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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Tréjtlenek arsenu (arszenik, As,0,) zostal niedawno zidentyfikowany jako skuteczny lek w te-
rapii réznych typéw nowotwordw. Jest on uzytecznym $rodkiem farmakologicznym w leczeniu
ostrej biataczki promielocytowej (APL), zwlaszcza opornej na konwencjonalng chemioterapie
kwasem retinolowym (ATRA). Co wiecej, dane laboratoryjne wskazuja, ze arszenik wykazuje
aktywno$¢ w stosunku do komérek nowotworéw litych. Mechanizm dziatania tréjtlenku arsenu
nie zostat w petni poznany. As,0, w duzych dawkach wywotuje apoptoze, podczas gdy mniej-
sze stezenia inicjuja cze$ciowe réznicowanie komérek. As,0, angazuje mitochondria komérki
prowadzac ja do apoptozy, a takze moduluje aktywno$¢ kinazy JNK, glutationu, kaspaz, czyn-
nika jadrowego NF-kB czy biatek pro- i antyapoptycznych. W pracy oméwiono stan wiedzy na
temat wptywu tréjtlenku arsenu na komérki nowotworowe.
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Summary

Arsenic trioxide (As,0,) has recently been identified as an effective drug in different types of
cancer therapy. It is a useful pharmacological agent in acute promyelocytic leukemia (APL)
treatment, especially the form that is resistant to conventional chemotherapy with all-trans
retinoic acid (ATRA). What is more, laboratory data suggest that As,0, is also active when it
comes to several solid tumor cell lines. However, the mechanism of action is not fully under-
stood. As,0, in high doses triggers apoptosis, while in lower concentrations it induces partial
differentiation. The As,0, mechanism of action involves effects on mitochondrial transmem-
brane potential which lead to apoptosis. It also acts on the activity of JNK kinase, glutathione,
caspases, NF-kB nuclear factor or pro- and antiapoptotic proteins. This publication presents
the current knowledge about the influence of arsenic trioxide in cancer cells.
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Wsrtep

Tréjtlenek arsenu (arszenik, As,0,) znany jest od tysigc-
leci. Znalazt zastosowanie gtéwnie w produkcji prze-
mystowej, np. do wyrobu farb i szkta, konserwacji skér
czy drewna [31]. Jednoczeénie jest jedng z najbardziej
znanych trucizn. Arszenik wykazuje dziatanie karcy-
nogenne powodujac raka skéry, ptuc, nerek czy peche-
rza moczowego [85]. Dane epidemiologiczne wskazuja
na zwiazek miedzy obecno$cia arsenu w wodzie pitnej,
a zwiekszonym ryzykiem zachorowania na raka skory,
pluc, watroby. Wyczerpujace informacje na temat histo-
rycznego zastosowania arszeniku przedstawili Wysocki
i Wisniewska [80]. Obecnie tréjtlenek arsenu stosuje sie
w terapii ostrej biataczki promielocytowej (APL - acu-
te promyleocytic leukemia), zaréwno w jej poczatko-
wych, jak i nawracajagcych stadiach. U 85-90% chorych
z APL obserwowano remisje nowotworu po zastosowa-
niu leczenia z udziatem tego terapeutyku [44]. Arszenik
okazat sie réwniez skuteczny u chorych z nawrotami
ostrej biataczki promielocytowej w postaci opornej na
konwencjonalna chemioterapie kwasem retinolowym
(ATRA - all-trans retinoic acid) oraz antracyklinami.
Tego typu wznowy obserwuje sie prawie u 30% chorych
[80]. Obecnie w wielu o$rodkach prowadzone sg badania
nad zastosowaniem arszeniku w leczeniu réwniez cho-
rych z innymi rodzajami nowotwordw.

Weasciwosci BIOLOGICZNE TROJTLENKU ARSENU (As.0.)

W komérkach prawidtowych toksyczno$é tréjtlenku ar-
senu jest spowodowana jego zdolnoscia do reagowania
z grupami sulfhydrolowymi biatek [70]. W wyniku tych
reakcji dochodzi do zahamowania proceséw utleniania,
w tym proceséw fosforylacji oksydacyjnej, zaburzen
w cyklu Krebsa. Najsilniej hamowanym przez zwigzki
tréjwartosciowego arsenu enzymem w komdrece jest de-
hydrogenaza pirogronianowa. Arszenik zwieksza swo-
ja toksyczno$¢é w komdrce przez wytwarzanie zwigzkéw
z reaktywnym tlenem. Generuje powstawanie nadtlen-
ku wodoru, hamuje reduktaze glutationowg i znacznie
obniza stezenie glutationu w komérce [70]. Przewlekta
ekspozycja na zwigzki arsenu prowadzi do niewydolno$ci
nerek, watroby, uktadu krazenia oraz zmian patologicz-
nych skdry. Karcynogenne wiasciwosci arsenu tréjwarto-
$ciowego wynikajg z jego zdolno$ci do indukcji ekspre-
sji genéw kodujacych czynniki stymulujace proliferacje

