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Stowa kluczowe:

Streszczenie

W obecnie stosowanych terapiach przeciwnowotworowych wykorzystywane sa przede wszystkim
zwiazki wprowadzajace uszkodzenia do DNA. Skutecznos¢ leczenia nowotworéw uzalezniona
jest wigc od wydajnosci mechanizméw zwiazanych z ich usuwaniem. Wiele substancji uzywa-
nych w chemioterapii wykazuje silna toksycznos¢ ogdlnoustrojowa, dlatego tez wciaz poszuki-
wane sa nowe leki charakteryzujace si¢ mniejsza szkodliwoscia oraz przede wszystkim ograni-
czajace swoje dziatanie do ogniska nowotworowego. Jednym z ostatnich obiecujacych osiagnigé
jest uzyskanie nowej generacji niskoczasteczkowych inhibitoréw polimeraz poli(ADP-rybozy)
(PARP), enzymdw zwiazanych z naprawa peknie¢ DNA. Zwiazki te wykazuja ogromna toksycz-
nos¢ i specyficznosé szczegdlnie wzglgdem komérek z mutacjami genéw BRCAI oraz BRCA2,
co wskazuje na mozliwos¢ wykorzystania tych inhibitoréw w terapii nowotworéw o okreslonym
podtozu genetycznym. Geny BRCAI i BRCA2 zwiazane sa z rekombinacja homologiczna, sys-
temem naprawy usuwajacym podwdjne peknigcia DNA, a ich uszkodzenia prowadza do zacho-
rowan na raka piersi/jajnika. W artykule przedstawiono rol¢ bialek BRCA1, BRCA2 i polime-
raz poli(ADP-rybozy) w procesach naprawy DNA, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich udziatu
w rekombinacji homologicznej. Opisano réwniez krétko histori¢ badan, ktére doprowadzity do
opracowania niskoczasteczkowych inhibitoréw PARP o wysokiej specyficznosci oraz wyniki te-
stow klinicznych najbardziej efektywnych inhibitoréw PARP w perspektywie ich potencjalnego
zastosowania w leczeniu onkologicznym, przede wszystkim nowotworéw piersi BRCAI i BRCA2.

geny BRCA1/2 » rekombinacja homologiczna ¢ inhibitory PARP ° terapia
przeciwnowotworowa

Summary

A majority of currently used anticancer drugs belong to a group of chemical agents that dama-
ge DNA. The efficiency of the treatment is limited by effective DNA repair systems functioning
in cancer cells. Many chemotherapeutic compounds cause strong systemic toxicity. Therefore,
there is still a need for new anticancer agents which are less toxic for nontransformed cells and
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selectively kill cancer cells. One of the most promising molecular targets in cancer therapy is
poly(ADP-ribose) polymerases (PARP). PARP play an essential role in repairing DNA strand
breaks. Small molecule inhibitors of these enzymes have been developed and have proved to be
extremely toxic for cancer cells that lack the functional BRCA1 and BRCA2 proteins that are in-
volved in homologous recombination, a complex repair mechanism of DNA double strand breaks.
Mutations in BRCA1/2 genes are associated with genetically inherited breast and ovarian can-
cers. Therefore PARP inhibitors may prove to be very effective and selective in the treatment of
these cancer types. This review is focused on the function of BRCA1/2 proteins and poly(ADP-
-ribose) polymerases in DNA repair systems, especially in the homologous recombination pro-
cess. A short history of the studies that led to synthesis of high specificity small molecule PARP
inhibitors is also presented, as well as the results of clinical trials concerning the most effective
PARP inhibitors in view of their potential application in oncological treatment, particularly bre-

ast cancers.
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(homologous recombination); PARP - polimeraza poli(ADP-rybozy); PIR - klony oporne na inhibitory

PARP (PARP-inhibitor-resistant).

WePRoOWADZENIE

Biatka kodowane przez geny BRCAI i BRCA2 (breast cancer
susceptibility 1 and 2) uczestnicza w licznych, podstawo-
wych procesach komérkowych. Biora udziat migdzy inny-
mi w naprawie DNA zwiazanej z replikacja, w ktérej od-
powiadaja za usuwanie podwdjnych peknie¢ DNA (double
strand breaks — DSBs) przez rekombinacje homologiczna
(homologous recombination — HR) [38, 113]. Uszkodzenie
tych genéw moze zaburzy¢ proces naprawy DSBs, co z ko-
lei prowadzi do niestabilnosci genomu i procesu nowotwo-
rzenia. Wystgpowanie mutacji w genach BRCAI i BRCA2
wiaze si¢ takze ze szczeg6lnie wysokim ryzykiem zacho-
rowania na uwarunkowane genetycznie nowotwory piersi
ijajnika. W obecnie stosowanych terapiach onkologicznych
tych nowotworéw wykorzystywane sa czynniki wprowa-
dzajace r6znego typu uszkodzenia do DNA (w tym DSBs),
np. promieniowanie jonizujace, inhibitory topoizomera-
zy II (doksorubicyna), zwiazki sieciujace DNA (mitomy-
cyna C, karboplatyna) i antymetabolity (5-fluorouracyl).
Niestety, leki te sg bardzo toksyczne dla organizmu, a ich
skutecznos$¢ jest ograniczona, dlatego wciaz poszukiwane
sq nowe, bardziej efektywne chemioterapeutyki. Badane
sa migdzy innymi zwiazki blokujace rézne szlaki naprawy
DNA, takie jak przeciwciata czy inhibitory swoiste wzgle-
dem wybranych biatek naprawczych [23,60]. Ogromne
zainteresowanie w ostatnich latach wzbudzita duza efek-
tywnos¢ dziatania nowej generacji inhibitoréw polimeraz

poli(ADP-rybozy) (PARP), enzymoéw zwiazanych z napra-
wa peknig¢ DNA. W poréwnaniu do dotychczas stosowa-
nych chemioterapeutykdw, inhibitory PARP charakteryzu-
ja sie bardzo duza toksycznoscia wzgledem nowotworéow
z mutacjami BRCAI7~ i BRCA2” oraz brakiem toksycz-
nosci w komérkach heterozygotycznych. Moze to swiad-
czy¢ o ich duzym potencjale leczniczym i mozliwosci za-
stosowania w monoterapii.

Funkcia Biatek BRCA1/2 w PROCESIE REKOMBINAC)I
HOMOLOGICZNE)

Jedna z pierwszych obserwacji sugerujacych potencjalny
udzial bialek BRCA1/2 w procesach naprawy DNA byta
ich kolokalizacja w jadrowych kompleksach z RADSI,
gtéwnym biatkiem rekombinacji homologicznej [13,92].
Obecnie wiadomo, ze BRCA1/2 odgrywaja strategicz-
na role w tym systemie naprawy DNA, ktory oprécz ta-
czenia niechomologicznych koficéw (non homologous end
joining — NHEJ) jest jednym z dwdéch gtéwnych szlakéw
naprawy podwdjnych peknig¢ DNA w komérkach ssakow
[74]. DSBs naleza do najbardziej toksycznych dla komorki
uszkodzern DNA powstajacych pod wptywem licznych eg-
zogennych czynnikéw genotoksycznych, np. promieniowa-
nia jonizujacego, czynnikéw alkilujacych DNA, inhibitoréw
topoizomerazy 1111, a takze sa indukowane w warunkach
fizjologicznych, np. po napotkaniu nienaprawionych poje-
dynczych peknigé DNA przez widelki replikacyjne [43].

