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Streszczenie

Kwas catkowicie trans-retinowy (ATRA) jest wykorzystywany w prewencji i terapii réznicujacej
niektérych typow nowotwordw. Przynosi bardzo dobre rezultaty w leczeniu ostrej biataczki pro-
mielocytowej (APL). Odgrywa istotna role w regulacji proceséw wzrostu i r6znicowania komo-
rek zdrowych oraz zmienionych nowotworowo. W spos6b posredni lub bezposredni reguluje eks-
presje wielu gendw, dziatajac po zwiazaniu z receptorami retinoidowymi (RARs) jako czynnik
transkrypcyjny. W pracy przedstawiono przeglad aktualnego piSmiennictwa dotyczacego wpty-
wu ATRA na wzrost i réznicowanie komérek, a takze opisujacego receptory RARs oraz ich role
w komoérkowym mechanizmie dziatania ATRA. Specjalna uwage poswigcono wptywowi ATRA
na proliferacje i réznicowanie komérek nowotworowych.

kwas catkowicie trans-retinowy ° receptory retinoidowe RARs ¢ RXRs

Summary

Retinoids are useful pharmacological agents in therapy and prevention of cancer. All-trans retino-
ic acid (ATRA) is applied in chemoprevention and differentiation therapy of some cancers with
particularly impressive results in the management of acute promyelocytic leukemia (APL). ATRA
plays a major role in regulating growth and differentiation of a wide variety of normal and mali-
gnant cell types. ATRA mediates these effects by regulating gene transcription. Nuclear retino-
ic acid receptors (RARs) are considered to be the mediators of most of the effects of ATRA on
gene expression. We present a current state of knowledge on the effects of ATRA on cell growth
and differentiation as well as describe RARs and their role in the cellular mechanism of ATRA
action. A particular attention was paid to the effects of ATRA on proliferation and differentia-
tion of cancer cells.
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Wstep

Kwas catkowicie trans-retinowy (all-trans retinoic acid,
ATRA) (ryc. 1) nalezy do grupy retinoidéw, pochodnych
witaminy A (ryc. 2). Zwiazki te maja charakter hydrofo-
bowy, podobnie jak steroidy (hormony gonad, kory nad-
nerczy, witamina D) czy tyroidy (hormony tarczycy). Maja
one istotne znaczenie fizjologiczne. Biorg udziat w proce-
sach widzenia, a takze odgrywaja wazna role w regulacji
wzrostu i procesu réznicowania. Kwas catkowicie trans-
retinowy 1 cis-retinowy reguluja wzrost, rozwdj i réznico-
wanie tkanek [20,37].

W warunkach fizjologicznych niedobdér witaminy A,
tak jak i jej nadmiar staja si¢ szkodliwe dla organizmu.
Niedob6r witaminy A to najwazniejsza przyczyna Slepoty.
Dtlugotrwaty niedobdr retinoidéw jest przyczyna suchosci
spojowek, prowadzacej do keratynizacji rogdéwki i Slepo-
ty. Witamina A odgrywa wazna rol¢ w réznicowaniu ko-
morek uktadu immunologicznego, nawet tagodne jej nie-
dobory sa przyczyna zwigkszonej podatnosci na infekcje.
Jednak nadmiar witaminy A w organizmie staje si¢ tok-
syczny, gdyz ustrdj wykazuje tylko ograniczong mozliwos¢
jej metabolizowania [20,37].

Wyniki réznych eksperymentéw przeprowadzonych na
zwierzegtach lub hodowlach komérkowych in vitro, a takze
badan klinicznych dowodza, ze kwas retinowy i jego syn-
tetyczne pochodne moga by¢é wykorzystywane jako srod-
ki farmakologiczne w prewencji i terapii nowotwordow.
Fenretinid, péisyntetyczna pochodna kwasu retinowego,
okazat si¢ czynnikiem chemoprotekcyjnym [36]. Natomiast
arotinoidy sa grupa poliaromatycznych retinoidéw III ge-
neracji pozbawionych dziatafi niepozadanych charaktery-
stycznych dla naturalnego kwasu retinowego [36]. Zaréwno
retinoidy naturalne, jak i ich syntetyczne pochodne, dzia-
taja przeciwnowotworowo wplywajac na proliferacje i r6z-
nicowanie komoérek nowotworowych, a takze uruchamia-
ja mechanizmy apoptozy, co ma podstawowe znaczenie
W ograniczaniu rozwoju nowotworu [37,39].

