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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Zaburzenie mechanizméw apoptozy czyli programowanej Smierci komorki przyczynia si¢ do roz-
woju wielu schorzen. Zahamowanie apoptozy doprowadza do rozwoju schorzei nowotworowych,
autoimmunologicznych i przewlektych infekcji. Nadmierna apoptoza prowadzi do choréb neurode-
generacyjnych oraz nasilania powiktan proceséw niedokrwienia. Przyczyna niekontrolowanej ku-
mulacji komérek nowotworowych sa zmiany genetyczne obejmujace onkogeny i geny supresoro-
we nowotwordéw. Niektdre z tych zmian prowadza do zwigkszenia liczby komérek przez nasilenie
proliferacji, a inne przez zahamowanie apoptozy. Wiele lekéw cytotoksycznych oraz promienie jo-
nizujace powoduja Smieré komorki przez wywotanie apoptozy, jednakze zmiany genetyczne leza-
ce u podtoza rozrostu nowotworowego czgsto zmniejszaja efektywnos¢ tych terapii. Wyjasnienie
mechanizmu zaburzen apoptozy komoérek nowotworowych oraz molekularnych mechanizméw
odpowiedzialnych za opornos¢é na leki moze umozliwi¢ stworzenie nowych lekéw i opracowanie
schematéw leczenia, ktére poprawia wyniki leczenia biataczek i innych chor6b nowotworowych.

apoptoza  nowotwory uktadu hematopoetycznego
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Summary

Defects in apoptotic cell-death regulation contribute to many disorders. Insufficient apoptosis le-
ads to neoplastic and autoimmune disorders and chronic infections. Enhanced apoptosis is a cau-
se of neurodegenerative disorder and complicates processes of ischemia. Genetic changes invo-
Iving oncogenes and tumor suppressor genes contribute to the unregulated expansion of malignant
cells. While some of these changes result in increased proliferation, others contribute to incre-
asing cell numbers by inhibiting apoptosis. Because cytotoxic drugs or irradiation result in cell
death by apoptosis, the genetic changes underlying malignancy often reduce the ability of these
agents to destroy malignant cells. Knowledge of the molecular mechanisms of apoptosis provi-
des insight into the causes of multiple pathologies where abberant cell-death regulation occurs
and provides new approaches to the treatment of human diseases.
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CECHY MORFOLOGICZNE | BIOCHEMICZNE APOPTOZY

Apoptoza jest aktywnym, genetycznie zaprogramowanym
procesem $mierci komorki [24,37]. W procesie apoptozy
dochodzi do inwolucji narzadéw oraz eliminowania uszko-
dzonych i zbgdnych komérek. W czasie apoptozy w ko-
morce wystepuje wiele zmian morfologicznych i bioche-
micznych. Dominujacymi zmianami biochemicznymi sa:
zwigkszenie aktywnosci czynnikow pobudzajacych apop-
toze w stosunku do jej inhibitoréw, spadek potencjatu bto-
nowego mitochondriéw i ucieczka cytochromu C do cy-
toplazmy, wzrost wewnatrzkomoérkowego stgzenia Ca**
oraz obnizenie wewnatrzkomoérkowego pH (pHi). W na-
stgpstwie tych zmian dochodzi do zmian morfologicznych
polegajacych na zmniejszeniu objetosci komorki, zmianie
jej ksztattu, kondensacji chromatyny jadrowej, fragmen-
tacji jadra oraz rozpadu chromosomalnego DNA na nu-
kleosomy, co powoduje powstanie charakterystycznej dra-
binki w trakcie elektroforezy DNA. Obserwujemy takze
utratg¢ potaczent migdzykomorkowych i struktur blony ko-
morkowej np. mikrokosmkéw. Pecherzyki powstajace na
powierzchni komérki, noszace nazwe ciatek apoptotycz-
nych, sa rezultatem rozpadu jadra i cytoplazmy. Zmiany
struktury btony komérkowej polegajace na ekspozycji na
jej zewnetrznej powierzchni fosfatydylseryny, ktéra w wa-
runkach prawidtowych jest umiejscowiona po stronie we-
wnetrznej, sa sygnalem do fagocytozy komérek podlega-
jacych apoptozie [21,28].

PROCESY PRZEKAZYWANIA SYGNALU REGULUJACE APOPTOZE,

Zmiany morfologiczne i biochemiczne w przebiegu apop-
tozy sa wywotane dziataniem kaspaz. Aktywacja kaspaz
jest konicowym etapem apoptozy, inicjowanym przez roz-
ne sygnaty zewnatrzkomoérkowe i wiele drég przekazywa-
nia sygnatu [47,53].

Kaspazy sa wewnatrzkomérkowymi cysteinowymi prote-
azami (cysteine aspartyl-specific proteases) rozszczepiaja-
cymi taiicuch biatkowy substratéw w miejscu reszty kar-
boksylowej kwasu asparaginowego. W sktad rodziny kaspaz
wchodzi 14 dotychczas poznanych enzymdéw. Wystepuja
one w cytoplazmie w postaci nieaktywnych proenzymoéw.
Najistotniejsze kaspazy uczestniczace w procesie apoptozy
u ssakow mozna podzieli¢ na dwie grupy: kaspazy inicju-
jace (kaspazy 2, 8, 91 10) i kaspazy efektorowe (kaspazy
3, 61 7). Aktywacja kaspaz nastgpuje za posrednictwem
proteolitycznego kaskadowego rozpadu prokaspaz. Po
odtaczeniu fragmentu sasiadujacego z kwasem asparagi-
nowym powstaja dwie podjednostki, ktére po potaczeniu
powoduja powstanie aktywnego enzymu. Zaleznosci mig-
dzy poszczegblnymi kaspazami w kaskadzie sa zmienne
u réznych organizméw i zaleza od aktywujacego je bodzca
[12,13,15,16,20,34,42,65,66]. Dotychczas stwierdzono kilka
drég aktywacji kaspaz (ryc. 1). Najwazniejsze z nich to
droga zewnatrzpochodna i droga wewnatrzpochodna.