373



Postepy Hig Med Dosw (online), 2012; tom 66: 372-384

Naprawa DSBs i wznowienie replikacji uwarunkowane sa
migdzy innymi prawidtowym przebiegiem procesu rekom-
binacji homologiczne;j.

HR uwazana jest za bezbledny mechanizm usuwania DSBs,
poniewaz do naprawy tych uszkodzenn wykorzystywana
jest chromatyda siostrzana, na bazie ktdérej nastgpuje re-
peracyjna resynteza sekwencji znajdujacych si¢ w poblizu
podwdéjnego peknigcia DNA [71]. Po rozpoznaniu DSBs
przez kompleks MRN (skladajacy si¢ z bialek MREI1,
RADS0 i NBS1) nastepuje rekrutacja i aktywacja kinazy
ATM, ktora fosforyluje wiele biatek, migdzy innymi histo-
ny H2AX oraz biatko BRCAL1 (ryc. 1A) [27]. Kompleks
MRN petni w HR podwdjna role, poniewaz nie tylko akty-
wuje ATM, ale takze utrzymuje korfice DNA blisko siebie
i dzigki egzonukleazowej aktywnosci biatka MRE11 ge-
neruje 3’-jednoniciowy fragment DNA (ssDNA), niezbgd-
ny w dalszych etapach naprawy DSBs [86]. Formowanie
ssDNA jest réwniez uzaleznione od bezposredniej inte-
rakcji MRN z kompleksem biatek CtIP/BRCA1. CtIP wig-
ze sig¢ z biatkiem NBS1 (ryc. 1B) i wzmacnia aktywnos¢
biatka MRE11 [89,115]. Fosforylacja seryny 327 biatka
CtIP przez CDK2 (cyclin dependent kinase 2) promuje
jego wiazanie do BRCA1 i kompleksu MRN, a dodatko-
wo wydaje si¢ odgrywaé znaczaca role w wyborze Sciez-
ki naprawy DSBs w czasie cyklu komérkowego [115,116]

Do utworzonego 3’-ssDNA przytacza si¢ nastgpnie biatko
replikacyjne A (RPA), chroniace jednoniciowe fragmen-
ty przed degradacja (ryc. 1B). Kolejnym etapem HR jest
tworzenie nukleoproteinowych filamentéw przez RADSI,
ktore wiazac si¢ do ssDNA zastepuje RPA, katalizuje po-
szukiwanie homologicznych sekwencji oraz wymiang nici
DNA [41]. Za wewnatrzkomdrkowy transport RADS1 z cy-
toplazmy do jadra komérkowego i miejsc wystgpowania
DSBs odpowiedzialne jest biatko BRCA2, ktére wspot-
dziata w tym procesie z FANCN/PALB2 oraz BRCA1 (ryc.
1C) [76,102]. Transport RADSI1 jest mozliwy dzigki wia-
zaniu tego biatka do domeny zawierajacej powtarzajace si¢
motywy BRC, znajdujacej si¢ w centralnej czgsci BRCA2
oraz do umiejscowionego na C-koncu biatka dodatkowego
miejsca wiazania RADS1 [19,102]. Motywy BRC sa klu-
czowe dla funkcji BRCA2 w naprawie DNA, poniewaz do
transportu RADS]1 i utrzymania stabilnosci chromosomal-
nej wystarczajacy jest fragment BRCA2 zawierajacy wy-
facznie te motywy [87]. BRCA1, w przeciwienistwie do
BRCAZ2, nie wiaze si¢ bezposrednio z RADS5]1, ale bierze
udziat w HR dzigki wspétdziataniu z BRCA2 za posred-
nictwem biatka FANCN/PALB2 [98,118].

W budowe nukleofilamentéw RADS1 zaangazowanych
jest takze wiele innych biatek, do ktérych naleza migdzy
innymi paralogi RADS51 — RAD51B, FANCO/RADSIC,
RADSID, XRCC2, XRCC3, a takze RAD54 (ryc. 1C)
[56,71,74]. W wyniku poszukiwania homologicznych se-
kwencji i inwazji nici DNA, uwarunkowanej mig¢dzy in-
nymi aktywnoscia RADS1, powstaje petla D (displace-
ment loop; ryc. 1D). W obecnie obowigzujacym modelu
przebiegu rekombinacji homologicznej jest ona wyjscio-
wa struktura kilku niezaleznych podtypéw HR, miedzy
innymi Sciezki zwiazanej z wydtuzaniem nici zaleznym
od syntezy DNA (synthesis-dependent strand annealing —
SDSA) oraz naprawa podwdjnych peknie¢ DNA (double-
-strand break repair — DSBR).

W SDSA przemieszczona ni¢ ulega wydtuzeniu, a po syn-
tezie DNA jest uwalniana przy udziale helikazy RTEL1
(ryc. 1E, F) [109]. Na bazie powstatej matrycy nastgpu-
je reperacyjna synteza DNA drugiej nici. W tej Sciezce
HR w wyniku naprawy podwoéjnego peknigcia DNA nie
dochodzi do wymiany fragmentéw DNA (non-crossover,
ryc. 1G). W odréznieniu od SDSA, w drugim podtypie
rekombinacji homologicznej — DSBR, obydwa korice po-
dwdéjnego peknigcia DNA sa zaangazowane w naprawe
uszkodzenia. Niezalezna inwazja nici lub chwytanie dru-
giego konica DNA (second end capture) w petli D prowa-
dzi do formowania podwdjnych struktur Holidaya (ryc. 1H)
[46,56]. Ich rozdzielenie moze nastgpowac z udziatem he-
likazy BLM i topoizomerazy Illa,, w wyniku czego nie do-
chodzi do wymian fragmentéw DNA (ryc. 1I). Struktury
Holidaya moga by¢ takze rozdzielone za pomoca resol-
waz DNA, do ktérych zalicza si¢ miedzy innymi bial-
ko GENI1 oraz kompleksy MUS81/EME]1 i SLX4/SLXI.
Aktywnos¢ tych enzyméw prowadzi do formowania pro-
duktéw naprawy z wymiang fragmentéw DNA (ryc. 1J),
jak réwniez bez ich wymiany (ryc. 1K) [91,97]. Ciagtos¢
nici w trakcie przebiegu HR jest przywracana z udziatem
DNA ligazy I [69].