Komorki nowotworowe charakteryzuja si¢ uposledzeniem
mechanizmu kierujacego je na szlak apoptozy, natomiast
ich niekontrolowane podziaty powoduja powstawanie gu-
z6w. Zréznicowanie komorek rakowych umozliwia wpro-
wadzenie ich na drogg programowanej Smierci, a wigc
jest jedna ze strategii terapii przeciwnowotworowej [20].
Retinoidy, w tym ATRA, wywotuja apoptoze dziatajac po-
przez wiazanie si¢ z receptorami RARs lub niezaleznie od
receptoréw RARs [36]. Dlatego tez kwas catkowicie trans-
retinowy oraz jego receptory znajduja si¢ w centrum zain-
teresowania coraz wigkszej liczby zespotéw badawczych,
a badania nad ich komérkowym mechanizmem dziatania
moga przynies¢ praktyczne korzysci w terapii choroby no-
wotworowej [39,45].

RECEPTORY RETINOIDOW

Retinoidy dzialaja na komorke poprzez receptory jadrowe.
Kwas retinowy wiaze si¢ z receptorem jadrowym w tzw.
sekwencji odpowiedzi hormonalnej, gdzie reguluje trans-
krypcje swoistych genéw [54].

Jadrowe receptory retinoidéw dziela si¢ na dwie rodziny.

(H H

3

) e e e

3

H,C CH

(H

3

Ryc. 1. Kwas catkowicie trans-retinowy (ATRA)
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Ryc. 2. Przemiany wewnatrzpochodnego kwasu retinowego (witaminy
A). Jest on syntetyzowany poprzez oksydacje retinalu z udziatem
dehydrogenazy RALDH. Retinal powstaje z retinolu z udziatem
dehydrogenazy ADH lub krétkotaricuchowej dehydrogenazy/
reduktazy RDH/SDR. Biatka CRBP moga wigzac retinol, podczas
gdy biatka CRABP wiaza kwas retinowy. Wewnatrzkomdrkowy
kwas retinowy jest metabolizowany z udziatem CYP26

1. Receptory kwasu retinowego (RARs — retinoic acid re-
ceptors). Rozpoznaja jako ligand kwas catkowicie trans-
retinolowy oraz kwas 9-cis retinowy i kwas 13-cis reti-
nowy.

2. Receptory retinoidowe X (RXRs — retinoic X recep-
tors). Rozpoznaja jako ligand kwas 9-cis-retinowy.

Kazda z rodzin obejmuje 3 izotypy receptorow (o, B i),
kodowane przez rézne geny [21,22,41,47,54].

Receptory retinoidowe obu rodzin wigzac ligand ulegaja di-
meryzacji i tworza hetero- lub homodimery petnigce funk-
cje czynnikéw transkrypcyjnych. Rodzaj dimeryzacji de-
cyduje o charakterze oddziatywan z DNA. Receptor RAR
tworzy wylacznie dimery z receptorem RXR i w postaci
takiego heterodimeru oddzialuje z elementami odpowie-
dzi na retinoidy w DNA. Receptor RXR ulega hetero- lub
homodimeryzacji. Partnerami RXR w heterodimerach sa
receptory RAR, receptory hormondw tarczycy, a takze wi-
taminy D oraz receptory czynnika proliferacji peroksyso-
mow [1,20,39,41,54].

Heterodimery daja mozliwos¢ krzyzowych oddziatywan
migdzy Sciezkami sygnalowymi hormonéw jadrowych.
Dimeryczne postacie receptoréw retinoidéw (RAR/RXR
lub RXR/RXR) sa umiejscowione w jadrze komérkowym
i nawet bez obecnosci liganda wiaza si¢ ze swoistymi se-
kwencjami regulatorowymi w regionach promotorowych
gendéw (zawierajacych tzw. retinoid hormone response
element — RARE), ktorych ekspresja modulowana jest
przez retinoidy. Pozbawione ligandéw heterodimery wia-
73 si¢ z DNA w obrgbie sekwencji RARE, jednocze$nie
wiazac si¢ z korepresorem (N-CoR lub SMRT), co ak-
tywuje deacetylaze histonowa. Takie dziatanie wycisza
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Ryc. 3. Mechanizm requlacji zespotu genéw przez heterodimery RAR/
RXR. Rozpoznaja one odpowiednie regiony gendw zwigzanych
z odpowiedzig na retinoidy — RARE. W razie nieobecnosci
liganda (ATRA), heterodimery RAR/RXR wiazg sie z nicia
DNA w towarzystwie korepresora i tlumia transkrypcje.
Natomiast w przypadku oddziatywania liganda (ATRA), zmiana
konformacji pozwala na dysocjacje korepresora i przytaczenie
koaktywatora, tym samym prowadzac do aktywacji transkrypgji
zespotu genéw

ekspresje genéw przez kondensacj¢ chromatyny (repre-
sja) [1,3,41]. Natomiast wigzanie z ligandem (ATRA) po-
woduje zmiany konformacyjne, uwolnienie korepresoréw,
aktywacje¢ acetylotransferazy histonowej i koaktywato-
row (CBP, p160). Potaczenie z koaktywatorem prowadzi
do acetylacji histonéw, dekondensacji chromatyny i ak-
tywacji transkrypcji. W ostatnim etapie dziata kompleks
czynnikow, pod wptywem ktérych zwigksza si¢ czgstos¢
inicjacji transkrypcji. W sktad kompleksu wchodza m.in.
polimeraza II RNA, kompleks mediatora, biatko wiaza-
ce kompleks TATA oraz czynniki zwigzane z tym bial-
kiem [1,3,54] (ryc. 3).

