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Streszczenie: Apoptoza jest gtowna forma samobojczej $Smierci komorek. Wigkszos¢ standardowych
terapii przeciwnowotworowych jest oparta na stosowaniu lekow, ktore posrednio indukuja proces apop-
tozy. Zwiazki te ze wzgledu na niska specyficznos¢ wykazuja dziatanie cytotoksyczne lub cytostatycz-
ne nie tylko w stosunku do komérek nowotworowych, ale rowniez zdrowych tkanek ustroju, co prowa-
dzi do wystapienia groznych efektow ubocznych ze strony roznych narzadoéw i uktadéw. Nowym
podejs$ciem terapeutycznym jest zastosowanie substancji stymulujacych produkceje cytokin, inhibitorow
angiogenezy, terapii genowych, oligonukleotydéw antysensownych czy przeciwcial monoklonalnych.
Wiele z nowozsyntetyzowanych zwiazkow, ktore obecnie sa testowane w badaniach przedklinicznych
lub w I i II fazie badan klinicznych, to zwiazki bezposrednio indukujace proces apoptozy. Takie podej-
scie do chemioterapii pozwoli prawdopodobnie na wyeliminowanie wielu probleméw zwiazanych z
niespecyficznym dziataniem lekow i ich mutagennoscia.

Stowa kluczowe: apoptoza, mitochondria, TNF, kaspazy, NF-«B, Akt/PKB, glutation, oligonukleotydy
antysensowne, geny $mierci.

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.

Key words: apoptosis, mitochondria, TNF, caspases, NF-kB, Akt/PKB, glutathione, antisense oligonuc-
leotides, death genes.
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1. WSTEP

Apoptoza jest procesem fizjologicznym, niezbednym do prawidtowego funkcjonowania
organizméw wielokomdrkowych. Proces ten odgrywa wazna rolg zarowno w rozwoju
tkanek i narzadow, jak roéwniez w regulacji odpowiedzi immunologicznej i w naturalnej
$mierci zroznicowanych komorek [4, 43]. Apoptoza jest takze waznym celem terapii
przeciwnowotworowych, mimo ze wigkszo$¢ lekow stosowanych w chemioterapii
indukuje apoptozg zarowno w komorkach nowotworowych, jak i prawidtowych [15].
Ponadto proces ten pozwala na eliminacj¢ zmienionych nowotworowo komorek bez
wywolywania procesu zapalnego i uszkodzenia sasiadujacych tkanek. Analiza mole-
kularnych mechanizméw, ktdre wptywaja na regulacje apoptozy, wykazata, ze czynniki
chemioterapeutyczne powoduja réwnoczesna aktywacije kilku szlakow, ktore pozytywnie
lub negatywnie reguluja $mier¢ komorki [55]. Brak skutecznosci wielu terapii
przeciwnowotworowych wynika zaréwno z ograniczen w stosowaniu lekow przeciw-
nowotworowych, jak réwniez z uruchamiania przez komoérki nowotworowe mechanizmow
chroniacych je przed apoptoza. Istnieja dwa szlaki prowadzace do apoptozy: szlak zalezny
od mitochondriéw (szlak wewnetrzny) oraz szlak zalezny od specyficznych receptorow
btonowych z rodziny TNF (szlak zewngtrzny) (ryc. 1) [34, 66]. Szlaki te prowadza do
aktywacji kaspaz, enzymow, ktore odgrywaja kluczowa role w procesie apoptozy.
Uruchomienie kaskady kaspaz powoduje proteolityczna destrukcje biatek niezbednych
do prawidtowego funkcjonowania komoérki, m.in. polimerazy poli(ADP)rybozy, biatek
otoczki jadrowej, biatka Rb (ang. Retinoblastoma protein) oraz czynnika DFF45 (ang.
DNA Fragmentation Factor 45) 1 DFF35, ktore sa biatkowymi inhibitorami endonukleazy
DFF40/CAD (ang. Caspase-Activated DNase) odpowiedzialnej za fragmentacjg
jadrowego DNA [23, 54, 67].

2. APOPTOZA ZALEZNA OD MITOCHODRIOW

W wigkszosci przypadkéw indukowana przez leki apoptoza prowadzi do zaklocenia
prawidlowego funkcjonowania mitochondridow. Zmiany te zwiazane sa z produkcja
reaktywnych form tlenu (RFT) i zatamaniem mitochondrialnego potencjalu btono-
wego, co prowadzi do otwarcia kanaléw mitochondrialnych — MPTP (ang.
Mitochondrial Permeability Transition Pore). Budowa i sktad kanatow nie zostaly
dotychczas doktadnie poznane. Wiadomo jednak, Ze sa one zbudowane ze wspot-
dziatajacych ze soba bialek btony wewngtrznej, takich jak translokaza nukleotydow
adeninowych — ANT (ang. Adenine Nucleotide Translocator) oraz bialek blony
zewngetrznej tworzacych kanaty anionowe zalezne od napigcia — VDAC (ang.
Voltage-Dependent Anion Chanel) [15, 51]. Otwarcie tych nieselektywnych
kanatow prawdopodobnie wptywa na rozregulowanie objgtosci mitochondriow z
powodu podwyzszenia ci$nienia osmotycznego macierzy mitochondrialnej. Ze
wzgledu na réznice w wielko$ci powierzchni zewngtrznej i wewngtrznej btony
mitochondrialnej, zwigkszenie objgtosci macierzy mitochondrialnej moze powodowac
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przerwanie btony zewngtrznej i uwolnienie z przestrzeni migdzybtonowej do cytozolu
biatek aktywujacych kaspazy. Uszkodzenie zewngtrznej btony mitochondrialnej moze
by¢ rowniez wynikiem bezposredniego dziatania oksydantow lub patologicznego
wzrostu poziomu Ca* w cytozolu [19]. Wzrost przepuszczalnosci bton mitochon-
drialnych prowadzi do uwolnienia cytochromu C, ktory jest zlokalizowany w
przestrzeni migdzyblonowej mitochondriow [51]. Biatko to pemi podwdjna rolg,
poniewaz jest waznym sktadnikiem tancucha oddechowego, a takze czynnikiem
indukujacym proces apoptozy [6]. Wystepujacy w nim tancuch polipeptydowy i grupa
prostetyczna hemu sa niezbg¢dne do aktywacji kaspaz. Po uwolnieniu do cytozolu
cytochrom C taczy si¢ z Apaf-1 (ang. Apoptosis Protease-Activating Factor 1) i
prokaspaza 9 [28]. Powstaty wielobiatkowy kompleks nazywany apoptosomem,
powoduje aktywacje kaspaz efektorowych [6]. Razem z cytochromem C uwalniane
sa rowniez inne biatka wystgpujace w mitochondriach, takie jak: SMAC/DIABLO
oraz Omi/HtrA2. Biatka te wiaza si¢ z czynnikiem XIAP, inhibitorem kaspazy 9,
co prowadzi do zahamowania jego aktywnosci [14].

