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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Poznanie mechanizméw regulujacych proces apoptozy umozliwito rozwéj nowych terapii prze-
ciwnowotworowych. Zaburzenia ekspresji lub aktywnosci regulatoréw mitochondrialnego szla-
ku apoptozy leza u podstaw rozwoju nowotwordéw i przekladaja si¢ na niewystarczajaca odpo-
wiedzZ chorych na leczenie ze wzgledu na udzial tego szlaku w odpowiedz na czynniki stresowe,
m.in. leki przeciwnowotworowe. Biatka BH3-only, reprezentujace podrodzing biatek Bcl-2, pet-
nia dwojaka funkcje w inicjacji mitochondrialnego szlaku apoptozy: moga bezposrednio akty-
wowacé proapoptotyczne biatka typu Bax albo neutralizowa¢ dziatanie antyapoptotycznych biatek
podrodziny Bcl-2. Z tego wzgledu zwiazki nasladujace dziatanie biatek BH3-only, tzw. mime-
tyki BH3, stanowia obiecujaca strategie terapeutyczna. Dotychczas zidentyfikowane mimety-
ki BH3 wykazaty duza skutecznos¢ przeciwnowotworowa w badaniach in vitro i in vivo, a nie-
ktére z nich znajduja si¢ w I/II fazie badari klinicznych, czgsto z innymi zwiazkami lub lekami.
Ocena proapoptotycznego potencjalu mimetykéw BH3 jest mozliwa dzigki metodzie, tzw. BH3
profiling, pozwalajacej nie tylko na okreslenie profilu ekspresji biatek antyapoptotycznych w da-
nym typie komérek nowotworowych, ale réwniez stopnia wrazliwosci tych komoérek na dany mi-
metyk BH3. W pracy oméwiono mechanizmy dziatania biatek BH3-only oraz ich mimetykéw
bedacych przedmiotem badan przedklinicznych i klinicznych.
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Summary

The basis for targeting specific components of the apoptotic machinery for anticancer therapy is
the detailed knowledge on molecular mechanisms that regulate this complex cell death pathway.
As the mitochondrial pathway of apoptosis is the major route to respond to stress stimuli inclu-
ding anticancer drugs, and that pathway is largely impaired in cancer cells, leading to tumor for-
mation and treatment resistance, a variety of approaches have been developed to restore the func-
tion of the mitochondrial pathway in cancer cells. BH3-only proteins, being important inducers
of the mitochondrial pathway, either directly stimulate proapoptotic Bax-like proteins or interfe-
re with antiapoptotic Bcl-2 proteins. Therefore, the development of molecules able to mimic the
function of BH3-only proteins is considered a promising strategy to improve cancer cell respon-
se to treatment. Several BH3 mimetics have been designed and studied in various tumors, in both
in vitro and in vivo settings. Some of them are currently being evaluated in clinical trials either
alone or in combination with conventional anticancer drugs. BH3 profiling of cancer cells was
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introduced to better predict the responsiveness of tumor cells to BH3 mimetics combined with
conventional therapies. In this review, we summarize the current knowledge on BH3-only prote-
ins and describe the spectrum of strategies employing BH3 mimetics in preclinical and clinical
studies that aim at tumor targeting.
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A1 - biatko o charakterze antyapoptotycznym (Bcl-2 related gene A1); AML - ostra biataczka
szpikowa (acute myeloid leukemia); ALL - ostra biataczka limfocytowa (acute lymphocytic
leukemia); Bad - biatko proapoptotyczne z podrodziny BH3-only (Bcl-2 antagonist of cell

death); Bak - biatko proapoptotyczne z rodziny Bcl-2 (Bcl-2 antagonist killer 1); Bax - biatko
proapoptotyczne z rodziny Bcl-2 (Bcl-2-associated protein X); Bel-2 - rodzina biatek pro-