W przypadku niewlasciwego funkcjonowania BRCA2 do-
chodzi do obnizenia wydajnosci HR, natomiast uszkodze-
nie BRCA1 prowadzi do zaburzen nie tylko w tym mecha-
nizmie naprawy DNA, ale takze w wielu innych procesach
komérkowych [58]. Biatko BRCA1 zaangazowane jest
w wielokierunkowa odpowiedZ komorki na uszkodzenia
DNA, miedzy innymi poprzez regulacje ekspresji i funk-
¢cji innych biatek naprawczych oraz czynnikéw zwigzanych
z dziataniem punktéw kontrolnych [58,106]. Na podstawo-
we znaczenie biatek HR, w tym BRCA1/2, w prawidlowym
funkcjonowaniu pojedynczych komoérek oraz catego orga-
nizmu wskazuje na to, ze eliminacja (knockout) genéw HR
u ssakow jest letalna juz we wczesnych stadiach embrio-
genezy [32]. Poniewaz HR jest procesem warunkujacym
prawidiowy przebieg replikacji DNA, jej zaburzenia pro-
wadza do niestabilnosci genomu, cechy charakteryzujace;j
prawie wszystkie ludzkie nowotwory [71,73].

NowoTwoRY PIERSI UWARUNKOWANE MUTACJAMI GENOW
REKOMBINACJI HOMOLOGICZNE)

BRCA1 i BRCA2 zaliczane sa do genéw supresorowych.
Cecha charakterystyczng heterozygotycznych nosicieli dzie-
dzicznych mutacji tych gendw jest czg¢sta utrata allelu typu
dzikiego (loss of heterozygosity — LOH), co w konsekwen-
cji prowadzi do biallelicznej inaktywacji genéw BRCA1/2
i nowotworzenia [93,108]. Mutacje BRCAI i BRCA2 moga
by¢ odpowiedzialne nie tylko za rozwdj nowotwordw piersi/
jajnika, ale takze prostaty oraz trzustki [59]. Rak piersi jest
najpowszechniej wystgpujacym nowotworem wsrdéd kobiet
i charakteryzuje si¢ znaczng Smiertelnoscia. Kazdego roku
na §wiecie odnotowuje si¢ powyzej miliona nowych zacho-
rowan [14]. Podtoze genetyczne tej choroby zidentyfikowa-
ne zostato jedynie na poziomie 5-9% wszystkich przypad-
kéw zachorowan, wsrdd ktérych przewazajaca wigkszosé
zwigzana jest z mutacjami BRCA1/2 [20]. Geny zwiazane
z zachorowaniami na raka piersi dzieli si¢ na geny wyso-
kiej oraz Sredniej i niskiej penetracji, ktérych klasyfikacja
uzalezniona jest od poziomu ryzyka rozwoju okreslonego
typu nowotworu w przypadku dziedzicznych predyspozycji.
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Rycina 1. Mechanizm i $ciezki rekombinacji homologicznej (HR). Przebieg procesu i udziat biatek w poszczegdInych etapach naprawy opisano w tekscie;
(R) — rozpoznanie uszkodzenia, (B) — tworzenie wolnych 3'koricéw DNA, (€) — budowa nukleofilamentu biatek RAD51, (D) — transfer nici
DNA z wytworzeniem petli D. Podtypy HR: SDSA (E-G) i DSBR (H-K); (E) Synteza DNA, (F) — powrotna migracja nici i wydtuzanie nici DNA, (G)
—reparacyjna synteza DNA, (H) — wydtuzanie nici z tworzeniem podwojnej struktury Hollidaya, (I oraz J) — rozdzielenie struktur Hollidaya
bez wymiany fragmentéw DNA, (K) — rozdzielenie struktur Hollidaya z wymiang fragmentéw DNA

BRCAI i BRCA2 naleza do grupy genéw wysokiej penetra-
¢ji i zwiazane sg z duzym prawdopodobienstwem rozwo-
ju nowotworéw. U nosicieli mutacji w tych genach ryzy-
ko zachorowania na raka piersi wynosi ponad 80% [105].
Prawdopodobieristwo rozwoju raka jajnika stanowi nato-
miast 30-50% w przypadku mutacji BRCAI, a dla nosi-
cieli mutacji BRCA2, 15-30% [5].

Uwarunkowane dziedzicznie zachorowania na raka piersi
zwigzane sg takze z mutacjami innych genéw kodujacych
biatka rekombinacji homologicznej, np. ATM i RADS50.
Zwigkszona predyspozycja do wystgpowania tych nowotwo-
réw wigze si¢ réwniez z mutacjami FANCO/RADS1C oraz
FANCN/PALB?2, ktére jednoczesnie sg genami rekombina-
¢ji homologicznej (zob. rozdz. Funkcja bialek BRCA1/2
w HR) i szlaku anemii Fanconiego (FA). Kolejnym genem
FA zwigzanym z nowotworami piersi o podtozu genetycz-
nym jest FANCJ/BACH1/BRIP1, ktéry wspoétdziata z re-
kombinacja homologiczna poprzez bezposrednie oddzia-
tywanie biatka FANCJ z BRCA1 [55,84]. FA jest choroba
charakteryzujaca si¢ na poziomie komérkowym niestabil-
noscig chromosomalng oraz nadwrazliwoscia na zwiazki
wprowadzajace wigzania krzyzowe do DNA, a szlak ane-
mii Fanconiego wraz z HR uczestniczy w naprawie tych
uszkodzen [44].

Do zachorowari na raka piersi predysponuja réwniez mu-
tacje innych genéw, np.: TP53, CHEK?2 czy MAP3K1, co
wskazuje, ze procesy obejmujace szeroka odpowiedzZ ko-
morki na uszkodzenia DNA sa $cisle zwiazane z kance-
rogeneza. Biatka kodowane przez te geny odpowiedzialne
sq za przekazywanie sygnatéw w wielu biologicznych pro-
cesach, migdzy innymi w apoptozie, aktywacji punktéw
kontrolnych w obecnosci uszkodzert DNA oraz we wzro-
Scie i proliferacji komoérek [10,84].

WRazLIW0$¢ MUTANTOW BRCA1,/2 NA NOWE INHIBITORY
PARP

Obecnie duze nadzieje w leczeniu chorych z nowotwora-
mi wigze si¢ z nowymi terapiami, ktérych dziatanie oparte
jest na blokowaniu mechanizméw naprawy DNA. Do jed-
nych z najbardziej intensywnie badanych w ostatnich la-
tach proceséw nalezy blokowanie aktywnosci polimeraz
poli(ADP-rybozy) poprzez swoiste inhibitory. Ostatnio
zainteresowanie wzbudzity doniesienia o ogromnej wraz-
liwosci homozygot BRCA1/2 na inhibitory PARP trzeciej
generacji, AG14361 i KU0058684 (tab.1). W badaniach
tych wykorzystane zostaly r6zne modele komérkowe: ko-
morki ludzkie MCF7 i MDA-MB-231 z wyciszona przez
siRNA ekspresja BRCA2, mutant komérkowy chomika
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chifiskiego V-C8 Brca2~-, a takze mysie komérki embrio-
nalne Brcal™ oraz Brca2” . Wszystkie analizowane linie
komdrkowe byty 50-1000 razy bardziej wrazliwe na stoso-
wane inhibitory od komérek typu dzikiego [8,29]. Wyniki
te potwierdzity badania in vivo przeprowadzone z wy-
korzystaniem mysich modeli zwierzgcych, ktérym prze-
szczepiano komorki z uszkodzonym Brca2 (V-C8 chomika
chifiskiego lub mysie komérki embrionalne) w celu indu-
kowania rozwoju nowotworéw. Podanie myszom inhibito-
réw PARP (AG14361 i KU0058684) prowadzito do zaha-
mowania wzrostu guzéw [8,29].