3. ROLA BIALEK PRO- I ANTYAPOPTOTYCZNYCH
W INDUKCJI APOPTOZY

Proces apoptozy zalezny od mitochondriéw jest regulowany przez rodzing biatek
Bcl-2, ktore sa produktami onkogenow komoérkowych. W zaleznosci od petnionych
funkcji 1 ilosci homologicznych domen Bcl-2 — BH (ang. Bcl-2 homology domains)
biatka te dziela si¢ na trzy grupy: biatka hamujace proces apoptozy (Bcl-2, Bel-XL,
Al, Mcl-1), ktére zawieraja 4 homologiczne domeny BH (BH1-BH4), biatka aktywujace
apoptoz¢ (Bax, Bag, Bcl-XS, Bock) zawierajace 3 homologiczne domeny (BH1-BH3)
oraz bialka BH3 (Bid, Bim, PUMA, Noxa), ktore reguluja aktywnos¢ biatek Bcl-2.
Ostatnia grupa bialek wykazuje homologig z pozostalymi biatkami z rodziny Bcl-2 jedynie
w obrgbie domeny BH3 [30, 42]. Ekspresja biatek BH3 jest Scisle kontrolowana przez
czynniki transkrypcyjne i mechanizmy posttranslacyjne. Biatka nalezace do rodziny BH3
wiaza si¢ do hydrofobowej kieszeni znajdujacej si¢ na powierzchni biatek Bcl-2,
utworzonej przez domeny BHI1, BH2 i BH3 i w ten sposob hamuja ich aktywnos¢ [75].
Wzajemne oddzialywania pomigdzy biatkami pro- i antyapoptotycznymi sa odpowiedzialne
za uruchomienie proceséw prowadzacych do apoptozy zaleznej od mitochondriow.
Wigkszos$¢ proapoptotycznych biatek Bcl-2, takich jak Bax i Bad, wystepuje w
cytoplazmie zywych komorek. Podczas procesu apoptozy biatka te przechodza szereg
zmian konformacyjnych, ktére prowadza do ich translokacji do zewngtrznej blony
mitochondrialnej oraz retikulum endoplazmatycznego.

W zewngtrznej bfonie mitochondrialnej bialka proapoptotyczne ulegaja oligomery-
zacji, przytaczaja si¢ do kanatdow anionowych zaleznych od napigcia i moduluja ich
aktywnos$¢, co wptywa na uwolnienie z mitochondriow cytochromu C oraz innych
czynnikéw indukujacych apoptoze. W retikulum endoplazmatycznym biatko Bax jest
wilaczone w regulacje wyptywu Ca?’, ktory rowniez moze zapoczatkowywac zmiany
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w przepuszczalnosci bton mitochondrialnych. Ostatnie badania wskazuja na udziat
lipidow w procesie aktywacji bialek Bax [52, 72]. Mutacje zachodzace w biatku Bax
sa waznym mechanizmem chroniagcym komorki nowotworowe przed apoptoza.
Potwierdzaja to badania in vitro, ktére wykazaly, ze niedobdr biatka Bax w Iudzkich
komorkach raka okreznicy prowadzi do catkowitego zahamowania apoptozy w
odpowiedzi na sulfid sulindaku, indometacyng¢ i niesteroidowe leki przeciwzapalne [64].

Biatka antyapoptotyczne, takie jak Bcl-2 i Bcl-XL, chronia komorki przed
cytotoksycznym dziataniem wielu czynnikow, np. promieniowania UV, hipoksji,
pozbawienia cytokin. Biatka te hamuja apoptoz¢ poprzez tworzenie heterodimerdw
z proapoptycznymi biatkami Bax/Bak [30]. W ten sposob zapobiegaja zwigkszonej
przepuszczalno$ci kanatow mitochondrialnych i zalamaniu potencjatu btonowego [6].
Wigkszos¢ biatek Bcl-2 jest zlokalizowana w retikulum endoplazmatycznym i otoczce
jadrowej oraz czg$ciowo w zewngtrznej blonie mitochondrialnej. W zdrowych
komorkach biatka Bcl-x1 wystepuja w cytozolu w formie homodimerow lub sa
przytaczone do btony mitochondrialnej. Jedynie w trakcie apoptozy cytozolowa frakcja
tych biatek przytacza si¢ do blony mitochondrialnej [30]. Wedtug niektorych hipotez
antyapoptotyczne biatka z rodziny Bcl-2 hamuja apoptoze poprzez regulowanie
potencjatu redoks komorki, ale mechanizm tego procesu nie zostat dotychczas
doktadnie wyjasniony. Z jednej strony biatka te pehia rol¢ antyoksydantow, poniewaz
powoduja wzrost ilosci glutationu i jego redystrybucje do réznych kompartmentow
komorki, zapobiegaja zwickszeniu produkcji RFT oraz zniszczeniu komorki w wyniku
peroksydacji lipidow. Niektorzy autorzy sugeruja jednak prooksydacyjne dziatanie
biatek Bcl-2 [6].

Bialtka Bcl-2 wlaczone sa w rozwoj nowotworow hematologicznych oraz innych
typoOw nowotworow m.in. nowotworow piersi i trzustki, w ktoérych nadekspresja
biatek Bcl-2 i Bel-XL utatwia proces nowotworzenia in vivo [8].