i antyapoptotycznych oraz biatko antyapoptotyczne (B-cell leukemia-2); Bel-w - inhibitorowe
biatko apoptozy (Bcl-2 like 2); Bel-Xy - inhibitorowe biatko apoptozy (B-cell lymphoma-extra
large); Beklina 1 - biatko podrodziny BH3-only zaangazowane w autofagie; BH3ls - inhibitory
BH3 (BH3 inhibitors); Bid - aktywatorowe biatko proapoptotyczne z podrodziny BH3-only (BH3
interacting domain death antagonist); Bik - biatko proapoptotyczne z podrodziny BH3-only (Bcl-2
interacting killer like); Bim - aktywatorowe biatko proapoptotyczne z podrodziny BH3-only (Bcl-2
interacting mediator of cell death); Bmf - biatko proapoptotyczne z podrodziny BH3-only (Bcl-2
modifying factor); Bnip3 - biatko proapoptotyczne z podrodziny BH3-only (Bcl-2/adenovirus E1B
19kDa interacting protein 3); Bok - biatko proapoptotyczne z rodziny Bcl-2 (Bcl-2-related ovarian
killer); B-Raf'®°°t - kinaza serynowo-treoninowa bedgca produktem ekspresji zmutowanego genu
BRAF, CLL - przewlekta biataczka limfocytowa (chronic lymphocytic leukemia); Hrk - biatko
proapoptotyczne z podrodziny BH3-only (harakiri); ICAM-1 - czasteczka adhezji miedzykomdrkowej
1 (inter-cellular adhesion molecule 1); IGF-1 - insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (insulin-

like growth factor 1); IL-3/6 - interleukina 3/6; Mcl-1 - antyapoptotyczne biatko z rodziny

Bcl-2 (myeloid cell leukemia 1); MEFs - mysie fibroblasty embrionalne (mouse embrional
fibroblasts); NF-kB - jadrowy czynnik transkrypcyjny kB (nuclear factor kB); NGF - czynnik
wzrostu neuronéw (neuronal growth factor); NM23 - supresor przerzutowania (non-metastatic
23); Noxa - biatko proapoptotyczne z podrodziny BH3-only (od facifnskiego stowa ‘noxae’ -
uszkodzenie); NSCLC - niedrobnokomaorkowy rak ptuc (non-small cell lung cancer); p53 - czynnik
transkrypcyjny odpowiedzialny za ekspresje m.in. Puma i Noxa; Puma - biatko proapoptotyczne

z podrodziny BH3-only (p53 upregulated modulator of apoptosis); RFT - reaktywne formy

tlenu; SCLC - drobnokomérkowy rak ptuc (small cell lung cancer); Smac/Diablo - czynnik
proapoptotyczny uwalniany z mitochondrium (second mitochondria-derived activator of caspase);
Spike - biatko proapoptotyczne z podrodziny BH3-only (small protein with inherent killing

effect); TM - domena transbhtonowa wystepujaca w strukturze niektorych biatek rodziny Bcl-2
(transmembrane domain); TNF-a - czynnik martwicy nowotworu o (tumor necrosis factor o);
TRAIL - ligand zwigzany z czynnikiem martwicy nowotworu indukujgcy apoptoze (TNF-related
apoptosis-inducing ligand).

prowadzacych do rozwoju nowotworu i opornosci komo-

rek nowotworowych na stosowane leki. Zdolnos¢ unikania

Apoptoza jest procesem stanowiacym naturalng barierg dla Smierci jest jedna z dziesigciu podstawowych cech charak-
rozwoju nowotworu [1]. Badania ostatnich dziesigcioleci teryzujacych komoérki nowotworowe [31]. Sposréd dwéch
dostarczyty wielu przyktadow zaburzeri procesu apoptozy programéw apoptotycznych, zewngtrznego uruchamianego
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Rodzina biatek Bcl-2
podrodzina antyapoptotycznych

Ryc. 1. Podziat biatek rodziny Bcl-2 na trzy podrodziny
opiera sie na wystepowaniu w ich strukturze
domen homologii Bcl-2 oraz na wiasciwosciach

biatek Bcl-2:
Bcl-2, Bd-X, Md-1, Bdl-1,A1

BH3
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Ryc. 2. Poszczegdlne biatka BH3-only ulegaja ekspresji/aktywacji na skutek pojawienia sie swoistych bodzcow zewnatrzkomérkowych (gérny panel)
lub wewnatrzkomérkowych (dolny panel). Powinowactwo tych biatek do antyapoptotycznych cztonkéw podrodziny Bcl-2 wynika z rdznic
strukturalnych, zaréwno w obrebie domeny BH3, jak i miejsca jej wigzania w biatkach typu Bcl-2. Puma i Bim oddziatujq ze wszystkimi biatkami
antyapoptotycznymi, podczas gdy pozostate biatka BH3-only wykazuja okreslong swoisto$¢ wigzania. Liniami przerywanymi oznaczono
oddziatywania, dla ktdrych uzyskano sprzeczne wyniki w badaniach, na podstawie ktérych przygotowano schemat [8,76]

