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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Obecne terapie przeciwnowotworowe polegaja gtéwnie na wprowadzaniu zwigzkéw wywo-
tujacych uszkodzenia DNA. Niestety, nawet skojarzone leczenie nie daje satysfakcjonuja-
cych wynikéw ze wzgledu na wydajno$é mechanizméw naprawy uszkodzeri DNA komdrek
nowotworowych. Dlatego tez obecne badania powinny sie skupiaé wokét biatek zaangazo-
wanych we wszystkie systemy naprawy DNA, a przyktadem takiego biatka jest polimeraza
poli(ADP-rybozy)-1. PARP1 jest powszechnie znana jako enzym odgrywajacy role w detekgji
uszkodzeri DNA i jego naprawie. Aktywacja PARP1 w sytuacji uszkodzeti DNA umozliwia poli-
(ADP-rybozylacje) odpowiednich bialek wptywajac na systemy naprawcze, co pozwala utrzymacé
stabilno$¢ genomu. Inhibicja biatka PARP1 prowadzi natomiast do akumulacji uszkodzeri DNA,
co przyczynia sie do $mierci komérek. Badania nad inhibitorami PARP1 nadal trwajg i niektére
z nich sa obecnie w I1I fazie badar klinicznych. Dotychczas wprowadzono na rynek farmaceu-
tyczny Unii Europejskiej oraz Stanéw Zjednoczonych tylko jednego przedstawiciela inhibitoréw
PARP1, jakim jest olaparib. Ponadto, coraz wieksza liczba doniesien literaturowych wskazuje
na udziat biatka PARP1 w innych niz naprawa DNA procesach wewnatrzkomdrkowych, takich
jak: metabolizm, proliferacja, regulacja transkrypcji genéw, $mieré komérki, czy modulacja
odpowiedzi immunologicznej, co daje podstawy do potencjalnego, szerszego wykorzystania
inhibitoréw PARP1 w innych chorobach, w tym schorzeni o podtozu immunologicznym czy
autoimmunologicznym.

PARP1 - poli-ADP-rybozylacja - naprawa DNA - inhibitory PARP1 - Smierc komorki - skracanie telomeréw

Summary

Current cancer therapies are based mainly on the use of compounds that cause DNA damage.
Unfortunately, even the combination therapies do not give rewarding effects, due to the high
efficiency of DNA damage repair mechanisms in tumor cells. Therefore, the present studies
should be focused on proteins that are involved in DNA repair systems. Poly(ADP-ribose) po-
lymerase-1 is an example of a protein commonly known as an enzyme that plays a role in the
detection of DNA damage and repair. Activation of PARP1 in response to DNA damage leads to
poly-ADP-ribosylation of proteins contributing to DNA repair systems, therefore facilitating the

* Udzial autoréw w pracy jest réwnorzedny.
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maintenance of genome stability. On the other hand, inhibition of PARP1 enzyme results in the
accumulation of DNA damage, which in turn contributes to cell death. Studies on inhibitors of
PARP1 are still ongoing, and some of them are currently in the third phase of clinical trials. To
date, only one representative of the PARP1 inhibitors, called olaparib, has been approved for
anti-cancer therapy in the EU and the USA. Moreover, a growing body of evidence indicates
a role of this protein in various intracellular processes such as bioenergetics, proliferation,
regulation of gene expression, cell death as well as immunoregulation. A number of different
intracellular processes regulated by PARP1 give rise to potential wider use of PARP1 inhibitors
in treatment of other diseases, including immune or autoimmune disorders.
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- C-koricowa domena biatka BRCA1; CSF2 - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw
i makrofagéw; HRR - rekombinacja homologiczna; IKK - kinaza podjednostki inhibitorowej NF-kB;
IL-1, -2, -6, -8, -12 - interleukiny-1, -2, -6, -8, -12; MCP1 - biatko chemotaksji monocytéw; MIP
— biatko procesu zapalnego makrofagéw; MMR - naprawa btednie sparowanych zasad; MRN —
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limery poli(ADP-rybozy); PARP1 - polimeraza poli(ADP-rybozy)-1; PI3K — gen kodujacy kinaze
3-fosfatydyloinozytolu; PIASy - ligaza katalizujaca sumoilacje; POT1 - biatko chroniace telome-
ry; PTEN - gen supresorowy; RAD50, 51 - ludzki homolog biatka Rad50, 51 S. cerevisiae i biatka
RecA E.coli uczestniczacy w naprawie peknie¢ dwuniciowych DNA; RANKL - ligand receptora
aktywujacego jadrowy czynnik NF-kB; SIRT1, 6 — sirtuina 1, 6; TCIRG1 - podjednostka a3 ATPazy
wakuolarnej; TIN2 - czynnik jadrowy wspétdziatajacy z TRF1; TPP1 - peptydaza tripeptydylowa
1; TRACP - kwasna fosfataza oporna na winian; TRF1, 2 — czynniki wigzace powtérzenia telome-
réw; VCAM - czasteczka adhezji komoérkowej naczyn; XRCC1, 2, 3 - biatka zwigzane z naprawa
uszkodzerr DNA indukowanych promieniowaniem jonizujacym; Znl, II, Il - palec cynkowy |, 11, I

tek przez przytaczenie reszt ADP-rybozy uczestniczy

w wielu waznych dla komérki procesach [1]. Dotychczas

Coraz wigksza liczba chordb, ktérych leczenie w dalszym
ciaggu nie daje satysfakcjonujacych rezultatéw z powodu
braku skutecznych i swoistych dla nich metod, zmu-
sza naukowcéw do poszukiwania nowych celéw tera-
peutycznych i dostosowania odpowiedniego podejscia
farmaceutycznego. Nowoczesne techniki stosowane
w biologii komérki oraz w biologii molekularnej umoz-
liwity poznanie struktury oraz wewnatrzkomérkowych
funkcji biatka polimerazy poli(ADP-rybozy)-1 (PARP1),
dzieki czemu stato sie atrakcyjnym celem terapeu-
tycznym [44]. Enzym ten nalezacy do grupy enzyméw
przeprowadzajacych potranslacyjng modyfikacje bia-

zsyntetyzowano wiele inhibitoréw biatka PARP1 cha-
rakteryzujacych sie zadowalajaca swoistoscia, a cze$é
z nich znajduje sie w fazie badan klinicznych analizu-
jacych ich zastosowanie w leczeniu chorych z nowo-
tworami wykorzystujac to, ze biatko PARP1 uczestniczy
w naprawie DNA. Uwzgledniajgc wielozadaniowo$¢ tego
biatka i udokumentowang role w metabolizmie, $mierci
komérki, regulowaniu transkrypcji i wewnatrzkomér-
kowych szlakéw sygnatowych, inhibitory biatka PARP1
moga znalez¢ zastosowanie w leczeniu schorzen, kté-
rych podstawa sa zaburzenia wymienionych proceséw
komdérkowych. Ponadto, wykorzystanie inhibitoréw
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PARP1 w walce z nowotworami moze zostaé rozszerzone
o modulowanie nie tylko naprawy DNA, ale moze obej-
mowaé réwniez interwencje w fizjologiczne komérki
nowotworowe, w ktdre jest zaangazowane biatko PARP1.
W pracy oméwiono gtéwne, najdoktadniej opisane przy-
ktady udziatu tego enzymu w funkcjonowaniu komdrek,
jego inhibitory oraz préby ich zastosowania w terapii
przeciwnowotworowej, jak i molekularne przestanki do
ich potencjalnego wykorzystania w przysztosci [11,29].

PARP1T — BUDOWA, FUNKCJA | LOKALIZACJA KOMORKOWA

Polimeraza poli(ADP-rybozy)-1 PARP1, nazywana takze
transferazg lub syntetazg poli(ADP-rybozy)-1 jest naj-
lepiej poznanym cztonkiem rodziny polimeraz PARP,
sktadajacej sie z 18 enzymdw. Enzym ten wykorzystuje
dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (NAD") do kata-
lizy transferu 2’-(5”-fosforybozylo)-5-AMP na miejsce
akceptorowe, bedgce grupa karboksylowg glutaminianu
czy asparaginianu wlasnego taicucha biatkowego (cis-)
oraz innych biatek (trans-poli(ADP-rybozylacja)) (ryc.
1) [66]. Dotgczanie kolejnych reszt ADP-rybozy powo-
duje powstanie polimerdéw o dtugosci 200-400 jednostek,
z rozgatezieniami co 20-50 czasteczek ADP-rybozy [27].