Zwigkszona wrazliwos¢ na inhibitory PARP trzeciej ge-
neracji (np.: KU0058684 i KU0058948) zaobserwowano
takze w komoérkach chomika chiniskiego z uszkodzonymi
innymi genami rekombinacji homologicznej, np. XRCC2
i XRCC3. Wyniki te sugerowaty, ze podatnos¢ na toksycz-
ne dziatanie inhibitoréw PARP zwigzana jest raczej z za-
burzeniami tego procesu naprawy DNA, a nie mutacja-
mi gendw BRCAI lub BRCA?2 [8]. Teorig t¢ potwierdzity
dalsze badania, ktére wykazaty niezmiernie duza wrazli-
wo$¢ na inhibitory PARP komoérek z uszkodzonymi ko-
lejnymi genami zwigzanymi z naprawa podwdjnych pek-
nig¢ DNA przez HR, np.: ATM, RAD51, NBS1, ATR [64].
Sposréd mutantéw z niesprawnymi innymi systemami na-
prawy DNA, jedynie komoérki z uszkodzonym szlakiem
anemii Fanconiego (z mutacjami genéw FANCA, FANCC
i FANCD?) charakteryzowata zwigkszona wrazliwos¢ na te
zwiazki, jednak w znacznie mniejszym stopniu niz mutanty
komérkowe HR [64]. Powodem obserwowanej u mutantéw
FA nadwrazliwosci na inhibicje PARP jest prawdopodob-
nie $ciste wspoétdziatanie HR ze szlakiem FA w procesie
usuwania wigzan krzyzowych, w ktérym podwdjne pek-
nigcia DNA powstaja jako struktury posrednie.

RoLa PARP-1 w KomoRcE

Pierwsze biatka PARP zostaly opisane juz w latach 80.
ub.w., jednak dopiero odkrycie potencjalnego znacze-
nia terapeutycznego inhibitoréw PARP zapoczatkowa-
o intensywne badania nad rola komérkowa tych biatek.
Obecnie znanych jest 18 polimeraz PARP, ktérych charak-
terystyczna cecha wspdlng jest obecno$¢ domeny katali-
tycznej z silnie konserwowanym ewolucyjnie motywem,
tzw. ,,sygnatura PARP”, umozliwiajaca przeprowadza-
nie reakcji poli(ADP-rybozyl)acji, bedacej jedna z po-
translacyjnych modyfikacji biatek [77]. Wiadomo, ze
poli(ADP-rybozyl)acja jest procesem zwiazanym z od-
powiedzig komoérek na uszkodzenia DNA, ale dotychcza-
sowe badania wykazaty aktywno$¢ enzymatyczna jedy-
nie u 6 polimeraz PARP. Najwyzszy poziom aktywnosci
maja PARP-1 oraz PARP-2 i najprawdopodobniej tyl-
ko one biorg udziat w procesach naprawczych DNA [4].
Biatka te moga tworzy¢ heterodimery, maja wspolne do-
celowe biatka jadrowe, a ich funkcje czgsSciowo si¢ na-
ktadaja, o czym swiadczy letalnos¢ myszy na etapie em-
brionalnym wywotana ich jednoczesnym uszkodzeniem
[67]. Wyniki badai myszy z nokautem Parpl wykazaty,
ze pomimo zaburzenia naprawy pe¢knigé DNA w ich ko-
morkach, poli(ADP-rybozylacja) byta utrzymywana na
poziomie ok. 10% [3]. Wskazuje to, ze najistotniejsza
role komérkowa petni PARP-1, natomiast PARP-2 praw-
dopodobnie dziala pomocniczo, czg$ciowo kompensu-
jac funkcje PARP-1.

Udzial PARP-1 w naprawie DNA

Zaangazowanie PARP-1 w procesy naprawy DNA zwig-
zane jest przede wszystkim z wykrywaniem oraz sygna-
lizacja pojedynczych i podwdéjnych peknie¢ DNA. Biatko
to w postaci dimeru wiaze si¢ z uszkodzonym DNA po-
przez domeny typu palca cynkowego znajdujace si¢ na
N-koricu, co prowadzi do aktywacji domeny katalitycz-
nej zlokalizowanej na C-konicu. Aktywny PARP-1 kata-
lizuje rozpad NAD* (nicotinamide adenine dinucleoti-
de) do nikotynamidu i ADP-rybozy (ryc. 2), a nastgpnie
przytacza czasteczki ADP-rybozy do biatek akceptoro-
wych w formie liniowych lub rozgatezionych taricuchéw
polimeru poli ADP-rybozy (PAR), osiagajacych w bada-
niach in vitro dtugos¢ nawet 200—400 jednostek [65,78].
Aktywnos¢ PARP-1 wzrasta bardzo gwattownie (prawie
500-krotnie) po zwiazaniu z uszkodzonym DNA, a two-
rzenie PAR jest procesem niezmiernie dynamicznym.
Polimery te powstaja w ciagu zaledwie paru sekund i juz
po kilku minutach ulegaja degradacji przez glikohydro-
lazg poli(ADP-rybozy) (poly(ADP)ribose glycohydrola-
se — PARG) [2,18]. W przypadku duzej ilosci uszkodzen
DNA, silna aktywacja PARP-1 prowadzi do uszczuplenia
puli NAD* i ATP, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do
nieprawidtowego funkcjonowania komérki, a nawet jej
Smierci przez nekrozg [62].