w odpowiedzi na sygnaly receptorowe oraz wewngtrzne-
g0, nazywanego réwniez programem mitochondrialnym,
ten drugi jest szerzej wykorzystywany przez komorki jako
bariera przeciwnowotworowa, a zatem nieprawidtowosci
w jego funkcjonowaniu moga wspomagac rozwdj nowotwo-
ru. Droga mitochondrialna jest $cisle regulowana przez pro-
i antyapoptotyczne biatka rodziny Bcl-2. U ssakéw ziden-
tyfikowano ponad 20 biatek nalezacych do tej rodziny [1].

W oparciu o strukture i funkcje poszczegdlnych biatek wy-
odrebniono trzy podrodziny. Podrodzina Bcl-2 to biatka

antyapoptotyczne, ktérych archetypem jest biatko Bcl-2
zawierajace cztery domeny BH (Bcl-2 homology) (ryc. 1).
Naleza tu nastgpujace biatka: Bcl-2 (B-cell lymphoma 2),
Mcl-1 (myeloid cell leukemia 1), Bcl-X1, (B-cell leuke-
mia/lymphoma-extra large), Bel-w (Bcl-2 like 2) 1 Al (Bcl-2
related gene Al). Podstawowa funkcja bialek podrodziny
Bcl-2 jest zachowanie integralnosci btony mitochondrial-
nej przez wigzanie proapoptotycznych biatek podrodzi-
ny Bax, zwanych réwniez biatkami efektorowymi apopto-
zy: Bak (Bcl-2 antagonist killer 1), Bax (Bcl-2 associated
protein X) i Bok (Bcl-2-related ovarian killer). Uwolnione
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z kompleks6w z biatkami Bcl-2, biatka podrodziny Bax in-
dukuja zmiany w blonie mitochondrialnej prowadzace do
uwolnienia biatek proapoptotycznych, w tym cytochromu
¢ i biatka Smac/Diablo (second mitochondria-derived acti-
vator of caspase). To z kolei powoduje aktywacje proteoli-
tycznej aktywnosci kaspaz 1 prowadzi do §mierci komor-
ki. Bialka Bax i Bak zawieraja domeny BH1, BH2 i BH3
(ryc. 1), z ktérych ta ostatnia jest wykorzystywana w inte-
rakcjach z antyapoptotycznymi biatkami podrodziny Bcl-2.
Biatka nalezace do trzeciej podrodziny zawieraja wytacz-
nie domeng¢ BH3 (ryc. 1), co zostato uwzglednione w na-
zwie podrodziny ,,biatka BH3-only”. Do podrodziny BH3-
only naleza: Bad (Bcl-2 antagonist of cell death), Bid (BH3
interacting domain death antagonist), Bim (Bcl-2 interac-
ting mediator of cell death), Bik (Bcl-2 interacting killer
like), Bmf (Bcl-2 modifying factor), Bnip3 (Bcl-2/adeno-
virus E1B 19kDa interacting protein 3), Hrk (harakiri),
Noxa (od tacinskiego stowa noxae), Puma (p53 upregula-
ted modulator of apoptosis), Spike (small protein with in-
herent killing effect) i beklina 1.

Zaburzenia drogi mitochondrialnej obserwowane w komor-
kach nowotworowych moga wynikac z braku lub obnizonej
aktywnosci jednego z biatek BH3-only, biatek efektoro-
wych Bax lub Bak, a takze ze zwiekszonej ekspresji/ak-
tywnosci antyapoptotycznych biatek podrodziny Bel-2 [13].

