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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Tréjtlenek arsenu (arszenik — TA) znany jest juz od tysiacleci. Stosowano go zaréwno do pro-
dukcji przemystowej, m.in. farb i szkla, a takze do konserwacji skér oraz drewna. Mimo duzej
toksycznosci tego zwiazku juz w XV w. stwierdzono, ze tréjtlenek arsenu w matych dawkach
ma wlasciwosci terapeutyczne. W XVII-XIX w. nastapit rozwdj lekéw na bazie arszeniku, kto-
re stosowano zaréwno w leczeniu choréb skérnych, jak réwniez ostrej biataczki promielocytar-
nej. Mechanizm dziatania TA opiera si¢ gtéwnie na indukcji apoptozy (programowanej Smierci)
komoérek nowotworowych, przez wpltyw na kinazy JNK, czynnik transkrypcyjny NF-xB, gluta-
tion, kaspazy, a takze na biatka pro- i antyapoptotyczne. Obecnie trwaja doSwiadczenia nad wpty-
wem tréjtlenku arsenu na nowotworowe linie komérkowe, m.in. glejaka, prostaty, piersi, zotad-
ka, watroby oraz jajnika. Ponadto prowadzone sa réwniez badania kliniczne nad zastosowaniem
TA w terapii kombinowanej z kwasem askorbinowym, retinowym i czynnikami wzrostu.
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Summary

The properties of arsenic trioxide (arsenic) have been known for centuries. This compound has
been used, among others, in the industrial production of paints and glass and also for the conse-
rvation of leather and wood. Although arsenic trioxide is highly toxic, this compound was shown
to have a therapeutic potential as early as the fifteenth century. The period between the sevente-
enth and nineteenth centuries resulted in the development of new arsenic-based drugs which were
applied for the treatment of skin diseases and acute promyelocytic leukemia. The mechanism of
action of arsenic trioxide is mainly related to the induction of apoptosis (programmed cell death)
in cancer cells. In particular it involves effects on the activities of JNK kinases, NF-xB transcrip-
tion factor, glutathione, caspases, as well as pro- and anti-apoptotic proteins. Experiments inve-
stigating the effect of arsenic trioxide on cell lines such as glioma and prostate, breast, stomach,
liver, and ovarian cancer are in progress. There are also clinical trials underway aimed at the use
of arsenic trioxide with ascorbic acid, retinoid acid, and growth factors in combined therapy.

arsenic trioxide  apoptosis * NF-kB ¢ JNK ¢ glutathione
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RYs HisTORYCZNY