Enzym jest kodowany przez gen PARPI o dtugosci 43 kpz
(23 eksony) znany réwniez jako ADPRT/PPOL, umiejsco-
wiony na chromosomie 1 (1q41q42) [29]. Produktem
ekspresji genu PARP1 w komérkach ludzkich jest biatko
o masie czasteczkowej 113 kDa, sktadajgce sie z 1014
aminokwaséw i charakteryzujace sie obecnoscig trzech
funkcjonalnych domen: N-koficowej taczacej sie z DNA,
domeny centralnej - automodyfikacyjnej, ktéra jest
miejscem akceptorowym dla powstajacych w wyniku
aktywacji enzymu polimerdéw oraz domeny C-koricowej
- katalitycznej (ryc. 2) [35].

Dzieki obecno$ci fragmentu NLS biatko PARP1 jest
umiejscowione w jadrze komdrkowym, gdzie wystepuje

w postaci cze$ciowo zasocjowanej z chromatyna. Nie-
ktére doniesienia wskazuja na lokalizacje tego enzymu
poza jadrem komdérkowym, m.in. w mitochondriach [11].
W komérkach nowotworowych biatko PARP1 wykryto
réwniez w cytoplazmie [13]. W warunkach fizjolo-
gicznych aktywno$¢ PARP1 jest niewielka, natomiast
w chwili pojawienia sie stresu oksydacyjnego czy geno-
toksycznego, prowadzgcego do uszkodzeti DNA aktyw-
no$¢ enzymu PARP1 gwattownie wzrasta, co wywoluje
akumulacje polimeréw poli(ADP-rybozy) w obrebie jadra
komérkowego oraz ich pézniejsze przemieszczenie sie
do cytoplazmy [28]. Enzym ten petni w komdrce funkcje
m.in. sensora zmian struktury DNA, zaréwno peknieé,
jak i obecnoéci struktur innych niz B-DNA, takich jak
spinki do wloséw, petle czy struktury krzyzowe, ktére
dzialajg jako kofaktory w inicjowaniu automodyfikacji
PARP1 oraz poli(ADP-rybozylacji) histonu H1 [10,33].
Zaréwno cis-poli(ADP-rybozylacja), jak i mono(ADP-
-rybozylacja) PARP1 oraz reakcje fosforylacji i acetyla-
cji aktywuja enzym, umiejscawiajac PARP1 w obrebie
ztozonej siatki wewnatrzkomérkowych szlakéw sygna-
lizacyjnych i warunkujac udziat tego biatka w wielu fizjo-
logicznych procesach komdérki [58].

MotexuLARNE popsTAwY INHIBIC)I PARP1

Badania nad opracowaniem matych czasteczek, ktére
miatyby aktywno$¢ inhibitorowa wzgledem PARP1,
trwaja od ponad 30 lat. Ciagte udoskonalanie inhibi-
toréw doprowadzito w ostatnich latach do uzyskania
zwigzkéw odznaczajacych sie duzag wydajnoscig inhibicji
PARP1. Najbardziej skuteczne zwigzki przestawiono na
ryc. 3 [17]. Inhibitory PARP mozna podzieli¢ ze wzgledu
na strukture chemiczna, powinowactwo do biatek z tej
rodziny lub typ inhibicji. Chemiczny podziat inhibitoréw
PARP jest oparty o zwiazek, bedacy szkieletem inhibi-
tora. Sposréd inhibitoréw PARP1 wyrédznia sie pochodne
zwigzkéw: izochinolina, chinozolina, chinolinodion,
ftalazynon, fenantrydyna, imidazol, benzimidazol oraz

Domena wiagzaca Domena Domena
DNA (DBD) automodyfikacyjna katalityczna
(AD) (CD)

A B C D E F

| =z N RDZEN -
H,N— Znl Znll » Znlll | = BRCT WGR PRD KATALITYCZNY COOH
46 kDa 22 kDa 54 kDa

- > > >

Ryc. 1. Struktura domenowa biatka hPARP
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pirolokarbol. Kazda z zaproponowanych struktur jest
analogiem strukturalnym NAD* i wigze sie w centrum
aktywnym biatka PARP1 [5].

Centra aktywne PARP1 i PARP2 s3 niemal identyczne.
Jedyne réznice, ktére moga wpltywaé na swoisto$é wia-
zania inhibitora, znajduja sie w domenie katalitycznej
reszty Glu763, GIn319 oraz Tyr539 [60]. Konserwatyw-
no$¢ reszt aminokwasowych w centrum aktywnym
PARP powoduje nieswoistg inhibicje biatek PARP i dla
wiekszo$ci inhibitordw state inhibicji réznych biatek
z tej rodziny maja zblizong warto$¢ [17].

Nikotynamid, ktéry jest naturalnym inhibitorem PARP,
odznacza sie wysokim powinowactwem do centrum
aktywnego dzieki tworzeniu sie wigzan wodorowych
miedzy Ser904 i Gly863 oraz oddziatywaniom warstwo-
wym 1-1 miedzy Tyr896 i Tyr907 a aromatycznym
pier§cieniem inhibitora [17]. Zdecydowana wiekszo§¢
inhibitoréw PARP dziata przez kompetycyjny mecha-
nizm inhibicji, dlatego struktury zwigzkéw chemicz-
nych sg optymalizowane w taki sposéb, aby zwiekszy¢
powinowactwo do centrum aktywnego enzymu. Nato-
miast wystepujg réwniez niekompetycyjne inhibitory
PARP1, np. gossypol, bedacy zwiagzkiem pochodzenia
ro$linnego. Dowiedziono, ze gossypol hamuje aktywno$é
PARP1 oraz uniemozliwia tworzenia interakcji z innymi
biatkami przez dimeryzacje czgsteczek PARP1. Gossypol
reaguje z resztami lizyny domeny BRCT biatka PARP1,
tworzac odwracalne wigzanie kowalencyjne. Ten nowy
mechanizm oddziatywania z PARP1 umozliwia projekto-
wanie nowych zwigzkéw hamujacych aktywnosé enzy-
matyczng PARP1 [51].

Najnowsze badania wskazujg na dodatkowy mechanizm
dzialania tej grupy zwiazkéw. Niektdre inhibitory PARP,
majace aktywno$¢ kompetycyjna np. talazoparib [50]
dziataja jak trucizny enzymdéw PARP i uniemozliwiaja
ich oddysocjowanie od DNA. Tak uwiezione czasteczki
PARP sg bardziej cytotoksyczne niz jednoniciowe pek-
niecia DNA, powstajace w wyniku zahamowania aktyw-
noéci enzymatycznej PARP. Stwierdzono réwniez, iz
zdolno$¢ do inhibicji aktywno$ci enzymatycznej nie
jest skorelowana z sita wigzania PARP do nici DNA.
Nowy mechanizm dziatania inhibitoréw PARP powi-
nien by¢ uwzgledniany w fazie przesiewowych badan
przedklinicznych, aby wytoni¢ zwiazek o najwyzszej
aktywnosci [17].

Axtywnosc Biatka PARPT w naprawie DNA JaKo StABY PUNKT
KOMOREK NOWOTWOROWYCH

Obecne terapie przeciwnowotworowe sa oparte na
wprowadzaniu do komérki nowotworowej zwiagzkédw
wywotujacych uszkodzenia DNA. W przypadku nieprawi-
dtowego funkcjonowania jednego z typéw naprawy DNA,
uszkodzenie DNA jest naprawiane przez inny mecha-
nizm naprawy [11]. Ponadto, w wyniku dziatania muta-
gendw, geny mutatorowe czesto ulegajg inaktywacji, aby
komérki mogly naby¢ kolejne mutacje, umozliwiajace
ich niekontrolowana proliferacje. Dlatego badania nad
nowymi celami terapeutycznymi powinny skupiaé sie
wokét biatek zaangazowanych w system naprawy DNA,
a przyktadem takiego biatka jest wiasnie PARP1 [14].