Retinoidy sa metabolizowane przez enzymy z rodzi-
ny CYP26. ATRA jest silnym ligandem dla CYP26A1.
Giéwnym produktem CYP26A1 jest 4-hydroksy kwas re-
tinowy, ktéry nastgpnie zostaje przeksztatcany do postaci
bardziej polarnej i usunigty z organizmu [26,32].

ATRA A NowoTWORY

Kwas catkowicie trans-retinowy hamuje proliferacje¢ i na-
sila réznicowanie komérek nowotworowych indukujac ich
apoptoze. Dziatanie to udowodniono w przypadku ostrej
biataczki promielocytowej, ale wiele badan dowodzi po-
dobnego dziatania ATRA na nowotwory, takie jak: czer-
niak, rak glowy i szyi, piersi, ptuc, prostaty, nowotwory
przewodu pokarmowego [39]. ATRA powoduje zaha-
mowanie wzrostu komdrek tych nowotworéw, zazwyczaj
niezwigzane ze $miercig komorki, ale z zatrzymaniem jej
cyklu w fazie G1. ATRA obniza syntez¢ DNA, induku-
je zmiany morfologiczne oraz wydtuza czas podwajania

liczby komérek [39]. Przebadano wiele linii komérkowych
poréwnujac ekspresj¢ RARs w komoérkach prawidtowych
i zmienionych nowotworowo. Wykazano, ze ekspresja
RARSP jest bardzo mata w komérkach nowotworéw pier-
si, gtowy i szyi, ptuc, jajnikéw [34,38].

Czerniak

Komérki czerniaka inkubowane z ATRA wykazywaty dys-
funkcje mitochondriéw, zaburzenia cyklu komérkowego, za-
hamowanie réznicowania, a to kierowato je na szlak apop-
tozy [49]. Efekt cytotoksyczny ATRA jest zalezny od dawki
oraz czasu ekspozycji. ATRA juz w niewielkim st¢zeniu po-
woduje spadek aktywnosci mitochondridéw. Dziatanie to jest
silniejsze w komdérkach nowotworéw pierwotnych, co praw-
dopodobnie wiaze si¢ z wigksza wrazliwoscia obecnych
w nich mitochondrialnych dehydrogenaz. Przypuszcza sig,
ze dochodzi do uwolnienia z mitochondriéw cytochromu ¢
do cytosolu i uaktywnienia kaspaz [49]. Przeprowadzono
takze badania majace na celu zbadanie poziomu ekspre-
sji biatka p53 oraz rodziny biatek Bcl-2. Po ekspozycji na
ATRA dochodzi do modyfikacji profilu ekspresji tych bia-
fek. Ekspresja p53, p21 i Bax ulega zwigkszeniu, natomiast
ekspresja biatka Bcl-2 zmniejsza si¢. Zmiany te sa zalez-
ne od dawki oraz czasu ekspozycji [48].

Rak glowy i szyi

Retinoidy hamuja rozwéj i zmniejszaja liczbg przypadkéw
zmian nowotworowych w obrebie gtowy i szyi [31,52].
W poczatkowych zmianach chorobowych obserwowano wy-
bidrezy zanik ekspresji RAR, co moze promowac dalszy
rozwdj raka [25,39]. Oprécz obnizonej ekspresji RARP,
w komoérkach nowotworowych zaobserwowano takze duza
aktywnosc kreatyny K1 i T-glutaminazy I, biatek, ktére sa
markerami réznicowania i keratynizacji komorek. ATRA
obniza st¢zenie obydwu tych biatek [51, 53].

Rak piersi

Proapoptotyczne dziatanie ATRA jest zwiazane z aktywa-
cja N-terminalnej kinazy Jun (JNK) [40]. Mechanizm apop-
tozy wywotanej przez JNK nie jest do korica wyjasniony
[40]. Inne badania przeprowadzone na komérkach nowo-
tworowych raka piersi wykazuja, ze istotne dla apoptozy
jest formowanie w jadrze heterodimeréw TR3/RARa 1 ich
translokacja do cytoplazmy, oraz zmiany w ekspresji bia-
tek Bcl-2 i Bax [46]. W wigekszosci komorek nowotworo-
wych raka piersi ekspresja genu RAR jest obnizona lub
calkowicie wyciszona [34,45].