komérek. Dochodzi do amplifikacji genéw, powstawania
peknieé i ztaman w chromatydach czy aberracji chromo-
somowych [30]. Biologiczne dziatanie tréjtlenku arsenu
zalezy przede wszystkim od zastosowanych dawek oraz
czasu ekspozycji. Swiatowa Organizacja Zdrowia ustalila,
ze najwyzsze dopuszczalne stezenie arszeniku w wodzie
pitnej wynosi 10 ug/L. Dawki bezpieczne dla dorostego
cztowieka mieszczg sie w granicach 10-15 pg/dobe. Na-
tomiast dawka toksyczna to 5-50 mg/dobe. Najwyzsza
terapeutyczna dawka stosowana w leczeniu APL wynosi
10 mg/dobe. Warto podkre§lié, ze cata terapia wiaze sie
z nielicznymi dziataniami niepozadanymi, ktére mozna
tatwo ztagodzié przez leczenie objawowe [5,43].

ROZNICOWANIE | WZROST KOMOREK NOWOTWOROWYCH PO EKSPOZYCI
NA TROJTLENEK ARSENU

Tréjtlenek arsenu hamuje proliferacje komérek nowotwo-
rowych, po czym kieruje je do réznicowania i/lub apopto-
zy [31]. Wyniki badan sugeruja, ze komérki neoplastyczne
w obecnosci arszeniku mogg sie zachowywac odmiennie
w zaleznos$ci od ich typu oraz od zastosowanego stezenia
tego zwigzku. Mechanizm dziatania As,0, na komérki nie
zostal w petni wyjagniony. Wiadomo jednak, ze zwigzek
ten ma aktywno$¢ antyproliferacyjng w stosunku do ko-
mdérek nowotworowych oraz wptywa na zahamowanie
ich cyklu komérkowego.

Aktywno$¢ antyproliferacyjna As,O,

Tréjtlenek arsenu jest najcze$ciej stosowany u chorych
z ostrg biataczkg promielocytowg. Ta rzadka postad bia-
taczki stanowi okoto 10% wszystkich ostrych biataczek
mieloidowych. Charakteryzuje sie translokacjg chromo-
somalna t(15,17). W jej wyniku dochodzi do fuzji genu
PML mieszczgcego sie na chromosomie 15 z genem RAR«
lezacym na chromosomie 17 i powstania chimeryczne-
go biatka PML/RAR« lub RARa/PML. Biatko to wptywa
na zahamowanie réznicowania oraz $mier¢ komérek
[59,78,85] (ryc. 1).

Liczne badania wskazuja, ze skutki dziatania arszeniku
w APL zalezg od jego stezenia. As,0, w zakresie niskich
stezefi (0,1-0,5 uM) powoduje cze$ciowe réznicowanie
komorek biataczkowych do komérek podobnych do mie-
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Ryc. 1. Powstawanie biataczki APL oraz efekt dziatania arszeniku. Dojrzewanie i réznicowanie granulocytéw odbywa sie w szpiku i obejmuje kilka etapéw. W wyniku
translokacji chromosomowej t(15;17) dochodzi do fuzji gendw kodujacych biatko biataczki promielocytowej PML oraz receptor kwasu retinolowego RARa.
Promielocyty nie réznicuja sie do mielocytéw, a zaczynaja sie niekontrolowanie dzieli¢. Zwiazki arsenu, w zaleznosci od stosowanego stezenia, moga indukowac

cze$ciowe réznicowanie komérek lub ich $mier¢

locytéw. Natomiast wysokie stezenia As,0, (0,5-2,0 uM)
kierujg komérki ku apoptozie [80,85] (ryc. 1).

Komérki biataczkowe izolowane od pacjentéw z APL
charakteryzujg sie obecnoscia na powierzchni anty-
genu CD33, co $wiadczy o niedojrzatosci komérek mie-
loidalnych. W wyniki dziatania tréjtlenkiem arsenu
w niewielkich stezeniach (0,1-0,5uM) pojawity sie ko-
mérki z antygenem powierzchniowym CD11 typowym
dla dojrzatych mielocytéw [90]. Jednak komérki te byty
tylko podobne do mielocytéw i nie odpowiadaty korico-
wemu stadium réznicowania. Mechanizm tego zjawiska
polega najprawdopodobniej na bezposrednim dziataniu
arszeniku na biatka PML/RARa. Arszenik indukuje ich
transport do ciatek jadrowych, gdzie ulegaja degrada-
cji[29,59,90]. Ostatnie odkrycia przyblizaja mechanizm
tego procesu. Arszenik sprzyja powstawaniu reaktyw-
nych form tlenu. Ich pojawienie powoduje tworzenie
sie mostkéw disiarczkowych, ktére sg potaczeniami
miedzy dwoma biatkami PML/RARa. Jednoczeénie ar-
szenik bezpo$rednio przytacza sie do bialek PML oraz
cze$ci PML heterodimeru, co jeszcze bardziej sprzyja
powstawaniu mostkéw disiarczkowych, ktére z kolei
powoduja zebranie PML oraz PML/RARa w jednym cie-
le nukleotydowym. Kolejne etapy obejmuja modyfi-
kacje PML/RAR« przez przytwierdzenie biatek SUMO,
a nastepnie poliubikwitynacje, ktéra daje poczatek de-
gradacji PML/RARa w proteasomach [32,42,43,61, 75]
(ryc. 2).