W drodze zewnatrzpochodnej, zwanej tez droga receptorow
$mierci, dochodzi do aktywacji receptoréw rodziny czyn-
nika martwicy nowotworu (TNFR). U ssakéw stwierdzo-
no kilka receptoréw tej rodziny, a wsréd nich FAS/CD9S,
TNFR1, DR3 i receptory TRAIL (TNF-related apoptosis
—inducing ligand): DR4, DRS [6, 50]. Aktywacja tych re-
ceptoréw przez powiazanie odpowiednich ligandéw pro-

wadzi do potaczenia wewnatrzbtonowej czesci receptora
poprzez domeny DD (death domain) z biatkami adaptoro-
wymi FADD i TRADD. Biatka adaptorowe acza prokaspa-
zy 8 1 10 poprzez domeny DED (death effector domain).
W wyniku tej trymeryzacji nastgpuje aktywacja kaspaz 8
i 10, ktore nastgpnie aktywuja kaspaze 3 [17].

Inna droga aktywacji kaspaz jest droga wewnatrzpochod-
na, zwana tez droga mitochondrialng. Jest aktywowana
przez sygnaty pochodzace z wnetrza komoérki w nastgp-
stwie dziatania bodZcow uszkadzajacych DNA np. cyto-
statykéw. BodZce wywotujace apoptoze w mechanizmie
wewnatrzpochodnym powoduja zaburzenie potencjatu
btonowego i zwigkszenie przepuszczalnosci btony mito-
chondrialnej. W nastgpstwie tych przemian dochodzi do
obrzeku i pgkania mitochondriéw oraz uwalniania cyto-
chromu C oraz innych proapoptotycznych substancji istot-
nych w procesach apoptozy, takich jak AIF, endonukleazy,
Smac/Diablo i Htr/Omi [9,25,61].

Cytochrom C po uwolnieniu do cytoplazmy, powoduje
utworzenie wielobiatkowego kompleksu aktywujacego
kaspazy, zwanego apoptosomem. Centralna cz¢scia apop-
tosomu jest Apaf-1 (apoptotic protease activating factor),
biatko aktywujace kaspazy. Apaf-1 po przytaczeniu cyto-
chromu C ulega zmianom konformacyjnym, umozliwia-
jacym przylaczenie prokaspazy 9. Apaf-1 i prokaspaza 9
oddziatuja poprzez domeny CARD (caspase-associated re-
cruitment domains). Ta interakcja powoduje powstanie ak-
tywnej kaspazy 9, ktéra nastgpnie aktywuje kaspazy efek-
torowe 3,617 [1].

W niektérych typach komérek, w celu wzmocnienia sy-
gnatu proapoptotycznego, kaspaza 8 dodatkowo aktywu-
je droge wewnatrzpochodna. Kaspaza 8 trawi biatko Bid,
ktére w postaci aktywnej tBid przemieszcza si¢ do mito-
chondriéw i tam we wspétudziale z proapoptotycznymi
biatkami Bcl-2 (Bax i Bak) powoduje zmiang potencjatu
btonowego i uwalnianie cytochromu C [45].

Zaburzenie potencjalu blonowego i wzrost przepusz-
czalnos$ci btony mitochondriéw powoduje utratg home-
ostazy komorki: zahamowanie syntezy ATP, zaburze-
nie procesOw oksydoredukcyjnych i tworzenie wolnych
rodnikéw tlenowych. Nastgpstwem zwigkszonego wy-
twarzania wolnych rodnikéw tlenowych jest utlenianie
ttuszczoéw, biatek i kwaséw nukleinowych, co powo-
duje nasilenie zmian potencjatu blonowego mitochon-
driéw [39].

Kaspazy efektorowe 3, 61 7 sa koficowymi enzymami w ka-
skadzie kaspaz. Uaktywnienie kaspazy 3 powoduje prote-
olize polimerazy ADP-rybozy (PARP) i w konsekwencji
uposledzenie mechanizméw naprawczych DNA. Trawienie
biatek cytoszkieletu — gelzoliny i aktyny — powoduje zmia-
ny morfologiczne w komérce. Aktywacja kaspazy 3 powo-
duje rowniez odtaczenie inhibitora ICAD, ktory stabilizuje
i inaktywuje DNAz¢ zalezng od kaspaz CAD (caspase-ac-
tivated Dnase). Po odtaczeniu ICAD, aktywna endonukle-
aza CAD przedostaje si¢ do jadra i doprowadza do rozpa-
du DNA na nukleosomy [55,80]. W nastgpstwie aktywacji
kaspazy 6 dochodzi do trawienia lamininy, wchodzacej
w sktad strukturalnych blaszek jadrowych i rozszczelnie-
nia btony jadrowe;.
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Ryc. 1. Schemat gtdwnych drég przewodzenia sygnatu w apoptozie [wg 33]

Tabela 1. Requlacja aktywacji kaspaz poprzez naturalnie
wystepujacych antagonistéw

Rodzaj Mechanizm dziatania

Antagonisci drogi mitochondrialnej

hamuja uwalnianie cytochromu
Ciinnych apoptogennych biatek
zmitochondridw

Antyapoptotyczne biatka
rodziny Bdl-2

fosforyluje i inaktywuje Bad

Kinaza Akt (PKE) (antagonista Bcl-2) oraz kaspaze 9

biatko zawierajace sekwencje CARD
TUCAN (caspase recruitment domain), ktdre
wiaze i inaktywuje pro-kaspaze 9

Antagonisci drogi zewnatrzpochodnej

biatka zawierajace sekwencje DED
wspdtzawodniczace o wigzanie
z prokaspazami i hamujace droge
zewnatrzpochodng aktywacji kaspaz

FLIP, BAR, Bap 31

Antagonisci wspdlnej koricowej drogi aktywadji kaspaz

zawieraja sekwencje BIR (baculovirus
IAP repeats) selektywnie hamuja
i ufatwiaja degradacje aktywnych
kaspaz3,7i9

Rodzina IAP (inhibitor of
apoptosis proteins)

Ten wspdlny koricowy etap aktywacji kaspaz powoduje Smier¢
komérki przez rozktad sktadowych strukturalnych, fragmenta-
cji DNA oraz inaktywacje mechanizméw naprawczych kwa-
sow nukleinowych.

