatycz-
ne nie tylko w stosunku do komórek nowotworowych, ale równie¿ zdrowych tkanek ustroju, co prowa-
dzi do wyst¹pienia groŸnych efektów ubocznych ze strony ró¿nych narz¹dów i uk³adów. Nowym
podejœciem terapeutycznym jest zastosowanie substancji stymuluj¹cych produkcjê cytokin, inhibitorów
angiogenezy, terapii genowych, oligonukleotydów antysensownych czy przeciwcia³ monoklonalnych.
Wiele z nowozsyntetyzowanych zwi¹zków, które obecnie s¹ testowane w badaniach przedklinicznych
lub w I i II fazie badañ klinicznych, to zwi¹zki bezpoœrednio indukuj¹ce proces apoptozy. Takie podej-
œcie do chemioterapii pozwoli prawdopodobnie na wyeliminowanie wielu problemów zwi¹zanych z
niespecyficznym dzia³aniem leków i ich mutagennoœci¹.

S³owa kluczowe: apoptoza, mitochondria, TNF, kaspazy, NF-κB, Akt/PKB, glutation, oligonukleotydy
antysensowne, geny œmierci.

Summary: Apoptosis is the major form of cell suicide. Most conventional anticancer agents induce
apoptosis indirectly. Although chemiotherapeutic drugs should selectively kill only tumor cells, normal
cells are often susceptible to cytotoxic or cytostatic effects of these agents. This is a reason of potentially
harmful side effects including inflammation and damage to the surrounding normal tissue. A new therapeu-
tic approach in cancer treatment is the use of substances that stimulate cytokine production, angiogenesis
inhibitors, gene therapies, antisense oligonucleotides and monoclonal antibodies. Many of new agents
tested in preclinical study or in I and II phase of clinical trials can induce apoptosis directly. This new
approach allows probably to eliminate a lot of problems connecting with non-specific activity of antican-
cer drugs and their mutagenicity.
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leotides, death genes.
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1. WSTÊP

Apoptoza jest procesem fizjologicznym, niezbêdnym do prawid³owego funkcjonowania
organizmów wielokomórkowych. Proces ten odgrywa wa¿n¹ rolê zarówno w rozwoju
tkanek i narz¹dów, jak równie¿ w regulacji odpowiedzi immunologicznej i w naturalnej
œmierci zró¿nicowanych komórek [4, 43]. Apoptoza jest tak¿e wa¿nym celem terapii
przeciwnowotworowych, mimo ¿e wiêkszoœæ leków stosowanych w chemioterapii
indukuje apoptozê zarówno w komórkach nowotworowych, jak i prawid³owych [15].
Ponadto proces ten pozwala na eliminacjê zmienionych nowotworowo komórek bez
wywo³ywania procesu zapalnego i uszkodzenia s¹siaduj¹cych tkanek. Analiza mole-
kularnych mechanizmów, które wp³ywaj¹ na regulacjê apoptozy, wykaza³a, ¿e czynniki
chemioterapeutyczne powoduj¹ równoczesn¹ aktywacjê kilku szlaków, które pozytywnie
lub negatywnie reguluj¹ œmieræ komórki [55]. Brak skutecznoœci wielu terapii
przeciwnowotworowych wynika zarówno z ograniczeñ w stosowaniu leków przeciw-
nowotworowych, jak równie¿ z uruchamiania przez komórki nowotworowe mechanizmów
chroni¹cych je przed apoptoz¹. Istniej¹ dwa szlaki prowadz¹ce do apoptozy: szlak zale¿ny
od mitochondriów (szlak wewnêtrzny) oraz szlak zale¿ny od specyficznych receptorów
b³onowych z rodziny TNF (szlak zewnêtrzny) (ryc. 1) [34, 66]. Szlaki te prowadz¹ do
aktywacji kaspaz, enzymów, które odgrywaj¹ kluczow¹ rolê w procesie apoptozy.
Uruchomienie kaskady kaspaz powoduje proteolityczn¹ destrukcjê bia³ek niezbêdnych
do prawid³owego funkcjonowania komórki, m.in. polimerazy poli(ADP)rybozy, bia³ek
otoczki j¹drowej, bia³ka Rb (ang. Retinoblastoma protein) oraz czynnika DFF45 (ang.
DNA Fragmentation Factor 45) i DFF35, które s¹ bia³kowymi inhibitorami endonukleazy
DFF40/CAD (ang. Caspase-Activated DNase) odpowiedzialnej za fragmentacjê
j¹drowego DNA [23, 54, 67].

2. APOPTOZA ZALE¯NA OD MITOCHODRIÓW

W wiêkszoœci przypadków indukowana przez leki apoptoza prowadzi do zak³ócenia
prawid³owego funkcjonowania mitochondriów. Zmiany te zwi¹zane s¹ z produkcj¹
reaktywnych form tlenu (RFT) i za³amaniem mitochondrialnego potencja³u b³ono-
wego, co prowadzi do otwarcia kana³ów mitochondrialnych – MPTP (ang.
Mitochondrial Permeability Transition Pore).  Budowa i sk³ad kana³ów nie zosta³y
dotychczas dok³adnie poznane. Wiadomo jednak, ¿e s¹ one zbudowane ze wspó³-
dzia³aj¹cych ze sob¹ bia³ek b³ony wewnêtrznej, takich jak translokaza nukleotydów
adeninowych – ANT (ang. Adenine Nucleotide Translocator) oraz bia³ek b³ony
zewnêtrznej tworz¹cych kana³y anionowe zale¿ne od napiêcia – VDAC (ang.
Voltage-Dependent Anion Chanel) [15, 51]. Otwarcie tych nieselektywnych
kana³ów prawdopodobnie wp³ywa na rozregulowanie objêtoœci mitochondriów z
powodu podwy¿szenia ciœnienia osmotycznego macierzy mitochondrialnej. Ze
wzglêdu na ró¿nice w wielkoœci powierzchni zewnêtrznej i wewnêtrznej b³ony
mitochondrialnej, zwiêkszenie objêtoœci macierzy mitochondrialnej mo¿e powodowaæ
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przerwanie b³ony zewnêtrznej i uwolnienie z przestrzeni miêdzyb³onowej do cytozolu
bia³ek aktywuj¹cych kaspazy. Uszkodzenie zewnêtrznej b³ony mitochondrialnej mo¿e
byæ równie¿ wynikiem bezpoœredniego dzia³ania oksydantów lub patologicznego
wzrostu poziomu Ca2+ w cytozolu [19]. Wzrost przepuszczalnoœci b³on mitochon-
drialnych prowadzi do uwolnienia cytochromu C, który jest zlokalizowany w
przestrzeni miêdzyb³onowej mitochondriów [51]. Bia³ko to pe³ni podwójn¹ rolê,
poniewa¿ jest wa¿nym sk³adnikiem ³añcucha oddechowego, a tak¿e czynnikiem
indukuj¹cym proces apoptozy [6]. Wystêpuj¹cy w nim ³añcuch polipeptydowy i grupa
prostetyczna hemu s¹ niezbêdne do aktywacji kaspaz. Po uwolnieniu do cytozolu
cytochrom C ³¹czy siê z Apaf-1 (ang. Apoptosis Protease-Activating Factor 1) i
prokaspaz¹ 9 [28]. Powsta³y wielobia³kowy kompleks nazywany apoptosomem,
powoduje aktywacjê kaspaz efektorowych [6]. Razem z cytochromem C uwalniane
s¹ równie¿ inne bia³ka wystêpuj¹ce w mitochondriach, takie jak: SMAC/DIABLO
oraz Omi/HtrA2. Bia³ka te wi¹¿¹ siê z czynnikiem XIAP, inhibitorem kaspazy 9,
co prowadzi do zahamowania  jego aktywnoœci [14].