Tréjtlenek arsenu (TA, As,O,) zwany popularnie arszeni-
kiem jest nieorganicznym, trujacym zwiazkiem chemicz-
nym. Historia zastosowania trdjtlenku arsenu sigga tysiacle-
cip.n.e. W sredniowieczu byt wykorzystywany jako cenny
surowiec wchodzacy w sktad brazu arsenowego oraz jako
bielidlo dla kobiet. PéZniej tréjtlenek arsenu znalazt zasto-
sowanie w produkcji szkta, emalii i farb oraz w konserwa-
cji skér i drewna. Najbardziej jednak wykorzystywane sa
jego trujace wlasciwosci, ktére byly juz znane w II w. p.n.e.
Obecnie arszenik nie jest stosowany do wyrobu surowcow,
takich jak farby, czy skory ze wzgledu na jego duza tok-
sycznos¢ oraz karcynogennos¢, jednak zupetnie niespodzie-
wanie zwiazek ten jest uzywany jako sktadnik lekéw prze-
ciwnowotworowych [35]. Juz w XV w. William Withering
stwierdzil, ze tréjtlenek arsenu w matych dawkach nie jest
trucizna, lecz ma wtasciwosci terapeutyczne [2]. W XVIII
w. dr Thomas Fowler otrzymat 1% roztwor arszeniku i we-
glanu potasu, nazwany pdzniej jego nazwiskiem. Roztwoér
Fowlera byt stosowany az do XX w., zwtaszcza w leczeniu
chor6b skérnych, m.in. luszczycy, jednak ze wzgledu na cze-
ste wystgpowanie objawéw zatrucia zostat wycofany z listy
lekéw [1]. Na bazie arsenu powstat takze Salwarsan, opra-
cowany przez niemieckiego chemika Paula Ehrlicha. Byt
on skuteczny w leczeniu kily, jednak w 1941 r. zostat wy-
party przez odkryta penicyling [10]. W latach 60. ub.w. le-
karze w Chinach zaobserwowali skuteczne dzialanie masci
na bazie tréjtlenku arsenu zastosowanej w terapii raka skory.
Miejscowe dziatanie tej trucizny okazywalo si¢ skuteczne,
natomiast proby aplikowania doustnego skoniczyty si¢ fia-
skiem z powodu duzej toksycznosci tego zwigzku. W latach
70. ub.w. zaczgto podawac osobom z nowotworami dozylnie
tréjtlenek arsenu, co w znacznym stopniu zmniejszyto tok-
syczne dzialanie arszeniku oraz wptyneto na rozszerzenie
badanin w tym kierunku. W latach 80. i 90. XX w. gwaltow-
nie wzrosta liczba doswiadczen nad terapeutycznym dziata-
niem TA, a w latach 90. naukowcy z Chin przedstawili wy-
niki klinicznych badan ukazujace zastosowanie trdjtlenku
arsenu w leczeniu ostrej biataczki promielocytowej oraz ze-
spotéw mieloblastycznych (MDS). Arszenik zaczgto stoso-
wac réwniez w leczeniu ostrej biataczki szpikowej, p6Zniej
szpiczaka mnogiego oraz guzow litych [37]. Po wielolet-
nich badaniach klinicznych przeprowadzanych w 9 r6znych
osrodkach, na rynek farmaceutyczny wprowadzono lek o na-
zwie Trisenox. Jeden ml tego leku zawiera 1 mg trdjtlenku
arsenu i zalecany jest w leczeniu ostrej biataczki promie-
locytowej charakteryzujacej si¢ translokacja t (15;17) [31].
Najczesciej Trisenox stosuje si¢ po niepowodzeniu lecze-
nia innymi zwigzkami lub po nawrocie choroby.

W ostatnich latach badania nad dziataniem TA obejmuja
gtéwnie doswiadczenia na liniach komérkowych, m.in. raka

prostaty, jajnika, glejaka, raka pgcherza moczowego, jeli-
ta i szyjki macicy. Trwaja rowniez badania kliniczne nad
zastosowaniem tego zwigzku w leczeniu choréb rozrosto-
wych uktadu krwiotwdrczego oraz limfatycznego nie tylko
W monoterapii, ale réwniez w potaczeniu z innymi zwiaz-
kami, m.in. kwasem retinowym, askorbinowym i czynni-
kiem wzrostu GM-CSF [11,12,33].

IMECHANIZM DZIALANIA TROJTLENKU ARSENU

Mechanizm dziatania tréjtlenku arsenu polega gtéwnie
na zahamowaniu proliferacji komérek nowotworowych
oraz doprowadzenie ich do réznicowania i/lub apoptozy.
Programowana $mier¢ komérki (apoptoza) moze prze-
biega¢ w rézny sposdb, angazujac liczne procesy bioche-
miczne oraz rézne organella komérkowe. Zagadnienia te
omowiono w kilku polskojezycznych pracach przegla-
dowych, ktore ukazaly si¢ w ciagu ostatnich dwdch lat
[7,13,16,30]. Giéwne dwie drogi apoptozy, ktére aktywu-
je arszenik to szlak zewnetrzny indukowany dzigki recep-
torom btonowym oraz Sciezka wewngtrzna angazujaca mi-
tochondria komoérki.