Zatrzymywanie cyklu komérkowego przez As,O,

Skuteczno$¢ tréjtlenku arsenu w leczeniu APL sklonita
badaczy do sprawdzenia, czy zwiazek wykazuje podobne
dziatanie w innych typach nowotwordéw. Wyniki badai
przedklinicznych przeprowadzonych na réznych liniach
komérkowych dowodza skutecznego dziatania arszeniku

w dawkach bezpiecznych dla cztowieka. W wiekszo$ci
przypadkéw zaobserwowano redukcje wzrostu i apoptoze
komdrek [80]. Eksperymenty na licznych liniach komér-
kowych (raka pluc, piersi, jajnikéw) dowodza, ze arsze-
nik zatrzymuje cykl komérkowy w fazie mitozy, znacza-
co wzmaga polimeryzacje tubuliny i wywotuje apoptoze
[48,65].

W przypadku raka piersi arszenik hamuje réznicowa-
nie komérek nowotworowych w zaleznosci od stezenia
i czasu ekspozycji. Mechanizm tego dziatania opiera sie
najprawdopodobniej na zahamowaniu cyklu komérko-
wego w fazie G,, indukcji ekspresji biatek p53 i p21, ob-
nizeniu ekspresji biatek Bcl-2 oraz zwiekszonej aktywacji
kaspazy 3, 7 i 9 [46,77]. Niewielkie stezenia arszeniku,
w granicach 0,5-5 uM, wzmagajg ponadto wytwarzanie
reaktywnych form tlenu, co prowadzi do depolaryzacji
blony mitochondrialnej [68]. Inne badania identyfikuja
B-tubuline oraz kinaze M2 jako biatka, z ktérymi wigze
sie arszenik w komérkach raka piersi. Takie potaczenie
powoduje zahamowanie polimeryzacji tubuliny, jed-
nocze$nie nie wptywajac znaczaco na kinaze M2 [86].
Dziatajgc w stezeniu 0,01 uM As,O, reguluje ekspresje
gendéw receptordéw glikokortykoidowego, mineralokor-
tykoidowego, progesteronowego, androgenowego. Wy-
kazano, ze takie mate dawki hamujg ekspresje recepto-
ra estrogenowego, nie bedac toksycznymi dla komérek
[14]. Obiecujace sa wyniki badan nad dziataniem arsze-
niku w potaczeniu z inhibitorem kinazy MEK (kinaza ta
po zaktywowaniu pozwala uruchomic §ciezke przezycia
komdrki) [84].

W komérkach szpiczaka wykazano zalezne od p53 zaha-
mowanie cyklu komérkowego pod wpltywem tréjtlenku
arsenu. Cykl w komdrkach z niezmutowanym p53 (typ
dziki), po potraktowaniu ich As,0,, ulega zahamowaniu
w fazie G, przez pobudzenie inhibitoréw kinaz zalez-
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Ryc. 2. Wptyw tréjtlenku arsenu na komdrki biataczki APL. As,0, w zakresie niskich stezen (0,1 - 0,5 uM) powoduje degradacje heterodimeru PML/RARq, co prowadzi
nastepnie do czeSciowego réznicowania komérek biataczkowych. As,0, w zakresie wysokich stezen (0,5 — 2,0 uM) prowadzi komdrke do apoptozy poprzez wiele

roznych mechanizméw (szczegty dziatania As,0, na ryc. 3)

nych od cyklin, zwlaszcza p21. Natomiast w komérkach
ze zmutowanym p53 cykl zostaje zatrzymany w fazie
G2/M [2,18,49]. Ponadto nastepuje aktywacja kaspazy 8
lub 9 wspétdziatajacych z receptorem btonowym APO2/
TRAIL [2,49].

W komérkach czerniaka arszenik réwniez wywotuje zmia-
ny w cyklu komérkowym. Nastepuje tu zatrzymanie cyklu
w fazie S i G,, natomiast nie zaobserwowano takich zmian
w komdrkach opornych na jego dziatanie [53].

As,0, hamuje procesy angiogenezy, a takze wplywa
na hemostaze

As,0, hamuje tworzenie nowych naczyn krwiono$nych
w przypadku guzéw litych, a takze choréb rozrostowych
uktadu krwiotwdrczego. W komérkach linii biataczko-
wej HEL zaobserwowano, ze As,O, ingeruje we wzajem-
ne oddziatywania miedzy komérkami $rédbtonkowymi
a nowotworowymi, co prowadzi do apoptozy [18]. As,0,
moze hamowac rozwéj guza poprzez zahamowanie for-

mowania nowych naczyn i zahamowanie ekspresji biatka
VEGF (vascular endothelial growth factor), co wykazano
w komérkach raka zotgdka [81,82].