Biatko PARP1 jest zaangazowane w detekcje zaréwno
jedno- jak i dwuniciowych peknie¢ DNA. W obrebie
domeny wiazacej sie z DNA wystepujg trzy palce cynkowe,
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Ryc. 3. Mechanizm naprawy DNA przez rekombinacje homologiczng

z czego dwa rozpoznaja strukture DNA: Znl odpowiada za
aktywacje PARP1 w przypadku jedno- i dwuniciowych
peknie¢ DNA, podczas gdy Znll odgrywa istotna role
w aktywacji PARP1, gtéwnie w jednoniciowych uszkodze-
niach DNA [27]. Powstajgce w nastepstwie peknieé nici
DNA polimery ADP-rybozy niekowalencyjnie oddziatuja
z biatkami, zawierajacymi domene wigzaca PAR, do kté-
rych naleza m.in. biatka bedace mediatorami w odpo-
wiedzi komérki na uszkodzenia DNA, takie jak: p53, p21,
ligaza I11 DNA, XRCC1, DNA-PK, Ku70, NF-kB, DN-aza akty-
wowana kaspaza czy telomeraza [53].

Biatko PARP1 uczestniczy we wszystkich mechanizmach
naprawy DNA jakimi sa: naprawa DNA przez wycinanie
zasad azotowych (BER) i nukleotydéw (NER), czy bled-
nie sparowanych zasad (MMR), dzieki ktérym mozliwa
jest naprawa jednoniciowych peknieé DNA [8]. PARP1
bierze udzial réwniez w naprawie DNA przez rekombi-
nacje homologiczng (HRR) i niehomologiczne tgczenie
koricéw DNA (NHEJ). Wyrdznia sie dwie odmiany NHEJ:
klasyczng (D-NHEJ) oraz alternatywna (A-NHEJ), ktére
naleza do proceséw umozliwiajacych usuniecie dwuni-
ciowych peknieé DNA [67].
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BER — mecHaNizv NAPRAWY DNA PRzEZ WYCINANIE ZASAD

Podczas dziatania mechanizmu naprawy typu BER
dochodzi do rozpoznania i usuniecia uszkodzenia przez
glikozylaze DNA [32]. Wytworzone miejsce AP (apury-
nowo/apirymidynowe) zostaje trawione przez endonu-
kleaze, tworzac pojedyncze pekniecie nici DNA, ktére
nastepnie zostaje naprawione [42]. Istotng role w tym
rodzaju naprawy DNA odgrywa domena BRCT biatka
PARP1, znajdujaca sie w rejonie automodyfikacyjnym
enzymu, ktéra ulega poli(ADP-rybozylacji) w wyniku
aktywacji PARP, bedacej nastepstwem rozpoznania przez
ten enzym pekniecia nici DNA. Cis-poli(ADP-rybozylacja)
tej domeny umozliwia interakcje PARP1 z biatkiem
XRCC1[29]. Ponadto, trans-poli(ADP-rybozylacja) XRCC1
zwieksza jego powinowactwo do innych biatek napraw-
czych wchodzacych w sktad kompleksu PLX, uczestni-
czacego w mechanizmie naprawy typu BER [67].

HRR — mecHANizM NAPRAWY DNA PRzEZ REKOMBINACJE
HOMOLOGICZNA

Biatka PARP1 i BRCA1 reguluja aktywnos$¢ gtéwnego
kompleksu MRN, ktéry uczestniczgcy w naprawie DNA
przez rekombinacje homologiczna, rozpoznajac dwuni-
ciowe pekniecia DNA oraz aktywujac kinaze ATM, ktéra
wplywa na aktywno$¢ nukleazy CtIP umozliwiajaca
oddzielenie uszkodzonych koricéw 5’-3” i utworzenie
pojedynczej nici DNA. Wykazano, ze PARP1 w odpo-
wiedzi na dwuniciowe pekniecia DNA zwieksza aktyw-
no$¢ biatek wchodzacych w sktad kompleksu MRN:
MRE11, NBS1 oraz kinazy ATM [27]. Aktywacja zaréwno
kinazy ATM, jak i ATR prowadzi do fosforylacji kinazy
serynowo-treoninowej Chk1 czy Chk2, czego skutkiem
jest unieruchomienie punktéw kontrolnych S/G, oraz

G,/M i zatrzymanie cyklu komérkowego [11]. Nastep-
nie kompleks MRN przycina korice DNA odstaniajac
zakoficzenie 3, z ktérymi faczy sie biatko A replikacji
DNA (RPA), aktywujac kinaze ATR. Biatko RAD51 two-
rzy nukleoproteinowy kompleks, dokonujacy inwazji na
nieuszkodzony, homologiczny fragment DNA [48]. Para-
logi biatka RAD51, takie jak: RAD51B RAD51C, RAD51D,
XRCC2 i XRCC3 wchodza w sktad biatkowych komplek-
séw, dzieki ktérym mozliwe jest zastapienie biatka RPA
przez RAD51 na pojedynczej nici DNA [20]. Biatko RAD51
uczestniczy w poszukiwaniu homologicznych sekwencji
oraz bierze udziat w inwazji drugiej nici DNA w potacze-
niach typu Holliday [67]. Istniejace dane literaturowe
dotyczace udzialu PARP1 w HRR sg niejednoznaczne
(ryc. 4) [33].

NHEJ — mecuanizv naPRAWY DNA PRZEZ NIEHOMOLOGICZNE
EACZENIE KoNcow DNA

PARP1 rozpoznaje dwuniciowe pekniecia DNA i razem
z podjednostkami kinazy DNA-PK (Ku70 oraz Ku80) wiaze
sie z wolnymi koficami DNA. Ponadto, PARP1 pobudza
kinaze DNA-PK, ktéra na zasadzie sprzezenia zwrotnego
hamuje aktywno$¢ polimerazy poli(ADP-rybozy) [11].
Jak dotad nie poznano mechanizméw kontrolujacych
wybdr $ciezki naprawy w przypadku dwuniciowych pek-
nieé DNA [64]. Istniejace dane literaturowe wskazuja, ze
PARP1 petni role przetacznika miedzy klasyczna a alter-
natywng naprawg NHE] [67].

ZIAWISKO SYNTETYCZNEJ LETALNOSCI W TERAPII
PRZECIWNOWOTWOROWEJ A INHIBITORY PARP1

Syntetyczna letalno$¢ charakteryzuje sie jednoczesnym
brakiem aktywnosci co najmniej dwdch produktéw biat-
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Tabela 1. Badania kliniczne analizujace efektywnos¢ leczenia inhibitorami PARP1