Pierwsza z nich polega na inicjacji procesu apoptozy przez
potaczenie liganda z czasteczka receptora na powierzch-
ni btony komérkowej. Odpowiednie zintegrowanie tych
dwdch czasteczek powoduje aktywacje wielu genéw oraz
uaktywnia typowe dla procesu apoptozy biatka, ktére pro-
wadza do degradacji komorki [21].

Druga droga apoptotyczna opiera si¢ na indukcji wielu
zmian zachodzacych w strukturze mitochondrium. Jednym
z pierwszych symptoméw jest otwarcie megakanatéw mi-
tochondrium i wyplyw biatek §mierci, m.in. cytochromu c
i Apaf -2, z przestrzeni migdzyblonowej tego organellum
do cytosolu. Wytworzony w cytoplazmie kompleks bia-
tek, tzw. apoptosom aktywuje dalsza kaskade reakcji pro-
wadzaca do apoptozy [23] (ryc.1). Bez wzgledu na rodzaj
Smierci komdrkowej zawsze uczestnicza w niej kaspazy,
ktére sa odpowiedzialne za nieodwracalng aktywacje prze-
mian prowadzacych do fazy wykonawczej apoptozy [18].
Tak jak kazdy z proceséw zachodzacych w komérce tak-
ze 1 programowana $mier¢ podlega regulacji. Najbardziej
znane jej regulatory to bialka z rodziny Bcl-2, ktére moga
dziata¢ zaréwno pro- jak i antyapoptycznie [30].

Jak juz wezesniej wspomniano, mechanizm dziatania tréj-
tlenku arsenu polega na skierowaniu komérek nowotworo-
wych na drogg programowanej §mierci, ograniczajac w ten
sposob proliferacjg.

Najczesciej opisywana chorobg leczong tréjtlenkiem arse-
nu od lat jest ostra biataczka promielocytowa (APL — acute
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Ryc. 1. Schemat dziatania tréjtlenku arsenu;
A —Sciezka zewnetrzna apoptozy, B — Sciezka
mitochondrialna, C — wptyw tréjtlenku arsenu
na biatka z rodziny Bcl-2, D — wptyw tréjtlenku
arsenu na czynnik NF-kB

ECEPFTOR

promyelocytic leukemia). Przyczyna APL jest translokacja
genu receptora kwasu retinowego (RAR o) z chromoso-
mu 17 w sasiedztwo genu PML (promyelocytic leukemia)
mieszczacego si¢ na chromosomie 15, co prowadzi do fu-
zji genéw i powstania produktu PML/RAR o. Biatko to
wplywa na zahamowanie réznicowania oraz Smierci komé-
rek. Po zadziataniu juz matym st¢zeniem tréjtlenku arsenu,
PML/RAR o ulega degradacji, co skutkuje czgSciowym
réznicowaniem nieprawidlowych promielocytéw [27].

Wielu naukowcéw wskazuje na apoptotyczne dziatanie tréj-
tlenku arsenu poprzez kilka niezaleznych mechanizméw.
Moze by¢ to aktywacja kinazy JNK, zahamowanie NF-kB
oraz aktywnosci telomerazy, akumulacja wolnych rodnikéw,
zaburzenie potencjatu blonowego mitochondriéw, a takze
posrednio — wptyw na aktywacje kinaz oraz biatka pro- i an-
tyapoptotyczne. JNK nazywana inaczej SAPK (stress acti-
vated protein kinase) jest jedna z wielu kinaz biatkowych
MAPK, ktora fosforyluje N-koniec biatka c-jun. Kinazy
biatkowe MAPK, do ktérych zaliczamy opisywang JNK, sta-
nowia jeden z gtéwnych elementéw szlaku przekazywania
sygnatéw w komérce. Aktywacja SAPK nastepuje poprzez
fosforylacje reszt treoniny i tyrozyny, a substratami tych
kinaz sg jedynie czynniki transkrypcyjne. Badania prze-
prowadzone na ustalonych liniach komérkowych od cho-
rych z ostra biataczka promielocytarna wykazaty aktywa-
cje kinazy biatkowej INK pod wptywem tréjtlenku arsenu,
natomiast komérki oporne na dziatanie TA nie wykazywa-
ly wzrostu aktywnosci opisywanej kinazy [8]. Precyzyjny
mechanizm indukcji apoptozy na skutek aktywacji kina-
zy JNK jest stabo poznany. Jedna z hipotez glosi, ze akty-
wacja JNK moze transdukowac sygnaty apoptotyczne po-
przez posttranslacyjne modyfikacje biatek rodziny Bcl-2.
Dochodzi zaréwno do fosforylacji biatek antyapoptotycz-
nych (Bcl-2 i Bel-X) ), jak réwniez biatek proapoptotycz-
nych (Bax, Bak i Bid). Powyzsze dane wskazuja, ze ma-
nipulowanie aktywnoscia kinazy JNK moze prowadzi¢ do
uwrazliwienia komoérek nowotworowych na dziatanie tréj-
tlenku arsenu. Przyktadem sa do§wiadczenia przeprowa-
dzone przez Muscarella i wsp. [26] na opornych na arsze-
nik linii chtoniakéw. Wykazali oni, ze aktywacja kinazy