Poli(ADP-rybozylacji) ulega przede wszystkim sam PARP-1
(ok. 90%) oraz wiele innych biatek jadrowych. Przytaczenie
PAR zmniejsza powinowactwo PARP-1 do DNA, a badania
in vitro wskazuja, ze usuni¢cie PARP-1 z miejsca uszkodze-
nia umozliwia dostgp biatek naprawczych do DNA i jed-
noczes$nie hamuje dalsza syntezg PAR [90,103,104,117].
PARP-1 poza detekcja uszkodzen, przekazuje takze za
posrednictwem PAR informacj¢ o obecnosci uszkodzenia
DNA do biatek efektorowych [1]. Poli(ADP-rybozyl)acji
ulegaja biatka biorace udzial w metabolizmie DNA oraz
w odpowiedzi komorki na uszkodzenia DNA, m.in. histo-
ny, topoizomeraza [ 111, helikazy DNA, czynniki transkryp-
cyjne i biatka naprawy DNA np. XRCCl1 [16,51,53,57,94].
Biatka modyfikowane przez PARP-1 zawieraja motyw kon-
sensusowy wiazacy PAR (PAR-binding consensus motif),
ktory czesto lezy w obrebie ich domen funkcjonalnych, od-
powiedzialnych np. za wiazanie do DNA lub innych bia-
tek [80]. Przytaczenie PAR moze zatem modulowaé ak-
tywnos¢ bialek docelowych, ze wzgledu na silnie ujemny
tadunek i duzy rozmiar polimeru. PAR moze tez stanowi¢
miejsce wigzania innych biatek [6,51,80].

Wazna rolag PARP-1 zwiazana z naprawa DNA jest regu-
lacja struktury chromatyny. Histony i inne biatka zwiaza-
ne z chromatyng ulegaja poli(ADP-rybozylacji), ponad-
to PAR w postaci wolnej lub potaczonej z PARP-1 moze
rowniez niekowalencyjnie oddziatywaé z tymi biatkami.
Prowadzi to do destabilizacji nukleosoméw lub do lokalne;j
relaksacji chromatyny, co umozliwia rekrutacj¢ oraz wia-
zanie bialek naprawczych do miejsca uszkodzenia DNA
[16,50,52,57,80,81,83,85].

Po zwiazaniu z uszkodzonym DNA, PARP-1 nie tylko prze-
prowadza reakcje¢ poli(ADP-rybozyl)acji, ale wchodzi row-
niez w bezposrednie interakcje z biatkami naprawczymi
DNA. Najlepiej zbadane jest powigzanie PARP-1 z enzy-
mami systemu naprawy DNA przez wycinanie zasad (base
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Rycina 2. Aktywacja PARP w odpowiedzi na pekniecia DNA. Opis w tekscie

excision repair — BER), np. ligaza III czy XRCCl, z ktory-
mi tworzy kompleks w odpowiedzi na oksydacyjne uszko-
dzenia DNA [21,54,79]. W komoérkach z nieaktywnym
PARP-1 wydajnos¢ BER jest obnizona, co wskazuje na
znaczaca rolg PARP-1 w tym systemie naprawy DNA [17].

Aktywacja PARP-1 zachodzi réwniez w odpowiedzi na
podwdjne peknigcia DNA, sugerujac zwiazek tego biat-
ka z procesami ich naprawy, miedzy innymi z rekombina-
cja homologiczna. Wykazano, ze PARP-1 promuje akty-
wacje MRE11, NBS1 oraz ATM w odpowiedzi na DSBs
[39,40]. Ponadto PARP-1 zaangazowana jest w kontro-
l¢ postepu widetek replikacyjnych zwiazanego z napra-
wa DSBs przez rekombinacj¢ homologiczna, najprawdo-
podobniej poprzez regulacje rekrutacji biatka MRE11, co
umozliwia ponowny start widetek replikacyjnych [45,96].
Dotychczasowe dane dotyczace udziatu PARP-1 w tym sys-
temie naprawy DNA sa jednak niejednoznaczne i wska-
zuja zaréwno na hamowanie, jak i promowanie przebiegu
HR przez ten enzym [25].

Proponowany mechanizm molekularny odpowiadajacy za
niezwykla wrazliwos¢ mutantéw HR na inhibitory PARP
zaklada, ze inhibicja PARP prowadzi do zaburzenia efek-
tywnej naprawy pojedynczych peknig¢ DNA przez BER,
czego skutkiem jest ich nagromadzenie w komorkach.
Napotkanie SSB przez widelki replikacyjne moze spowo-
dowac ich peknigcie, poniewaz polimeraza replikacyjna
trafia na przerwe w matrycy, co w konsekwencji prowadzi
do utworzenia DSBs z jednym wolnym koficem. W prawi-
dtowych komoérkach DSBs sa usuwane przez HR, jednak
w komorkach z defektywnymi genami rekombinacji ho-
mologicznej uszkodzenia te nie sa wydajnie naprawiane,
co skutkuje fragmentacja DNA i Smierca komorki przez
apoptoze. Inhibicja PARP w komérkach z uszkodzona HR
jest wigc przyktadem mozliwosci wykorzystania w terapii
przeciwnowotworowej, zjawiska tzw. ,,sprzgzonej letalno-
$ci” (synthetic lethality), w ktérym uszkodzenie pojedyn-
czego szlaku naprawy DNA jest tolerowane przez komorki,
natomiast zahamowanie kolejnego, wspétdziatajacego z nim
mechanizmu naprawczego, wywotuje efekt letalny [49].
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Inhibitory PARP

Pierwszymi inhibitorami PARP stosowanymi w badaniach
laboratoryjnych byty strukturalne analogi nikotynamidu,
m.in. 3-aminobenzamid (3-AB) i inne pochodne benzami-
du, o dzialaniu kompetycyjnym wzgledem substratu reakcji
poli(ADP-rybozylacji), NAD* (tab. 1) [82]. Pomimo nie-
wielkiej toksycznosci dla komérek in vitro oraz dobrej to-
lerancji in vivo, charakteryzowatla je mata swoistos¢, ponie-
waz byly aktywne wzgledem wszystkich bialek z rodziny
PARP [110]. Wynikalo to z bardzo podobnej budowy do-
meny katalitycznej i sposobu wiazania NAD* przez wszyst-
kie biatka z rodziny PARP. Dzigki badaniom molekularnym
wykazano, ze aby zatrzymac¢ naprawg¢ DNA przez BER,
wystarczy zablokowac¢ aktywnos¢ PARP-1 i PARP-2, dla-
tego przy projektowaniu nowych inhibitoréw PARP kta-
dzie si¢ duzy nacisk na to, aby byly swoiste tylko wzgle-
dem tych dwéch enzyméw i jednoczesnie nietoksyczne dla
komorek w stgzeniach wywotujacych ich inhibicjg (tab. 1).