CzYNNIKI REGULUJACE PROCES APOPTOZY

Prawidtowo przebiegajacy proces apoptozy zapewnia za-
chowanie homeostazy ustroju. Zaburzenie tego procesu
moze wystapi¢ w sytuacji nieodpowiedniego dostgpu cy-
tokin, hormonéw i czynnikéw odzywczych lub defektu
mechanizméw kontrolujacych apoptozg. Obie drogi ak-
tywacji kaspaz podlegaja kontroli przez naturalnie wyste-
pujacych antagonistéw (tabela 1) i czastek proapoptotycz-
nych [2,18,78].

Biatka rodziny Bcl-2 odgrywaja istotna rol¢ w procesie ak-
tywacji kaspaz i regulacji uwalniania mitochondrialnego
cytochromu C. W sktad tej rodziny wchodzg biatka o wta-
Sciwosciach pro- i antyapoptotycznych. Bcl-2 jest proto-
typem calej rodziny biatek antyapoptotycznych, w sktad
ktérej wehodza Bel-X |, Bel-w, Mcl-1 1 Al. Natomiast bial-
kami proapoptotycznymi rodziny Bcl-2 sa biatka podrodzi-
ny Bax: Bax, Bak, Bad, Bok/Mtd oraz BH3-only proteins:
Bmf, Bid, Bik, Bim, Noxa, Puma, ktérych nadmierna eks-
presja prowadzi do Smierci komérki [14].

Wrazliwo$¢ komorki na apoptoze jest uzalezniona od row-
nowagi miedzy ekspresja pro- i antyapoptotycznych bia-
ek rodziny Bcl-2, ktére kontroluja mechanizm uwalnia-
nia cytochromu C [75].

Mechanizm regulacji apoptozy przez biatka rodziny Bcl-2
nie jest w petni wyjasniony [14,72]. Rycina 2 przedstawia
jeden z modeli kontroli integralnosci blony mitochondrial-
nej i uwalniania cytochromu C. Istnieje zgodnos¢, ze w zy-
wych komoérkach proapoptotyczne biatka rodziny Bcl-2 sa
antagonizowane przez biatka antyapoptotyczne. W wyniku
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Ryc. 2. Regulacja apoptozy przez biatka Bcl-2 [wg 14]

dziatania czynnika indukujacego apoptoze biatka rodziny
BH3-only protein ulegaja aktywacji i przeciwdziataja an-
tyapoptotycznemu dziataniu Bcl-2. Bax zostaje wbudowa-
ny w blong zewnetrzna mitochondriéw i tworzy oligome-
ry. Oligomery Bax i Bak bezposrednio lub we wspétpracy
z kanatami VDAC (voltage-dependent anion channel) i ANT
(adenin nucleotide translocator) uczestnicza w tworzeniu
poréw [4,7,67].

Mechanizm dziatania antyapoptotycznych Bcl-2 pole-
ga na sekwestracji proapoptotycznych Bcl-2 poprzez
wiazanie ich domen BH3. Doprowadza to do hamo-
wania oligomeryzacji Bax i Bak oraz do zabloko-
wania mechanizmoéw proapoptotycznych, takich jak
uwalnianie wolnych rodnikéw tlenowych i cytochro-
mu C [14].

Inna duza grupe biatek antyapoptotycznych jest rodzina
IAP (inhibitor of apoptosis protein). Prototypem tej ro-
dziny jest biatko odkryte w bakulowirusie. Dotad opi-
sano 8 ludzkich homologicznych biatek rodziny IAP,
a wsrdd nich NIAP, c-IAPI1, c-IAP2, XIAP i surwiwi-
n¢. Wszystkie te biatka zawieraja domene BIR (bacu-
lovirus TAP repeat) sktadajaca si¢ z 70 aminokwaséw,
niezbednych do interakcji z kaspazami [63]. XIAP, c-
IAP1 i c-IAP2 maja zdolnos¢ bezposredniego hamo-
wania kaspaz 3, 71 9 [31,63]. Zdolnos¢ biatek c-IAP
do bezposredniego hamowania aktywnosci kaspaz jest
bardzo istotnym mechanizmem kontrolujacym prawi-
dlowy przebieg proceséw apoptozy. Mechanizm ten
podlega kontroli przez biatko mitochondrialne Smac/
Diablo. Smac/Diablo umozliwia przebieg procesu
apoptozy przez wyparcie IAPs z ich wigzania z ka-
spazami [70].

RoLA APOPTOZY W HEMATOPOEZIE

Przezycie, proliferacja i réznicowanie komérek uktadu
krwiotwdrczego jest regulowane przez ztozona sie¢ cyto-
kin i czastek adhezyjnych. Brak cytokin powoduje zaha-
mowanie proliferacji i apoptoze prawidtowych komoérek
hematopoetycznych.

Uzaleznienie proliferacji komorek krwiotwoérczych od do-
stgpu cytokin jest mechanizmem kontrolujacym przyrost
ich populacji. Cytokiny oddziatywaja na komoérki krwio-
tworcze przez receptory aktywujace drogi przewodzenia
sygnatlu obejmujace kaskady kinaz biatkowych, tj. MAPK,
JAK/STAT, PI3K/AKT i IKK/NFkB. Przez fosforylacje
okreslonych substratéw moga one wplywac na przezycie
komoérek. Dzieje si¢ to zaréwno przez regulacje transkryp-
cji genéw, a takze za posrednictwem modyfikacji dziata-
nia biatek regulujacych apoptoze.

Jak dotychczas, wyrézniamy cytokiny dziatajace na okre-
Slone typy komoérek oraz cytokiny majace wpltyw na ko-
morki na réznych etapach ich dojrzewania. Przyktadem
tej pierwszej grupy cytokiny sa: SCF, IL-3, GM-CSF i li-
gand FLT3 dziatajace na komérki wielopotencjalne. Do
cytokin dziatajacych na komoérki ukierunkowane, prekur-
sorowe i dojrzate naleza erytropoetyna, trombopoetyna,
M-CSF, IL-5, IL-6, IL-11, IL-2 i IL-4. Poza tymi cytoki-
nami, spotyka si¢ takze cytokiny majace aktywnos¢ anty-
proliferacyjna oraz cytokiny stymulujace proces apopto-
zy. Sa nimi TGF-beta, TNF-alfa i INF [78].