JNK pod wplywem krétkotrwatej hipertermii powodowa-
ta uwrazliwienie komérek na tréjtlenek arsenu.

Drugi z mechanizméw dziatania tréjtlenku arsenu jest
zwiazany z funkcjonowaniem NF-xB. Jest to czynnik
transkrypcyjny, ktéry w stanie nieaktywnym wystepuje
w cytoplazmie w kompleksie z inhibitorem IxB (IKK).
Wspomniany inhibitor sklada si¢ z dwéch podjednostek
katalitycznych (IKKo, IKKp) oraz jednostki regulatoro-
wej IKKYNEMO. W wyniku fosforylacji inhibitora oraz
jego proteosomalnej degradacji, uwolniony z kompleksu
czynnik NF-kB staje si¢ aktywny i przemieszcza si¢ do ja-
dra komérkowego, gdzie aktywuje geny kodujace biatka,
ktére zapewniaja przezycie komoérek (pS3, biatko Bcel-2,
inhibitory apoptozy), takze i nowotworowych. Wiadomo
rowniez, ze NF-kB chroni komérki przed stymulacja ze-
whnetrznej $ciezki apoptozy z udziatem receptora TNF-a.
Proapoptotyczny wptyw trdjtlenku arsenu polega na od-
dziatywaniu z cysteina179 IKKJ i zablokowaniu uwolnienia
czynnika NF-xB, a tym samym jego przemieszczenia do
jadra komoérkowego. Brak NF-kB w jadrze komérkowym
umozliwia indukcj¢ apoptozy giéwnie z udziatem szlaku
zewngtrznego (receptor TNF-ov) oraz aktywuje kaspazy 3
i 8 [36]. Taki mechanizm dziatania odkryto nie tylko w ko-
morkach linii ostrej biataczki promielocytowej i ziarnicy
zlosliwej, ale rowniez u chorych z zespotem mielodyspla-
stycznym [17,24,25].

Troéjtlenek arsenu wpltywa na indukcje zewngtrznej Sciezki
apoptozy nie tylko z udziatem receptora TNF-a.. W 2003 r.
opublikowano wyniki badai naukowcéw z Japonii sugeru-
jace proapoptotyczne dziatanie arszeniku na komorki ostrej
biataczki promielocytowej, jednak z udziatem innych re-
ceptorow btony komérkowej. Traktowane trdjtlenkiem ar-
senu komorki umieraty przez dziatanie systemu receptor-
ligand D95/CD95L, ktéry wpltywa na aktywacje kaspazy
813 [20,39]. W komorkach szpiczaka réwniez nastgpu-
je aktywacja kaspazy 8 lub 9 wspdélidziatajaca z recepto-
rem btonowym APO2/TRAIL [22]. Badania przeprowa-
dzone przez tych samych naukowcéw ujawnily zalezne od
p53 zahamowanie cyklu komérkowego pod wptywem tréj-
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tlenku arsenu. Cykl w komoérkach z niezmutowanym p53
(typ dziki) po potraktowaniu ich apoptotycznym czynni-
kiem ulega zahamowaniu w fazie G1, natomiast w komor-
kach ze zmutowanym p53, cykl zostaje zatrzymany w fa-
zie G,/M [22].