3.1. Zastosowanie oligonukleotydéw antysensownych w terapiach
przeciwnowotworowych — modulacja aktywnosci biatek Bcl-2

Aktywnos¢ antyapoptotycznych biatek z rodziny Bcel-2 prowadzi do zahamowania
procesu apoptozy i wplywa na opornos¢ komoérek nowotworowych na tradycyjna
chemio- i radioterapi¢. Nowa, obiecujaca strategia pozwalajaca na modulacje aktyw-
nos$ci bialek Bcl-2 jest zastosowanie oligonukleotydow antysensownych (ryc. 1). Do
I fazy badan klinicznych zostat zakwalifikowany oblimersen sodu — zwiazek, ktory
wiaze si¢ specyficznie do ludzkiej sekwencji mRNA dla bcl-2, powoduje degradacje
tej sekwencji, a w konsekwencji zmniejszenie wydajno$ci translacji biatek Bcl-2.
Wyniki wstgpnych badan klinicznych sugeruja, ze oblimersen sodu wykazuje rowniez
dziatanie synergistyczne z niektérymi zwigzkami cytotoksycznymi i immunote-
rapeutycznymi stosowanymi w leczeniu nowotworéw hematologicznych oraz guzow
litych. Celem prowadzonych obecnie badan z zastosowaniem oblimersenu sodu jest
sprawdzenie skutecznosci tego typu kombinacji lekow w leczeniu chronicznej
biataczki limfoblastycznej, szpiczaka mnogiego, czerniaka zlosliwego oraz drobno-
komorkowego raka ptuc. Ponadto w fazie przedklinicznej sprawdzana jest
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RYCINA 1. Szlaki prowadzace do apoptozy: szlak zalezny od specyficznych receptorow blonowych z rodziny TNF
(szlak zewnetrzny) i szlak zalezny od mitochondriow (szlak wewngtrzny). W szlaku zewngtrznym dochodzi do
pobudzenia powierzchniowych receptorow komorki przez specyficzne ligandy $mierci, co powoduje aktywacje
kaspazy 8. W przypadku stabej aktywacji tego enzymu nastgpuje proteolityczna modyfikacja wystgpujacego w
cytozolu biatka Bid, ktore w skroconej formie jako tBid przekazuje sygnat do mitochondriow. W szlaku wewngtrznym
w wyniku zaburzenia rownowagi pomigdzy biatkami pro- i antyapoptotycznymi dochodzi do otwarcia kanatéw
mitochondrialnych i uwalnienia cytochromu C, ktory w cytozolu taczy si¢ z Apaf-1 (apoptosis protease-activating
factor 1) i prokaspaza 9. Powstaly wielobiatkowy kompleks nazywany apoptosomem powoduje aktywacje kaskady
kaspaz, czego konsekwencja jest proteolityczna destrukcja biatek niezbednych do prawidlowego funkcjonowania
komorki, takich jak: biatka strukturalne i enzymy naprawcze DNA. Zastosowanie oligonukleotydow antysensownych
lub zwiazkow niskoczasteczkowych pozwala na bezposrednia aktywacje kaspaz lub zahamowanie aktywnosci
wewnatrzkomorkowych inhibitoréw 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 (AW) 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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skutecznos¢ oligonukleotydéw antysensownych w leczeniu chronicznej biataczki
szpikowej, nowotwordow piersi, drobnokomorkowego raka pluc, raka zotadka,
okreznicy 1 pecherza moczowego [40, 46].

4. TERAPEUTYCZNY POTENCJAL SZIL.AKU NF-«xB

Wazna role w aktywacji bialek antyapoptotycznych, a tym samym w regulacji procesu
apoptozy, odgrywa czynnik jadrowy kB — NF-«B (Nuclear Factor «B), jeden z
podstawowych czynnikow transkrypcyjnych wystepujacych w komorkach [36, 59]. Do
biatek antyapoptotycznych bezposrednio aktywowanych przez NF-«B naleza wewnatrz-
komorkowe inhibitory apoptozy, takie jak: c-IAP1, c-IAP2 i IXAP, zwiazane z
receptorem TNF (TRAF1, TRAF2) oraz homologi biatka Bel-2 (A1/Bfl-1 1 IEX-IL) [5,
62]. Mimo ze rola NF-xB w procesie apoptozy nie zostala dotychczas doktadnie
wyjasniona, wiadomo jednak, ze w wielu typach komérek nowotworowych czynnik ten
wystepuje w formie konstytutywnie aktywnej, dzigki czemu odgrywa wazna rolg w
ochronie komoérek przed apoptoza i rozwojem opornosci na niektore czynniki
chemioterapeutyczne. Zahamowanie aktywnosci NF-«B w komorkach nowotworowych
moze wigc mie¢ kluczowe znaczenie w opracowaniu nowych terapii przeciwno-
wotworowych [36]. Najbardziej popularnym celem w szlaku sygnatlowym prowadzacym
do aktywacji NF-«B jest zahamowanie aktywnosci kinaz serynowo-treoninowych IKK
odpowiedzialnych za fosforylacje i degradacj¢ biatek inhibitorowych IkB (IkBe, 1B,
IkBe), ktore w niestymulowanych komoérkach wystepuja w formie zwiazanej z
kompleksem NF-«B (ryc. 2). W wyniku fosforylacji dochodzi do ubikwitynacji i
degradacji biatek IkB, co powoduje uwolnienie kompleksu NF-xB. Konsekwencja tego
procesu jest translokacja NF-kB do jadra komoérkowego i rozpoczecia transkrypcji genéw
od niego zaleznych [22, 50].

Zahamowanie szlaku NF-«kB poprzez supresje Ikffar zwigksza wrazliwos¢ komorek na
czynniki stymulujace apoptoze. W ciagu ostatnich kilku lat do 11 II fazy badan klinicznych
zostaly zakwalifikowane zwiazki niskoczasteczkowe, ktore hamuja aktywnos¢ kinazy IKK w
badaniach in vitro. Do substancji wykazujacych takie dziatanie nalezy cyjanoguanidyna CHS
828, ktora hamuje podzialy komoérkowe w wielu nowotworowych liniach komorkowych,
wlaczajac komorki wykazujace wielolekowa opornos¢. W przeciwienstwie do powszechnie
stosowanych chemio-terapeutykow, CHS 828 jest mniej toksyczny dla prawidtowych fibroblastow
1 komorek $rodbtonka niz dla komérek nowotworowych [41]. Ponadto zwiazek ten moze dziata¢
synergistycznie z innymi lekami przeciwnowotworowymi. W badaniach in vitro przeprowa-
dzonych na ludzkich komérkach chioniaka wykazano, Ze zastosowanie kilkugodzinnej preinkubacji
z CHS 828, a nastgpnie narazenie komorek na etopozyt powoduje znaczny wzrost aktywnosci
kaspazy 3 oraz ilosci komorek apoptotycznych [33]. Do zwiazkéw hamujacych aktywnos¢
kinazy IKK naleza rowniez substancje przeciwzapalne, takie jak: aspiryna, salicylan sodu, ktore
specyficznie hamuja aktywnos¢ IKKS, niesteroidowe leki przeciwzapalne (ibuprofen i sulindak),
a takze zwiazki pochodzenia roslinnego (partenolid) i aktywny biologicznie skiadnik propolisu —
CAPE (ang. Caffeic Acid Phenethyl Ester) |38, 47, 65, 71, 73].
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RYCINA 2. Zahamowanie aktywnosci kinaz serynowo-treoninowych IKK odpowiedzialnych za
fosforylacje i degradacje biatek inhibitorowych IkB (IkBa, 1kBf, 1kBe), ktore w niestymulowanych
komorkach wystegpuja w formie zwiazanej z kompleksem NF-xB. Zastosowanie zwiazkow hamujacych
aktywno$¢ IKK uniemozliwia uwolnienie kompleksu NF-«B, jego translokacj¢ do jadra komorkowego i
rozpoczegcie transkrypceji gendw zaleznych od NF-«B