Cytokiny moduluja réwniez przezycie niektérych bia-
taczkowych linii komérkowych, jak i proces $mierci ko-
morki indukowanej cytostatykami. W badaniach in vitro
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Tabela 2. Geny istotne w procesie apoptozy w nowotworach uktadu hematopoetycznego

Gen Um:;j:;’:’:::iee"a Cel Choroba Aberracje genetyczne
BCL-2 18921 NHL t(14;18)
Kaspaza 10 233 Iimph/c\)t)tgli(?et:;(t);\T;T;nn(ierome)
BAX 19913 ALL mutacje somatyczne
clAP2 11921 NHL t(11;18)
FAS (CD95) 10 MM, NHL mutacje somatyczne
C-REL 2p12 NF-kB NHL
IxB 14q13 NF-B HD mutacje somatyczne
BCL-3 17922 NFicB ALL-B (14,19)(g32,913.1)
BCL-10 192 NFKB NHL t(1"14)£g§]2£;c22)n?“tacje
T 14321 Akt TALL t(ﬂnmggfﬂfzﬂ;)
PTEN 10923.3 PI3K(Akt) NHL, MM delecje, mutagje
BCR/ABL 22q11 (BCR) PI3K(Akt), STAT5(Bdl-X) (ML, ALL t(9;22)
NPM-ALK ALK(2p23) PI3K(Akt) chtoniaki anaplastyczne t(2;5)
Ps3 17q13.1 Bax, P”E;il' prRol N AL L, L delegie, mutacje
MDM2 12913 p53 HD amplifikacja
ATM 11q22-23 p53 B-CLL, T-PLL, NHL
WT-1 11p13 p53, Bdl-2 AML mutacje somatyczne
ELL 19p13 p53 AML t(11;19) fuzjaz MLL
(BF inv(16)p13q22 p53 AML inv16
PML 1522 Daxx APML t(15;17)

G-CSF, GM-CSF, IL-3, IL-6 i IFN-gamma chronity ko-
morki linii biataczki mieloidalnej przed apoptoza induko-
wana lekami cytotoksycznymi [44]. Zaburzenia apoptozy
i mechanizméw przekazywania sygnatow wewnatrzko-
moérkowych w komoérkach nowotworowych prowadzié
moga do uniezaleznienia si¢ tych komérek od cytokin.
Przyktadem na to sa mutacje aktywujace FLT'3, wyste-
pujace w 30% AML, doprowadzajace do uniezaleznie-
nia si¢ komorek nowotworowych od czynnikéw wzro-
stowych [60].

Przezycie komérek prekursorowych uktadu krwiotwor-
czego uzaleznione jest rowniez od ich kontaktu z ko-
morkami podscieliska. Przyktady czasteczek adhezyjnych
o najwigkszym znaczeniu w uktadzie krwiotworczym to
integryny VLA-4 i VLA-5. Kontakt komérek CD34*
z komoérkami podscieliska za posrednictwem tych inte-
gryn zapobiega apoptozie tych komérek. Wraz z dojrze-
waniem komorki uktadu krwiotwdrczego staja si¢ nie-
zalezne od kontaktu z podscieliskiem za posrednictwem
integryn [72].

ZABURZENIA APOPTOZY W PROCESIE TRANSFORMACII
NOWOTWOROWEJ KOMOREK HEMATOPOETYCZNYCH

Zaburzenie mechanizméw apoptozy przyczynia si¢ do
rozwoju wielu schorzen. Niedostateczny stopiefl nasile-
nia apoptozy doprowadza do rozwoju schorzen nowotwo-
rowych, autoimmunologicznych i przewlektych infekcji.
Nadmierna apoptoza doprowadza do choréb neurodegene-
racyjnych (choroby: Alzheimera, Parkinsona, Huntingtona,
stwardnienie zanikowe boczne) oraz nasilania powiktan
proceséw niedokrwienia (udar mézgowy, zawat migsnia
sercowego) [32,35,48].

Nagromadzenie komérek, spowodowane nieprawidlowa
ich eliminacja przez mechanizmy immunologiczne oraz
opornos¢ na leki w nastgpstwie zaburzenia apoptozy od-
grywaja istotng rolg w patogenezie nowotwordw i wpty-
waja na efekty ich leczenia [54].

Mutacje genéw uczestniczacych w procesach apoptozy
i proliferacji komoérek oraz genéw naprawy DNA ziden-
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tyfikowano jako czynniki przyczynowe choréb nowotwo-
rowych (tabela 2).

ONKOGENY | ANTYONKOGENY

Kazda zdrowa komérka ma w swoim zestawie gendw tzw.
protoonkogeny, ktére odgrywaja gtéwna role w komoérko-
wych mechanizmach wzrostu, dojrzewania i réznicowa-
nia. Mutacje protoonkogenéw powoduja powstanie onko-
genéw. Onkogen, w przeciwienstwie do protoonkogenu,
jest niewrazliwy na bodZce kontrolujace jego czynnosé,
czego nastgpstwem s istotne zaburzenia wzrostu i r6zni-
cowania komorek. Jednak samo pojawienie si¢ onkogenéw
nie wystarcza do powstania nowotworowego klonu komor-
kowego. Konieczne sa dalsze mutacje w pierwotnie zmu-
towanej komorce. Dotycza one gendw supresorowych (an-
tyonkogenéw), ktérych zadaniem jest hamowanie dalszych
podziatéw zmutowanych komérek i indukcja apoptozy oraz
gendow naprawczych, ktére steruja naprawa DNA zmienio-
nego w wyniku mutacji [27,73]. Transformacja komoérek
prowadzaca do zahamowania apoptozy nastgpuje w wyni-
ku nieprawidtowej aktywacji i/lub ekspresji genéw kodu-
jacych biatka antyapoptotyczne (dziatajacych zwykle jako
onkogeny) lub poprzez inaktywacje gendw czynnikow pro-
apoptotycznych (geny supresorowe nowotworéw). Uwaza
si¢, ze tylko te transformowane komorki, ktére wykazuja
zahamowanie apoptozy, przezyja i stana si¢ komoérkami
nowotworowymi [71].