Data rozpoczecia

i zakonczenia badania Fa.za. badar Rodzaj interwengji Zastosowanie
L klinicznych
klinicznego
07.2011-09.2015 | AZD2281 + temozolomid Nawracajacy glejak wielopostaciowy
09.2012-12.2016 | AZD2281 + inhibitor PI3K Potrdjnie negatywny rak piersi
lub surowiczy rak jajnika
10.2014- 06.2017 | AZD2281 + trabektedyna Nieoperacyjny, zaawansowany miesak
AZD2281 + inhibitor mTORC1/2 Nawracajacy rak endometrium
11.2014-11.2020 i vs. AZD2281 + inhibitor kinazy Akt oraz rak jajnika
08.2011-06.2016 I/ AZD2281 + gefatinib vs. gefatinib Niedrobnokomérkowy rak ptuc
Olaparib - . -
03.2015-03.2016 I AZD2281 -+ maleinian cediranibu Nawracajqcy rak jajnika, rak otrzewnej
lub rak jajowodu
08.2013-01.2022 i Monoterapia AZD2281 vs. placebo Rak jajnika z mutacja genu BRCAT/2 po
chemioterapii opartej na zwiazkach platyny
. Terapia adiuwantowa HER2(-) raka piersi
04.2014- 02.2028 1] Monoterapia AZD2281 vs. placebo 2 germinalna mutacja genu BRCAT/2
. Rak trzustki z germinalng mutacja
12.2014- 07.2016 1]l Monoterapia AZD2281 vs. placebo genu BRCAT/2
09.2013-12.2017 1] AZD2281 + paklitaksel vs. paklitaksel Zaawansowany rak zotadka
11.2011- 08.2019 171 ABT-888 + temozolomid + radioterapia Rozlany glejak mostu
10.2012-10.2017 i ABT-888 + chemioterapia + radioterapia vs Rak glowy i szyi
chemioterapia + radioterapia
10.2014- 08.2017 Il ABT-888 + karboplatyna + etopozyd Drobnokomérkowy rak ptuc
11.2014-01.2017 I ABT-888 + chemioterapia +/- bewacizumab vs. Rak jelita grubego
chemioterapia +/-bewacizumab
03.2012- 06.2015 I ABT-888 + octap abirateronu + pr-ednlzon vs. Przerzutowy r-ak prostaty oporny
octan abirateronu + prednizon na leczenie hormonalne
: gemcytabina+ cisplatyna + ABT-888 vs. . )
Weliparib 04.2012- 07.2017 Il gemcytabina-+ cisplatyna Rak trzustki z mutacja genu BRCA1/2
12.2014- 06.2022 i ABT-888 -+ temozolomid vs. temozolomid _ Glejak wielopostaciowy
z hipermetylacja promotora genu MGMT
. Zaawansowany lub przerzutowy
04.2014-11.2016 i ABT'sgi;b';a’Il;‘t’pr';“faatlft:"l‘('sﬁk“' v niedrobnokomdrkowy
platy P ptaskonabtonkowy rak ptuc
g . HER2(-) przerzutowy rak piersi
07.2014-01.2017 1] ABT 8833—;?rlg:)pr:gtina;;d[i)gillstjksel v lub nieoperacyjny rak piersi
platy P zmutacja genu BRCAT/2
ABT-888 + karboplatyna + paklitaksel +
04.2014- 06.2016 1]l chemioterapia vs. karboplatyna + paklitaksel + Potréjnie negatywny rak piersi
chemioterapia
Guzy lite, rak jajnika, rak jajowodu lub
11.2011-03.2015 i Monoterapia AG-014699 vs. placebo pierwotny rak otizewnej wrazliwy na
alkilujace zwiazki platyny z mutacja
germinalna genu BRCA1/2
04.2014-08.2016 Il Monoterapia AG-014699 vs. placebo Rak trzustki z mutacja genu BRCA1/2
Rucaparib
g . . . Potréjnie negatywny rak piersi
02.2010- 05.2015 Il AG-014699 + cisplatyna vs.cisplatyna 2 mutaja genu BRCAT/2
Nabtonkowy rak jajnika, rak jajowodu
09.2012-11.2016 1i/m Monoterapia AG-014699 vs. placebo lub pierwotny rak otrzewnej wrazliwy

na alkilujace zwiazki platyny
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Data rozpoczecia

i zakonczenia badania Fa.za. badar Rodzaj interwengji Zastosowanie
- klinicznych
klinicznego
05.2014-01.2016 | MK-4827 + temozolomid Oporny na leczenie migsak Ewinga
Nabtonkowy rak jajnika, rak jajowodu
01.2015-12.2019 I/ MK-4827 + bewacizumab oraz pierwotny rak otrzewnej wrazliwy na
zwiazki platyny
Zaawansowany, nawracajacy surowiczy
Niraparib 03.2015-01.2016 I Monoterapia MK-4827 rakjajnika, rak jajnika lub pierwotny rak
otrzewnej po zastosowaniu trzech cykli
chemioterapii
Rak jajnika z mutacja germinalng genu
06.2013-10.2016 1] Monoterapia MK-4827 vs. placebo BRCA1/2 lub guzem wrazliwym na alkilujace
zwiazki platyny
10.2013-03.2016 i MK-4827 s. lek z wyboru lekarza HER2(-) zaawansowany lub przerzutowy rak
piersi z mutacja germinalna genu BRCA1/2
05.2014-01.2017 i BMN-673 + temozolomid Guzy lite oraz nawracajace nowotwory
u mtodych pacjentéw
03.2015- 09.2017 I Monoterapia BMN-673 Nieoperacyjny, zaawansowany lub
przerzutowy rak endometrium
A Terapia neoadiuwantowa raka piersi
12.2014-12.2017 Il Monoterapia BMN-673 2 mutacja genu BRCAT/2
Talazoparib

05.2015-03.2018 Il

BMN-673 + paklitaksel + karboplatyna

Przerzutowy lub nieoperacyjny guz lity

04.2015-04.2019 Il

Monoterapia BMN-673

Potréjnie negatywny rak piersi z mutacja
w genach naprawy DNA
(z wytaczeniem genu BRCA1/2)

10.2013-06.2016 1]

BMN-673 vs. lek z wyboru lekarza

Zaawansowany lub przerzutowy rak piersi
z germinalna mutacja genu BRCA1/2

W tabeli znalazly si najwainiejsze aktualnie prowadzone lub planowane badania Kliniczne nad inhibitorami PARP1. Zrddto: https://www.clinicaltrials.gov/

kowych okreslonych gendw, czego skutkiem jest $mier¢
komérki, podczas gdy kazdy z nich wyciszony indywidual-
nie nie wywotuje efektu letalnego. Podczas braku produktu
biatkowego jednego z gendw, jego funkcja rekompenso-
wana jest przez produkt biatkowy drugiego genu, ktéry
uczestniczy w alternatywnym szlaku procesu, w ktérym
uczestniczyt pierwszy. Dlatego tez bardzo czesto uszkodze-
nie aktywnosci jednego genu nie wptywa na zywotno$é
komérki. Komérki nowotworowe przewaznie charaktery-
ZUja sie obecno$cia mutacji w jednym z systeméw naprawy
DNA, alternatywnych wzgledem siebie, powodujac jego
unieczynnienie, co moze zostaé wykorzystane w celu
wywotlania syntetycznej letalnosci w tych komdrkach [62].

Badania prowadzone przez zespdt H. E. Bryanta na liniach
komérkowych chomika chifiskiego z defektem w genach
kodujacych biatka naprawy HRR (XRCC2 lub XRCC3),
wykazaly efekt letalny w tych komérkach po zastosowa-
niu inhibitoréw polimerazy poli(ADP-rybozy)-1. Inhi-
bicja tego enzymu w komdrkach z mutacjami w genach
BRCA1 i BRCA2 powoduje zatrzymanie naprawy DNA przez
system BER, czego skutkiem jest konwersja pekniecia
jednoniciowego do dwuniciowego, naprawianego
przez niefunkcjonalny system naprawy HRR [9,16].
Dochodzi wéwczas do nagromadzenia uszkodzen
DNA, na skutek niewydajnie zachodzacego procesu ich

naprawy, a nastepnie do $mierci komérki. Wykorzystanie
inhibitoréw PARP1 w celu wywotania zjawiska synte-
tycznej letalno$ci moze sie okazaé nowatorska terapia
przeciwnowotworowa w walce z nowotworami piersi
czy jajnika, charakteryzujace sie defektem genéw BRCA1
i BRCA2 [23]. Zespdt A. Ashwortha w badaniach prowadzo-
nych na liniach komérkowych z mutacjami w genie supre-
sorowym PTEN wykazal natomiast ich duza $miertelno$¢
po zastosowaniu olaparibu. Mutacje w genie PTEN wyste-
puja w wielu rakach, takich jak rak jelita grubego, endome-
trium, piersi czy stercza. Wystepujace w nim defekty moga
zupelnie pozbawi¢ komérke naprawy DNA przez system
naprawy HRR, w ktérym istotna role odgrywa biatko
RAD51, ktérego zmniejszony poziom ekspresji jest sko-
relowany z obnizonym poziomem ekspresji biatka PTEN.
Wéwczas zastosowanie inhibitoréw PARP1 wywoluje
niefunkcjonalno$¢ szlaku BER, czego skutkiem jest prze-
konwertowanie jednoniciowych uszkodzeri DNA w dwu-
niciowe, ktére ze wzgledu na niefunkcjonalno$¢ szlaku
HRR pozostaja nienaprawione, doprowadzajgc do $mierci
komérki [46]. Pézniejsze badania prowadzone na liniach
komérkowych niedrobnokomérkowego raka ptuca z nie-
doborem biatka ERCC1, potwierdzity skuteczno$é¢ zastoso-
wania inhibitoréw PARP1/2, takich jak olaparib, niraparib
czy talazoparib, jako narzedzi do walki z tym typem nowo-
tworu. Biatko ERCC1 nalezy do biatek naprawczych sys-
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Tabela 2. Wyniki zakoriczonych badar klinicznych, w ktdrych wykazano pozytywne efekty zastosowania inhibitoréw biatka PARP1. Do analizy wiaczono badania z
grupa kontrolna. Natomiast badania oceniajace bezpieczeristwo terapii oraz badania kliniczne nieposiadajace grup kontrolnych nie zostaty wtaczone do tabeli