Uzyskanie pozadanej skutecznosci terapeutycznej inhibi-
toréw PARP jest Sci§le zwiazane z ich swoistoScia, na co
wskazuja migedzy innymi badania komoérek raka trzustki
CAPAN-1 z uszkodzonym genem BRCA2. Komérki te sa
wrazliwe jedynie na bardzo specyficzny inhibitor PARP
KUO0058948, a nie na stabsze zwiazki, takie jak 3-AB czy
NU1025 [33,63]. Wieloletnie poszukiwania prowadzone
przez liczne grupy badaczy doprowadzity do identyfikacji
nowych inhibitoréw PARP charakteryzujacych si¢ znacz-
nie wyzsza selektywnoscia i efektywnoscia wykazywana
in vitro, a tym samym bardziej odpowiednich do préb ich
zastosowania w badaniach przedklinicznych i klinicznych
[15]. W latach 90. ub. w. opracowane zostaty inhibitory
drugiej generacji, dwu- i tréjcykliczne laktamy, imidazo-
le oraz karboksyamidy benzoksazolu [30]. Zdecydowana
wigkszo$¢ stosowanych obecnie niskoczasteczkowych in-
hibitoréw PARP trzeciej generacji to pochodne tych zwiaz-
kéw, nawet 1000-krotnie efektywniejsze od pierwszego
dostgpnego inhibitora 3-AB (tab. 1). Wszystkie te zwiaz-
ki sa inhibitorami kompetycyjnymi, z wyjatkiem inipari-
bu (BSI-201), ktéry oddziatuje z domena wiazaca DNA,
a nie miejscem aktywnym PARP-1 [30].

Pomimo réznego mechanizmu blokowania aktywnosci
PARP przez inhibitory trzeciej generacji, ich skutecznosé
w stosunku do komérek z mutacjami BRCA 1/2 jest podob-
na oraz poréwnywalna z efektem zniesienia aktywnosci
PARP-1 w komoérkach poprzez wyciszenie jego ekspresji
przy pomocy siRNA (siParp-1). Zastosowanie siParp-1 in
vitro w komoérkach mysich z uszkodzonym Brcal lub Brca2
prowadzi tak samo jak w przypadku inhibitoréw PARP do
obnizenia ich przezywalnosci [8,29]. Skutecznos¢ siParp-1
zostata takze potwierdzona w badaniach in vivo, w ktoérych
podawanie nanoczasteczek zawierajacych siParp-1 myszom
z nowotworami jajnika o podtozu Brcal istotnie wydtuzato
czas ich zycia, a w wyizolowanych komérkach guzéw tych
zwierzat poziom apoptozy byt dwukrotnie wyzszy niz w ko-
morkach kontrolnych [35]. Wydaje si¢ natomiast, ze réz-
ne metody eliminacji obecnosci PARP w komérkach maja
odmienny wptyw na poziom indukcji pojedynczych pek-
nie¢ DNA i efektywnos¢ ich naprawy. Hamowanie aktyw-
nosci PARP-1 za pomocg inhibitoréw prowadzi do obnize-
nia wydajnosci naprawy SSBs wnioskowanej na podstawie
ilosci pojedynczych peknigé DNA, czego przyczyna jest

prawdopodobnie pozostawanie tego enzymu po inhibicji
w formie zwigzanej do DNA, co z kolei blokuje przylacza-
nie si¢ innych bialek naprawczych do miejsca uszkodzenia
DNA. Natomiast w komérkach, w ktérych do wyciszenia
ekspresji PARP-1 zastosowano siPARP-1 naprawa SSBs
jest wydajniejsza, co sugeruje, ze brak ekspresji PARP-1
moze by¢ kompensowany przez aktywacj¢ innej Sciezki
naprawy uszkodzenia DNA, ktéra z duzym prawdopodo-
bieistwem jest HR [34,95].

ZAsT0SOWANIE INHIBITOROW PARP w TERAPII
PRZECIWNOWOTWOROWE)

Selektywnos¢ inhibitoréw PARP w stosunku do komérek
z niesprawnym systemem HR, zwlaszcza homozygotycz-
nych komérek BRCA1/27-, wskazuje ze moga by¢ sku-
tecznym lekiem przeciwnowotworowym. Dodatkowym,
niezwykle istotnym argumentem sugerujacym mozliwosé
terapeutycznego wykorzystania tych zwiazkow jest niewraz-
liwos¢ heterozygot BRCA1/2 na inhibitory PARP. Z tego
wzgledu, w przypadku nowotworéw z homozygotycznymi
mutacjami genéw BRCA 1/2, aktywno$¢ inhibitoréw PARP
zawegzona jest do obszaru guza. Znacznie zmniejsza to ryzy-
ko ogélnoustrojowej cytotoksycznosci, stanowigcej ogrom-
ny problem obecnie stosowanych terapii i przede wszyst-
kim umozliwia ich bezpieczne stosowanie w przypadku
nowotworéw o podtozu genetycznym BRCA1/2.

Bardzo obiecujace wyniki badan przedklinicznych inhi-
bitoréw PARP nowej generacji w monoterapii nowotwo-
row z mutacjami w genach BRCAI i BRCA2 umozliwi-
ty przejscie tych zwiazkéw do badar klinicznych (tab. 2).
Niedawno opublikowano wyniki badan klinicznych fazy
pierwszej dla olaparibu (AZD2281/KU0059436), doustne-
go inhibitora PARP, podawanego nosicielkom mutacji genu
BRCA1 lub BRCA?2 z zaawansowanym rakiem piersi. Lek
ten wykazywal pozadana aktywnos¢ kliniczna i dobra to-
lerancje, a poprawg stanu zdrowia zaobserwowano u 63%
(u 12 z 19 badanych) pacjentek [31]. Rownie obiecujace sa
wyniki II fazy oceny klinicznej, w ktdrej zastosowano ola-
parib w monoterapii u kobiet z mutacjami w BRCA ! i/lub
BRCA2 w przerzutowym raku piersi. Standardowa chemio-
terapia u tych pacjentek nie przyniosta oczekiwanych efek-
toéw, natomiast u prawie 25% kobiet otrzymujacych dwa
razy dziennie 100 mg olaparibu oraz u 41% otrzymujacych
400 mg (maksymalna bezpieczna dawka) zaobserwowano
zmniejszenie rozmiaréw guza piersi. Toksycznos$¢ ogdlno-
ustrojowa olaparibu w obu grupach byta niewielka [107].

Ze wzgledu na udziat PARP-1 i PARP-2 w naprawie uszko-
dzenn DNA indukowanych przez promieniowanie jonizuja-
ce i niektére leki przeciwnowotworowe, inhibitory PARP
sg réwniez intensywnie badane jako czynnik zwigkszajacy
wrazliwos$¢ nowotworéw na chemio- i radioterapig [99,100].
W réznych ludzkich liniach nowotworowych zaobserwo-
wano, ze taczenie chemio- lub radioterapii z inhibitorami
PARP niszczy komérki skuteczniej od pojedynczo stoso-
wanych czynnikéw genotoksycznych [37,100]. Nowe inhi-
bitory PARP znacznie poprawiaja tez wynik terapeutyczny
np. temozolomidu, cisplatyny, inhibitoréw topoizomerazy
1, zwiazkéw powszechnie stosowanych w leczeniu klinicz-
nym, dzigki czemu staja si¢ atrakcyjnym nowym lekiem
w terapiach kombinowanych [9,37]. Bardzo pozytywne re-
zultaty otrzymano w II fazie badari klinicznych inhibitora
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Tabela 1. Efektywnos¢ wybranych inhibitoréw PARP szacowana na podstawie wartosci IC lub Ki