Biataczka promielocytowa przez wiele lat byta choro-
ba Zle rokujaca ze wzgledu na wspétistnienie zespotu
rozsianego wykrzepiania wewngtrznaczyniowego (DIC
- disseminated intravascular coagulation). U chorych
czesto wystepuja krwotoki, ktére moga sie dodatko-
wo nasila¢ po zastosowaniu tradycyjnej chemioterapii
[41,89]. Te zagrazajagce zyciu zaburzenia hemostazy sg
spowodowane zwiekszona ekspresja biatek prokoagula-
cyjnych, takich jak: czynnik tkankowy czy prokoagulant
nowotworowy [73,85]. Wymienione prokoagulanty ak-
tywuja kaskade krzepniecia prowadzgc do wykrzepiania
wewnatrznaczyniowego. Dopiero zastosowanie kwasu
retinolowego, ktéry indukuje dojrzewanie promielocy-
téw biataczkowych do dojrzatych granulocytéw pozwo-
lito na zahamowanie DIC i czestsze uzyskiwanie remisji
choroby [12,21,22,26,41]. Tréjtlenek arsenu takze ma
dziatanie korzystne terapeutycznie [78]. U pacjentéw
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leczonych As,0, réwniez obserwuje si¢ zmniejszenie
aktywnosci prokoagulacyjnej komérek biataczkowych
w wyniku zmniejszenia ekspresji czynnika tkankowego,
co w rezultacie hamuje DIC [26,85,87].

MoZLIWE MECHANIZMY DZIALANIA TROJTLENKU ARSENU NA
KOMORKE NOWOTWOROWA

Istnieje wiele mechanizméw, ktérymi tréjtlenek arsenu
prowadzi komdrke do $mierci. Najcze$ciej proponowane
sg nastepujace: szlak receptorowy lub mitochondrialny,
aktywacja kinazy JNK, zahamowanie czynnika NF-kB, aku-
mulacja wolnych rodnikéw, a takze posrednio - wptyw na
aktywacje kinaz oraz biatek pro- i antyapoptotycznych
[31] (ryc. 3). Dodatkowo, najnowsze badania wskazuja,
ze w schemat dziatania arszeniku moze by¢ zaangazo-
wany réwniez proces autofagii [8]. Nizej w skrécie przed-
stawiono te mechanizmy, oméwione wyczerpujaco we
wcze$niejszym opracowaniu Izdebskiej i wsp. [31], a takze
poszerzono te wiedze o najnowsze doniesienia naukowe.

Szlak receptorowy

Arszenik aktywuje szlak zewnetrzny programowanej
$mierci komdérki dziatajgc poprzez receptory btonowe.
Potaczenie liganda z czgsteczkg receptora na powierzchni
btony komérkowej (najczesciej receptory TNF-a) powodu-
je aktywacje wielu gendw, co prowadzi do uaktywnienia
odpowiednich biatek, ktérych dziatanie inicjuje degrada-
cje komdrki [31,57].

Komdrki nowotworowe ostrej biataczki promielocyto-
wej narazone na dziatanie tréjtlenku arsenu ginely przez
aktywacje systemu ligand-receptor CD95L/CD95, ktéry
wplywa na aktywacje kaspazy 8 i3 [12]. Potgczenie ligan-
da zreceptorem CD95 powoduje zmiane konfiguracji we-
wnatrzkomérkowej domeny receptora CD95, co pocigga
za sobg aktywacje cytoplazmatycznej kaspazy 8. Komér-
ki po zadziataniu arszenikiem wykazywaty typowe dla
apoptozy zmiany morfologiczne, takie jak kondensacja
jadrowa i ciatka apoptotyczne oraz zahamowanie cyklu
komérkowego w fazie G1 [40, 91].

Szlak mitochondrialny

Pod wplywem tego procesu nastepuje zaburzenie poten-
cjatu btonowego mitochondrium, otwarcie kanatéw i na-
plyw z przestrzeni miedzybtonowej do cytosolu biatek,
takich jak cytochrom c i czynnik indukujacy apoptoze
Apaf-2. Wytworzony w cytoplazmie kompleks biatek zwa-
ny apoptosomem aktywuje kaskade kaspaz, ktére odpo-
wiedzialne sa za nieodwracalng aktywacje przemian pro-
wadzacych do fazy wykonawczej apoptozy [35,88].

Aktywacja kinazy JNK

W komdrkach biataczki promielocytowej tréjtlenek ar-
senu aktywuje kinaze JNK, ktéra inicjuje transkrypcje
genéw odpowiedzialnych za apoptoze. Mechanizm in-
dukcji apoptozy na skutek aktywacji kinazy JNK jest sta-

bo poznany. Istnieje hipoteza, ze aktywacja JNK moze in-
dukowac sygnaly apoptotyczne poprzez potranslacyjne
modyfikacje biatek rodziny Bcl-2 [35]. Fosforylacji ulegaja
biatka antyapoptotyczne (Bcl-2 i Bcl-x), a takze biatka pro-
apoptotyczne (Bax, Bak i Bid). Farmakologiczny wpltyw
na aktywno$¢ kinazy JNK moze prowadzi¢ do uwrazli-
wienia komérek nowotworowych na dziatanie arszeniku
[16,20,35,60]. Badania prowadzone na komdrkach rako-
wych szyjki macicy wskazuja, ze w odpowiedzi na As,0,
nastepuje aktywacja kinazy JNK, a takze aktywacja biatek
Bax i fosforylacja Bcl-2, co prowadzi do $mierci komdrek
nowotworowych w sposéb mitochondrialny [35].