Inhibitor ~ Faza badan . .. . -
PARP  Kiinicznych Rodzaj interwengji Zastosowanie Wyniki
AZD2281+ paklitaksel + Nawracajacy surowiczy (zas wolny od progresji: 12,2 vs. 9,6
I karboplatyna vs. paklitaksel + rak jajnika po chemioterapii miesiecy. Brak istotnie statystycznej réznicy
karboplatyna opartej na zwiazkach platyny w dtugosci zycia pacjentéw [25]
I AZD2281 + cediranib vs. Nawracajacy rak jajnika wrazliwy (zas wolny od progresji: 17,7 vs. 9 miesiecy
monoterapia AZD2281 na zwiazki platyny [37]
(Czas wolny od progresji:
Nawracajacy surowiczy mutacja BRCA1/2: 11,2 vs. 4,3 miesiecy
Olaparib AZD2281 vs. placebo rak jajnika po chemioterapii opartej brak mutacji BRCA1/2:7,4 vs. 5,5 miesiecy
P na zwiazkach platyny Brak istotnie statystycznej roznicy w dtugosci
Zycia pacjentow [36]
AZD2281 (200 mg) vs.AZD2281 Nawracajqcy rék piersi Brakistotnie statystycznych réanic
Il (400 mg) vs. pegylowana z germinalng mutacja BRCA1/2 po ) "
; ) ) - ) ; w czasie wolnym od progresji [26]
doksorubicyna liposomalna chemioterapii opartej na zwiazkach platyny
AZD2281 + paklitaksel vs. ) . D’rugo.sc 2yca: 13,11s.83 MIesiecy.
Il ; Nawracajacy lub przerzutowy rak zofadka Brak istotnie statystycznych rdznic
paklitaksel ) -
w czasie wolnym od progresji [6]
ABT-888 (20 mg) + temozolomid Czas wolnv od proaresii
Weliparib vs. ABT-888 (40mg) + temozolomid Przerzutowy czerniak y 0dprogres)t

vs. temozolomid

113 vs. 110 vs. 60 dni [2]

temu naprawy DNA przez NER, mutacja genu kodujacego
to biatko w potgczeniu z jednym z inhibitoréw PARP1/2
spowodowata zatrzymanie cyklu komdrkowego w fazie
G,/M i skierowanie komérki na droge apoptozy [55].

Polaczenia inhibitoréw PARP1 wywotujacych zjawisko
syntetycznej letalnosci z cytostatykiami, takimi jak cispla-
tyna, karboplatyna czy temozolomid, stato sie podstawa
wiekszo$ci terapii przeciwnowotworowych w biezacych
badaniach klinicznych opisanych nizej. Wymienione
cytostatyki wywotuja dodatkowe uszkodzenia DNA,
a niefunkcjonalne systemy naprawy DNA w komor-
kach nowotworowych nie mogg ich usuna¢, kumulacja
nieprawidtowosci wywotuje efekt letalny komorek
nowotworowych. Tego typu skojarzone terapie pozwalajg
na jak najbardziej wybidrcze, celowane dziatanie, wywo-
tujace jak najmniej dziatari niepozadanych [46,47,55].

0BECNIE sToSOWANE INHIBITORY PARP1 w BADANIACH
KLINICZNYCH

Skuteczno$¢ inhibitoréw PARP1 ocenia sie w wielu bada-
niach klinicznych. Bezpieczenistwo i skuteczno$¢ lecze-
nia z wykorzystaniem inhibitoréw PARP1 sg analizowane
w badaniach obejmujacych terapie skojarzong z lekami
alkilujacymi, inhibitorami kinaz, antagonistami recep-
toréw wzrostu lub jako samodzielny lek w monoterapii.
W tabeli 1 przedstawiono informacje o prowadzonych
lub planowanych badaniach klinicznych inhibitoréw
PARP1, a w tab. 2 wyniki badan klinicznych, ktére juz
ukoriczono.

Obecnie na rynku znajduje sie jedyny przedstawiciel tej
grupy lekéw - olaparib. W grudniu 2014 r. zostat warunkowo
dopuszczony do obrotu, po uzyskaniu zgody Amerykarnskiej
Agencji Zywnoéci i Lekéw oraz Europejskiej Agencji Lekdw.
W dalszej czedci artykutu oméwiono inhibitory, ktére znaj-
duja sie w II lub II fazie badari klinicznych [17].

AZD2281

Olaparib (AstraZeneca) jest przedstawicielem inhi-
bitoréw PARP opartych na strukturze ftalazinonu.
Modyfikacje szkieletu ftalazinonu poprawily profil
farmakokinetyczny tej czgsteczki: atom fluoru w cza-
steczce olaparibu zwieksza aktywno$¢ inhibicyjna
wzgledem PARP1, a ugrupowanie diacylopiperydynowe
oraz przytaczony do niego alkil cyklopropylowy zwiek-
szaja rozpuszczalnos¢ i biodostepno$é zwiazku po poda-
niu doustnym [14]. Stata inhibicji dla PARP1 i PARP2
wynosi odpowiednio 5 i 1 nM [17]. Zastosowanie prepa-
ratu Lynparza (nazwa handlowa olaparibu) w leczeniu
nabtonkowego raka jajnika, jajowodu oraz pierwotnego
raka otrzewnej z mutacja w genie BRCA1/2, wrazliwych
na alkilujace zwiazki platyny, uzyskato pozytywna opi-
nie Komitetu ds. Produktédw Leczniczych Stosowanych
u Ludzi. Lynparza moze by¢ stosowana w monotera-
pii zaawansowanego raka jajnika u oséb z germinalng
mutacja genu BRCA1/2, ktére uprzednio zostaty poddane
trzem cyklom chemioterapii. Jesli kolejne dwa badania
kliniczne bedace w 111 fazie potwierdza skutecznos$é leku
Lynparza, to otrzyma zgode na dalsze stosowanie w tera-
pii przeciwnowotworowej [17,40,41].
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ABT-888

Weliparib (AbbVie) jest inhibitorem PARP1/2, opartym
na strukturze benzimidazolu, wystepujacym w postaci
dwéch chiralnych enancjomeréw. Dzieki oporno-
$ci na rozktad w przewodzie pokarmowym, moze by¢
przyjmowany doustnie [12]. Stale inhibicji dla PARP1
i PARP2 wynosza odpowiednio 5,2 i 2,9 nM [64].

AG-014699

Rucaparib (Pfizer/ClovisOncology) jest pochodng
tréjcyklicznego indolu, zawierajacego pierscien
d-laktamowy. Stata inhibicji dla PARP1 wynosi 1,4
nM, a dla PARP2 nie przekracza 5 nM. Podobnie jak
weliparib moze by¢ podawany doustnie. Rucaparib
byt pierwszym inhibitorem PARP, ktéry stosowano
z temozolomidem w I fazie badan klinicznych [64].

MK-4827

Szkielet czasteczki niraparibu (Merck) jest pochodng
indazolu. IC, (stezenie inhibitora niezbedne do poto-
wicznego zahamowania aktywno$ci enzymu) wynosi
3,8 nM dla PARP1 oraz 2,1 nM dla PARP2 [17].

BMN-673

Poczatkowo talazoparib (BioMarin) bedacy pochodna
ftalazynonu, zakwalifikowano do badan klinicznych,
majacych na celu okresli¢ jego skutecznosé w ztosli-
wych nowotworach krwi. Jest szczegblnie skuteczny
wobec komérek zawierajacych mutacje w genie PTEN.
Stata inhibicji dla PARP 1 wynosi 1,2 nM, a dla PARP2 -
0,9 nM. Obecnie prowadzone sg badania nad skutecz-
noscia talazoparibu w walce z rakiem piersi i jajnika
[17].