FIGURE 2. The inhibition of IKK kinases responsible for phosphorylation and degradation IxB protein.
1B is inhibitory protein that in non-stymulated cells is bound to NF-kB. The use of compounds that
inhibit IKK activity prevent the release of NF-xB, their translocation into the nucleus and activation of
specific cellular genes

5. UDZIAL KINAZ SERYNOWO-TREONINOWYCH
W PROCESIE APOPTOZY

Duze znaczenie w regulacji procesu apoptozy maja rowniez szlaki sygnatowe kinaz
serynowo-treoninowych, ktorych zwigkszona aktywnos¢ stwierdzono w wielu typach
komoérek nowotworowych [58]. Do najwazniejszych kinaz serynowo-treoninowych
nalezy rodzina biatkowych kinaz aktywowanych mitogenem — MAPK (ang. Mitogen-
Activated Protein Kinase) i biatkowa kinaza B — PKB (ang. Protein Kinase B) nazywana
inaczej biatkiem Akt [44]. Gtéwna funkcjq biatka Akt jest zahamowanie apoptycznej Smierci
komorkowej. Aktywacja tego biatka odbywa si¢ przy udziale kinazy 3-fosfatydyloinozytolu
(PI3K), enzymu zaangazowanego w wiele waznych proceséw komodrkowych, m.in. w proces
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transkrypcji, migracji, angiogenezy, proliferacji i metabolizmu glukozy. PI3K
powoduje fosforylacj¢ znajdujacych si¢ w btonie komoérkowej dwufosforanow
fosfatydyloinozytolu (PIP)) do trojfosforanow fosfatydyloinozytolu (PIP,). PIP,
wplywaja na przemieszczenie PKB/Akt i zaleznej od fosfoinozytolu kinazy-1
(PDKT1) do btony komoérkowej, w ktorej zachodzi dalszy etap aktywacji Akt. Do
petnej aktywacji tego biatka wymagana jest fosforylacja dwoch reszt regulato-
rowych: treoninowej pod wptywem kinazy PDK1 oraz serynowej przez kompleks
rictor-mTOR [48].

Szlak kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K/Akt) odgrywa decydujaca role w ochronie
komorek przed apoptoza, poniewaz proces fosforylacji odbywajacy si¢ przy jego udziale
zmienia aktywnos$¢ wielu biatek bioracych udziat w tym procesie, m.in. kaspazy 9 i biatek
nalezacych do rodziny Bcl-2. Niektore dane literaturowe wskazuja rowniez, ze biatko
PKB/Akt jest wlaczone w pozytywna regulacje czynnika transkrypcyjnego NF-«B w
niektorych typach komorek, m.in. w fibroblastach, embrionalnych komoérkach nerkowych
1 komdrkach JURKAT. Wykazano, ze PKB powoduje fosforylacje IKK«, co prowadzi
do degradacji tej podjednostki, a w konsekwencji do translokacji kompleksu p65/p50 do
jadra komorkowego i1 rozpoczgcia transkrypcji gendw zaleznych od NF-«B [1, 53].
Wazna rol¢ w ochronie komorek przed procesem apoptozy odgrywa rowniez szlak
sygnatowy zewnatrzkomorkowej kinazy ERK 1/2, zwigzanej gldwnie z mitogeneza.
Aktywacja tej kinazy odbywa si¢ w drodze fosforylacji reszty treoninowej i tyrozynowej,
przy udziale kinaz MEK1 i MEK2 [9,16].

Modulacja szlakoéw kinaz serynowo-treoninowych poprzez zastosowanie selektyw-
nych inhibitorow farmakologicznych moze indukowaé apoptoze i/lub zwigkszaé
wrazliwo$¢ komorek nowotworowych na czynniki chemioterapeutyczne. Z tego
wzgledu moga one stanowi¢ obiecujacy cel terapii przeciwnowotworowych. Potwier-
dzaja to badania Tabellini i wsp., ktorzy wykazali ze zastosowanie zwiazku LY294002
1 wortmanniny, inhibitorow szlaku PI3K/Akt w komorkach nowotworowych HL60AR
1 K562 z konstytutywnie aktywnym szlakiem PI3K/Akt, powodowato odtworzenie
wrazliwo$ci tych komoérek na apoptoze po zastosowaniu tritlenku arsenu [58, 68].
Do Ii Il fazy badan klinicznych zostalty wlaczone niskoczasteczkowe inhibitory
szlaku sygnatowego Akt, ktore hamuja aktywnos¢ Akt na poziomie fosforylacji.
Zwiazkiem wykazujacym takie dzialanie jest inhibitor API-2 (ang. Akt/Protein
kinase B signaling Inhibitor-2), ktory w badaniach in vitro powodowal zahamo-
wanie proliferacji komorek nowotworowych i indukcje apoptozy. Ponadto w
badaniach in vivo wykazano, ze API-2 wptywal na wyrazne zahamowanie
proliferacji komérek nowotworowych z nadekspresja Akt [69].