Inhibitor PARP Producent IC /Ki Pismiennictwo
3-AB 0 % NH; dostgpny komercyjnie  1C;; 5,4 uM (nieswoisty) [82]
HoN
NUT025 0 ) dostepny komercyjnie IC,, 0,4 uM (PARP-1) [71
A
OH
0 NH, Abbot Laboratories Ki 5,2 nM (PARP-1); 2,9 nM [26]
veliparb/ABT88 N (PARP-2)
AN 2
N
H
Pfizer Inc. Ki 1,4 nM (PARP-1) [101]
Ki <5 nM (PARP-2) [9,71]
olaparib/AZD2281/KU0059436 AstraZeneca PIc, IC., 5 nM (PARP-1); [66]
0 KuDOS Pharmaceuticals 1 nM (PARP-2)
Ltd.
KU0058648 IC,;3.2nM (PARP-1) [64]
0
NH
O /‘N UN
)
(0
KU0058948 IC;,3.4nM (PARP-1) [64]
0
S0
2N 0‘
iniparib/BSI-201 Sanofi-aventis/BiPar brak danych -
ﬂ 0‘ Sciences
|
MK-4827 0 " Merck IC;3,8nM (PARP-1); [48]

2,1 nM (PARP-2)

(EP-9722 Cephalon IC,, 20 nM (PARP-1); [68]

6nM (PARP-2)

IC,, (inhibitory concentration) — stezenie zwiazku, przy ktorym zachodzi 50% inhibicja aktywnosci katalitycznej enzymu; Ki — stata inhibicji enzymu.
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Tabela 2. Przyktadowe préby kliniczne z wykorzystaniem inhibitoréw PARP w monoterapii

Inhibitor PARP

Stopien zaawansowania badan klinicznych

Typ nowotworu

MK4827 faza |, w trakcie

zaawansowane guzy lite, rak jajnika i prostaty

Olaparib/AZD2281/KU0059436 fazal, w trakcie
faza |, w trakcie
faza I, zakoriczone

faza ll, zakoriczone

quzy lite

rak jajnika BRCA pozytywny
rak jajnika BRCA pozytywny
rak piersi BRCA pozytywny

Iniparib/BSI-201 fazall, w trakcie

rak jajnika

Rucaparib/AG014699/
PF-01367338

faza ll, w trakcie

rak jajnika i piersi, nowotwory BRCA
pozytywne

Na podstawie http.//clinicaltrials.gov/ct2/results?term=parp.

PARP iniparibu (BSI-201), zastosowanego w leczeniu ko-
biet z przerzutowym, potréjnie negatywnym rakiem piersi.
Nowotwory te wystepuja u ok. 15% chorych, charaktery-
zuje je brak ekspresji receptoréw estrogenow, progestero-
nu i HER2, agresywny przebieg oraz gorsze rokowania
w poréwnaniu do innych typéw nowotwordow sutka [22].
W testach wziglo udziat 116 kobiet — potowie z nich poda-
no standardowe chemioterapeutyki, gemcytabing i karbo-
platyng, natomiast dla pozostatych terapia poszerzona zo-
stala o iniparib. Zastosowanie iniparibu nie wptyneto na
toksyczno$¢ chemioterapii, natomiast zwigkszyto odsetek
pacjentek odnoszacych korzysci z leczenia z 21 do 62%,
a czas zycia wolny od nawrotéw choroby wydtuzyt si¢ sred-
nio o ponad trzy miesigce [75]. Iniparib jest pierwszym in-
hibitorem PARP zakwalifikowanym do III fazy badan kli-
nicznych u kobiet z potréjnie negatywnym rakiem piersi,
w kombinacji z gemcytabing i karboplatyna.

Dotychczasowe badania dotyczace potencjalnego tera-
peutycznego zastosowania inhibitoréow PARP skupiaja si¢
gtéwnie na nowotworach piersi, zwtaszcza z uszkodzony-
mi genami BRCAI i BRCA2. Uwzgledniajac jednak wyni-
ki badan in vitro jednoznacznie wykazujacych wrazliwos¢
komorek z uszkodzonymi innymi biatkami rekombinacji
homologicznej na inhibitory PARP przypuszczaé¢ moz-
na, ze zwiazki te moga mie¢ znacznie szerszy zakres tera-
peutyczny i znalez¢ zastosowanie w terapii onkologiczne;j
przynajmniej kilkunastu réznych typéw nowotworéw wa-
runkowanych mutacjami genéw HR [12]. Mutacje genéw
rekombinacji homologicznej, takich jak RAD54 i CtIP
zwigzane sa migdzy innymi z wystgpowaniem chtoniaka
Hodgkina i nowotworéw okreznicy, a RADSIB — tlusz-
czaka oraz migs$niaka gtadkokomdrkowego macicy [42].

Dostepne dane literaturowe czgsto prezentuja wyniki ba-
dan przeprowadzonych na niewielkich grupach pacjen-
téw, dlatego trudno jest ocenic jaki procent ogélnej liczby
nowotworéw moga stanowié przypadki zwiazane z zabu-
rzeniami procesu HR (wynikajacymi z mutacji genéw in-
nych niz BRCA1/2). Badania obejmujace wigksze grupy
pacjentéw (powyzej 80. oséb) wykazaty prawie catkowity
brak ekspresji ATM, ATR i RADS51 u ponad potowy cho-
rych na ptaskokomérkowego raka glowy i szyi, obnizona
ekspresje RADS1 w 30% nowotwordw piersi oraz czg¢sta
utrate heterozygotycznosci (LOH) w rejonie genéw RADS1
(32%), RADS52 (16%) i RADS54 (20%) [36,70,114]. Z kolei
analiza catlogenomowa 489 przypadkéw zaawansowanego

surowiczego raka jajnika wykazata zaburzenia ekspresji,
regulacji lub mutacje genéw HR u prawie polowy bada-
nych pacjentek. Dotyczyty one gléwnie genéw BRCAI
i BRCA2 (20%), jednak wykazano tez m.in. hipermetylacje
RADSI1C (3%), mutacje ATM lub ATR (2%) oraz mutacje
wspoétdziatajacych z HR genéw FA (5%) [11]. Zaburzenia
ekspresji FANCF (jednego z genéw FA) poprzez metyla-
cj¢ promotora wykazano takze u 15% pacjentéw z ptasko-
komoérkowym rakiem glowy i szyi, u 14% z niedrobnoko-
moérkowym rakiem pluc oraz u 30% pacjentek z rakiem
szyjki macicy [61, 72]. Dane te wskazuja, ze ze wzgledu
na obecnos¢ mutacji gendw HR w réznych nowotworach
i przede wszystkim opisana wczesniej selektywnos¢ inhi-
bitoré6w PARP wobec komérek z mutacjami genéw tego
systemu naprawy DNA, dalsze badania nad terapeutycz-
nym wykorzystaniem tych zwiazkéw znajduja uzasadnie-
nie klinicznie.