Zaobserwowano, ze retinoidy wykazuja duza skutecznosé
w potaczeniu z chemioterapia [35]. Dtugoterminowa te-
rapia skojarzona, tzn. tamoksyfen, interferon B i kwas
retinowy, charakteryzuje si¢ duza skutecznoscia przy
umiarkowanych dziataniach niepozadanych [35]. Badania
wykazuja, ze u pacjentek z rakiem piersi leczonych wy-
facznie tamoksyfenem, czgsto rozwija si¢ petnoobjawowy
syndrom rozsianego wykrzepiania wewnatrznaczyniowe-
go. W zwiazku z tym ATRA wykazuje bardzo korzystne
wlasciwosci zaréwno antynowotworowe, jak i hamujace
koagulopatie, obnizajac potencjat prokoagulacyjny oso-
cza [13]. Efekt taki obserwuje si¢ juz przy niskich stgze-
niach ATRA [13].
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Nowotwory przewodu pokarmowego

W przypadku nowotworéw przewodu pokarmowego stwier-
dza si¢ duza ekspresje RXRa, co prowadzi do powstawania
heterodimer6w RARo/RXRa i tym samym skutkuje zmia-
nami w cyklu komérkowym [50]. Wiadomo, ze RAR jest
gtéwnym mediatorem dziatania ATRA. Aby ATRA hamo-
wat wzrost komoérek nowotworowych niezbedny jest wyso-
ki poziom ekspresji jego receptoréw. Wykazano, ze ATRA
zatrzymuje cykl komérkowy w fazie GO/G1 [43,50]. To
dzialanie jest zwiazane z modulowaniem ekspresji niekto-
rych biatek. Uwaza sig, ze zaktywowana zostaje ekspresja
biatka p21WAFVCIPL ktére nastepnie wplywa na obnizenie
poziomu biatek CDK4 i CDK2, a to z kolei podnosi ste-
zenie defosforylowanej postaci biatka Rb [43]. Dziatanie
jest zalezne zaréwno od dawki, jak i stgzenia [50]. Ponadto
ATRA obniza ekspresje czynnika wzrostu srédbtonka na-
czyn, co w konsekwencji hamuje angiogenezg i rozrost
guza [50]. Wykazano réwniez, ze przeciwnowotworowy
wpltyw ATRA na komoérki rakéw przewodu pokarmowe-
go jest zwigzany z zahamowaniem aktywnosci mediatora
AP-1 (activator protein 1) [44]. Cecha tkanek przewodu po-
karmowego jest ich duze tempo proliferacji. Intensywnym
procesom proliferacji i apoptozy ulegaja ciagle ztuszcza-
jace sie komorki przetyku, jelita. Procesy te musza by¢
doktadnie regulowane. Jednym z najwazniejszych czyn-
nikéw regulacji proliferacji i apoptozy jest czynnik trans-
krypcyjny AP-1, ktéry przez hamowanie aktywnosci biatka
p21 dziala antyapoptotycznie [38]. ATRA dziata poprzez
RARa i RARB, ktére posrednicza w inhibicji AP-1, przy
czym RARP wykazuje do pewnego stopnia takze bezpo-
Srednie dziatanie hamujace na AP-1 [44].

Rak trzustki

Rak trzustki jest choroba o duzym wskazniku umieralnosci
i bardzo ztych rokowaniach. Zazwyczaj taczy si¢ z najgor-
szymi prognozami w poréwnaniu z nowotworami innych na-
rzadéw. Dodatkowo niezbyt dobrze odpowiada na chemio-
terapig. Przedkliniczne badania z wykorzystaniem ATRA
wykazuja, ze zwigzek ten moze mieé korzystne dziatanie
w leczeniu pacjentéw z rakiem trzustki [17]. Badano wptyw
ATRA na przebieg cyklu komérkowego oraz aktywnosc
fosfatazy alkalicznej (ALP), ktéra jest wskaznikiem réz-
nicowania komoérek. Po ekspozycji na ATRA obserwowa-
no zahamowanie cyklu komérkowego w fazie G2/M oraz
znaczny wzrost aktywnosci ALP w poréwnaniu z kontro-
13 [17]. Inne badania donosza o zatrzymaniu cyklu komor-
kowego w fazie G1 lub G2 oraz wzroscie aktywnosci ka-
spazy 3 [7,8,18]. Zaobserwowano takze zwigkszonag liczbg
i aktywnos¢ mitochondriéw [9]. Biatko Chmp 1A (chro-
matin modyfing protein 1A/Charge multivesicular prote-
in 1A) bierze udzial w regulacji dziatania ATRA poprzez
wplyw na biatko CRBP-1 (cellular retinol-binding protein
1) [23]. Dwa wewnatrzkomérkowe nosniki wiazace kwas
retinowy, CRABP-1 i CRABP-II, transportuja go do jadra
oraz buforuja jego poziom w komérce. Funkcja CRABP-
II jest odizolowanie ATRA i wspomaganie jego metabo-
lizmu przez enzymy cytochromu P450 [23]. CRBP-1 jest
gtéwnym regulatorem ATRA przez wptyw na jego meta-
bolizm i umiejscowienie w komérce. Wykazano, ze biat-
ko Chmp 1A jest réwniez zaangazowane w t¢ Sciezke re-
akcji. ATRA znaczaco aktywuje ekspresje bialek Chmp
1A, CRBP-1 i p53, oraz wywoluje zahamowanie wzrostu