3. ROLA BIA£EK PRO- I ANTYAPOPTOTYCZNYCH
W INDUKCJI APOPTOZY

Proces apoptozy zale¿ny  od  mitochondriów jest regulowany przez rodzinê bia³ek
Bcl-2, które s¹ produktami onkogenów komórkowych. W zale¿noœci od pe³nionych
funkcji i iloœci homologicznych domen Bcl-2 – BH (ang. Bcl-2 homology domains)
bia³ka te dziel¹  siê  na  trzy grupy: bia³ka hamuj¹ce proces apoptozy (Bcl-2, Bcl-XL,
A1, Mcl-1), które zawieraj¹ 4 homologiczne domeny BH (BH1–BH4), bia³ka aktywuj¹ce
apoptozê (Bax, Bag, Bcl-XS, Bock) zawieraj¹ce 3 homologiczne domeny (BH1–BH3)
oraz bia³ka BH3 (Bid, Bim, PUMA, Noxa), które reguluj¹ aktywnoœæ bia³ek Bcl-2.
Ostatnia grupa bia³ek wykazuje homologiê z pozosta³ymi bia³kami z rodziny Bcl-2 jedynie
w obrêbie domeny BH3 [30, 42]. Ekspresja bia³ek BH3 jest œciœle kontrolowana przez
czynniki transkrypcyjne i mechanizmy posttranslacyjne. Bia³ka nale¿¹ce do rodziny BH3
wi¹¿¹ siê do hydrofobowej kieszeni znajduj¹cej siê na powierzchni bia³ek Bcl-2,
utworzonej przez domeny BH1, BH2 i BH3 i w ten sposób hamuj¹ ich aktywnoœæ [75].
Wzajemne oddzia³ywania pomiêdzy bia³kami pro- i antyapoptotycznymi s¹ odpowiedzialne
za uruchomienie procesów prowadz¹cych do apoptozy zale¿nej od mitochondriów.
Wiêkszoœæ proapoptotycznych bia³ek Bcl-2, takich jak Bax i Bad, wystêpuje w
cytoplazmie ¿ywych komórek. Podczas procesu apoptozy bia³ka te przechodz¹ szereg
zmian konformacyjnych, które prowadz¹ do ich translokacji do zewnêtrznej b³ony
mitochondrialnej oraz retikulum endoplazmatycznego.

W zewnêtrznej b³onie mitochondrialnej bia³ka proapoptotyczne ulegaj¹ oligomery-
zacji, przy³¹czaj¹ siê do kana³ów anionowych zale¿nych od napiêcia i moduluj¹ ich
aktywnoœæ, co wp³ywa na uwolnienie z mitochondriów cytochromu C oraz innych
czynników indukuj¹cych apoptozê. W retikulum endoplazmatycznym bia³ko Bax jest
w³¹czone w regulacjê wyp³ywu Ca2+, który równie¿ mo¿e zapocz¹tkowywaæ zmiany
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w przepuszczalnoœci b³on mitochondrialnych. Ostatnie badania wskazuj¹ na udzia³
lipidów w procesie aktywacji bia³ek Bax [52, 72]. Mutacje zachodz¹ce w bia³ku Bax
s¹ wa¿nym mechanizmem chroni¹cym komórki nowotworowe przed apoptoz¹.
Potwierdzaj¹ to badania in vitro, które wykaza³y, ¿e niedobór bia³ka Bax w ludzkich
komórkach raka okrê¿nicy prowadzi do ca³kowitego zahamowania apoptozy w
odpowiedzi na sulfid sulindaku, indometacynê i niesteroidowe leki przeciwzapalne [64].

Bia³ka antyapoptotyczne, takie jak Bcl-2 i Bcl-XL, chroni¹ komórki przed
cytotoksycznym dzia³aniem wielu czynników, np. promieniowania UV, hipoksji,
pozbawienia cytokin. Bia³ka te hamuj¹ apoptozê poprzez tworzenie heterodimerów
z  proapoptycznymi bia³kami Bax/Bak [30]. W ten sposób zapobiegaj¹ zwiêkszonej
przepuszczalnoœci kana³ów mitochondrialnych i za³amaniu potencja³u b³onowego [6].
Wiêkszoœæ bia³ek Bcl-2 jest zlokalizowana w retikulum endoplazmatycznym i otoczce
j¹drowej oraz czêœciowo w zewnêtrznej b³onie mitochondrialnej. W zdrowych
komórkach bia³ka Bcl-xl wystêpuj¹ w cytozolu w formie homodimerów lub s¹
przy³¹czone do b³ony mitochondrialnej. Jedynie w trakcie apoptozy cytozolowa frakcja
tych bia³ek przy³¹cza siê do b³ony mitochondrialnej [30]. Wed³ug niektórych hipotez
antyapoptotyczne bia³ka z rodziny Bcl-2 hamuj¹ apoptozê poprzez regulowanie
potencja³u redoks komórki, ale mechanizm tego procesu nie zosta³ dotychczas
dok³adnie wyjaœniony. Z jednej strony bia³ka te pe³ni¹ rolê antyoksydantów, poniewa¿
powoduj¹ wzrost iloœci glutationu i jego redystrybucjê do ró¿nych kompartmentów
komórki, zapobiegaj¹ zwiêkszeniu produkcji RFT oraz zniszczeniu komórki w wyniku
peroksydacji lipidów. Niektórzy autorzy sugeruj¹ jednak prooksydacyjne dzia³anie
bia³ek Bcl-2 [6].

Bia³ka Bcl-2 w³¹czone s¹ w rozwój nowotworów hematologicznych oraz innych
typów nowotworów m.in. nowotworów piersi i trzustki, w których nadekspresja
bia³ek Bcl-2 i Bcl-XL u³atwia proces nowotworzenia in vivo [8].