6. KASPAZY JAKO CEL TERAPI PRZECIWNOWOTWOROWYCH

Obok biatek Bcl-2 waznym celem terapii przeciwnowotworowych sa kaspazy (ang.
Caspases — Cysteine Aspartate Specific ProteASEs). Enzymy te naleza do grupy
cysteinowych enzymow proteolitycznych produkowanych przez komorki w formie
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nieaktywnych prokaspaz, zbudowanych z prodomeny N-terminalnej oraz dwoch
podjednostek: duzej podjednostki o masie czasteczkowej 20 kDa (p20) 1 matej podjednostki
o masie 10 kDa (p10). Do aktywacji kaspaz dochodzi w wyniku proteolitycznego,
kaskadowego rozpadu prokaspaz. W zaleznosci od struktury prodomeny N-terminalnej i
petionych przez nia funkcji, kaspazy dziela si¢ na trzy grupy: kaspazy zapalne, inicjujace
i efektorowe. Najwazniejsza rolg w procesie apoptozy odgrywaja kaspazy inicjujace
(kaspaza 2, 8, 9 1 10) oraz kaspazy efektorowe (kaspaza 3, 6 i 7) [29].

Niektore zwiazki selektywnie aktywujace kaspazy w komdrkach nowotworowych,
szczegolnie kluczowa dla procesu apoptozy kaspaze 3, zostaly wtaczone do I fazy
badan klinicznych. Do substancji wykazujacych takie dzialanie nalezy PETCM
(a-(trichloromethyl)-4-pyridineethanol), ktéry w badaniach in vitro powodowat
aktywacje kaspazy 3 w ekstraktach nowotworowych linii komoérkowych (ryc. 1).
Dziatanie PETCM polega na zahamowaniu aktywnosci onkoproteiny pro-
thymosin-c, ktéra negatywnie reguluje aktywnos$¢ kaspazy 9 [24].

Bardzo obiecujace, ze wzgledu na mozliwos¢ wykorzystania w leczeniu niektorych
typow nowotworow, sa zidentyfikowane ostatnio zwiazki niskoczasteczkowe zaliczane
do karbaminianow, powodujace oligomeryzacj¢ Apaf-1 i powstawanie apoptosomu,
co prowadzi do aktywacji kaspazy 9 1 3 w szlaku zaleznym od cytochromu C.
Badania przeprowadzone w prawidlowych i nowotworowych liniach komoérkowych
wykazaty selektywne dziatanie tych zwiazkéw w stosunku do komorek nowotworo-
wych [39]. Do substancji powodujacych aktywacje kaspaz nalezy rowniez apoptyna,
biatko kodowane przez gen VP3 wirusa anemii u kurczat. Biatko to indukuje apoptoze
w komorkach nowotworowych i transformowanych, nie wywotuje natomiast apoptozy
w komorkach prawidlowych. Mechanizm selektywnego dziatania apoptyny jest
zwiazany z jadrowa lokalizacja tego biatka. W komorkach transformowanych i
nowotworowych apoptyna jest fosforylowana przez kinaz¢ wystgpujaca w cytoplaz-
mie tych komorek, co powoduje translokacj¢ biatka do jaadra komorkowego i jego
aktywacje. Natomiast w komorkach prawidlowych apoptyna pozostaje w cytoplaz-
mie, gdzie ulega agregacji lub degradacji [45, 76].

Oprocz bezposredniego wykorzystania kaspaz, celem terapii przeciwnowotworo-
wych moga by¢ réwniez wewnatrzkomorkowe inhibitory kaspaz, takie jak: IAPs
(ang. Inhibitor-of-Apoptosis Proteins) i ¢c-FLIPs [49]. Wykazano, ze opornos¢
niektérych typow komorek nowotworowych na apoptoze¢ jest zwiazana z nadeks-
presja inhibitorow z rodziny [APs. Wszystkie homologi IAPs wystepujace u
cztowieka, m.in. XIAP, c-IAP1 i c-IAP2, hamuja aktywnos$¢ kaspazy 3 i 7. Ponadto
procesie apoptozy zaleznej od mitochondriow [60].

Oligonukleotydy antysensowne XIAP, stosowane obecnie w I fazie badan klinicznych,
zawieraja sekwencj¢ komplementarng do docelowego mRNA, ktora po hybrydyzacji z
mRNA powoduje zahamowanie jego translacji (ryc. 1). Dodatkowo kompleks
oligonukleotydy antysensowne/mRNA ma zdolnos¢ do aktywacji RNazy H, ktora
powoduje degradacje mRNA. Wykazano, ze zastosowanie oligonukleotydow antysen-
sownych moze nie tylko bezposrednio indukowaé proces apoptozy, ale rowniez
zwigksza¢ wrazliwo$¢ komorek nowotworowych na chemioterapi¢ i promieniowanie [49].
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Coraz wigcej uwagi poswigca si¢ rowniez zastosowaniu peptydow, ktore struktu-
ralnie nasladuja proapoptotyczne biatka Smac i poprzez bezposrednie przytaczenie
si¢ do AP prowadza do zahamowania aktywnosci tego inhibitora [18].

7. REGULACJA APOPTOZY W SZLAKU
ZALEZNYM OD RECEPTOROW SMIERCI

W szlaku zewnetrznym dochodzi do pobudzenia powierzchniowych receptorow
komorki tzw. receptorow $mierci przez specyficzne ligandy $mierci [2]. Nastgpnie
kompleks zaktywowanych receptorow powoduje aktywacje kaskady kaspaz, co
prowadzi do powstawania zmian morfologicznych typowych dla procesu apoptozy.