komorki. Ponadto istotne znaczenie odgrywa umiejsco-
wienie biatka Chmp 1A, gdyz w komoérkach wrazliwych
na ATRA znajduje si¢ ono w jadrze, a w komoérkach nie-
wykazujacych zadnej odpowiedzi ulega przeniesieniu do
cytoplazmy komorki [23].

Rak jelita grubego

Retinoidy hamuja wzrost komoérek raka jelita grubego.
Obnizaja poziom ekspresji metaloproteinaz MMP-1 i -2
oraz aktywnos$¢ metaloproteinaz MMP-2 i -9, jednocze-
$nie podwyzszajac stezenie tkankowego inhibitora MMP-
1. Redukuja potencjat metastatyczny poprzez niezalezne
receptory RARs, ktére moga obnizaé ekspresje i stezenie
metaloproteinaz macierzowych MMP [33]. W warunkach
fizjologicznych metaloproteinazy reguluja procesy rozwo-
ju ptodu, warunkuja homeostazeg organizmu, odgrywa-
ja istotna rolg w procesach gojenia, przebudowie tkanek
i angiogenezie. Zaburzenia regulacji aktywnosci MMPs sa
obserwowane w wielu chorobach nowotworowych, w pro-
cesach miazdzycowych, owrzodzeniach, w zapaleniu sta-
woéw. Metaloproteinazy nasilaja inwazj¢ nowotworu przez
ich zaangazowanie w procesy przebudowy macierzy ze-
wnatrzkomoérkowej, we wzrost i migracje komoérek oraz
intensyfikacj¢ naptywu czynnikéw wzrostu i cytokin [42].

ATRA w LECZENIU OSTREJ BIALACZKI PROMIELOCYTOWE) (APL)

Biataczki to choroby nowotworowe szpiku, ktére ujawnia-
ja si¢ zmianami ilo§ciowymi lub jakosciowymi krwinek
biatych we krwi obwodowej. Nazwa ostrej biataczki okre-
Sla si¢ grupe choréb uktadu krwiotwérczego, w ktérych
dochodzi do proliferacji z jednoczesnym zahamowaniem
dojrzewania krwinek bialych we wczesnym etapie rozwo-
ju danej linii uktadu krwiotwérezego [19].

Ostra biataczka promielocytowa (acute promyeloctic leu-
kemia — APL) jest rzadka postacig biataczki i stanowi pra-
wie 10% wszystkich ostrych biataczek. Blokada w rézni-
cowaniu komorek powoduje duza kumulacje niewtasciwie
wyksztatconych promielocytéw, ktére nie réznicuja si¢ do
dojrzatych, nieproliferujacych granulocytéw w szpiku kost-
nym. Kliniczne cechy APL obejmuja promielocyty szpi-
ku kostnego o niewlasciwym obrazie morfologicznym
oraz koagulopati¢. Ponadto kazdy przypadek APL cechu-
je translokacja chromosomalna t(15;17), ktéra prowadzi
do zlania si¢ receptoréw RARa. W nastgpstwie tego pro-
cesu komorka zaczyna wytwarzaé proteiny X-RARa lub
RARo-X. Te r6zne potaczenia wspomagaja powstawanie
biataczek [22,39]. Dodatkowo chorzy z APL charaktery-
zuja sie¢ zaburzona rownowaga hemostatyczng. Testy la-
boratoryjne wykazuja postepujaca aktywacj¢ syndromu
rozsianego wykrzepiania srédnaczyniowego. Osoczowy
uktad krzepnigcia krwi moze by¢ aktywowany bezposred-
nio przez prokoagulanty wytwarzane przez komoérki APL,
lub tez posrednio przez zwigkszone wytwarzanie inter-
leukiny 8 i czynnika martwicy nowotworéw TNF-o [19].