3.1. Zastosowanie oligonukleotydów antysensownych w terapiach
przeciwnowotworowych – modulacja aktywnoœci bia³ek Bcl-2

Aktywnoœæ antyapoptotycznych bia³ek z rodziny Bcl-2 prowadzi do zahamowania
procesu apoptozy i wp³ywa na opornoœæ komórek nowotworowych na tradycyjn¹
chemio- i radioterapiê. Now¹, obiecuj¹c¹ strategi¹ pozwalaj¹c¹ na modulacjê aktyw-
noœci bia³ek Bcl-2 jest zastosowanie oligonukleotydów antysensownych (ryc. 1). Do
I fazy badañ klinicznych zosta³ zakwalifikowany oblimersen sodu – zwi¹zek, który
wi¹¿e siê specyficznie do ludzkiej sekwencji mRNA dla bcl-2, powoduje degradacjê
tej sekwencji, a w konsekwencji zmniejszenie wydajnoœci translacji bia³ek Bcl-2.
Wyniki wstêpnych badañ klinicznych sugeruj¹, ¿e oblimersen sodu wykazuje równie¿
dzia³anie synergistyczne z niektórymi zwi¹zkami cytotoksycznymi i immunote-
rapeutycznymi stosowanymi w leczeniu nowotworów hematologicznych oraz guzów
litych. Celem prowadzonych obecnie badañ z zastosowaniem oblimersenu sodu jest
sprawdzenie skutecznoœci tego typu kombinacji leków w leczeniu chronicznej
bia³aczki limfoblastycznej, szpiczaka mnogiego, czerniaka z³oœliwego oraz drobno-
komórkowego raka p³uc. Ponadto w fazie przedklinicznej sprawdzana jest
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RYCINA 1. Szlaki prowadz¹ce do apoptozy: szlak zale¿ny od specyficznych receptorów b³onowych z rodziny TNF
(szlak zewnêtrzny) i szlak zale¿ny od mitochondriów (szlak wewnêtrzny). W szlaku zewnêtrznym dochodzi do
pobudzenia powierzchniowych receptorów komórki przez specyficzne ligandy œmierci, co powoduje aktywacjê
kaspazy 8. W przypadku s³abej aktywacji tego enzymu nastêpuje proteolityczna modyfikacja wystêpuj¹cego w
cytozolu bia³ka Bid, które w skróconej formie jako tBid przekazuje sygna³ do mitochondriów. W szlaku wewnêtrznym
w wyniku zaburzenia równowagi pomiêdzy bia³kami pro- i antyapoptotycznymi dochodzi do otwarcia kana³ów
mitochondrialnych i uwalnienia cytochromu C, który w cytozolu ³¹czy siê z Apaf-1 (apoptosis protease-activating
factor 1) i prokaspaz¹ 9. Powsta³y wielobia³kowy kompleks nazywany apoptosomem powoduje aktywacjê kaskady
kaspaz, czego konsekwencj¹ jest proteolityczna destrukcja bia³ek niezbêdnych do prawid³owego funkcjonowania
komórki, takich jak: bia³ka strukturalne i enzymy naprawcze DNA. Zastosowanie oligonukleotydów antysensownych
lub zwi¹zków niskocz¹steczkowych pozwala na bezpoœredni¹ aktywacjê kaspaz lub zahamowanie aktywnoœci
wewn¹trzkomórkowych inhibitorów apoptozy
FIGURE 1. Two major pathways of apoptosis in mammalian cells: the extrinsic cell death pathway mediated by a
subgroup of the TNF receptor superfamily and the mitochondrial or intrinsic pathway. The death receptor pathway
is initiated by the interaction of cell surface death receptors with their cognate death ligands. This interaction results
in the cleavage of procaspase 8 to yield active caspase 8. In certain cell systems, the activation of caspase 8 is
insufficient to initiate the proteolytic cascade required for apoptosis. In this case caspase 8 can cleave the proapoptotic
Bcl-2 family protein Bid, that as the truncated Bid (tBid) translocates to the mitochondria and triggers the release
of  cytochrome C. The intrinsic pathway is regulated by the permeabilization of mitochondrial membranes. The
disturbance of balance between pro- and antiapoptotic protein cause the disruption of the mitochondrial inner
transmembrane potential (∆Ψ) as well as the so called permeability transition. This event leads to release of
cytochrome C from the mitochondrial intermembrane space to the cytosol where the cytochrome C binds to Apaf-
1 protein and procaspase-9 and form a structure known as apoptosom. This multiprotein complex mediate
activation  of caspases cascade. The consequence of this step is proteolitic destruction of key cellular components
that are required for normal cellular function including structural proteins in the cytoskeleton and nuclear proteins
such as DNA repair enzymes. The use of antisense oligonucleotide and small molecule leads to direct caspases
activation or inhibition intracellular inhibitors of apoptosis
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skutecznoœæ oligonukleotydów antysensownych w leczeniu chronicznej bia³aczki
szpikowej, nowotworów piersi, drobnokomórkowego raka p³uc, raka ¿o³¹dka,
okrê¿nicy i pêcherza moczowego [40, 46].

4. TERAPEUTYCZNY  POTENCJA£ SZLAKU NF-κκκκκB

Wa¿n¹ rolê w aktywacji bia³ek antyapoptotycznych, a tym samym w regulacji procesu
apoptozy, odgrywa czynnik j¹drowy κB – NF-κB (Nuclear Factor κB), jeden z
podstawowych czynników transkrypcyjnych wystêpuj¹cych w komórkach [36, 59]. Do
bia³ek antyapoptotycznych bezpoœrednio aktywowanych przez NF-κB nale¿¹ wewn¹trz-
komórkowe inhibitory apoptozy, takie jak: c-IAP1, c-IAP2 i IXAP,  zwi¹zane z
receptorem TNF (TRAF1, TRAF2) oraz homologi bia³ka Bcl-2 (A1/Bfl-1 i IEX-IL) [5,
62]. Mimo ¿e rola NF-κB w procesie apoptozy nie zosta³a dotychczas dok³adnie
wyjaœniona, wiadomo jednak, ¿e w wielu typach komórek nowotworowych czynnik ten
wystêpuje w formie konstytutywnie aktywnej, dziêki czemu odgrywa wa¿n¹ rolê w
ochronie komórek przed apoptoz¹ i rozwojem opornoœci  na  niektóre czynniki
chemioterapeutyczne. Zahamowanie aktywnoœci NF-κB w komórkach nowotworowych
mo¿e wiêc mieæ kluczowe znaczenie w opracowaniu nowych terapii przeciwno-
wotworowych [36]. Najbardziej popularnym celem w szlaku sygna³owym prowadz¹cym
do aktywacji NF-κB jest zahamowanie aktywnoœci kinaz serynowo-treoninowych IKK
odpowiedzialnych za fosforylacjê i degradacjê bia³ek inhibitorowych IκB (IκBα, IκBβ,
IκBε), które w niestymulowanych komórkach wystêpuj¹ w formie zwi¹zanej z
kompleksem NF-κB (ryc. 2). W wyniku fosforylacji dochodzi do ubikwitynacji i
degradacji bia³ek IκB, co powoduje uwolnienie kompleksu NF-κB. Konsekwencj¹ tego
procesu jest translokacja NF-κB do j¹dra komórkowego i rozpoczêcia transkrypcji genów
od niego zale¿nych [22, 50].