CEP-9722

CEP-9722 jest nieaktywnym prekursorem CEP-8983
(pochodna pirolokarbazolu), silnego inhibitora
PARP1 i PARP2 (IC,, odpowiednio 20 i 6 nM). Mimo
niskich wartosci IC, , CEP-8983 odznaczat si¢ mata
aktywnos$cia in vivo. Gtéwna przyczyng byta nie-
wielka biodostepno$¢é CEP-8983 po podaniu doust-
nym wynikajaca ze stabej rozpuszczalnosci zwigzku.
Substytucja 1-metylopiperazyng azotu ugrupowa-
nia pirolowego CEP-8983 zwiekszyta rozpuszczalnosé
proleku, umozliwiajac jego zastosowanie w badaniach
klinicznych. CEP-9722 byt testowany pod katem sku-
teczno$ci w guzach litych. W badaniu I fazy zrekruto-
wano 26 oséb cierpiacych m.in. na raka piersi, jajnika,
jelita grubego i poddano je 14-dniowej monoterapii
CEP-9722, a nastepnie terapii skojarzonej z temozo-
lomidem przez 28 dni. Pomimo zwiekszonej biodo-
stepnos$ci w poréwnaniu do CEP-8983, skuteczno$é
kliniczna CEP-9722 ograniczyta sie do poprawy zdro-
wia jednego pacjenta i zatrzymania rozwoju choroby
u czterech innych pacjentéw [54].

BSI-201

Iniparib (Sanofi), mimo posiadanego farmakoforu niko-
tynamidu (pochodna benzamidu), nie jest skutecznym
inhibitorem PARP. Wbrew zachecajacym wynikom 11
fazy badan klinicznych, badajacych bezpieczetistwo
i efektywno$¢ leczenia chorych z potrdjnie negatywnym
rakiem piersi, faza I1l wykazala, ze iniparib nie wydluza
czasu przezycia uczestnikéw badania klinicznego, u kté-
rych rozwinat sie potréjnie negatywny rak piersi albo
niedrobnokomérkowy rak ptuca. Poczatkowo uwazano,
ze iniparib jest inhibitorem niekompetycyjnym, wypie-
rajagcym atom cynku z palca cynkowego Znl czasteczki
PARP1. Pzniejsze analizy wskazywaty na brak aktywno-
$ci inhibitorowej wzgledem PARP1 [52,60].

Powyzsze zwiazki sa najczesciej omawianymi w lite-
raturze przedstawicielami inhibitoréw PARP1. Oprécz
wymienionych inhibitoréw PARP1 znajduje sie wiele
matych czasteczek, ktérych struktury sa nieustannie
udoskonalane. Dzieki postepom technik krystalizacji
biatek, struktura biatek jest oznaczana w bardziej pre-
cyzyjny sposéb. Otrzymane dane moga postuzy¢ do
projektowania nowych matych czgsteczek hamujacych
aktywno$¢ enzymatyczng biatek z rodziny PARP, ktére
beda sie charakteryzowaly lepsza biodostepno$cia,
aktywno$cig biologiczna, swoistoscig dziatania a zara-
zem obnizong kumulacja w organizmie i niska toksycz-
noscia.

MoLExuLARNE PopsTAWY UDZIALU BIAtKA PARP1 w METABOLIZMIE
KOMORKI, TRANSKRYPCJI, STARZENIU, SMIERCI KOMORKI JAKO CELE
TERAPEUTYCZNE DLA FARMAKOLOGII

Waznym elementem metabolizmu komdrkowego sa
reakcje enzymatyczne wykorzystujace NAD", bedacy
réwniez substratem PARP1. Aktywacja tego enzymu,
w nastepstwie pojawienia sie bodzca genotoksycznego,
powoduje obnizenie stezenia NAD* o 80-90% w ciagu
kilku minut [4]. Zubozenie puli NAD* uposledza pod-
stawowe procesy metaboliczne komérki, m.in. glikolize
i cykl Krebsa, co doprowadza do zahamowania taricucha
oddechowego, ktéry jest gtéwnym Zrédlem adenozyno-
trifosforanu (ATP) w komérce. Ponadto, naglty wzrost
zapotrzebowania na NAD" wymusza jego synteze przez
reakcje endoergiczne wykorzystujace ATP. Przewlekta
aktywacja PARP1 wyczerpuje zatem dwojako wewnatrz-
komoérkowe zasoby ATP, tworzac mechanizm sprzezenia
zwrotnego [24].

Przewlekly deficyt energetyczny komérki moze dopro-
wadzi¢ do jej nekrozy. Spadek mitochondrialnej syntezy
ATP jest réwniez charakterystyczna cecha parthana-
tos — $mierci komérki wywotanej aktywacjg PARP1.
Parthanatos, ktérego nazwa pochodzi od stéw ,,par”
- polimer ADP-rybozy i ,thanatos” - $§mieré komdrki
jest wynikiem syntezy polimeru PAR, ktéry ulega prze-
mieszczeniu do mitochondriéw, gdzie powoduje uwol-
nienie czynnika indukujacego apoptoze (AIF) [3,65].
W fizjologicznych warunkach AIF bierze udziat w fos-
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forylacji oksydacyjnej w mitochondrium, jednak jego
obecno$é¢ w jadrze komérkowym powoduje kondensa-
cje oraz fragmentacje chromatyny. Stosunkowo czesto
parthanatos byt obserwowany w czasie $mierci komé-
rek nerwowych zachodzacej w nastepstwie ich pod-
dania dziataniu reaktywnych form tlenu, czynnikéw
alkilujacych czy agonistéw receptora N-metylo-D-aspa-
raginowego w warunkach in vitro. W mysich modelach
choroby Parkinsona, ogniskowym niedokrwieniu mézgu
czy udarze, neurony wykazywaly typowe dla parthana-
tos cechy, takie jak aktywacja PARP1 i przemieszczenie
ATF do mitochondriéw, a delecja genu PARPI lub inhi-
bicja aktywnosci enzymatycznej PARP1 zapobiegata
ich $mierci, dlatego tez inhibitory PARP1 sg brane pod
uwage jako potencjalne czynniki terapeutyczne wymie-
nionych choréb [65].

Jednym z inhibitoréw PARP, ktéry byt przebadany pod
katem zastosowania w stanach niedotlenienia tkanek
oraz reperfuzji, jest INO-1001. Po zachecajacych bada-
niach na zwierzetach, zaproponowano uzycie tego
zwiazku w przypadku zawatlu mieénia sercowego oraz
jako leku ograniczajacego wystepowanie mozliwych
komplikacji po operacjach z uzyciem ptucoserca. Nie-
stety, mimo dobrych rezultatéw badan I fazy, producent
zaniechat dalszych badan klinicznych z udziatlem INO-
1001 [49,61]. Pomimo braku efektywnosci tego zwiazku
w pierwszych badaniach klinicznych, udziat biatka
PARP1 w szlakach odpowiedzialnych za §mieré komérki
sprawia, ze inhibitory PARP1 nadal sa obiecujgcymi
zwigzkami w leczeniu schorzen zwigzanych z nadmierng
$miercig komdrek [3].

W komdérkach nowotworowych czesto dochodzi do
mutacji gendéw odpowiedzialnych za koordynacje
sygnatéw w metabolizmie komdrki, np. genu koduja-
cego kinaze 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K), majagcych na
celu usprawnienie podziatéw komérek przez skierowa-
nie strumieni metabolicznych do szlakéw anabolicz-
nych [24]. Przewaga przemian anabolicznych faworyzuje
szybsze podzialy mitotyczne, aczkolwiek uniemozliwia
prawidtowe reagowanie na stres metaboliczny, jakim
jest brak sktadnikéw odzywczych w mikrosrodowisku
rozwijajacego sie guza. Komérki nowotworowe, chcac
uniknaé nekrozy spowodowanej brakiem podstawowych
substratéw do biosyntezy, wykorzystujg proces autofa-
gii. Autofagia to proces obejmujacy reakcje degradacji
organelli komérkowych oraz sktadnikéw cytoplazmy
przez enzymy lizosomalne. Degradacja organelli jest
stopniowa i we wczesnym stadium catkowicie odwra-
calna [18]. PARP1 jest jednym z biatek wptywajacych
na zjawisko autofagii: przez obnizenie stezenia ATP
aktywuje kinaze AMPK, fosforylujaca kompleks mTOR1
[15]. Fosforylacja biatka mTOR wigze sie z utratg jego
funkcji hamowania autofagii, co stymuluje powstawa-
nie autofagosomu. Inhibitory PARP1 blokuja po$rednio
fosforylacje kompleksu mTOR1, czego rezultatem jest
zablokowanie powstawania autofagosomu [15]. Inhibi-
cja autofagii uniemozliwitaby pozyskiwanie metabolitéw
niezbednych do dalszej proliferacji, czego skutkiem jest

zatrzymanie rozwoju nowotworu. Zastosowanie inhibi-
toréw PARP1 oraz lekéw-antymetabolitéw moze sie cha-
rakteryzowacé bardzo dobrg skutecznoscig leczenia wielu
nowotwordéw przez hamowanie zdolno$ci komérek
nowotworowych do autofagii [24].