Receptorowy mechanizm dziatania ATRA na
komérki APL

Retinoidy moga wptywaé zaréwno bezposrednio, jak i po-
srednio na transkrypcje genéw. Efekty bezposrednie sa na-
stgpstwem wigzania receptorow ze zwigzanym ligandem
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retinoidowym do fragmentu RARE w regionie promo-
torowym docelowych gendéw, ktérych transkrypcja jest
modulowana. Uwaza sig, ze taki mechanizm posredni-
czy w wielu procesach indukujacych réznicowanie [39].
Natomiast posrednie skutki dziatania retinoidéw wynikaja
z obnizania aktywnosci transkrypcyjnej genéw, ktérych
regiony promotorowe nie zawieraja fragmentu RARE.
Prawdopodobnie kompleks retinoid-receptor antagonizuje
rézne czynniki transkrypcyjne, poprzez rywalizacje o po-
wszechnie wymagane koaktywatory, co skutkuje ttumie-
niem ekspresji genéw. Przyjmuje sig, ze antyproliferacyj-
ne i przeciwzapalne dziatanie retinoidéw wynika z takiego
wlasnie negatywnego, posredniego mechanizmu regula-
cji genéw [3,39,54]. Kwas retinowy moduluje transkryp-
cje genéw wplywajac réwniez na syntez¢ komponentéw
cytoszkieletu [20,29].

W terapeutycznym mechanizmie dziatania ATRA na ko-
morki APL duza role odgrywaja receptory RARa., ktére
moduluja poziom ekspresji tkankowego aktywatora pla-
zminogenu t-PA i trombomoduliny (receptor trombiny),
podczas gdy wszystkie podtypy receptoréw retinoido-
wych RXR (a, B, ) sa zaangazowane w inhibicje czynni-
ka tkankowego [12].

Mechanizm dzialania ATRA niezalezny od
receptorow

W procesie apoptozy bardzo wazna rol¢ petnia biatka z ro-
dziny Bcl-2; moga one wykazywac aktywnos$¢ pro- lub an-
tyapoptyczna [30]. Decyzja o zyciu albo Smierci komér-
ki zalezy od wzajemnych relacji ilosciowych tych dwéch
grup bialek. W przypadku przewagi biatek proapoptycz-
nych dochodzi do obnizenia potencjatu btonowego mi-
tochondrium i zwigkszenia przepuszczalnosci bton dla
czynnikéw proapoptycznych. Cytochrom c z prokaspa-
z3 9 i czynnikiem Apaf 1 tworzy strukture¢ zwang apop-
tosomem. Ten z kolei aktywuje kaspazy wykonawcze za
posrednictwem kaspazy inicjujacej 9. Kaspazy odpowie-
dzialne sg za $mier¢ komorki, ktéra nastgpuje w wyniku
fragmentacji DNA, proteolizy biatek cytoszkieletu, bton ko-
morkowych, bialek odpowiedzialnych za organizacje prze-
strzenng DNA. Biatka antyapoptotyczne to Bcl-2 i Bel-X.
Nadekspresja biatek Bcl-2 powoduje ograniczenie apopto-
zy w komérkach. Najlepiej poznanym biatkiem proapop-
totycznym jest biatko Bax. Aktywacja tego bialka nasila
apoptoze [15,30,36]. Wiadomo, ze po przytaczeniu ATRA
dochodzi do zmian ekspresji biatek Bcl-2 i aktywacji ka-
spaz. ATRA hamuje ekspresj¢ biatek Bcl-2 i Bel-X oraz
aktywuje kaspazy 6, 7, 8, 9, a ponadto uwalnia cytochrom
¢ z mitochondriéw [15,36,47].

W procesie apoptozy jest zaangazowany ligand TRAIL
(TNF-related apoptosis-inducing ligand) oraz jego recep-
tory TRAILRs (TNF-related apoptosis-inducing ligand re-
ceptors). Jednoczesnie ATRA aktywuje interferony, ktére
wspotdziataja aktywujac receptory TRAILSs oraz kaspaze 8.
Skutkiem jest zniszczenie mitochondriéw oraz uwolnienie
cytochromu c. Receptory TRAILS zawieraja tzw. domeny
$Smierci DD (death domains), zdolne do aktywowania Sciez-
ki apoptozy. Wiazanie TRAIL do TRAILRs, indukowane
przez ATRA, prowadzi do przytaczenia biatka FADD (fas-
associated via death domain), ktére petni role przenosni-
ka kaspazy 8. Pod wptywem aktywacji receptory TRAILs