Dziatanie TA moze si¢ opiera¢ réwniez na regulacji ilo-
Sci bialek pro- i antyapoptycznych. Badania Chena i wsp.
wskazuja na obnizenie transkrypcji genu bcl-2, a tym sa-
mym zmniejszenie ilosci antyapoptotycznego biatka w ko-
morkach linii biataczek ludzkich HL-60 oraz NB, [5]. Jak
juz wspomniano wyzej, badania nad tréjtlenkiem arsenu
ujawniajg wplyw tego zwiazku na aktywacje kaspaz, za-
réwno in vitro, jak i in vivo. Badania Soigneta i wsp. opi-
suja wptyw TA na wzrost ekspresji zymogendw (posta-
ci nieaktywnej) kaspazy 2 i 3 oraz ich aktywacjg [29].
Badania na komoérkach szpiczaka rowniez wskazuja pro-
apoptotyczny wplyw tego zwiazku na aktywacj¢ kaspazy
9 [14]. W biataczce typu T tréjtlenek arsenu wptywat na
aktywacje kaspazy 8 i 3 w polaczeniu z degradacja poli-
merazy poli(ADP-rybozy), zahamowujac naprawe DNA
i zatrzymujac komoérki w fazie G1 cyklu [15].

Kolejny mechanizm dziatania As,O, opiera si¢ na zmia-
nach w komérkowym stezeniu glutationu. Glutation (GSH)
jest organicznym zwiazkiem chemicznym o wiasciwo-
Sciach przeciwutleniajacych. GSH dziala jako element
uktadu oksydoredukcyjnego, ktéry chroni grupy —SH bia-
tek przed utlenieniem. Ten zwiazek chemiczny uczestniczy
réowniez w procesie oddychania i jest koenzymem niekt6-
rych oksydoreduktaz. Dzigki wolnej grupie tiolowe;j stuzy
do redukcji nadtlenkéw, réwniez nadtlenku wodoru. W ko-
morkach ssakow glutation, peroksydaza i katalaza to trzy
gtéwne elementy regulujace poziom reaktywnych form tle-
nu. Z badan przeprowadzonych na liniach komérkowych
wynika, ze mate stgzenie GSH w komérkach nowotworo-
wych §wiadczy o wzroscie ich wrazliwosci na apoptotycz-
ne dzialanie As O, [38]. Przyczyna opornosci komérek no-
wotworowych na leki i chemioterapi¢ jest duze stezenie
glutationu. Skuteczna metoda dzialania w tym przypad-
ku bytoby obnizenie poziomu GSH w komérkach nowo-
tworowych z jednoczesnym zwigkszeniem stgzenia tego
zwiazku w komoérkach zdrowych. Wykorzystujac rézni-
ce w metabolizmie komoérek zdrowych i nowotworowych,
naukowcy opracowali metodg z zastosowaniem BSO (bu-
tioninosulfoksyiminy) — inhibitora biosyntezy GSH, kt6-
ry nie wplywa na fizjologi¢ komérek zdrowych, natomiast
zwigksza wrazliwos¢ komoérek nowotworowych na dziata-
nie lekéw i chemioterapig. As,O, dziata hamujaco na pe-
roksydaze glutationu, co wiaze si¢ z jego apoptotycznym
dziataniem. Obnizenie poziomu glutationu w komérkach
nowotworowych przez farmakologiczne czynniki np. sul-
foksyiminy wzmacnia aktywnos¢ tréjtlenku arsenu po-
przez podniesienie poziomu reaktywnych form tlenu, ktére
zwigkszaja przepuszczalno$¢ btony mitochondrium, wy-
ptyw cytochromu c do cytosolu, wytworzenie apoptosomu
oraz uaktywnienie lawiny kaspaz prowadzacych do Smier-
ci komorki [3] (ryc.1).