PARP1 reguluje aktywno$¢ innych enzymédw, ktére do
uzyskania optymalnej aktywno$ci katalitycznej wyma-
gaja obecno$ci NAD* np. sirtuin. PARP1 i SIRT1 (biatko
z rodziny sirtuin) wzajemnie hamujg swoja aktywnosé.
SIRT1 to deacetylaza histonéw typu III [5]. PARP1 zuzywa
duze ilo$ci NAD*w czasie katalizy, co zmniejsza dostep-
no$¢ substratu dla SIRT1 [4]. Aktywno$¢ PARP1 jest zde-
cydowanie wyzsza dlatego tez SIRT1 hamuje aktywno$¢é
PARP1 prawdopodobnie przez deacetylacje czasteczki
niz przez wspélzawodniczenie o dostep do substratu
[4,34]. Aktywno$¢ SIRT1 jest dodatnio skorelowana z dtu-
go$cia zycia myszy, na ktérych przeprowadzono badania
- nadekspresja biatka spowodowata wydtuzenie dtugosci
zycia myszy [59,69]. Ponadto mysie modele nadekspre-
sji SIRT1 charakteryzuja sie szczuplejsza budowa ciata,
szybszym metabolizmem, zwiekszona tolerancja glukozy,
zmniejszonym stanem zapalnym oraz mniejsza podatno-
$cig zachorowania na raka jelita grubego [42]. W mysich
modelach PARP17- zaobserwowano wzrost stezenia NAD*
oraz nadekspresje SIRT1. Takie myszy przypominaly te
z nadekspresja SIRT1 - stwierdzono obnizenie masy
ciala, zwiekszong aktywno$¢ metaboliczna i obnizone
ryzyko zachorowania na choroby metaboliczne [42].
Aktywacja PARP1 hamuje aktywno$¢ SIRT1, przez co
przyczynia sie do zmniejszonej przemiany metabolicz-
nej, a to wplywa na procesy zwiazane ze starzeniem sie
myszy [5]. Inhibicja farmakologiczna moze sie przyczy-
ni¢ do poprawy stanu pacjentéw cierpigcych na choroby
metaboliczne. Dalsze badania z wykorzystaniem modeli
zwierzecych powinny okre$li¢ perspektywy inhibicji
PARP1 w procesie starzenia [69].

PARP1 oprécz bezposredniego wptywu na metabolizm,
bierze takze udziat w regulacji transkrypcji genéw. Moz-
liwymi mechanizmami regulacji transkrypcji przez
PARP1 jest modulacja struktury chromatyny, wiaza-
nie sie do sekwencji wzmacniajacych lub regulowanie
transkrypcji. Immunoprecypitacja chromatyny linii
MCF-7 (linia komdrek gruczolakoraka piersi) z mikro-
macierzowg analizg sekwencji DNA komdrek wykazata,
ze PARP1 jest zwigzany z 90% sekwencji promotoro-
wych genéw (miejsce wiazania znajduje sie okoto 120
pz przed miejscem startu transkrypcji), ktérych ekspre-
sja jest zalezna od polimerazy RNA II. Nie jest to jednak
rzeczywiste odzwierciedlenie wptywu PARP1 na ekspre-
sje poszczegblnych gendéw, poniewaz transkrypcja tylko
3,5% gendw jest zalezna od wiazania sie PARP1 do pro-
motora [31]. W modulowaniu struktury chromatyny
w obrebie sekwencji promotorowych gendw, ktérych
ekspresja zalezy od PARP1 wymagana jest aktywno$¢
enzymatyczna tego biatka. Enzym ten modyfikuje
histony, dotaczajac reszty ADP-rybozy. Silnie ujemny
tadunek PAR powoduje ostabienie interakcji histon-DNA,
co rozluznia strukture chromatyny i umozliwia dostep
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czynnikéw transkrypcyjnych, aktywujac transkrypcje.
Ponadto, PARP1 moze wptywaé na zmiane sktadu chro-
matyny m.in. przez rywalizacje z histonem tagcznikowym
H1 o miejsce wiazania z DNA. Duzg gesto$cia histonu H1
charakteryzuja sie nieaktywne transkrypcyjnie rejony
heterochromatyny. Wyparcie histonu H1 z chromatyny
zawierajacej sekwencje promotorowe gendéw jest zwia-
zane z aktywacjg transkrypcji gendéw [32].

Umiejscowione w jadrze komérkowym biatko PARP1, ule-
gajace aktywacji w wyniku réznego rodzaju wewnatrz-
komérkowych proceséw, takich jak transkrypcja,
replikacja, jak réwniez w wyniku odpowiedzi komérki
na bodZce zewnatrzkomérkowe (cytokiny, morfogeny)
uczestniczy takze w kontrolowaniu prawidtowego roz-
woju organizmdw oraz procesie specyfikacji i réznicowa-
nia komdrek. Akumulacja polimeréw poli(ADP-rybozy)
oraz aktywacja PARP1 odgrywajg wazna role w rozwoju
muszki owocowej (Drosophila melanogaster), gdzie kon-
troluja stadium przedpoczwarkowe i proces przeobraze-
nia [30,63] oraz w czasie dojrzewania mysich oocytéw,
kontrolujac prawidlowy przebieg mejozy [68]. Aktyw-
no$¢ PARP1 jest zwigzana réwniez z réznicowaniem
komdérek w rézne typy. Proces réznicowania embrional-
nych komérek macierzystych w komérki fibroblastéw
obejmuje ADP-rybozylacje czynnika transkrypcyjnego
SOX2 (SRY-box2), ktéry reguluje ekspresje czynnika
wzrostu fibroblastéw 4 (FGF4) [19], a réznicowanie sie
w kierunku ektodermy wymaga ADP-rybozylacji biatka
heterochromatynowego 1a, umozliwiajacego ekspresje
gendw swoistych dla tego listka zarodkowego [56].

Lodhi i wsp. wykazali, ze PARP1 moze kontrolowa¢ reak-
tywacje transkrypcji po zakoficzeniu mitozy. W czasie
podziatu komdérki PARP1 jest zwigzany z chromatyna,
gtéwnie w poblizu miejsca startu transkrypcji. Kiedy
podziat zostaje ukoticzony, aktywno$¢ PARP1 wzrasta,
a powstajace PAR powoduja rozluznienie chromatyny.
Zauwazono, ze PARP1 wigze sie do innych genéw w cza-
sie mitozy niz w przebiegu interfazy. Geny, ktére byly
zwigzane z PARP1 w czasie mitozy, ale nie w czasie inter-
fazy, nalezaty do genéw aktywnie transkrybowanych.
Sugeruje to, ze PARP1 moze by¢ epigenetycznym znacz-
nikiem aktywnych gendéw w czasie réznicowania komé-
rek i jest niezbedny do szybkiej reaktywacji transkrypcji
po podziale [38].

Opublikowane niedawno badania wskazuja réwniez na
aktywacje PARP1 w procesie réznicowania sie mezen-
chymalnych komérek macierzystych w komérki
osteoblastéw, sugerujac mozliwa role w procesie prze-
budowy ko$ci. Inne doniesienia réwniez wskazuja na
udzial PARP1 w metabolizmie ko$ci. PARP1 petni funk-
cje represora gendw kodujgcych czynniki uczestniczace
w resorpcji kosci (TRACP oraz TCIRG1) w czasie oste-
oklastogenezy indukowanej przez RANKL. Modulowa-
nie aktywnosci PARP1 potencjalnie umozliwia kontrole
nad procesem réznicowania sie réznych typéw komérek.
Inhibicja PARP1 moze by¢ przydatna w przysztych zasto-
sowaniach medycyny regeneracyjnej [57,58].