+ ATRA

/1\

proKasszy f— ja mzolv\éac[ne

Ekspresja liganda| ~piatko FADlD + receprot TRAIL

Uwolnienie cyt ¢
z mitochondrium

Aktywadja kaskady kaspaz

Apoptoza

Ryc. 4. Mechanizm dziatania ATRA niezalezny od receptordw. W procesie
apoptozy zaangazowany jest ligand TRAIL i jego receptory.
Wiazanie liganda z receptorem, indukowane przez ATRA,
prowadzi do potaczenia biatka FADD (biatko bedace przenosnikiem
prokaspazy 8) z domeng DD receptora TRAIL. Pod wptywem
aktywadji tych receptoréw nastepuje uwolnienie cytochromu ¢
z mitochondrium. Jednoczesnie ATRA zmienia ekspresje biatek
Bcl-2 i Bcl-X prowadzac komérke na $ciezke apoptozy

wiaza FADD. W efekcie nastgpuje uwolnienie cytochromu
¢ z mitochondriéw. Cytochrom ¢ w potaczeniu z APAF1
(apoptotic protease activating factor 1) aktywuje kaspaze
9, ktora z kolei powoduje rozpad protein niezbednych do
przezycia, co prowadzi komdrke do apoptozy. Apoptoza
w wyniku dziatania TRAIL i TRAILSs jest regulowana przez
biatka FLIP (FLICE — inhibitory protein), ktére sa hamo-
wane przez kaspaze 8 [14,16] (ryc. 4). Badania prowadzo-
ne na linii komoérek nowotworowych NB4 ostrej biatacz-
ki promielocytowej wykazaty, ze ATRA nasila ekspresje
prokaspazy 1, 7, 8 1 9, zwigksza aktywnosci tych biatek
oraz uwalnia cyt ¢ z mitochondriéw. Przemieszczenie cyt
¢ powoduje zmniejszenie ekspresji gendw antyapoptycz-
nego biatka Bcl-2, z jednoczesnym zwigkszeniem ekspre-
sji biatka proapoptycznego Bax. W nastepstwie tego pro-
cesu zmienia si¢ stosunek ilosciowy obu tych bialek na
rzecz proapoptycznego dziatania [36].

ATRA aktywuje takze biatko p53 nie wptywajac na jego
stabilnos¢ oraz wigzanie z DNA. Rola p53 polega na za-
pobieganiu przekazywaniu zaburzen genetycznych komor-
kom potomnym poprzez wydtuzenie fazy G1 cyklu komor-
kowego, co umozliwia naprawe uszkodzonych nici DNA
[4,6]. Ten nowy mechanizm dziatania ATRA moze mie¢
duze znaczenie w zahamowaniu cyklu komérkowego w fa-
zie G1 wywotanym przez kwas retinowy [4].

Inne badania wykazuja, ze ATRA wptywa na czynniki
wzrostu i protoonkogeny, ktére czgsto ulegaja ekspresji
w komorkach neoplastycznych. Po ekspozycji na ATRA
poziom ekspresji tych biatek zmniejsza sig [28].

Rola ATRA w modulacji ekspresji genéw kodujacych
biatka uczestniczace w hemostazie

ATRA jest jedynym znanym czynnikiem przeciwnowotwo-
rowym, ktéry oprocz wywotania remisji nowotworu, jed-
noczesnie hamuje aktywno$¢ prokoagulacyjng krwi oraz
wplywa na rownowage hemostatyczna, wtasciwosci fibry-
nolityczne i antykoagulacyjne srédbtonka [10,27]. ATRA
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moze skutecznie modulowaé hemostatyczne wiasciwosci
komorek biataczki wplywajac na ekspresjg 1 aktywnosé
prokoagulantéw, aktywnos$¢ fibrynolityczna, czy na po-
ziom cytokin. Dodatkowo, ATRA wplywa na wtasciwo-
$ci prawidtowych komoérek srédbtonka naczyn modulujac
w pewnym stopniu dziatania cytokin, a takze bezposrednio
stymulujac synteze¢ trombomoduliny i t-PA [12].