PismiennicTwo

Przedstawione w pracy mechanizmy dziatania tréjtlenku
arsenu nie obejmuja wszystkich szlakéw dziatania tego
zwiazku, jednakze opisane wyzej stanowia najczesciej
przedstawiane i najlepiej poznane.

TROJTLENEK ARSENU W LECZENIU NOWOTWOROW

Jak juz wezesniej wspomniano, apoptotyczne dziatanie tréj-
tlenku arsenu na komoérki nowotworowe juz dawno udo-
wodniono. W 2002 r. na rynek farmakologiczny wprowa-
dzono lek o handlowej nazwie Trisenox, ktéry zawiera 1
mg arszeniku w 1ml preparatu i jest stosowany u pacjen-
tow z ostrg biataczkg promielocytarna. Wczesniej chorzy na
APL leczeni byli gtéwnie ATRA (kwas all-trans retinowy)
i antracyklinami, jednakze dziatanie tych zwiazkéw nie za-
wsze przynosito spodziewany efekt. Wptyw As O, zawarte-
go w Trisenox odbiega od mechanizmu dziatania kwasu all-
trans retinowego, stad zanotowana duza skutecznos¢ leku
u pacjentéw chorych na ostra bialaczke promielocytarna
oporng na ATRA. Trisenox podaje si¢ pacjentom we wlewie
dozylnym w statej dawce 0,15 mg/kg m.c./dobe. Dziatania
niepozadane leku najczgsciej sa krétkotrwate i nie powoduja
koniecznosci przerwania terapii, ktdra jest skuteczna u oko-
to 80% pacjentéw. Leczenie As,O, najczesciej poprzedzone
jest chemioterapia oraz stosowaniem retinoidéw.

W 2007 r. opublikowano wyniki I fazy badan klinicznych,
przeprowadzone przez lekarzy oddziatu onkologii dziecig-
cej w Stanach Zjednoczonych, ktére wskazuja na terapeu-
tyczne dziatanie As,O, w rekomendowanej dawce 0,15 mg/
kg m.c./dobg. Badania prowadzono wsréd dzieci w wieku
2-19 lat (Srednia wielu 13 lat), u ktérych zaobserwowano
poréwnywalna do dorostych skutecznos¢ dziatania wspom-
nianego leku (ok. 85%) [9].

Dziatanie tréjtlenku arsenu jest badane nie tylko w gru-
pie pacjentéw z ostra biataczka promielocytarna, czy tez
z innymi chorobami rozrostowymi uktadu krwiotworcze-
go. Ostatnie lata obfitowaty w badania nad dziataniem tr6j-
tlenku arsenu na inne komoérki nowotworowe. TA dziata
apoptotycznie réwniez na komorki raka ptuc, a w potacze-
niu z lekiem Sulindac (pochodng kwasu metyleno-indeno-
octowego) wzmaga ,,$miercionosne’” dziatanie przez ak-
tywacje kaskady kaspaz i zmiang potencjatu btonowego
mitochondrium [19].

Badania kliniczne i II fazy nad dziataniem As,O, na ko-
morki szpiczaka mnogiego w terapii taczonej z kwasem
askorbinowym oraz bortezomibem (inhibitor proteaso-
mow) daty zadowalajace rezultaty i sa dobrze tolerowane
przez organizm pacjentéw. Doswiadczenia laboratoryj-
ne na zwierzgtach (szczury i myszy) oraz liniach komor-
kowych ujawnity, ze tréjtlenek arsenu dziata proapopto-
tycznie réwniez na nowotwory jajnika, watroby, zotadka,
a takze na komoérki nowotworowe glejaka, prostaty i pier-
si [4,6,28,32,34]. Z doswiadczen wynika, ze tréjtlenek ar-
senu dziata zaréwno w monoterapii jak i terapii kojarzo-
nej na wiele rodzajéw nowotworéw.
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