Rewersia mutacit BRCA 2 1AKO MECHANIZM OPORNOSCI NA
LEKI PRZECIWNOWOTWOROWE

Powaznym problemem klinicznym jest nabyta w trakcie te-
rapii opornos¢ nowotworéw na leki, szczegdlnie ze wzgle-
du na koniecznos¢ zaniechania dotychczasowego leczenia
i czgsty brak skutecznych lekdw zastgpczych. Ostatnio opu-
blikowane dane wskazuja, ze w przypadku nowotworéw
o podtozu genetycznym BRCA1/2, przyczyna rozwinigcia
opornosci moze by¢ rewersja oryginalnej mutacji. Réwniez
nasze badania z wykorzystaniem modelowego mutanta
Brca2”~ komérek chomika chiniskiego (V-C8) wykazaty,
ze rewersja mutacji w genie Brca2 prowadzi do przywré-
cenia fenotypu komérek dzikich, co wiaze si¢ z nabyciem
opornosci na mitomycyng C i cisplatyne [111]. Podobnie
selekcja komorek raka trzustki CAPAN-1 ze zmutowanym
BRCA2 pod wptywem cisplatyny doprowadzita do powsta-
nia 5 r6znych wtérnych mutacji, ktére przywrocity otwarta
ramke odczytu (open reading frame — ORF) typu dzikie-
2o [28,88]. Analogiczny mechanizm zaobserwowano takze
w komoérkach nowotworowych opornej na cisplatyng linii
raka piersi HCC1428, jak réwniez w nawrotowych nowo-
tworach jajnika z mutacjami w BRCA2. Dane te wskazu-
ja, ze powrotne mutacje przywracajace ORF typu dzikie-
g0 BRCA2 moga by¢ jedna z gtéwnych przyczyn nabyte;j
opornosci na leczenie oparte na cisplatynie [88].

Badania z wykorzystaniem systeméw modelowych wyka-
zaty, ze po traktowaniu wysokimi dawkami KU0058948
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mozliwe jest uzyskanie klonéw CAPAN-1 z ORF BRCA2
typu dzikiego, opornych na inhibicj¢ PARP (PARP-
inhibitor-resistant — PIR) [28]. W komoérkach PIR nastg-
puje przywrocenie funkcjonalnosci szlaku HR, o czym
Swiadczy prawidtowe formowanie komplekséw jadrowych
RADS5I, bedacych wyznacznikiem niezakiéconego dzia-
fania tego systemu naprawy DNA, a dodatkowo rozwija-
ja one réwniez opornos¢ krzyzowa na cisplatyng. Wyniki
te sugeruja zatem, ze podobnie jak w przypadku cisplaty-
ny, dtugotrwate traktowanie komoérek BRCA?2 inhibitorami
PARP mogtoby prowadzi¢ do tworzenia klonéw PIR, ktére
na skutek presji selekcyjnej mnozytyby si¢ szybciej niz ko-
moérki BRCA27-, prowadzac do opornosci na zastosowane
leczenie. Korzystnym czynnikiem przemawiajacym przy-
najmniej za czgsciowa mozliwoscia oszacowania ryzyka
rozwoju opornosci na inhibitory PARP jest zr6znicowana
czgstosé rewersji, ktéra zalezy od rodzaju mutacji. Duze
delecje/insercje moga nie by¢ podatne na ten mechanizm
opornosci, a wlasciwe zaprojektowanie terapii (dawkowa-
nia leku i czasu jego stosowania) moze znacznie obnizy¢
ryzyko pojawienia si¢ opornych klonéw.

Uwaai KoNcoOwE

Dzigki postgpowi w dziedzinach biologii molekularnej
oraz chemii medycznej mozliwy stal si¢ rozwdj terapii
celowanych nowotworéw, opracowywanych na podsta-
wie biochemicznych i molekularnych cech komérek guza.
Przedstawione w artykule wyniki badan wskazuja, ze bar-
dzo dobrymi markerami selekcyjnymi sugerujacymi wia-
czenie inhibitoréw PARP do terapii przeciwnowotworowe;j
moga by¢ mutacje genéw rekombinacji homologiczne;.
Podejmowane sa juz préby oceny sprawnosci HR wyko-
rzystujace metody oparte na macierzach np. badanie pro-
fili ekspresji genéw lub poréwnawcza hybrydyzacja ge-
nomowa do analizy profili BRCAI/2 oraz zastosowania
immunofluorescencyjnego wykrywania agregatéw biatek
RADSI lub YH2AX w postaci tzw. foci [112]. Indukcja
foci RADSI jest zaburzona u wigkszos$ci mutantéw HR,

PismiennicTwo

a utrzymujacy si¢ podwyzszony poziom foci YH2AX wska-
zuje na niesprawna naprawe¢ DSBs. Wstgpne wyniki badan
guzow jajnika i piersi sugeruja, ze analiza tych markeréw
pozwala z duzym prawdopodobieristwem wykryé komorki
z uszkodzona HR, potencjalnie wrazliwe na dziatanie in-
hibitor6w PARP. Jako ewentualny biomarker mégtby row-
niez stuzy¢ poziom ekspresji jadrowego PARP-1 w komér-
kach nowotworu, poniewaz najnowsze badania wykazaty,
ze jest on znacznie zwigkszony w wielu przypadkach pod-
stawnopodobnych (basal-like) i potréjnie negatywnych no-
wotwordw piersi z uszkodzonym BRCA1 [24].

Wtaczenie inhibitoréw PARP do terapii nowotworéw lub
ich stosowanie w chemioprofilaktyce wiaze si¢ z cyklicz-
nym i czgsto dtugotrwatym podawaniem tych preparatéw.
Poniewaz poza naprawa DNA PARP-1 bierze réwniez udziat
w waznych procesach komérkowych, takich jak replikacja,
transkrypcja czy apoptoza, dlugotrwata farmakologicz-
na modulacja aktywnosci tego enzymu poprzez inhibitory
moze stanowié potencjalne niebezpieczenstwo pojawienia
si¢ trudnych do przewidzenia aktualnie dziatai niepozada-
nych [47]. Rezultaty dotychczasowych doswiadczen klinicz-
nych z udziatem inhibitoréw PARP sa obiecujace, jednak
byty prowadzone na matych grupach pacjentéw i najwaz-
niejsze znaczenie dla wdrozenia tych lekéw do terapii beda
miaty dopiero wyniki badan klinicznych III fazy, do ktérej
na razie zakwalifikowano tylko jeden inhibitor PARP, ini-
parib (BSI-201). Niezbedne sa réwniez dalsze badania na
poziomie podstawowym, ktére pozwola doktadniej zbadac
funkcje komérkowe PARP-1 i PARP-2 oraz mechanizmy
molekularne indukowane po zahamowaniu aktywnosci tych
enzymdw, co pozwoli na dalsze udoskonalenie terapii prze-
ciwnowotworowych z wykorzystaniem inhibitoréw PARP.
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