Wplyw na réwnowage bialek pro- i antyapoptycznych

Programowana $mier¢ podlega regulacji przez biatka z ro-
dziny Bcl-2, ktére moga dziataé zaréwno pro- jak i anty-
apoptycznie [31]. Po zastosowaniu arszeniku obserwo-
wano obnizenie transkrypcji genu Bcl-2, a tym samym
zmniejszenie ilo$ci tego antyapoptotycznego biatka w ko-
mérkach linii biataczek ludzkich HL-60 oraz NB4 [1].

Zablokowanie uwalniania czynnika NF-kB

Proapoptotyczny wplyw tréjtlenku arsenu polega réw-
niez na zablokowaniu uwolnienia czynnika NF-kB, co
w rezultacie uniemozliwia mu przemieszczenie sie do
jadra komérkowego. Czynnik NF-kB w jadrze komérko-
wym aktywuje geny kodujace biatka, ktérych zadaniem
jest zapewnienie przezycia komérek (p53, biatko Bcl-2,
inhibitory apoptozy). Natomiast brak czynnika NF-xB
w jadrze komdrkowym indukuje apoptoze, w ktérej bierze
udzial gtéwnie szlak zewnetrzny, a takze aktywuje kaspa-
zy 318[31,37,52]. Najnowsze badania wskazuja, ze aktyw-
no$¢ NF-kB wplywa takze na ilo§¢ wewnatrzkomérkowego
glutationu. Meng i wsp. [54] wykazali, ze farmakologiczne
zahamowanie aktywno$ci tego czynnika powoduje zna-
czacy spadek stezenia glutationu w komdrkach biataczki
orazraka prostaty. Komdrki te staly sie bardziej wrazliwe
na dziatanie $rodkéw wywotujacych stres oksydacyjny
i tym samym $mier¢ komdrki [54]. Komérki nowotworo-
we z zablokowanym uwalnianiem czynnika NF-kB sg bar-
dziej podatne takze na dziatanie arszeniku [83]. Obecnie
prowadzi sie badania, ktérych celem jest wzmocnienie
dziatania As,0, na komérki nowotworowe przez zasto-
sowanie inhibitoréw czynnika transkrypcyjnego NF-kB.
Obiecujace rezultaty wykazuje genisteina w potaczeniu
ztréjtlenkiem arsenu w terapii raka watroby [51]. Innym
efektem zahamowania uwalniania czynnika NF-kB jest
obnizenie ekspresji przeciwzapalnych cytokin (tj. TNF-a,
IL-12,-17,-18, -23). Jednocze$nie w tym samym badaniu,
zaobserwowano znaczny spadek zawarto$ci prokaspazy
3 i aktywacje kaspazy 3, co §wiadczy o uaktywnieniu pro-
cesu apoptozy [71].

Uszkodzenie antyoksydacyjnego systemu ochronnego
Istnieje mechanizm dziatania As,0, oparty na zmia-

nach w komdrkowym stezeniu glutationu [56]. Gluta-
tion, peroksydaza i katalaza to trzy gtéwne elementy,
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Ryc. 3. Schemat dziatania trojtlenku arsenu; wybrane drogi dziatania tréjtlenku arsenu: A — wptyw As,0, na biatka regulatorowe apoptozy Bl-2; B — mitochondrialna droga
apoptozy; C— wplyw As,0, na czynnik NF-kB; D — zewnetrzna droga apoptozy poprzez receptory btonowe

ktére reguluja poziom reaktywnych form tlenu i tym
samym chronig komérke przed ich szkodliwym dzia-
taniem [31, 79,80].

Wyniki eksperymentéw przeprowadzonych na liniach
komdérkowych wykazujg, ze mate stezenie glutationu
(GSH) w komérkach nowotworowych koreluje ze wzro-
stem ich wrazliwosci na apoptotyczne dziatanie Asy03
[83] (ryc. 4). Natomiast zwiekszona ekspresja S-trans-
ferazy glutationowej oraz GSH zostala zaobserwowana
w liniach komérkowych opornych na arszenik [13]. Ko-
morki biataczki promielocytowej maja bardzo niski po-
ziom GSH i jednocze$nie sa bardzo wrazliwe na zwiazki
arsenu [13,83]. Zespdt Yanga i wsp. [83] przebadat sie-
demnascie linii komérek nowotworowych i okazato sie,
ze najbardziej wrazliwe na arsen sg komérki rakowe zo-
tadka i jelit, pecherza oraz biataczki APL. W przypadku
komérek nowotworowych watroby i ptuc wykazano naj-
wyzszg zawarto$¢ GSH i tym samym najwieksza toleran-
cje na arszenik [13]. Inne wyniki przedstawili Han i wsp.
[27], zmiany w stezeniu reaktywnych form tlenu i GSH
w komérkach nowotworowych po ekspozycji na As,0,,
nie sa silnie skorelowane z zahamowaniem ich wzrostu
iapoptoza. Zmiany te sg zalezne od zastosowanej dawki
arszeniku i rodzaju komdrek [27]. Najnowsze doniesienia
sugeruja, ze uszkodzenie antyoksydacyjnego systemu

ochronnego i akumulacja reaktywnych form tlenu nie
majg wiekszego znaczenia w procesie apoptozy induko-
wanej przez arszenik [58].