Zahamowanie szlaku NF-κB poprzez supresjê Iκβα zwiêksza wra¿liwoœæ komórek na
czynniki stymuluj¹ce apoptozê. W ci¹gu ostatnich kilku lat do I i II fazy badañ klinicznych
zosta³y zakwalifikowane zwi¹zki niskocz¹steczkowe, które hamuj¹ aktywnoœæ kinazy IKK w
badaniach in vitro. Do substancji wykazuj¹cych takie dzia³anie nale¿y cyjanoguanidyna CHS
828, która hamuje podzia³y komórkowe w wielu nowotworowych liniach komórkowych,
w³¹czaj¹c komórki wykazuj¹ce wielolekow¹ opornoœæ. W przeciwieñstwie do powszechnie
stosowanych chemio-terapeutyków, CHS 828 jest mniej toksyczny dla prawid³owych fibroblastów
i komórek œródb³onka ni¿ dla komórek nowotworowych [41]. Ponadto zwi¹zek ten mo¿e dzia³aæ
synergistycznie z innymi lekami przeciwnowotworowymi. W badaniach in vitro przeprowa-
dzonych na ludzkich komórkach ch³oniaka wykazano, ¿e zastosowanie kilkugodzinnej preinkubacji
z CHS 828, a nastêpnie nara¿enie komórek na etopozyt powoduje znaczny wzrost aktywnoœci
kaspazy 3 oraz  iloœci komórek apoptotycznych [33]. Do zwi¹zków hamuj¹cych aktywnoœæ
kinazy IKK nale¿¹ równie¿ substancje przeciwzapalne, takie jak: aspiryna, salicylan sodu, które
specyficznie hamuj¹ aktywnoœæ IKKβ, niesteroidowe leki przeciwzapalne (ibuprofen i sulindak),
a tak¿e zwi¹zki pochodzenia roœlinnego (partenolid) i aktywny biologicznie sk³adnik propolisu –
CAPE (ang. Caffeic Acid Phenethyl Ester) [38, 47, 65, 71, 73].
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5. UDZIA£ KINAZ SERYNOWO-TREONINOWYCH
W PROCESIE APOPTOZY

Du¿e znaczenie w regulacji procesu apoptozy maj¹ równie¿ szlaki sygna³owe kinaz
serynowo-treoninowych, których zwiêkszon¹ aktywnoœæ stwierdzono w wielu typach
komórek nowotworowych [58]. Do najwa¿niejszych kinaz serynowo-treoninowych
nale¿y rodzina bia³kowych kinaz aktywowanych mitogenem – MAPK (ang. Mitogen-
Activated Protein Kinase) i bia³kowa kinaza B – PKB (ang. Protein Kinase B) nazywana
inaczej bia³kiem Akt [44]. G³ówn¹ funkcj¹ bia³ka Akt jest zahamowanie apoptycznej œmierci
komórkowej. Aktywacja tego bia³ka odbywa siê przy udziale kinazy 3-fosfatydyloinozytolu
(PI3K), enzymu zaanga¿owanego w wiele wa¿nych procesów komórkowych, m.in. w proces

RYCINA 2. Zahamowanie aktywnoœci kinaz serynowo-treoninowych IKK odpowiedzialnych za
fosforylacjê i degradacjê bia³ek inhibitorowych IκB (IκBα, IκBβ, IκBε), które w niestymulowanych
komórkach wystêpuj¹ w formie zwi¹zanej z kompleksem NF-κB. Zastosowanie zwi¹zków hamuj¹cych
aktywnoœæ IKK uniemo¿liwia uwolnienie kompleksu NF-κB, jego translokacjê do j¹dra komórkowego i
rozpoczêcie transkrypcji genów zale¿nych od NF-κB
FIGURE 2. The inhibition of IKK kinases responsible for phosphorylation and degradation IκB protein.
IκB is inhibitory protein that in non-stymulated cells is bound to NF-κB. The use of compounds that
inhibit IKK activity prevent the release of NF-κB, their translocation into the nucleus and activation of
specific cellular genes
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transkrypcji, migracji, angiogenezy, proliferacji i metabolizmu glukozy. PI3K
powoduje fosforylacjê znajduj¹cych siê w b³onie komórkowej dwufosforanów
fosfatydyloinozytolu (PIP2) do trójfosforanów fosfatydyloinozytolu (PIP3). PIP3
wp³ywaj¹ na przemieszczenie PKB/Akt i zale¿nej od fosfoinozytolu kinazy-1
(PDK1) do b³ony komórkowej, w której zachodzi dalszy etap aktywacji Akt. Do
pe³nej aktywacji tego bia³ka wymagana jest fosforylacja dwóch reszt regulato-
rowych: treoninowej pod wp³ywem kinazy PDK1 oraz serynowej przez kompleks
rictor-mTOR [48].

Szlak kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K/Akt) odgrywa decyduj¹c¹ rolê w ochronie
komórek przed apoptoz¹, poniewa¿ proces fosforylacji odbywaj¹cy siê przy jego udziale
zmienia aktywnoœæ wielu bia³ek bior¹cych udzia³ w tym procesie, m.in. kaspazy 9 i bia³ek
nale¿¹cych do rodziny Bcl-2. Niektóre dane literaturowe wskazuj¹ równie¿, ¿e bia³ko
PKB/Akt jest w³¹czone w pozytywn¹ regulacjê czynnika transkrypcyjnego NF-κB w
niektórych typach komórek, m.in. w fibroblastach, embrionalnych komórkach nerkowych
i komórkach JURKAT. Wykazano, ¿e PKB powoduje fosforylacjê IKKα, co prowadzi
do degradacji tej podjednostki, a w konsekwencji do translokacji kompleksu p65/p50 do
j¹dra komórkowego i rozpoczêcia transkrypcji genów zale¿nych od NF-κB [1, 53].
Wa¿n¹ rolê w ochronie komórek przed procesem apoptozy odgrywa równie¿ szlak
sygna³owy zewn¹trzkomórkowej kinazy ERK 1/2, zwi¹zanej g³ównie z mitogenez¹.
Aktywacja tej kinazy odbywa siê w drodze fosforylacji reszty treoninowej i tyrozynowej,
przy udziale kinaz MEK1 i MEK2 [9,16].

Modulacja szlaków kinaz serynowo-treoninowych poprzez zastosowanie selektyw-
nych inhibitorów farmakologicznych mo¿e indukowaæ apoptozê i/lub zwiêkszaæ
wra¿liwoœæ komórek nowotworowych na czynniki chemioterapeutyczne. Z tego
wzglêdu mog¹ one stanowiæ obiecuj¹cy cel terapii przeciwnowotworowych. Potwier-
dzaj¹ to badania Tabellini i wsp., którzy wykazali ¿e zastosowanie zwi¹zku LY294002
i wortmanniny, inhibitorów szlaku PI3K/Akt w komórkach nowotworowych HL60AR
i K562 z konstytutywnie aktywnym szlakiem PI3K/Akt, powodowa³o odtworzenie
wra¿liwoœci tych komórek na apoptozê po zastosowaniu tritlenku arsenu [58, 68].
Do I i II fazy badañ klinicznych zosta³y w³¹czone niskocz¹steczkowe inhibitory
szlaku sygna³owego Akt, które hamuj¹ aktywnoœæ Akt na poziomie fosforylacji.
Zwi¹zkiem wykazuj¹cym takie dzia³anie jest inhibitor API-2 (ang. Akt/Protein
kinase B signaling Inhibitor-2), który w badaniach in vitro powodowa³ zahamo-
wanie proliferacji komórek nowotworowych i indukcjê apoptozy. Ponadto w
badaniach in vivo wykazano, ¿e API-2 wp³ywa³ na wyraŸne zahamowanie
proliferacji komórek nowotworowych z nadekspresj¹ Akt [69].