BCL-2

BCL-2 byt pierwszym opisanym onkogenem wiaczonym
w procesy regulacji apoptozy. Badania tego onkogenu
wskazaty, ze procesy nowotworzenia sa zalezne nie tylko
od niekontrolowanej proliferacji, ale rowniez od mecha-
nizméw blokujacych apoptoze [69].

Nadmierna ekspresje Bcl-2 stwierdzono w wielu nowo-
tworach [54]. Ekspresja Bcl-2 w komérkach ALL (acute
lymphoblastic leukemia) jest bardzo zmienna i nie koreluje
z czasem przezycia tych komorek in vitro oraz z odpowie-
dzia pacjentow z ALL na intensywne leczenie.

Jak dotad nie opisano aberracji bezposrednio nasilaja-
cych ekspresje genu BCL-2 w komorkach biataczkowych
AML (acute myeloblastic leukemia). Jednakze prawdopo-
dobienistwo uzyskania remisji przez pacjentéw z AML ze
zwigkszona ekspresja Bcl-2 jest mniejsze, a czas przezy-
cia krétszy w poréwnaniu z pacjentami z mniejsza liczba
komérek Bcel-2 pozytywnych. Ponadto, nasilenie apoptozy
blastow AML hodowanych bez czynnikéw wzrostowych
byto znacznie mniejsze w komérkach z wigksza ekspre-
sja Bcl-2. Inkubacja blastow AML z oligonukleotydami
antysensownymi majacymi na celu zmniejszenie ekspre-
sji Bel-2, zwigkszata czutos¢ tych komérek na arabinozyd
cytozyny, wskazujac na role Bcl-2 w opornosci komoérek
AML na leki [20].

Umiejscowienie genu BCL-2 (18q21) w sasiedztwie locus
IgH (14932) w wyniku translokacji t(14;18) wystepu-
je w 90% przypadkéw drobnogrudkowego chioniaka B
iw 30% przypadkéw chioniaka grudkowego. Nastgpstwem
tej translokacji jest zaburzenie transkrypcji genu BCL-2,
wzrost poziomu mRNA i biatka Bcl-2.

Translokacja obejmujaca gen BCL-2 jest bardzo wcze-
snym zdarzeniem w patogenezie chtoniakéw B komoérko-
wych. W czasie progresji tych nowotworéw wystepuja do-
datkowe zmiany chromosomalne. Klasycznym przyktadem
komplementacji onkogenéw w komoérkach chtoniakowych
jest wspotlistnienie translokacji t(14;18) z wtdérng translo-
kacja t(8: 14). Wynikiem tej aberracji jest umiejscowienie
genu C-MYC w sasiedztwie locus IgH. Biatko c-Myc przy-
spiesza podzialy komérkowe i stymuluje apoptoze, jednak
nadmierna ekspresja Bcl-2 przeciwdziata proapoptotycz-
nemu efektowi c-Myc, pozostawiajac niezmieniona jego
funkcje proliferacyjna. W wyniku takich zmian genetycz-
nych dochodzi do bardzo agresywnego rozrostu nowotwo-
rowego [68,76].

CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE

Czynniki transkrypcyjne sa biatkami regulatorowymi, kt6-
re kontroluja transkrypcj¢ odpowiednich genéw. Wiele on-
kogendw i antyonkogendéw koduje czynniki transkrypceyj-
ne, ktére reguluja czynnosé gendéw wiaczonych w procesy
wzrostu komorki i apoptozy. Mutacje tych onkogenéw i an-
tyonkogendéw maja bezposredni wptyw na powstawanie
NOWOtworow.

Jadrowy czynnik kappa B (NF-xB) reprezentuje rodzing
czynnikéw transkrypcyjnych, wplywajacych na poziom eks-
presji genéw rodziny Bcl-2 oraz innych genéw antyapopto-
tycznych, takich jak JAP21 FLIP. Wzrost aktywnosci NF-kB
moze wigc zwigkszy¢ opornosé komérek na apoptoze po-
przez wzrost ekspresji genéw wilaczonych w kontrole drég
wewnatrzpochodnej (rodzina Bcl-2), zewnatrzpochodnej
(rodzina DED) i wspdlnej koricowej drogi aktywacji ka-
spaz (rodzina IAP). NF-xB hamuje tez proapoptotyczna
funkcje p53 przez fosforylacje Mdm?2 [52].

Nadmierng ekspresj¢ badZ aktywacje NF-kB stwierdzono
w wielu nowotworach. Sposréd nowotworéw uktadu he-
matopoetycznego zjawiska te wykazano az w 50% przy-
padkéw nowotworéw wywodzacych si¢ z limfocytéw B
(NHL i B-CLL).

NF-xB wystepuje w cytoplazmie w potaczeniu z biatkami
rodziny IxB. IxB wiaza NF-xB w kompleksy, zapobiegajac
ich wejsciu do jadra komérkowego. Aktywacja kinaz i de-
gradacja IkB powoduje uwolnienie i przejScie NF-xB do
jadra komérkowego. Mutacje genu kodujacego IkB moga
nasila¢ antyapoptotyczna aktywnos¢ NF-kB.

DrocA PRzEKAZYWANIA SYGNALU AkT/ PI3K

Gléwna droga przekazywania sygnatu kontrolujaca po-
datnos¢ komoérki na apoptoze jest szlak kinazy fosfaty-
dylinozytolu PI3K/AKT. Czynniki wzrostowe regulu-
jace przezycie komoérek, dziataja przez aktywacje tej
drogi przekazywania sygnatu. Antyapoptotyczne dzia-
tanie PI3K oraz aktywowanej przez niag AKT, polega na
hamowaniu proapoptotycznego biatka Bad, kaspazy 9,
czynnikow transkrypcyjnych FKHD (forkhead transcrip-
tion factor) oraz kinazy IKK regulujacej aktywnos¢ czyn-
nika transkrypcyjnego NF-xB [51]. W ostatnich latach
nadmierng aktywnos$¢ kinazy AKT stwierdzono u ludzi
w raku jajnika, trzuski, sutka oraz w chtoniakach T-ko-
morkowych.
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Ryc. 3. Regulacja proceséw przezycia i apoptozy przez p53 [wg 41]

Jednym z gtéwnych antagonistéw AKT jest PTEN. Jest to
jeden z genéw supresorowych nowotworéw, ktérego funk-
cja polega na inaktywacji wtérnych przekaznikéw drogi
przekazywania sygnatu AKT/PI3K. Badania na zwierze-
tach wykazaly, ze ekspresja PTEN hamuje rozw6j nowo-
tworéw. Natomiast nadmierna ekspresja aktywnej postaci
PI3K w wyniku mutacji PTEN u zwierzat transgenicznych
powoduje zaburzenia limfoproliferacyjne i rozwéj chtonia-
kéw T. Delecje i somatyczne mutacje punktowe inaktywu-
jace PTEN sa czgstym zjawiskiem w chtoniakach, biatacz-
kach i szpiczaku mnogim u ludzi [38].