Inicjacja procesu autofagii

Z przegladu prac z ostatnich lat wynika, Ze arszenik ini-
cjuje proces autofagii w komérkach biataczkowych. Au-
tofagia okreslana jest jako jeden z typdw programowane;
$mierci komérki. W wyniku tego procesu biatka i organel-
le komdrkowe kierowane sa do lizosoméw, gdzie ulegaja
degradacji. Proces ten aktywowany jest w odpowiedzi na
niedobér czynnikédw odzywczych, uszkodzenia komér-
kowe wywotane toksynami, czy na dziatanie czynnikéw
wywolujgcych rozwdj i réznicowanie [72]. Wyniki badati
nad komérkami biataczki promielocytowej, w patogene-
zie ktérej powstaje chimeryczne biatko PML/RARa wska-
zujg, ze arszenik moze powodowaé degradacje tego biatka
wlasnie w wyniku autofagii [7]. Arszenik najprawdopo-
dobniej aktywuje ekspresje gendw lizosomalnych i tym
samym zwieksza aktywno$¢ proteazy lizosomalnej - ka-
tepsyny D [8]. Wiasciwa regulacja autofagii moze wzmoc-
ni¢ efekty terapii przeciwnowotworowej. Takie wnioski
przedstawit zespSt Rena i wsp. [66] po przeprowadzeniu
eksperymentéw na linii komérek biataczkowych NB4. Far-
makologiczny wpltyw na aktywacje lub zahamowanie pro-
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Ryc. 4. Arszenik indukuje apoptoze przez zwigkszenie ilosci H,0, w komdrkach. Rodniki ponadtlenkowe sa produktem ubocznym tlenowego metabolizmu komérki.
Nastepnie przeksztatcane sa w nadtlenek wodoru, ktory rozktadany jest do wody pod wptywem katalazy i peroksydazy glutationowej. Jony arsenu hamuja aktywnosc
peroksydazy glutationowej, co prowadzi do nagromadzenia H,0, w komérce. Jednoczesnie aktywno$¢ katalazy w komérkach APL jest obnizona. Nadtlenek
wodoru jest przeksztatcany w rodniki hydroksylowe, ktére wptywaja na obnizenie potencjatu bton mitochondrium i zwigkszenie ich przepuszczalnosci. Uwolnienie
cytochromu ¢ i uruchomienie kolejnych mechanizméw apoptozy prowadzi do $mierci komérki. Arszenik wykazuje skuteczne dziatanie juz przy niskich stezeniach, gdyz
biatka opornosci MRP stabo usuwaja ten zwiazek. Substratem dla tych biatek moze by¢ tylko koniugat arsenu z glutationem. Natomiast reakcja potaczenia arsenu
z glutationem jest katalizowana przez transferaze S-glutationowa, ktorej aktywnos¢ jest zmniejszona w komdrce biataczki promielocytowej

cesu autofagii wzmacnia efekty leczenia z zastosowaniem
As,0,[66]. Ponadto wykazano, ze reaktywne formy tlenu
moga aktywowa¢ autofagie [4].

TROJTLENEK ARSENU — ZASTOSOWANIE KLINICZNE W TERAPII CHOROBY
NOWOTWOROWE)

Trisenox wprowadzono do lecznictwa w 2002 r. Lek zawie-
ra 1 mg arszeniku w 1 ml preparatu. Jest stosowany u pa-
cjentéw z ostra biataczka promielocytows. Pacjenci z APL
leczeni sa gtéwnie kwasem retinolowym i antracyklinami,
jednak nie zawsze udaje sie osiggnaé oczekiwany skutek
terapeutyczny. As»03 z preparatu Trisenox wykazuje duza
skuteczno$é u chorych na ostra biataczke promielocytowa
oporng na ATRA. Trisenox podaje sie pacjentom we wlewie
dozylnym w dawce 0,15 mg/kg m.c./dobe. Dziatania niepo-
zadane leku nie sa dlugotrwate, ani uciazliwe i nie powo-
dujg koniecznosci przerwania terapii [31]. Wyniki badan
klinicznych opublikowanych w 2010 r. potwierdzaja wysoka
skuteczno$¢ As,0, stosowanego w skojarzeniu u pacjentéw
z nowo zdiagnozowanym APL [64]. Istnieje duze prawdo-
podobienistwo, ze taki schemat terapii (arszenik plus ATRA
plus chemioterapia) zostanie zastosowany w najblizszych
latach u wszystkich pacjentéw cierpigcych na APL [73].

Wyniki préb klinicznych wskazuja, ze arsen jest takze
dobrze tolerowany u dzieci. Badania prowadzono wéréd
dzieci w wieku 2-19 lat i zaobserwowano poréwnywal-
ng do dorostych skuteczno$é¢ dziatania wspomnianego
leku [23].