6. KASPAZY JAKO CEL TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWYCH

Obok bia³ek Bcl-2 wa¿nym celem terapii przeciwnowotworowych s¹ kaspazy (ang.
Caspases – Cysteine Aspartate Specific ProteASEs). Enzymy te nale¿¹ do grupy
cysteinowych enzymów proteolitycznych produkowanych przez komórki w formie



                                                          475APOPTOZA – CEL TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWEJ

nieaktywnych prokaspaz, zbudowanych z prodomeny N-terminalnej oraz dwóch
podjednostek: du¿ej podjednostki o masie cz¹steczkowej 20 kDa (p20) i ma³ej podjednostki
o masie 10 kDa (p10). Do aktywacji kaspaz dochodzi w wyniku proteolitycznego,
kaskadowego rozpadu prokaspaz. W zale¿noœci od struktury prodomeny N-terminalnej i
pe³nionych przez ni¹ funkcji, kaspazy dziel¹ siê na trzy grupy: kaspazy zapalne, inicjuj¹ce
i efektorowe. Najwa¿niejsz¹ rolê w procesie apoptozy odgrywaj¹ kaspazy inicjuj¹ce
(kaspaza 2, 8, 9 i 10) oraz kaspazy efektorowe (kaspaza 3, 6 i 7) [29].

Niektóre zwi¹zki selektywnie aktywuj¹ce kaspazy w komórkach nowotworowych,
szczególnie kluczow¹ dla procesu apoptozy kaspazê 3, zosta³y w³¹czone do I fazy
badañ  klinicznych. Do substancji  wykazuj¹cych  takie  dzia³anie nale¿y PETCM
(α-(trichloromethyl)-4-pyridineethanol), który w badaniach in vitro powodowa³
aktywacjê kaspazy 3 w ekstraktach nowotworowych linii komórkowych (ryc. 1).
Dzia³anie PETCM  polega  na  zahamowaniu  aktywnoœci  onkoproteiny pro-
thymosin-α, która negatywnie reguluje aktywnoœæ kaspazy 9 [24].

Bardzo obiecuj¹ce, ze wzglêdu na mo¿liwoœæ wykorzystania w leczeniu niektórych
typów nowotworów, s¹ zidentyfikowane ostatnio zwi¹zki niskocz¹steczkowe zaliczane
do karbaminianów, powoduj¹ce oligomeryzacjê Apaf-1 i powstawanie apoptosomu,
co prowadzi do aktywacji kaspazy 9 i 3 w szlaku zale¿nym od cytochromu C.
Badania przeprowadzone w prawid³owych i nowotworowych liniach komórkowych
wykaza³y selektywne dzia³anie tych zwi¹zków w stosunku do komórek nowotworo-
wych [39]. Do substancji powoduj¹cych aktywacjê kaspaz nale¿y równie¿ apoptyna,
bia³ko kodowane przez gen VP3 wirusa anemii u kurcz¹t. Bia³ko to indukuje apoptozê
w komórkach nowotworowych i transformowanych, nie wywo³uje natomiast apoptozy
w komórkach prawid³owych. Mechanizm selektywnego dzia³ania apoptyny jest
zwi¹zany z j¹drow¹ lokalizacj¹ tego bia³ka. W komórkach transformowanych i
nowotworowych apoptyna jest fosforylowana przez kinazê wystêpuj¹c¹ w cytoplaz-
mie tych komórek, co powoduje translokacjê bia³ka do ja¹dra komórkowego i jego
aktywacjê. Natomiast w komórkach prawid³owych apoptyna pozostaje w cytoplaz-
mie, gdzie ulega agregacji lub degradacji [45, 76].

Oprócz bezpoœredniego wykorzystania kaspaz, celem terapii przeciwnowotworo-
wych mog¹ byæ równie¿ wewn¹trzkomórkowe inhibitory kaspaz, takie jak: IAPs
(ang. Inhibitor-of-Apoptosis Proteins) i c-FLIPs [49]. Wykazano, ¿e opornoœæ
niektórych typów komórek nowotworowych na apoptozê jest zwi¹zana z nadeks-
presj¹ inhibitorów z rodziny IAPs. Wszystkie homologi IAPs wystêpuj¹ce u
cz³owieka, m.in. XIAP, c-IAP1 i c-IAP2, hamuj¹ aktywnoœæ kaspazy 3 i 7. Ponadto
XIAP hamuje równie¿ aktywnoœæ inicjuj¹cej kaspazy 9, która bierze udzia³ w
procesie apoptozy zale¿nej od mitochondriów [60].

Oligonukleotydy antysensowne XIAP, stosowane obecnie w I fazie badañ klinicznych,
zawieraj¹ sekwencjê komplementarn¹ do docelowego mRNA, która po  hybrydyzacji z
mRNA powoduje zahamowanie jego translacji (ryc. 1). Dodatkowo kompleks
oligonukleotydy antysensowne/mRNA ma zdolnoœæ do aktywacji RNazy H, która
powoduje degradacjê mRNA. Wykazano, ¿e zastosowanie oligonukleotydów antysen-
sownych mo¿e nie tylko bezpoœrednio indukowaæ proces apoptozy, ale równie¿
zwiêkszaæ wra¿liwoœæ komórek nowotworowych na chemioterapiê i promieniowanie [49].
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Coraz wiêcej uwagi poœwiêca siê równie¿ zastosowaniu peptydów, które struktu-
ralnie naœladuj¹ proapoptotyczne bia³ka Smac i poprzez bezpoœrednie przy³¹czenie
siê do IAP prowadz¹ do zahamowania aktywnoœci tego inhibitora [18].

7. REGULACJA APOPTOZY W SZLAKU
ZALE¯NYM OD RECEPTORÓW ŒMIERCI

W szlaku zewnêtrznym dochodzi do pobudzenia powierzchniowych receptorów
komórki tzw. receptorów œmierci przez specyficzne ligandy œmierci [2]. Nastêpnie
kompleks zaktywowanych receptorów powoduje aktywacjê kaskady kaspaz, co
prowadzi do powstawania zmian morfologicznych typowych dla procesu apoptozy.