Inna przyczyna wzrostu aktywnosci AKT, poza inakty-
wacja PTEN, jest aktywacja protogenu TCL-1, wystgpu-
jacego na chromosomie 14q32.1. Jest on zaangazowany
w translokacje t(14;14)(q11;q32.1), t(7;14)(q35;32.1) i inwersje
inv14(ql1;q32.1) wystgpujace w biataczkach typu T [22].

p53

Najwazniejszym znanym genem Supresorowym nowotworow
jest gen p53, zwany ,,straznikiem genomu”. Produkt biatko-
wy tego genu petni funkcje czynnika transkrypcyjnego, kto-
ry umozliwia proliferacj¢ komérek z nieuszkodzonym DNA.
W sytuacji uszkodzenia DNA dochodzi do zahamowania po-
dziatéw komoérkowych 1 uruchomienia mechanizméw napra-
wy DNA. Jesli w wyniku mutacji systemy naprawcze zawo-
dza, to prawidtowy gen p53 zapobiega powieleniu defektu.
Jedli jednak gen p53 sam ulegnie mutacji, to umozliwia dal-
sze oddziatywanie onkogenéw, czego rezultatem jest powsta-
nie nowotworowego klonu komérkowego [5,49].

W prawidlowych komérkach stezenie p53 w cytoplazmie
utrzymywane jest na bardzo niskim poziomie [11,41].

Produkt genu MDM2, ligaza Mdm?2 wiaze i zabezpiecza
przed przedostaniem si¢ pS3 do jadra komérkowego i uta-
twia degradacje pS3 w proteasomie (ryc. 3).

W odpowiedzi na czynniki uszkadzajace DNA p53 ulega
fosforylacji w miejscu wigzania z Mdm?2. Brak interakcji
Mdm?2 z p53 doprowadza do stabilizacji i aktywacji pS3.

Biatko p53 jest centralnym ogniwem w apoptozie induko-
wanej przez onkogeny, takie jak C-MYC, EIA i RAS oraz
w przypadku utraty pRb (retinoblastoma tumor suppressor)
[29]. Wszystkie te onkogeny aktywuja czynnik transkryp-
cyjny E2F-1, ktéry pobudza proliferacj¢ poprzez ekspre-
sj¢ genéw regulujacych progresje faze S cyklu komérko-
wego. E2F-1 zwigksza tez ekspresj¢ czynnika hamujacego
rozwdj nowotworéw AREF, ktdry stabilizuje i aktywuje pS3
[23]. Ttumaczy to czg$ciowo, dlaczego aktywacja onkoge-
néw nie zawsze prowadzi do niekontrolowanej prolifera-
cji, a przy zachowanej prawidtowej drodze przewodzenia
sygnatu powoduje stabilizacje p53 i aktywacje Smierci ko-
morki. W wyniku aktywacji p5S3 dochodzi do apoptozy po-
przez stymulacje ekspresji genéw biatek zaleznych od p53,
takich jak p21, Bax, Puma, Noxa, Apaf-1, Fas i DRS5 [71]
lub przez zahamowanie ekspresji biatek antyapoptotycz-
nych, takich jak Bcl-2, Bcl-X| i surwiwiny [30,79].

Inaktywacja p53 w wyniku mutacji na chromosomie
17p13.1 wystepuje w ponad 50% wszystkich nowotwo-
réw u ludzi [26]. Mutacje genu p53 powoduja powstawa-
nie nowotworéw agresywnych, opornych na leczenie i kore-
luja z krétkim okresem przezycia chorych [43]. Stwierdza
si¢ je w 14% nowotworéw uktadu hematopoetycznego.
Najczesciej wystepuja one u pacjentéw z wtérnym AML
i MDS (myelodysplastic syndrome) oraz w AML i MDS
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z delecja chromosomu 17p (locus p53). Przebieg kliniczny
w tych przypadkach jest niepomysiny z matym odsetkiem
catkowitych remis;ji i krotkim okresem przezycia.

Mutacje p53 wystepuja sporadycznie w nowo rozpozna-
nej ALL (5-13% dorostych pacjentéw i tylko u 2% dzieci
z ALL) a czgsciej we wznowie ALL [74]. W czasie kryzy
blastycznej CML (chronic myelogenous leukemia) czgsto
dochodzi do utraty krétkiego ramienia chromosomu 17.

Poza mutacjami, pS3 moze ulec inaktywacji przez nad-
mierng ekspresj¢ onkogenu MDM?2 (ryc. 3).

BCR/ABL

Waznym markerem w biataczkach sa translokacje chro-
mosomowe, ktére powoduja przeniesienie protoonkogenu
migdzy chromosomami, co powoduje jego uaktywnienie
lub powstanie nowego, funkcjonalnego genu fuzyjnego.
Taki patogenny charakter wykazuje np. chimeryczne biat-
ko BCR/ABL oraz biatko PML/RARO.

Chromosom Filadelfia powstaje w wyniku translokacji w ob-
rebie dlugich ramion chromosoméw 22 i 9. Nastgpstwem
tej translokacji jest polaczenie genu BCR, wystepujacego
na chromosomie 22 z protoonkogenem ABL obecnym na
chromosomie 9. Produktem powstalego genu fuzyjnego jest
biatko onkogenne BCR/ABL o nieprawidlowej aktywno-
Sci kinazy tyrozynowej. W zalezno$ci od miejsca ztamania
chromosomu w obrebie genu BCR moga powstac rézne wa-
rianty fuzji BCR/ABL. Wariant chromosomu Filadelfia wy-
stepujacy w ALL koduje biatko fuzyjne BCR/ABL o masie
185 kDa. Biatko to cechuje silne dziatanie transformujace
i wzmozona aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej w poréwnaniu
z wariantem 210 kDa charakterystycznym dla CML [57].