Ponadto, PARP1 bierze udziat w regulacji ekspresji
gendw przez wspédtdziatanie z réznymi czynnikami
transkrypcyjnymi, m.in. Sp1, HES1, B-Myb i Oct-1, jed-
nak rola biatka PARP1 jest najlepiej poznana w kano-
nicznym szlaku NF-kB [32]. Pierwsze doniesienia
o modulacji odpowiedzi immunologicznej przez PARP1
zostaty oparte o badania in vivo. Mysi model pozba-
wiony obu alleli genu PARP1 odznacza sie nizszym
stezeniem mediatoréw prozapalnych, ktére sa regu-
lowane przez kanoniczny szlak NF-kB. Czynnik trans-
krypcyjny NF-kB sklada sie z dwéch podjednostek:
p65 1 p50, ktére ulegaja ekspresji w prawie wszyst-
kich typach komérek zwierzecych [22]. Aktywacja
tego szlaku towarzyszy stanom zapalnym oraz uczest-
niczy w regulowaniu odpowiedzi immunologicznej.
Aktywacja NF-kB obejmuje fosforylacje podjednostki
inhibitorowej IkB przez kinaze IKK, czego wynikiem
jest degradacja IkB i przemieszczenie czynnika trans-
krypcyjnego do jadra. Jego wiazanie z chromatyna
umozliwia ekspresje wielu gendw, ktérych produkty
biatkowe uczestnicza w nieswoistej odpowiedzi imm-
nunologicznej m.in. cytokiny prozapalne (interleukiny
IL-1, -2, -6, -12 i czynnik martwicy nowotworéw - TNF-
«), chemokiny (IL-8, MCP1) oraz czgsteczki adhezyjne
(ICAM1, VCAM-1 i selektyny) [1,42].

Biatko PARP1 aktywowane w wyniku uszkodzeri DNA,
bedacych nastepstwem wzmozonego wytwarzania
reaktywnych form tlenu i azotu towarzyszacym sta-
nom zapalnym, tworzy heteromultimeryczny kompleks
z ligazg PIASy, kinazg IKKy oraz ATM, ktére majg miej-
sca wigzace PAR i uczestnicza w degradacji podjednostki
inhibitorowej IkB. Aktywowany NF-«B ulega translokacji
do jadra, gdzie PARP1 oddzialuje z jego dwiema podjed-
nostkami. Interakcja jest niezbedna do inicjacji trans-
krypcji kontrolowanej przez oba biatka. Acetylacja PARP1
przez acetylaze histonéw p300/CBP, w wyniku transduk-
cji sygnatéw prozapalnych, wzmacnia te oddziatywania
[22]. ADP-rybozylacja nukleosoméw przez PARP1, wywo-
tana przez stymulacje lipopolisacharydem, obejmujaca
regiony promotorowe genéw IL1, MIPB, TNFax oraz CSF2,
utatwia wigzanie sie NF-kB do promotoréw powyzszych
gendéw w jadrach komérkowych makrofagéw i mikro-
gleju. Dlatego tez inhibicja aktywnosci PARP1 umozliwia
obnizanie ekspresji gendw, dla ktérych biatko to petni
funkcje aktywatora w procesie ich transkrypcji [43,44].
Powstajace mediatory prozapalne zwiekszaja wytwa-
rzanie wysoce reaktywnych czynnikéw uszkadzajgcych
DNA, bedacych czeécia sprzezenia zwrotnego, utrzy-
mujacego przewlekly stan zapalny, w ktérym gtéwna
role moze odgrywaé PARP1. Przewlekly stan zapalny
odgrywa wazng role w patogenezie choréb o podtozu
immunologicznym lub autoimmunologicznym. Jednym
z prawdopodobnych mechanizmdéw ttumaczacym udziat
tego biatka w autoagresji uktadu immunologicznego
jest udziat w apoptozie limfocytéw regulatorowych,
ktérych zadaniem jest wyciszanie nieprawidtowe;j
odpowiedzi immunologicznej. Modele zwierzece choréb
autoimmunologicznych, takich jak reumatoidalne
zapalenie stawdw, stwardnienie rozsiane, alergia oraz
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cukrzyca typu 1, ujawnily, ze stosowanie inhibitoréw
PARP1 wigze sie z poprawa stanu tych zwierzat [45]. Jesli
dalsze badania na zwierzetach oraz na ludzkich liniach
komérkowych przyniosg zadawalajace rezultaty, inhi-
bitory PARP1 moga sie okaza¢ doskonatym narzedziem
modulowania odpowiedzi immunologicznej we wspo-
mnianych chorobach [7].

Starzenie sie organizmu jest procesem wieloetapo-
wym, kontrolowanym przez wiele czynnikéw, wéréd
gtéwnych wymienia sie m.in. stres oksydacyjny, muta-
cje DNA oraz niestabilno$é genomowa. Skutki dziatania
wymienionych czynnikéw musza by¢ nieustannie elimi-
nowane w komérce, aby umozliwi¢ skuteczng ochrone
informacji genetycznej. Strukturami odpowiedzialnymi
za utrzymanie stabilno$ci genomu sa telomery, na kté-
rych dtugo$¢é ma wptyw biatko PARP1. Ich zadaniem jest
ochrona informacji genetycznej w procesie replikacji,
gdzie kazdorazowo tracone sg nukleotydy znajdujace
sie na koficu nici oraz uniemozliwienie niekontrolowa-
nego taczenia sie wolnych koticéw DNA. Sekwencje telo-
merowe sg zwiazane z biatkami niehistonowymi, ktére
tworza kompleks zwany szeltryng sktadajacy sie z dwéch
rodzajéw biatek: bezposrednio wigzacych DNA (TRF1,
TRF2, POT1) oraz stabilizujgcych strukture kompleksu
(RAP1, TPP1, TIN2) [7,21]. Szeltryna reguluje struk-
ture telomerdw przez interakcje z biatkami naprawy
DNA oraz telomeraza, ktéra ma wlasciwos$ci odwrotnej
transkryptazy [7]. Telomeraza wydtuzajaca korice telo-
merdw na bazie matrycy RNA jest aktywna w niewiel-
kiej liczbie komérek, m.in. w komérkach macierzystych.
Po okreslonej liczbie podziatéw komdrek somatycz-
nych, telomery sa za krétkie, aby uczestniczy¢ w inter-
akcjach z innymi biatkami i komérka ulega starzeniu.

PismieNNICTWO

Linie komérkowe, w ktérych aktywno$é PARP1 jest far-
makologicznie hamowana albo ekspresja PARP1 zostata
wyciszona w wyniku interferencji RNA, charaktery-
zuja sie krétszymi sekwencjami telomerowymi. Aktyw-
no$¢ telomerazy w tych komérkach nie ulega obnizeniu,
a za skrécenie dtugosci telomerdéw jest odpowiedzialna
modyfikacja biatka TRF2 [21]. Po przytaczeniu polimeru
PAR, sita wigzania kompleksu szeltryny ulega ostabieniu,
czego rezultatem jest rozpad telomeréw. Jesli inhibicja
PARP1 ustanie, dtugo$¢ telomerédw powréci do wyjscio-
wego stanu. Odwracalnosé tego procesu wskazuje, ze
biatko PARP pelni niezwykle wazng funkcje w regulacji
dtugosci telomerdw [7,21].

PopsumowaNie

Rodzina biatek PARP charakteryzuje sie plejotropo-
wym dziataniem. Poszczegdlne biatka PARP biorg udziat
w naprawie DNA, modulacji struktury chromatyny,
transkrypcji gendw, utrzymaniu stabilno$ci genomu
oraz innych procesach metabolicznych. Dotychczasowe
badania wskazuja, ze inhibicja PARP1 przynosi korzystne
skutki w walce z nowotworami oraz chorobami zwigza-
nymi ze stresem oksydacyjnym i odpowiedzig immuno-
logiczng. W ciagu trzech dekad zaprojektowano wiele
struktur chemicznych, umozliwiajgcych hamowanie
aktywno$ci enzymatycznej PARP1. Prowadzone sg bada-
nia kliniczne nad inhibitorami PARP1, gtéwnie w kon-
tek$cie nowotwordw, aczkolwiek prowadzone przez
kolejne lata badania moga potwierdzié ich skutech-
no$¢ w innych schorzeniach. W wyniku coraz wiekszej
zachorowalno$ci na choroby wieku starczego, inhibitory
PARP1 coraz cze$ciej sa rozpatrywane jako jeden ze spo-
sobdw ich leczenia.
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