Receptory $mierci, do ktorych naleza m.in. TNFR-1, TNFR-2, CD95, Fas/CD95,
CD40, TRAIL-R1, TRAIL-R2, wchodza w sktad rodziny receptorow TNF (ang.
Tumor Necrosis Factor). Wszystkie receptory $mierci zawieraja domeng zewnatrz-
komorkowa, dzigki ktorej rozpoznaja odpowiednie ligandy $mierci oraz wewnatrz-
plazmatyczna domeng $mierci — DD (ang. Death Domain), poprzez ktdra nastgpuje
przytaczenie biatek adaptorowych FADD (ang. Fas-Associated Death Domain
protein) lub TRADD (ang. TNFRI-Associated Death Domain). W wyniku tego
procesu powstaje kompleks sygnatowy zapoczatkowujacy $mier¢ — DISC (ang. Death
Initiated Signaling Complex), do ktérego poprzez wykonawcza domeng $mierci —
DED (ang. Death Execution Domain) wchodzaca w sklad biatka adaptorowego,
zostaje przylaczona prokaspaza 8. Proces ten zapoczatkowuje autokatalityczna
aktywacje prokaspazy 8 i 10 [63, 70]. Aktywne kaspazy 8 i 10 aktywuja kolejno
efektorowe kaspazy 3, 6 i 7. W ten sposob uruchamiany jest proces apoptozy w
komorkach okreslanych jako komorki typu I [56]. W odréznieniu od nich, w komorkach
typu II ilos¢ powstatego kompleksu DISC nie wystarcza do silnej aktywacji kaspazy
8. W tej sytuacji receptory $mierci przekazuja sygnat do mitochondriow i indukuja
uwolnienie cytochromu C w procesie zaleznym od biatka Bid. Wystgpujace w cytozolu
biatko Bid pod wptywem kaspazy 8 ulega proteolitycznej modyfikacji, a nastgpnie w
skréconej formie jako tBid (ang. truncated Bid) przemieszcza si¢ do zewngtrznej blony
mitochondrialnej, gdzie razem z biatkami Bax i Bad wptywa na utworzenie kanalow
mitochondrialnych i uwolnienie cytochromu C [11].

Zastosowanie ligandow TRAIL w terapiach przeciwnowotworowych

Wszystkie ligandy $mierci, z wyjatkiem TNFa, sa czasteczkami migdzybtonowymi.
Dzigki biologicznej aktywnosci niektore rekombinowane, rozpuszczalne formy ligandow
znalazly zastosowanie w badaniach klinicznych (ryc. 1). Najbardziej obiecujace, ze wzgledu
na brak toksycznego dzialania na zdrowe komorki, sg ligandy TRAIL. W przeciwienstwie
do nich TNFe i ligandy CD95 wykazuja toksyczne dziatanie w stosunku do komorek
prawidlowych. Ligandy TRAIL indukuja apoptozg w roznych typach komoérek poprzez
oddziatywanie z powierzchniowymi receptorami komorki DR4 (TRAIL-R1) i DRS5
(TRAIL-R2) [63]. Wykazano, ze TRAIL niszczy wigkszos$¢ transformowanych
nowotworowo linii komérkowych w badaniach in vitro, nie powoduje natomiast uszkodzenia
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komorek zdrowych. Brak toksycznego dzialania w stosunku do zdrowych tkanek
zaobserwowano rowniez po zastosowaniu TRAIL w badaniach przedklinicznych na
modelach zwierzecych. Bardzo obiecujace sa rowniez wyniki badan in vitro, w ktorych
zastosowano kombinacje TRAIL i inhibitoréw NF-«B. Oporno$¢ wielu nowotworowych
linii komérkowych, m.in. komorek raka piersi na apoptoze indukowana przez TRAIL,
zwiazana jest z aktywacja NF-«B przez TRAIL, co prowadzi do ekspresji bialek
antyapoptotycznych. Wykazano, ze zastosowanie kombinowanej terapii TRAIL i inhibitorow
NF-xB prowadzi do wyeliminowania opornosci komoérek na apoptoze i znacznie zwigksza
wydajnos¢ terapii z zastosowaniem TRAIL [27]. Wykorzystanie receptoréw Smierci w
terapiach przeciwnowotworowych prawdopodobnie pozwoli na wyeliminowanie opornosci
na apoptoze, zjawiska wystepujacego czgsto w komorkach nowotworowych oraz
hamujacego ten proces dziatania protoonkogenow Bcl-2. Ponadto receptory $mierci
stosowane facznie z radio- i chemioterapia moga stac si¢ w przysztosci waznym sktadnikiem
kombinowanej terapii skierowanej przeciwko nowotworom z dzikim genem p53 [66].

8. ROLA GLUTATIONU W REGULACJI APOPTOZY

Glutation (L-y-glutamylocysteinyloglicyna) jest jednym z najwazniejszych
antyoksydantow chroniagcych komorki ssakow przed reaktywnymi formami tlenu
(RFT) [31, 74]. Zwiazek ten odgrywa wazna role w regulacji ekspresji gendw, w
procesie apoptozy i w transporcie blonowym [35]. Najwazniejszym funkcjonalnym
sktadnikiem czasteczki GSH jest czg$¢ cysteinowa, ktora dostarcza reaktywnych
grup tiolowych wchodzacych w bezposrednie reakcje z wolnymi rodnikami, np.
nadtlenkiem wodoru, *O,", rodnikiem hydroksylowym lub tworzacych odwracalne
wiazania z grupami tiolowymi biatek [10, 31]. Obnizenie st¢zenia wewnatrz-
komorkowego GSH prowadzi do zwigkszonej produkcji RFT, a tym samym do
zwigkszenia wrazliwosci komoérek na proces apoptozy. Zwigkszone stezenie GSH
wystepujace w wielu typach komorek nowotworowych jest odpowiedzialne za rozwoj
opornosci na chemio- i radioterapi¢. Modulacja st¢zenia GSH w komorkach moze
wigc prowadzi¢ do uzyskania réznej odpowiedzi zdrowych i nowotworowych linii
komoérkowych na leki stosowane podczas chemioterapii [3, 32]. Potwierdzaja to
wyniki badan Duechlera i wsp., ktérzy zaobserwowali, ze zastosowanie L-buthioniny-
(S,R)-sulfoksyminy (BSO), specyficznego inhibitora syntetazy y-glutamylocysteiny
facznie z tritlenkiem arsenu i partenolidem powodowalo wyrazny wzrost nasilenia
apoptozy w komorkach biataczkowych linii Jurkat, EL-4 i K562, w stosunku do
komorek narazanych na tritlenek arsenu i partenolid [12]. Podobne wyniki uzyskano
w badaniach Meurette 1 wsp., w ktorych zmniejszenie puli wewnatrzkomorkowego
GSH poprzez zastosowanie BSO wplywalo na zwigkszenie apoptozy indukowane;j
przez kombinacj¢ TRAIL/cisplatyna lub TRAIL/5-fluorouracyl w ludzkich komérkach
raka okreznicy HT29 i w komoérkach nowotworowych watroby HepG2 [35].