Receptory œmierci, do których nale¿¹ m.in. TNFR-1, TNFR-2, CD95, Fas/CD95,
CD40, TRAIL-R1, TRAIL-R2, wchodz¹ w sk³ad rodziny receptorów TNF (ang.
Tumor Necrosis Factor). Wszystkie receptory œmierci zawieraj¹ domenê zewn¹trz-
komórkow¹, dziêki której rozpoznaj¹ odpowiednie ligandy œmierci oraz wewn¹trz-
plazmatyczn¹ domenê œmierci – DD (ang. Death Domain), poprzez któr¹ nastêpuje
przy³¹czenie bia³ek adaptorowych FADD (ang. Fas-Associated Death Domain
protein) lub TRADD (ang. TNFR1-Associated Death Domain). W wyniku tego
procesu powstaje kompleks sygna³owy zapocz¹tkowuj¹cy œmieræ – DISC (ang. Death
Initiated Signaling Complex), do którego poprzez  wykonawcz¹ domenê œmierci –
DED (ang. Death Execution Domain) wchodz¹ca w sk³ad bia³ka adaptorowego,
zostaje przy³¹czona prokaspaza 8. Proces ten zapocz¹tkowuje autokatalityczn¹
aktywacjê prokaspazy 8 i 10 [63, 70]. Aktywne kaspazy 8 i 10 aktywuj¹ kolejno
efektorowe kaspazy 3, 6 i 7. W ten sposób uruchamiany jest proces apoptozy w
komórkach okreœlanych jako komórki typu I [56]. W odró¿nieniu od nich, w komórkach
typu II iloœæ powsta³ego kompleksu DISC nie wystarcza do silnej aktywacji kaspazy
8. W tej sytuacji receptory œmierci przekazuj¹ sygna³ do mitochondriów i indukuj¹
uwolnienie cytochromu C w procesie zale¿nym od bia³ka Bid. Wystêpuj¹ce w cytozolu
bia³ko Bid pod wp³ywem kaspazy 8 ulega proteolitycznej modyfikacji, a nastêpnie w
skróconej formie jako tBid (ang. truncated Bid) przemieszcza siê do zewnêtrznej b³ony
mitochondrialnej, gdzie razem z bia³kami Bax i Bad wp³ywa na utworzenie kana³ów
mitochondrialnych i uwolnienie cytochromu C [11].

Zastosowanie ligandów TRAIL w terapiach przeciwnowotworowych
Wszystkie ligandy œmierci, z wyj¹tkiem TNFα, s¹ cz¹steczkami miêdzyb³onowymi.

Dziêki biologicznej aktywnoœci niektóre rekombinowane, rozpuszczalne formy ligandów
znalaz³y zastosowanie w badaniach klinicznych (ryc. 1). Najbardziej obiecuj¹ce, ze wzglêdu
na brak toksycznego dzia³ania na zdrowe komórki, s¹ ligandy TRAIL. W przeciwieñstwie
do nich TNFα i ligandy CD95 wykazuj¹ toksyczne dzia³anie w stosunku do komórek
prawid³owych. Ligandy TRAIL indukuj¹ apoptozê w ró¿nych typach komórek poprzez
oddzia³ywanie z powierzchniowymi receptorami komórki DR4 (TRAIL-R1) i DR5
(TRAIL-R2) [63]. Wykazano, ¿e TRAIL niszczy wiêkszoœæ transformowanych
nowotworowo linii komórkowych w badaniach in vitro, nie powoduje natomiast uszkodzenia
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komórek zdrowych. Brak toksycznego dzia³ania w stosunku do zdrowych tkanek
zaobserwowano równie¿ po zastosowaniu TRAIL w badaniach przedklinicznych na
modelach zwierzêcych. Bardzo obiecuj¹ce s¹ równie¿ wyniki badañ in vitro, w których
zastosowano kombinacje TRAIL i inhibitorów NF-κB. Opornoœæ wielu nowotworowych
linii komórkowych, m.in. komórek raka piersi na apoptozê indukowan¹ przez TRAIL,
zwi¹zana jest z aktywacj¹ NF-κB przez TRAIL, co prowadzi do ekspresji bia³ek
antyapoptotycznych. Wykazano, ze zastosowanie kombinowanej terapii TRAIL i inhibitorów
NF-κB prowadzi do wyeliminowania opornoœci komórek na apoptozê i znacznie zwiêksza
wydajnoœæ terapii z zastosowaniem TRAIL [27]. Wykorzystanie receptorów œmierci w
terapiach przeciwnowotworowych prawdopodobnie pozwoli na wyeliminowanie opornoœci
na apoptozê, zjawiska wystêpuj¹cego czêsto w komórkach nowotworowych oraz
hamuj¹cego ten proces dzia³ania protoonkogenów Bcl-2. Ponadto receptory œmierci
stosowane ³¹cznie z radio- i chemioterapi¹ mog¹ staæ siê w przysz³oœci wa¿nym sk³adnikiem
kombinowanej terapii skierowanej przeciwko nowotworom z dzikim genem p53 [66].

8. ROLA GLUTATIONU W REGULACJI APOPTOZY

Glutation (L-γ-glutamylocysteinyloglicyna) jest jednym z najwa¿niejszych
antyoksydantów chroni¹cych komórki ssaków przed reaktywnymi formami tlenu
(RFT) [31, 74]. Zwi¹zek ten odgrywa wa¿n¹ rolê w regulacji ekspresji genów, w
procesie apoptozy i w transporcie b³onowym [35]. Najwa¿niejszym funkcjonalnym
sk³adnikiem cz¹steczki GSH jest czêœæ cysteinowa, która dostarcza reaktywnych
grup tiolowych wchodz¹cych w bezpoœrednie reakcje z wolnymi rodnikami, np.
nadtlenkiem wodoru, ·O2

–, rodnikiem hydroksylowym lub tworz¹cych odwracalne
wi¹zania z grupami tiolowymi bia³ek [10, 31]. Obni¿enie stê¿enia wewn¹trz-
komórkowego GSH prowadzi do zwiêkszonej produkcji RFT, a tym samym do
zwiêkszenia wra¿liwoœci komórek na proces apoptozy. Zwiêkszone stê¿enie GSH
wystêpuj¹ce w wielu typach komórek nowotworowych jest odpowiedzialne za rozwój
opornoœci na chemio- i radioterapiê. Modulacja stê¿enia GSH w komórkach mo¿e
wiêc prowadziæ do uzyskania ró¿nej odpowiedzi zdrowych i nowotworowych linii
komórkowych na leki stosowane podczas chemioterapii [3, 32]. Potwierdzaj¹ to
wyniki badañ Duechlera i wsp., którzy zaobserwowali, ¿e zastosowanie L-buthioniny-
(S,R)-sulfoksyminy (BSO), specyficznego inhibitora syntetazy γ-glutamylocysteiny
³¹cznie z tritlenkiem arsenu i partenolidem powodowa³o wyraŸny wzrost nasilenia
apoptozy w komórkach bia³aczkowych linii Jurkat, EL-4 i K562, w stosunku do
komórek nara¿anych na tritlenek arsenu i partenolid [12]. Podobne wyniki uzyskano
w badaniach Meurette i wsp., w których zmniejszenie puli wewn¹trzkomórkowego
GSH poprzez zastosowanie BSO wp³ywa³o na zwiêkszenie apoptozy indukowanej
przez kombinacjê TRAIL/cisplatyna lub TRAIL/5-fluorouracyl w ludzkich komórkach
raka okrê¿nicy HT29 i w komórkach nowotworowych w¹troby HepG2 [35].