Arszenik dodatkowo ma stabe powinowactwo do takich
transporteréw jak P-glikoproteina i MRP, ktére czesto sa
przyczyna oporno$ci na stosowane leki [48]. Rola wymie-
nionych transporteréw jest doktadnie oméwiona w lite-
raturze, lecz wcigz nie jest wyjasnione, jakie maja one
znaczenie w opornosci na tréjtlenek arsenu [10,17,63].
Sertel i wsp. [69] opublikowali wyniki badan, ktére nie
potwierdzaja, aby P-glikoproteina i MRP byly zaanga-
zowane w oporno$¢ na arszenik. Oznacza to, ze klinicz-
nie oporne guzy ze wzmozona ekspresjg wymienionych
transporteréw nadal moga odpowiadaé na leczenie ar-
szenikiem [69]. Dlatego tez Trisenox jest tak dobrze oce-
niany w leczeniu chorych na biataczke oporna na ATRA.
Zwiazek ten moze by¢é stosowany réwniez w leczeniu
guzdw litych. Na przyktad arszenik wywotuje podobny
efekt jak paklitaksel [48], przy czym mechanizm dziata-
nia tych dwdch zwiazkéw jest inny [3]. Zwiazki arsenu
nie wykazujg krzyzowej opornosci z tym terapeutykiem
i dlatego z powodzeniem moga by¢ stosowane w leczeniu
chorych z guzami, zwtaszcza opornymi na paklitaksel
[48]. Skuteczne jest takze skojarzone leczenie tréjtlen-
kiem arsenu oraz radioterapia [28].

Badania kliniczne przeprowadzone na grupie pacjen-
téw chorych na czerniaka wykazaty, ze arszenik zasto-
sowany jako samodzielny $§rodek jest dobrze tolerowany,
jednak nie wykazuje znaczacego efektu terapeutyczne-
go. Stan pacjentéw byt stabilny bez wyraznej poprawy
[39,74]. Arszenik nie wykazat oczekiwanej aktywnosci,
jednoczesnie wystapity dziatania niepozadane, takie jak
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zmeczenie, mdtosci, anemia, zaparcia [39]. Natomiast
stosowanie arszeniku z chemioterapeutykami przynio-
sto satysfakcjonujgce rezultaty. Swiadcza o tym wyniki
badan klinicznych nie tylko w przypadku czerniaka, ale
takze szpiczaka mnogiego czy raka ptuc. Badania klinicz-
ne nad dziataniem As,0, na komérki szpiczaka mnogiego
w terapii taczonej z kwasem askorbinowym oraz borte-
zomibem (inhibitor proteasoméw) daty zadowalajace
rezultaty, a schemat ten jest dobrze tolerowany przez
organizm pacjentéw. Arszenik stosowany w potaczeniu
z sulindakiem (pochodna kwasu metyleno-indenoocto-
wego) wykazuje cytotoksyczne dziatanie na komérki raka
ptuc. Mechanizm tego dziatania opiera sie na aktywacji
kaskady kaspaz, zmianie potencjatu btonowego mito-
chondrium i uwolnieniu cytochromu c [38] oraz wytwo-
rzeniu reaktywnych form tlenu [33]. Ponadto skojarzone
leczenie sulindakiem i arsenem redukuje ekspresje sur-
wiwiny [34], biatka nalezacego do rodziny biatek anty-
apoptycznych. Przeciwdziata ono apoptozie przez zaha-
mowanie aktywno$ci kaspaz, wigze sie z mikrotubulami
wrzeciona mitotycznego, hamujac apoptoze zalezng od
mitochondriéw [36]. Potaczenie arsen/sulindak aktywu-
je takze ekspresje biatka p53, ktére réwniez negatywnie
reguluje ekspresje surwiwiny [34,65].

Najnowsze badania wykazuja, ze komérki nowotworowe
sa bardziej podatne na stres oksydacyjny niz zdrowe,
otaczajace je komérki. Aktywno$é enzymdw antyoksy-
dacyjnych, takich jak katalaza, dysmutaza czy perok-
sydaza glutationowa jest prawie o 10% mniejsza w po-
réwnaniu ze zdrowymi komdrkami. Takze stezenie GSH
jest w komérkach nowotworowych nizsze. Réznica mie-
dzy zdrowymi komérkami, a nowotworowymi ma duze
kliniczne znaczenie, zwtaszcza przy stosowaniu takich
$rodkéw jak arszenik [76]. Skuteczng metodg dziatania
w przypadku opornosci na arsen bytoby obnizenie ste-
zenia GSH w komdrkach nowotworowych i jednocze-
sne zwiekszenie stezenia tego zwigzku w komérkach
zdrowych. Prowadzone sg badania z wykorzystaniem
$rodkéw farmakologicznych, ktére mogtyby wptywaé
na stezenie GSH w komdrce. Dotad wyselekcjonowano
eksperymentalnie kilka zwigzkdw o takich wtasciwo-
$ciach. Wykorzystujac réznice w metabolizmie komdrek
zdrowych i nowotworowych, opracowano metode z za-
stosowaniem butioninosulfoksyiminy (BSO) inhibitora
syntetazy glutamylocysteinowej, enzymu szlaku bio-
syntezy GSH. BSO obniza stezenie glutationu i tym sa-
mym zwieksza wrazliwo$¢ komérek nowotworowych na
dzialanie lekéw i chemioterapie [11,15]. Podobne dzia-
tanie obserwowano dla izotiocyjanéw, ktére réwniez
obnizaja poziom glutationu w komérce, a z arszenikiem
znaczaco zwiekszajg stezenie reaktywnych form tlenu
[19]. N-acetylocysteina natomiast ,,zmiata” wolne reak-
tywne formy tlenu i tym samym chroni komérki nowo-
tworowe przed apoptoza wywolywang przez arszenik
[1,19]. Sulfoksyiminy wzmacniajg aktywno$¢ tréjtlenku
arsenu przez podniesienie stezenia reaktywnych form
tlenu, ktére zwiekszajg przepuszczalno$é btony mito-
chondrium, co prowadzi komérke do mitochondrialne;
apoptozy [15,31]. Takze kwas askorbinowy wspomaga