Uwaza sig, ze kinaza tyrozynowa BCR/ABL odgrywa istot-
na role w transformacji biataczkowej i niekontrolowane;j
proliferacji komoérek poprzez aktywacje genéw RAS, MYC,
C-RAF, MAPK/ERK, AKT/PI13K, NF-xBi STAT. Ekspresja
BCR/ABL zmniejsza podatno$¢ komoérek na apoptozg wy-
wotywana czynnikami uszkadzajacymi DNA, promienio-
waniem, lekami cytotoksycznymi i Fas. Zjawisko to jest
zwigzane z przedtuzeniem cyklu komérkowego, opdZnie-
niem fazy G2/M, co pozwala na aktywacj¢ mechanizméw
naprawczych i kontynuacje cyklu komérkowego [8].

PML

Translokacja t(15;17) typowa dla biataczki promielocy-
tarnej (APML, podtyp M3 w klasyfikacji FAB) jest wy-
nikiem fuzji fragmentu genu receptora kwasu retinowe-
go RARo z genem czynnika transkrypcyjnego PML.
Produktem powstatego genu PML-RARo jest biatko fu-
zyjne PML-RARa- funkcjonalny czynnik transkrypcyjny,
blokujace procesy réznicowania komérek przez aktywacje
represorow, takich jak deacetylaza histonéw. W warunkach
prawidtowych PML jest umiejscowiony w podregionie ja-
dra zwanym onkogenna domena PML (POD) lub ciatkami
jadrowymi (nuclear bodies), dziatajac jako represor genéw
supresorowych nowotworéw.

Biatko fuzyjne PML-RAR« wystepujace w APML, jest umiej-
scowione poza regionem POD, co zaburza funkcj¢ PML.

Tabela 3. Wybrane nowe $rodki o potencjalnym znaczeniu
terapeutycznym w schorzeniach nowotworowych

Cel dziatania Lek
oligonukleotydy antysensowne
Bcl-2, Bel-XL (Genasense)
HA14-1; A-438744; A-385358; AHPN
XIAP oligonukleotydy antysensowne
oligonukleotydy antysensowne
Surwiwina (SIS 23722)
(1-1040
TRAIL-R HGS-ETR1,2
depsipeptide (FK228)
HDAC SAHA
STI-571 (Gleevec)
BCR/ABL survivin-AS; CI-1040
(1-1040
MEK PD 98059
(DDO-Me
ERK KP-372-1
RAF BAY
KP-372-1
AKT 1Y293001
bexarotene
RAR LG 1069
ATRA
RARa 9-cis-RA
(DDO
PPARY BMIPTM
FLt-3 PKC412
PKC bryostatin

Stymulacja RAR« retinoidami przywraca jego lokalizacje
w POD, a zarazem wrazliwo$¢ komorek na apoptoze [46].

APOPTOZA A LEKI PRZECIWNOWOTWOROWE

Powszechnie uzywane cytostatyki nie dziataja selektywnie
i maja wiele dziatan niepozadanych. Brak wystarczajacej
skutecznosci stosowanych dotychczas lekéw i metod tera-
peutycznych oraz problemy zwigzane z odlegtymi powi-
ktaniami terapii stwarzaja potrzebe opracowania nowych,
doskonalszych lekéw przeciwnowotworowych.

Obecnie duzo uwagi poswigca si¢ na poszukiwanie swo-
istych celéw biologicznych, takich jak onkogeny, geny su-
presorowe nowotwordw, regulatory cyklu komérkowego,
czynniki kontrolujace angiogenezg i przerzuty nowotwo-
row, czynniki odpowiedzialne za rozwdj lekoopornosci
oraz biatka i geny wlaczone w mechanizm apoptozy (ta-
bela 3) [3,40,58,59,81].

Badania przeprowadzone w ostatnich latach wykazaty, ze
skutecznosé wigkszosci powszechnie uzywanych lekow

555



Postepy Hig Med Dosw (online), 2004; tom 58: 548-559

przeciwnowotworowych jest zwigzana z wywotywaniem
zjawiska apoptozy we wrazliwych komérkach [33,64,77].
Udowodniono, ze leki przeciwnowotworowe dziataja apop-
totycznie aktywujac droge wewnatrzpochodna, czyli mi-
tochondrialng [36].

Koncepcja leczenia nowotworéw poprzez bezposrednie od-
dziatywanie na produkty genéw fuzyjnych zostata po raz
pierwszy przedstawiona na przyktadzie kwasu all trans-reti-
nowego (ATRA), zastosowanego w leczeniu ostrej biatacz-
ki promielocytarnej (APML) [46]. Dziatanie ATRA pole-
ga m.in. na przywréceniu prawidtowego umiejscowienia
i czynno$ci PML, umozliwieniu transkrypcji genéw i pro-
cesow dojrzewania komérek. Chociaz skutecznos¢ terapii
z zastosowaniem ATRA jest duza, dosy¢ czesto pojawia
si¢ opornos¢ na leczenie.

Niedawno udowodniono, ze ATRA wywotuje apoptoze
w komérkach APML PML-RAR* poprzez autokrynno/
parakrynna czynno$¢ TRAIL (TNF-related apoptosis-in-
ducing ligand). Rekombinowane biatko, odpowiadajace cz¢-
Sci zewnatrzkomérkowej TRAIL/Apo-2L aktywuje apopto-
z¢ w mechanizmie zewnatrzpochodnym. Rekombinowany
TRAIL wykazuje niewielka toksycznos$¢ w stosunku do zdro-
wych tkanek i zdolno$¢ do hamowania rozwoju nowotwo-
réw [56]. Wiaze si¢ z tym nadzieje na zastosowanie TRAIL
w leczeniu APML opornych na ATRA. Prowadzone sg tez
proéby tacznego zastosowania TRAIL i PPARY (zmniejsza
poziom FLIP, ktdry jest antagonista kaspazy 8) oraz ATRA
w lekoopornych postaciach APML [82].