GSH jest wa¿nym czynnikiem wp³ywaj¹cym na regulacjê procesu apoptozy.
Komórki przechodz¹ce apoptozê gwa³townie uwalniaj¹ GSH do przestrzeni zewn¹trz-
komórkowej. Mechanizm tego zjawiska, jak i jego praktyczne znaczenie nie zosta³y
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dotychczas dok³adnie wyjaœnione. Proces ten jest prawdopodobnie stymulowany przez
kaspazy i pozwala na wyeliminowanie ochronnego dzia³ania GSH. Z drugiej strony
niskie stê¿enie wewn¹trzkomórkowego GSH mo¿e byæ czynnikiem hamuj¹cym
proces apoptozy, poniewa¿ kluczowe dla tego procesu enzymy – kaspazy, zawieraj¹
w swoim centrum aktywnym reszty cysteinowe, które do swojej aktywacji wymagaj¹
odpowiedniego stê¿enia GSH. Antyoksydant ten zapobiega utlenieniu reszt cysteino-
wych i pozwala na utrzymanie katalitycznej aktywnoœci kaspaz. Zmniejszenie stê¿enia
GSH poni¿ej pewnego poziomu mo¿e wiêc hamowaæ aktywnoœæ kaspaz, a tym
samym wp³ywaæ na zahamowanie procesu apoptozy [21].

9. UKIERUNKOWANE UŒMIERCANIE KOMÓREK
NOWOTWOROWYCH

Nowym podejœciem w terapiach przeciwnowotworowych jest ukierunkowane uœmiercanie
komórek. Zastosowanie zwi¹zków, które niszcz¹ komórki nowotworowe poprzez atakowanie
specyficznych szlaków i procesów istotnych dla prze¿ycia i wzrostu komórek nowotworowych,
pozwala zarówno na ograniczenie efektów ubocznych, jak i zwiêkszenie efektywnoœæ terapii.
Jednym z celów ukierunkowanego uœmiercania komórek jest terapia genami samobójczymi.
Ten rodzaj terapii polega na konwersji substancji nietoksycznych do fizjologicznie aktywnych
zwi¹zków przy udziale enzymów, które nie wystêpuj¹ w komórkach ssaków. W tym celu
komórki nowotworowe s¹ transfekowane genami koduj¹cymi tzw. enzymy œmierci. Najczêœ-
ciej stosowanym genem œmierci jest gen koduj¹cy kinazê tymidynow¹ wirusa opryszczki pospolitej
typu 1 (HSV-tk), który powoduje konwersjê gancyklowiru (GCV) do formy ufosforylowanej.
Tak przekszta³cony GCV hamuje syntezê DNA i powoduje œmieræ komórki w szlaku zale¿nym
od apoptozy lub niezale¿nie od tego procesu [7]. Wa¿n¹ cech¹ tego systemu jest tzw. bystander
effect polegaj¹cy na przedostawaniu siê toksycznego metabolitu z komórki zmodyfikowanej
genetycznie do komórek s¹siaduj¹cych przez po³¹czenia komórkowe typu gap-junction, co
powoduje wyraŸne zwiêkszenie wydajnoœæ  systemu  HSV-tk/GCV  do  niszczenia  komó-
rek nowotworowych. Ponadto wykazano, ¿e zastosowanie kombinowanej  terapii  systemu
HSV-tk/GCV z radioterapi¹ wp³ywa na dalsze zwiêkszenie wydajnoœci takiej terapii [7, 37].
W chwili obecnej oprócz genu kinazy tymidynowej wykorzystywanych jest kilka innych genów
samobójczych, takich jak: deaminaza cytozyny, która wykazuje dzia³anie na podobnej zasadzie
jak kinaza tymidynowa lub enterotoksyna gronkowcowa [37].

10. APOPTOZA A ZAPOBIEGANIE NOWOTWOROM

Apoptoza jest prawdopodobnie jednym z najwa¿niejszych mechanizmów obrony
przeciwko nowotworom, poniewa¿ wszystkie Metazoa wykorzystuj¹ proces apoptozy
do eliminacji komórek zmienionych nowotworowo. Ponadto wybiórcza indukcja
apoptozy w komórkach we wczesnej fazie rozwoju nowotworu mo¿e byæ wa¿nym
elementem chemoprewencji nakierowanej na choroby nowotworowe (20, 57).
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Chemoprewencja polega na stosowaniu zwi¹zków, które opóŸniaj¹, odwracaj¹ lub
hamuj¹ proces kancerogenezy i w ten sposób zmniejszaj¹ ryzyko rozwoju chorób
nowotworowych. Dlatego zwi¹zki wykazuj¹ce dzia³anie chemoprewencyjne powinny
byæ stosowane w mo¿liwie najwczeœniejszych etapach procesu powstawania nowo-
tworu tak, aby dosz³o do eliminacji komórek przednowotworowych, zanim stan¹ siê
one komórkami nowotworowymi (20, 57).

Zwi¹zki chemoprewencyjne s¹ na ogó³ produktami naturalnymi lub ich syntetycznymi
analogami. Dzieli siê je na kilka klas: zwi¹zki hamuj¹ce etap inicjacji transformacji
nowotworowej, zwi¹zki hamuj¹ce proliferacjê komórek przednowotworowych i
nowotworowych na etapie promocji i progresji nowotworu oraz zwi¹zki dzia³aj¹ce zarówno
na etapie inicjacji transformacji nowotworowej, jak i promocji i progresji nowotworu (13).

Dzia³anie czynników chemoprewencyjnych polega na modulowaniu procesów
komórkowych zwi¹zanych z biotransformacj¹ ksenobiotyków i ochron¹ przed
uszkodzeniami oksydacyjnymi. Wiele czynników chemoprewencyjnych, w³¹czaj¹c
retinoidy, niesteroidowe leki przeciwzapalne (aspirynê, celecoxib, exisulind), polifenole
(resveratrol, gallusan epigalokatechiny), zwi¹zki antyestrogenne i antyandrogenne,
waniloidy (kapsaicyna, kurkumina, resiniferatoksyna), flawonole (kwercetyna, rutyna) i selen,
wykazuj¹ dzia³anie proapoptotyczne w ró¿nych typach komórek transformowanych,
przednowotworowych i nowotworowych, co potwierdzaj¹ wyniki badañ in vitro (26).
Nasilenie procesu apoptozy w komórkach nowotworowych po zastosowaniu czynników
chemoprewencyjnych wykazano równie¿ w badaniach na zwierzêtach (57).