Komorki biataczki APL wytwarzaja co najmniej dwa pro-
koagulanty: czynnik tkankowy (TF) oraz prokoagulant no-
wotworowy (CP) [10]. TF jest to transbtonowa glikopro-
teina obecna zaréwno w komdrkach prawidtowych, jak
i zmienionych nowotworowo. Bedac receptorem/efekto-
rem czynnika VII osoczowego uktadu krzepnigcia krwi
tworzy z nim kompleks aktywujacy czynnik X, stymulujac
w ten sposob zewnatrzpochodny tor krzepnigcia krwi [12].
Prokoagulant nowotworowy jest wytwarzany jedynie przez
tkanki ptodu, blony ptodowe oraz komérki nowotworowe,
ma zatem cechy biatka onkofetalnego [10]. CP aktywuje
czynnik X bezposrednio, bez udziatu czynnika VII, nasi-
la ponadto adhezj¢ ptytek krwi do kolagenu i fibrynoge-
nu [12]. Podawanie ATRA chorym na APL powoduje zna-
czacy spadek aktywnosci prokoagulacyjnej [27]. W celu
wykazania zaleznosci dziatania ATRA od poziomu eks-
presji TF i CP, przeprowadzono badania na dwéch liniach
komérkowych biataczki promielocytowej NB4: wrazli-
wej na dziatanie ATRA (S-NB4 — ATRA sensitive) oraz
lini¢ oporna na ATRA (R-NB4 — ATRA resistant), kto-
rej komorki nie réznicowaly sig¢ po ekspozycji na ATRA.
Wykazano, ze ATRA dodany do hodowli hamowat ekspre-
sj¢ TF i CP w komdrkach S-NB4. Natomiast w komoérkach
R-NB4 zaobserwowano znaczacy spadek ekspresji TF oraz
nieznaczny lub catkowity brak dziatania na CP. Wyniki te
sugeruja, ze ekspresja CP jest zwiazana jedynie z nowo-
tworowym fenotypem, podczas gdy TF jest wytwarzany
zar6wno przez komorki niezréznicowane, jak i zréznico-
wane [10]. Wykazano ponadto, ze ATRA powoduje wzrost
poziomu tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA),
ktdry jest odpowiedzialny za wiasciwosci fibrynolityczne
srodbtonka. Nadekspresja t-PA przy jednoczesnym obni-
zeniu stgzenia PAI-1 (swoisty inhibitor dla t-PA) wzmaga
fibrynolityczne wiasciwosci srédbtonka naczyn [11,27].

Terapeutyczne zastosowanie ATRA w APL

U wigkszosci chorych z APL nast¢puje remisja nowotworu
pod wptywem leczenia chemioterapeutykami w polaczeniu

PismiennicTwo

z ATRA. Stosowana dawka ATRA wynosi 45 mg/m*/dzief
[5]. OdpowiedZ na ATRA nie wynikala z cytotoksycznosci
tego zwiazku, ale pobudzenia r6znicowania promielocytéw
w neurofile, podczas ktdrego nast¢puja zmiany w strukturze
zaréwno jadra jak i cytoplazmy [22]. Komérki podczas tego
procesu nabywaja cech charakterystycznych dla granulocytéw,
m.in. zdolno$¢ migracji i apoptozy [5,22,29]. Zastosowanie
kwasu trans-retinowego w schemacie terapii APL powodu-
je remisje choroby, jednoczesnie wptywajac na zahamowa-
nie syndromu wykrzepiania wewnatrzkomérkowego [19].

Zastosowanie terapeutyczne ATRA wigze si¢ z dwoma po-
waznymi problemami. U czgsci pacjentow rozwija si¢ tzw.
syndrom kwasu retinowego, charakteryzujacy si¢ goracz-
ka, zaburzeniami oddychania, tyciem, nadci$nieniem, cza-
sami niewydolnoscia nerek. Ponadto, niekiedy podczas te-
rapii rozwija si¢ opornos¢ na ATRA. Nieskuteczno$¢ terapii
moze by¢ réwniez spowodowana zwigkszonym metaboli-
zmem ATRA w wyniku zwigkszonej aktywnosci enzyméw
cytochromu P450, badz tez zwigkszonym poziomem komor-
kowym biatek odpowiedzialnych za wiazanie ATRA [2,5].

PobsumowaNIE

Kwas calkowicie trans-retinowy jest najbardziej aktyw-
na, naturalng pochodna witaminy A. Odgrywa wazna
role¢ w regulacji proceséw wzrostu i réznicowania ko-
morek prawidlowych oraz zmienionych nowotworowo.
Zdolnos¢ ATRA do ingerowania w powyzsze procesy
jest wynikiem bezposredniego lub posredniego dziata-
nia na ekspresj¢ genéw poprzez wiazanie z receptorami
RARs. Obecnie prowadzone sa badania majace na celu
wyjasnienie roli RARs i RXRs w rozwoju nowotworéw
oraz ich prewencji i terapii.

Apoptoza jest gtéwnym sposobem eliminacji komérek no-
wotworowych. Wiadomo, ze ATRA dziatajac poprzez réz-
ne mechanizmy moze zahamowac proliferacje, indukowac
réznicowanie oraz Smier¢ komorki w procesie apoptozy.
Mimo wielu danych wciaz nie do korica znany jest mecha-
nizm proapoptotycznego dziatania ATRA. W zaleznosci
od rodzaju nowotworu moze on przebiega¢ w rézny spo-
s6b. Wprowadzenie kwasu retinowego do leczenia ostrej
biataczki promielocytowej indukuje réznicowanie komo-
rek blastycznych do dojrzatych granulocytéw i znacznie
poprawia wyniki leczenia. Trwaja badania nad zastosowa-
niem ATRA w leczeniu nowotworéw litych.
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