apoptyczne dziatanie arsenu, obnizajgc stezenie gluta-
tionu w komdrce [13,15,83].

Naukowcy powigzali wrazliwo$¢ na tréjtlenek arsenu
takze z poziomem akwagliceroporyn w komérce nowo-
tworowej. Komdrki biataczki promielocytarnej o zwiek-
szonej ekspresji akwagliceroporyny 9 (AQP 9) charakte-
ryzuja sie wiekszym tempem asymilacji tréjtlenku arsenu
orazinnych tréjwarto$ciowych metali, a w zwigzku z tym
nadwrazliwo$cia na lek Trisenox [6,50]. Kolejne bada-
nia przeprowadzone przez Leung i wsp. [45] na komdr-
kach biataczkowych HL-60 wskazujg na ATRA jako czyn-
nik zwiekszajacy ekspresje AQP 9, co prowadzi dalej do
znacznie zwiekszonego ,,popytu” na arszenik w tych ko-
mérkach [45]. Mechanizm ten moze ttumaczy¢ wieksza
cytotoksyczno$¢ arszeniku w skojarzeniu z ATRA, niz
w monoterapii [45].

Prowadzone sg badania majace na celu sprawdzenie su-
gerowanego zwiazku miedzy stezeniem i rodzajem mi-
kroRNA (miRNA), a mechanizmem dziatania As,0,. Mi-
kroRNA sa krétkimi, jednoniciowymi, niekodujgcymi
czgsteczkami RNA, ktdérych rola jest obnizanie ekspre-
sji genéw na etapie translacji informacji genetycznej.
Biora one udzial w regulacji wielu istotnych proceséw
biologicznych [47,62,67]. Wyniki licznych eksperymen-
téw wskazuja, ze rézne czasteczki mikroRNA odgrywaja
role w kontroli proliferacji komérki, réznicowania czy
apoptozy. miRNA mogga dziataé onkogennie, jesli obiek-
tem ich regulacji sa protoonkogeny. Jednocze$nie wzrost
ekspresji genu miRNA regulujacego ekspresje genu su-
presorowego moze takze prowadzié¢ do nowotworzenia
[62,67]. Komdrki nowotworowe po zastosowaniu arszeni-
ku wykazywaly zaburzenia w ekspresji réznych miRNA.
W komérkach biataczkowych in vitro wykryto synergizm
w dziataniu As,0, i miRNA-15a/16-1, co skutkowato za-
hamowaniem wzrostu komérek i apoptoza [24]. W ko-
moérkach raka watroby wykryto zwiekszong ekspre-
sje miRNA-29a po zastosowaniu As,O, [55]. Ponadto
miRNA-29a i As,0, wykazywaly synergizm w dziata-
niu. Podobne wyniki otrzymano dla miRNA-19a i As,0,
w raku pecherza moczowego [9]. Sugeruje sie, ze rézne
czasteczki miRNA, w zalezno$ci od typu nowotworu, sa
zaangazowane w mechanizm dziatania arszeniku. Kli-
niczne zastosowanie odpowiednich mikroRNA w pota-
czeniu z arszenikiem mogtoby zwiekszy¢ skutecznosé
terapii przeciwnowotworowych, z jednoczesnym zniwe-
lowaniem dziatah niepozadanych arsenu [25].

PobsumowaNiE

Do$wiadczenia laboratoryjne przeprowadzane na liniach
komérkowych oraz na zwierzetach ujawniajg proapopto-
tyczne dzialanie tréjtlenku arsenu na komdérki wielu ty-
pSéw nowotwordw. Nie do korica zdefiniowano sposéb od-
dziatywania arszeniku na komdrke neoplastyczna. Istnieje
wiele teorii, ktére jednak wymagaja weryfikacji z danymi
do$wiadczalnymi. Wyniki dotychczasowych prac ekspe-
rymentalnych wskazuja, ze tréjtlenek arsenu skutecznie
dziata zaréwno w monoterapii, jak i terapii kojarzonej.
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