GSH jest waznym czynnikiem wptywajacym na regulacjg procesu apoptozy.
Komoérki przechodzace apoptoze gwattownie uwalniaja GSH do przestrzeni zewnatrz-
komodrkowej. Mechanizm tego zjawiska, jak i jego praktyczne znaczenie nie zostaty
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dotychczas doktadnie wyjasnione. Proces ten jest prawdopodobnie stymulowany przez
kaspazy i1 pozwala na wyeliminowanie ochronnego dziatania GSH. Z drugiej strony
niskie stezenie wewnatrzkomérkowego GSH moze by¢ czynnikiem hamujacym
proces apoptozy, poniewaz kluczowe dla tego procesu enzymy — kaspazy, zawieraja
w swoim centrum aktywnym reszty cysteinowe, ktore do swojej aktywacji wymagaja
odpowiedniego st¢zenia GSH. Antyoksydant ten zapobiega utlenieniu reszt cysteino-
wych i1 pozwala na utrzymanie katalitycznej aktywnosci kaspaz. Zmniejszenie st¢zenia
GSH ponizej pewnego poziomu moze wigc hamowaé aktywnos$¢ kaspaz, a tym
samym wplywaé na zahamowanie procesu apoptozy [21].

9. UKIERUNKOWANE USMIERCANIE KOMOREK
NOWOTWOROWYCH

Nowym podejsciem w terapiach przeciwnowotworowych jest ukierunkowane usmiercanie
komorek. Zastosowanie zwiazkow, ktore niszcza komorki nowotworowe poprzez atakowanie
specyficznych szlakow 1 procesdw istotnych dla przezycia i wzrostu komorek nowotworowych,
pozwala zar6wno na ograniczenie efektow ubocznych, jak 1 zwigkszenie efektywnos¢ terapii.
Jednym z celow ukierunkowanego usmiercania komorek jest terapia genami samobojczymi.
Ten rodzaj terapii polega na konwersji substancji nietoksycznych do fizjologicznie aktywnych
zwiazkow przy udziale enzymow, ktore nie wystepuja w komorkach ssakow. W tym celu
komorki nowotworowe sg transfekowane genami kodujacymi tzw. enzymy $mierci. Najczes-
ciej stosowanym genem $mierci jest gen kodujacy kinaze tymidynowa wirusa opryszczki pospolite]
typu 1 (HSV-tk), ktory powoduje konwersje gancyklowiru (GCV) do formy ufosforylowane;.
Tak przeksztatcony GCV hamuje synteze DNA i powoduje $mier¢ komorki w szlaku zaleznym
od apoptozy lub niezaleznie od tego procesu [7]. Wazna cecha tego systemu jest tzw. bystander
effect polegajacy na przedostawaniu si¢ toksycznego metabolitu z komorki zmodyfikowane;
genetycznie do komorek sasiadujacych przez potaczenia komoérkowe typu gap-junction, co
powoduje wyrazne zwigkszenie wydajno$¢ systemu HSV-tk/GCV do niszczenia komo-
rek nowotworowych. Ponadto wykazano, ze zastosowanie kombinowanej terapii systemu
HSV-tk/GCV z radioterapia wptywa na dalsze zwigkszenie wydajnosci takiej terapii [7, 37].
W chwili obecnej oprocz genu kinazy tymidynowej wykorzystywanych jest kilka innych genow
samobdjczych, takich jak: deaminaza cytozyny, ktora wykazuje dziatanie na podobnej zasadzie
jak kinaza tymidynowa lub enterotoksyna gronkowcowa [37].

10. APOPTOZA A ZAPOBIEGANIE NOWOTWOROM

Apoptoza jest prawdopodobnie jednym z najwazniejszych mechanizmow obrony
przeciwko nowotworom, poniewaz wszystkie Metazoa wykorzystuja proces apoptozy
do eliminacji komorek zmienionych nowotworowo. Ponadto wybiorcza indukcja
apoptozy w komorkach we wczesnej fazie rozwoju nowotworu moze by¢é waznym
elementem chemoprewencji nakierowanej na choroby nowotworowe (20, 57).
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Chemoprewencja polega na stosowaniu zwiazkow, ktore opdzniaja, odwracaja lub
hamuja proces kancerogenezy i w ten sposob zmniejszaja ryzyko rozwoju chordb
nowotworowych. Dlatego zwiazki wykazujace dziatanie chemoprewencyjne powinny
by¢ stosowane w mozliwie najwczesniejszych etapach procesu powstawania nowo-
tworu tak, aby doszto do eliminacji komorek przednowotworowych, zanim stang si¢
one komoérkami nowotworowymi (20, 57).

Zwiazki chemoprewencyjne sa na ogot produktami naturalnymi lub ich syntetycznymi
analogami. Dzieli si¢ je na kilka klas: zwiazki hamujace etap inicjacji transformacji
nowotworowej, zwiazki hamujace proliferacj¢ komoérek przednowotworowych i
nowotworowych na etapie promocji i progresji nowotworu oraz zwiazki dziatajace zaréwno
na etapie inicjacji transformacji nowotworowej, jak i promocji i progresji nowotworu (13).

Dziatanie czynnikow chemoprewencyjnych polega na modulowaniu proceséw
komorkowych zwiazanych z biotransformacja ksenobiotykow i ochrona przed
uszkodzeniami oksydacyjnymi. Wiele czynnikow chemoprewencyjnych, wlaczajac
retinoidy, niesteroidowe leki przeciwzapalne (aspiryng, celecoxib, exisulind), polifenole
(resveratrol, gallusan epigalokatechiny), zwiazki antyestrogenne i antyandrogenne,
waniloidy (kapsaicyna, kurkumina, resiniferatoksyna), flawonole (kwercetyna, rutyna) i selen,
wykazuja dziatanie proapoptotyczne w réoznych typach komorek transformowanych,
przednowotworowych i nowotworowych, co potwierdzaja wyniki badan in vitro (26).
Nasilenie procesu apoptozy w komorkach nowotworowych po zastosowaniu czynnikow
chemoprewencyjnych wykazano réwniez w badaniach na zwierzgtach (57).