Inna metoda terapii polegajacej na hamowaniu dziatania ge-
néw wiaczonych w proces apoptozy jest zastosowanie anty-
sensownych oligonukleotydéw hybrydyzujacych z mRNA
Bcl-2 1 Bel-X . Leki te znajduja si¢ w III fazie badan kli-
nicznych u pacjentéw ze szpiczakiem mnogim i w II fazie
u chorych z NHL, B-CLL i AML [10].

Podjeto réwniez préby blokowania reakcji migdzy biatkami
regulujacymi proces apoptozy przez zastosowanie zwiaz-
kéw drobnoczasteczkowych. Przyktadem takich zwiazkéw
sa peptydy nasladujace domeng BH3 bialek proapoptotycz-
nych rodziny Bcl-2. Podobienistwo budowy stwarza mozli-
wosci kompetycyjnego blokowania interakcji migdzy bial-
kami tej rodziny [3].

Analiza budowy SMAC, naturalnego antagonisty XIAP
wykazata, ze tylko cztery pierwsze aminokwasy biatka
SMAC wiaza XIAP w miejscu niezb¢gdnym do interak-
cji z kaspaza 9. Uzasadnito to syntez¢ tetrameru blokuja-
cego i wykorzystanie go do hamowania przebiegu proce-
su apoptozy [62].

Roéwniez proby zastosowania drobnoczasteczkowych inhi-
bitoréw kinazy IkB daja nadzieje na zahamowanie ekspre-
sji NF-xB i indukcj¢ apoptozy w komdrkach nowotworo-
wych o podwyzszonej aktywnosci tego antyapoptotyczne-
go czynnika transkrypcyjnego [52].

Gleevec (Imatinib mesylate, STI571) jest czynnikiem ha-
mujacym aktywnos$¢ kinaz tyrozynowych m.in. BCR/ABL.
Swoisty inhibitor tych enzymdéw odgrywa role w leczeniu
biataczek CML i ALL BCR/ABL* [19]. Istotnym proble-

mem w leczeniu chorych z CML i ALL BCR/ABL" jest
czgsto obserwowana opornos¢ na monoterapi¢ Gleevekiem.
Obecnie trwaja badania oceniajace metodg terapii pota-
czonej z zastosowaniem inhibitoréw farnesyltransferazy.
Jest to nowa grupa lekéw przeciwnowotworowych, ktére
hamuja aktywnos¢ onkogenu RAS, czynnika transkryp-
cyjnego, petnigcego giéwna role w procesach prolifera-
¢ji 1 réznicowania komérek, aktywowanego przez BCR/
ABL. Biatko Ras wymaga posttranslacyjnej modyfikacji,
zwanej prenylacja. Reakcja ta jest katalizowana przez far-
nezyltransferazg¢. Jednym z inhibitoréw farnezyltransfera-
zy jest lonafarnib, obecnie testowany klinicznie u chorych
z bialaczkami opornymi na Gleevec i z zespotami mielo-
dysplastycznymi [3].

Wigkszos¢ obecnie stosowanych lekdw przeciwnowotworo-
wych wywiera swe dziatanie poprzez aktywacje wewnatrzpo-
chodnej drogi indukcji apoptozy. W komérkach lekoopornych
czgsto wystepuja nieprawidtowosci przewodzenia sygnatu ta
droga, co ogranicza skuteczno$¢ stosowanych lekéw.

Triterpenoid CDDO jest nowym czynnikiem, wykorzy-
stywanym w leczeniu biataczek, ktéry wywotuje apoptoze
w mechanizmie zewnatrzpochodnym. CDDO jest agoni-
sta PPARY i stabym inhibitorem IKK indukujacym apop-
toze w komérkach linii biataczkowych poprzez aktywacje
prokaspazy 8. CDDO i inne czynniki, ktére aktywuja dro-
g¢ zewnatrzpochodna moga okazac si¢ szczegdlne istotne
w leczeniu nowotworéw lekoopornych.

Wiele uwagi poswigca si¢ obecnie zwiazkom, ktére wywo-
tuja blokadg cyklu komdrkowego, indukuja réznicowanie
si¢ komorek i stymulujg apoptoze. Przedstawicielem takiej
grupy lekéw jest SAHA (suberoiloanilid kwasu hydroksy-
amonowego), inhibitor deacetylazy histonéw (HDAC), na-
lezacy do hybrydowych zwiazkéw spolaryzowanych (HPC
— hybrid polar compounds). Procesy acetylacji i deacetyla-
¢ji histonéw odgrywaja istotng rolg w regulacji transkrypcji
gendéw. Zahamowanie deacetylacji histondw po zastosowaniu
HPC, prowadzi do modyfikacji chromatyny, zahamowania
transkrypcji, w konsekwencji do modulacji ekspresji genéw
i blokady cyklu komérkowego. Leki tej grupy sa obecnie
w fazie prob klinicznych u pacjentéw z biataczkami [3].

Badania ostatnich lat wskazuja, ze wiele komponentéw
drogi przewodzenia sygnatu Akt/PI3K moze stanowic
cele terapii przeciwnowotworowej. Jednym z nich jest
mTOR (mammalian target of rapamycin), kinaza biat-
kowa zaangazowana w regulacje cyklu komoérkowego.
Zahamowanie mTOR przez CCI-779 (ester rapamycy-
ny) blokuje drogi transdukcji sygnatu i hamuje cykl ko-
morkowy [38].

Pobsumowanie

Poznanie mechanizméw dziatania genéw kontrolujacych
procesy apoptozy i proliferacji daje nadziej¢ na stworze-
nie bardziej skutecznych, swoistych i lepiej tolerowanych
lekéw. Ze wzgledu na istotne znaczenie procesu apopto-
zy w patogenezie wielu choréb istnieje duze prawdopodo-
biefistwo, ze w przysztosci nowe schematy leczenia modu-
lujace gtéwnie ten proces beda wykorzystywane rutynowo
obok klasycznych lekéw cytostatycznych.
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