Niektóre czynniki chemoprewencyjne aktywuj¹ kaspazy w szlaku wewnêtrznym,
regulowanym przez rodzinê bia³ek Bcl-2 lub mitochondrialny potencja³ transb³onowy. Inne,
np. kwas all-trans retinowy, sulindak czy galusan epigalokatechiny, indukuj¹ apoptozê w
szlaku zewnêtrznym, zwi¹zanym z receptorami b³onowymi z rodziny TNF. Kilka klas
czynników chemoprewencyjnych zawiera zwi¹zki, które zwiêkszaj¹ produkcjê RFT, co
równie¿ mo¿e byæ sygna³em zapocz¹tkowuj¹cym proces apoptozy. Do zwi¹zków
wykazuj¹cych takie dzia³anie nale¿¹ m.in. niesteroidowe leki przeciwzapalne np.
indometacyna, izotiocyjaniany, polifenole, retinoidy, triterpenoidy i waniloidy. Wiele zwi¹zków
chemoprewencyjnych mo¿e modulowaæ aktywnoœæ czynnika j¹drowego NF-κB, który
w³¹czony jest w mechanizmy regulatorowe zwi¹zane ze stresem oksydacyjnym [20].

Zwi¹zek pomiêdzy indukcj¹ apoptozy w komórkach nowotworowych przez czynniki
chemoprewencyjne a odpowiedzi¹ kliniczn¹ zaobserwowano równie¿ w badaniach u ludzi.
Zastosowanie exiulindu, substancji zaliczanej do niesteroidowych leków przeciwzapalnych,
w I fazie badañ klinicznych u pacjentów z rodzinnym polipem gruczolakowatym, prowadzi³o
do nasilenia apoptozy w komórkach polipów okrê¿nicy. Podobnie w badaniach prze-
prowadzonych u pacjentów z rakiem okrê¿nicy zaobserwowano wyraŸne nasilenie procesu
apoptozy w komórkach nowotworowych po zastosowaniu mesalazyny, innego zwi¹zku z tej
samej grupy leków przeciwzapalnych (57).

Spoœród kilku tysiêcy substancji wykazuj¹cych dzia³anie chemoprewencyjne, ponad
40 to zwi¹zki stosowane obecnie w badaniach klinicznych. Pomimo wielu przeszkód,
które nale¿y przezwyciê¿yæ, zanim zwi¹zki chemoprewencyjne stan¹ siê integraln¹
czêœci¹ klasycznej praktyki medycznej, substancje te stanowi¹ ogromny potencja³
w zapobieganiu i odwracaniu procesu kancerogenezy.
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11. PODSUMOWANIE

G³ównym zadaniem terapii przeciwnowotworowych jest wywo³anie selektywnej
œmierci komórek nowotworowych poprzez uruchomienie procesu apoptozy. Pomimo
ró¿nej struktury i specyficznoœci wiêkszoœæ leków przeciwnowotworowych prowadzi
do powstawania w komórkach zmian morfologicznych charakterystycznych dla
programowanej œmierci komórkowej, takich jak: kurczenie cytoplazmy, kondensacja
i fragmentacja chromatyny, fragmentacja j¹drowego DNA i tworzenie cia³ek
apoptotycznych [17, 25, 61].

W przypadku niektórych typów nowotworów, np. pewnych rodzajów bia³aczek,
zastosowanie chemioterapii wyraŸnie poprawi³o skutecznoœæ leczenia. Nadal jednak
brak jest spektakularnych wyników w leczeniu powszechnie wystêpuj¹cych nowo-
tworów nab³onkowych piersi, okrê¿nicy i p³uc. Wa¿nym problemem w chemioterapii
jest specyficznoœæ leków przeciwnowotworowych, których dzia³anie powinno
ograniczaæ siê do cytotoksycznego i/lub cytostatycznego dzia³ania wy³¹cznie w
stosunku do komórek nowotworowych. W rzeczywistoœci du¿y wp³yw na obni¿enie
efektywnoœci terapii przeciwnowotworowych ma zarówno brak specyficznego
dzia³ania toksycznego leków i ich gwa³towny metabolizm, jak równie¿ wrodzona i
nabyta odpornoœæ komórek.

Regulacja procesu apoptozy mo¿e odbywaæ siê na ró¿nych poziomach pocz¹wszy
od fazy inicjacji a¿ do fazy wykonawczej. Wa¿nym celem terapii przeciwno-
wotworowych s¹ bia³ka pro- i antyapoptotyczne, które reguluj¹ apoptozê na poziomie
mitochondrialnym. Leki przeciwnowotworowe mog¹ powodowaæ modulacjê ekspresji,
aktywnoœci i wewn¹trzkomórkowej lokalizacji bia³ek z rodziny Bcl-2 [55]. Mutacje lub
zmiana ekspresji bia³ek Bcl-2 mog¹ drastycznie zmieniaæ wra¿liwoœæ komórek na leki
przeciwnowotworowe i prowadz¹ do wielolekowej opornoœci komórek nowotworowych.
Obok bia³ek Bcl-2 wa¿nym celem terapii przeciwnowotworowych s¹ kaspazy. W ci¹gu
ostatnich kilku lat do I i II fazy badañ klinicznych zakwalifikowano wiele zwi¹zków
niskocz¹steczkowych, które bezpoœrednio aktywuj¹ kaspazy lub hamuj¹ aktywnoœæ
wewn¹trzkomórkowych inhibitorów apoptozy. Nadal jednak ze wzglêdu na du¿e ró¿nice
w ich efektywnoœci w badaniach in vitro i in vivo wystêpuj¹ ograniczenia w stosowaniu
tych zwi¹zków w terapiach przeciwnowotworowych.

Innym obiecuj¹cym celem terapii przeciwnowotworowych s¹ szlaki sygna³owe
indukowane przez kinazê PI3-K/Akt i czynnik transkrypcyjny NF-κB, który w wielu
typach komórek nowotworowych wystêpuje w formie konstytutywnie aktywnej i
powoduje ekspresjê bia³ek antyapoptotycznych Coraz wiêcej uwagi poœwiêca siê
równie¿ wykorzystaniu oligonukleotydów antysensownych, które wp³ywaj¹ na
ekspresjê wielu genów antyapoptotycznych.

Bardzo obiecuj¹cym podejœciem w zapobieganiu nowotworom, ze wzglêdu na
znikom¹ toksycznoœæ i niewielkie dzia³anie uboczne w stosunku do tradycyjnie
stosowanej chemioterapii, jest chemoprewencja. Liczne badania z zastosowaniem
zwi¹zków chemoprewencyjnych sugeruj¹, ¿e wiêkszoœæ z nich to substancje
wywo³uj¹ce apoptozê w komórkach nowotworowych, co przynajmniej czêœciowo
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zwi¹zane jest z produkcj¹ RFT i/lub zak³óceniem komórkowej/mitochondrialnej
homeostazy redoks. Indukcja apoptozy w komórkach przednowotworowych, w
których proces ten jest jeszcze stosunkowo nienaruszony, mo¿e wiêc byæ skuteczn¹
metod¹ obrony przeciwnowotworowej. Nadal jednak konieczne jest prowadzenie
badañ przedklinicznych i klinicznych, aby w pe³ni oceniæ skutecznoœæ zwi¹zków
chemoprewencyjnych.
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