Niektore czynniki chemoprewencyjne aktywuja kaspazy w szlaku wewngtrznym,
regulowanym przez rodzing biatek Bcl-2 lub mitochondrialny potencjat transblonowy. Inne,
np. kwas all-trans retinowy, sulindak czy galusan epigalokatechiny, indukuja apoptoze w
szlaku zewnetrznym, zwigzanym z receptorami blonowymi z rodziny TNF. Kilka klas
czynnikdw chemoprewencyjnych zawiera zwiazki, ktére zwigkszaja produkcje RFT, co
rowniez moze by¢ sygnatem zapoczatkowujacym proces apoptozy. Do zwiazkdéw
wykazujacych takie dziatanie naleza m.in. niesteroidowe leki przeciwzapalne np.
indometacyna, izotiocyjaniany, polifenole, retinoidy, triterpenoidy i waniloidy. Wiele zwiazkow
chemoprewencyjnych moze modulowa¢ aktywnos$¢ czynnika jadrowego NF-xB, ktory
wlaczony jest w mechanizmy regulatorowe zwiazane ze stresem oksydacyjnym [20].

Zwiazek pomigdzy indukcja apoptozy w komoérkach nowotworowych przez czynniki
chemoprewencyjne a odpowiedzia kliniczna zaobserwowano réwniez w badaniach u ludzi.
Zastosowanie exiulindu, substancji zaliczanej do niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych,
w | fazie badan klinicznych u pacjentéw z rodzinnym polipem gruczolakowatym, prowadzito
do nasilenia apoptozy w komorkach polipdw okreznicy. Podobnie w badaniach prze-
prowadzonych u pacjentéw z rakiem okreznicy zaobserwowano wyrazne nasilenie procesu
apoptozy w komorkach nowotworowych po zastosowaniu mesalazyny, innego zwiazku z tej
samej grupy lekéw przeciwzapalnych (57).

Sposréd kilku tysiecy substancji wykazujacych dziatanie chemoprewencyjne, ponad
40 to zwiazki stosowane obecnie w badaniach klinicznych. Pomimo wielu przeszkod,
ktore nalezy przezwycigzy¢, zanim zwiazki chemoprewencyjne stang si¢ integralng
czesceia klasycznej praktyki medycznej, substancje te stanowia ogromny potencjat
w zapobieganiu i odwracaniu procesu kancerogenezy.
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11. PODSUMOWANIE

Gtownym zadaniem terapii przeciwnowotworowych jest wywotanie selektywne;j
$mierci komoérek nowotworowych poprzez uruchomienie procesu apoptozy. Pomimo
roznej struktury i specyficznosci wiekszos¢ lekow przeciwnowotworowych prowadzi
do powstawania w komoérkach zmian morfologicznych charakterystycznych dla
programowanej $mierci komorkowe;j, takich jak: kurczenie cytoplazmy, kondensacja
i fragmentacja chromatyny, fragmentacja jadrowego DNA i tworzenie cialek
apoptotycznych [17, 25, 61].

W przypadku niektérych typow nowotworow, np. pewnych rodzajow biataczek,
zastosowanie chemioterapii wyraznie poprawito skuteczno$¢ leczenia. Nadal jednak
brak jest spektakularnych wynikéw w leczeniu powszechnie wystgpujacych nowo-
tworow nabtonkowych piersi, okr¢znicy i pluc. Waznym problemem w chemioterapii
jest specyficznos$¢ lekow przeciwnowotworowych, ktorych dziatanie powinno
ogranicza¢ si¢ do cytotoksycznego i/lub cytostatycznego dziatania wylacznie w
stosunku do komorek nowotworowych. W rzeczywistosci duzy wptyw na obnizenie
efektywnosci terapii przeciwnowotworowych ma zaréwno brak specyficznego
dziatania toksycznego lekoéw i ich gwattowny metabolizm, jak réwniez wrodzona i
nabyta odpornos¢ komorek.

Regulacja procesu apoptozy moze odbywac si¢ na réznych poziomach poczawszy
od fazy inicjacji az do fazy wykonawczej. Waznym celem terapii przeciwno-
wotworowych sa biatka pro- i antyapoptotyczne, ktore reguluja apoptoze na poziomie
mitochondrialnym. Leki przeciwnowotworowe moga powodowa¢ modulacje ekspresji,
aktywnosci 1 wewnatrzkomorkowej lokalizacji biatek z rodziny Bcl-2 [55]. Mutacje lub
zmiana ekspres;ji biatek Bcl-2 moga drastycznie zmienia¢ wrazliwo$¢ komorek na leki
przeciwnowotworowe i prowadza do wielolekowej opornosci komorek nowotworowych.
Obok biatek Bcl-2 waznym celem terapii przeciwnowotworowych sa kaspazy. W ciagu
ostatnich kilku lat do I i II fazy badan klinicznych zakwalifikowano wiele zwiazkow
niskoczasteczkowych, ktore bezposrednio aktywuja kaspazy lub hamuja aktywnos$é
wewnatrzkomorkowych inhibitorow apoptozy. Nadal jednak ze wzgledu na duze rdznice
w ich efektywnosci w badaniach in vitro 1 in vivo wystepuja ograniczenia w stosowaniu
tych zwiazkéw w terapiach przeciwnowotworowych.

Innym obiecujacym celem terapii przeciwnowotworowych sa szlaki sygnatowe
indukowane przez kinazg PI3-K/Akt i czynnik transkrypcyjny NF-«B, ktory w wielu
typach komorek nowotworowych wystepuje w formie konstytutywnie aktywnej i
powoduje ekspresj¢ bialek antyapoptotycznych Coraz wigcej uwagi poswigca sig
rowniez wykorzystaniu oligonukleotydow antysensownych, ktore wptywaja na
ekspresje wielu gendw antyapoptotycznych.

Bardzo obiecujacym podejSciem w zapobieganiu nowotworom, ze wzgledu na
znikoma toksyczno$¢ i niewielkie dziatanie uboczne w stosunku do tradycyjnie
stosowanej chemioterapii, jest chemoprewencja. Liczne badania z zastosowaniem
zwiazkow chemoprewencyjnych sugeruja, ze wigkszo$¢ z nich to substancje
wywotlujace apoptoz¢ w komodrkach nowotworowych, co przynajmniej czg¢§ciowo
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zwiazane jest z produkcja RFT i/lub zaktdéceniem komodrkowej/mitochondrialnej
homeostazy redoks. Indukcja apoptozy w komorkach przednowotworowych, w
ktorych proces ten jest jeszcze stosunkowo nienaruszony, moze wigc by¢ skuteczna
metoda obrony przeciwnowotworowej. Nadal jednak konieczne jest prowadzenie
badan przedklinicznych i klinicznych, aby w pelni oceni¢ skutecznos¢ zwiazkow
chemoprewencyjnych.
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