RoLa Biatexk BH3-onLy w INDUKCII APOPTOZY

Podstawowa funkcja biatek BH3-only jest indukcja apop-
tozy w odpowiedzi na stres komérkowy. Stres komérkowy,
np. hipoksja, infekcje, wzrost stezenia biatek onkogennych,
niewystarczajacy poziom cytokin, np. IL-3 w przypadku
limfocytéw, wzrost aktywnosci biatka p53 w odpowie-
dzi na uszkodzenie DNA, indukuje synteze lub aktywacje
tych biatek (ryc. 2). Niektore z nich sa aktywowane tylko
w okreslonych typach komérek. Na przyktad Hrk jest ak-
tywowany w komorkach uktadu nerwowego w odpowie-
dzi na zaburzenia w poziomie czynnika wzrostu neuronéw
(NGF) [30], Puma jest odpowiedzialna za apoptoze¢ mio-
blastéw [33], a Bid hepatocytéw [5]. Ekspresja i aktywa-
cja biatek BH3-only jest regulowana na poziomie trans-
krypciji, a takze w wyniku modyfikacji potranskrypcyjnych
i potranslacyjnych. Ekspresja biatek Bik, beklina 1, Hrk,
Puma i Noxa jest regulowana gtéwnie na poziomie trans-
krypcji [12]. Biatko Puma jest aktywowane przez fosfo-
rylacje Ser'® [24], natomiast beklina 1 przez fosforylacje
Thr'® [100]. W aktywacj¢ biatlek BH3-only zaangazowa-
ne sa rOwniez procesy, takie jak proteoliza katalizowana
m.in. przez kaspazy, a takze mirystylacja [49].

Funkcja biatek BH3-only jest realizowana przez bezposred-
nia indukcje aktywnosci proapoptotycznych biatek podro-
dziny Bax (biatka Bax i Bak) lub posrednio przez oddzia-
tywanie z antyapoptotycznymi biatkami podrodziny Bcl-2
(rys. 2). Biorac pod uwagg strukturg przestrzenna biatek ro-
dziny Bcl-2, mozliwe jest oddzialywanie bialek BH3-only
zaréwno z antyapoptotycznymi biatkami podrodziny Bcl-2
jak 1 proapoptotycznymi Bax i Bak [13,26,49]. Wsréd bia-
tek BH3-only wiazacych biatka efektorowe wymienia sig
biatko Bim, ktére wydajniej wiaze si¢ z biatkiem Bax oraz
biatko tBid o duzym powinowactwie do biatka Bak [49].
Nie stwierdzono natomiast obecnosci bialek BH3-only
w oligomerach formowanych przez aktywowane biatka

azynnik stresowy ‘ azynnik stresowy
model model
neutralizacji derepresji

“& e & §

oligomeryzacja Bax

l

permabilizacja btony mitochondrialnej

' biatka BH3-only (uczulacze) ’ biatka BH3-only (aktywatory)

Ryc. 3. Modele aktywacji Bax i Bak przez biatka BH3-only. Zgodnie
z modelem neutralizacji, proapoptotyczne biatka efektorowe
Bax i Bak s zwigzane z biatkami antyapoptotycznymi typu Bcl-2.
Stres komdrkowy indukuje ekspresje/aktywacje okreslonych biatek
BH3-only, ktdre nastepnie wypieraja proapoptotyczne biatka typu
Bax z kompleksow z biatkami antyapoptotycznymi. Wedtug tego
modelu, uwolnienie czasteczek Bax jest wystarczajace do tworzenia
przez nie homooligomerdw, co prowadzi do permabilizacji btony
mitochondrialnej. U podstaw modelu derepresji lezy podziat
funkcjonalny biatek BH3-only na tzw. uczulacze i aktywatory.
Czynnik stresowy promuje synteze badZ aktywacje uczulaczy.
Biatka te uwalniaja aktywatory z kompleksow z biatkami
antyapoptotycznymi typu Bcl-2. Uwolnione aktywatory wiaza
sie z proapoptotycznymi biatkami efektorowymi Bax, uczestniczac
jedynie na wczesnych etapach ich oligomeryzacji. Na schemacie
pominieto model , 0sadzone razem” [76]

Bax lub Bak [43], co doprowadzito do powstania modelu
,Hhit and run” [21,43]. Wedtug tej koncepcji, biatko BH3-
only wiaze si¢ z bruzda hydrofobowa biatka Bax zajeta
w stanie nieaktywnym przez domeng transbtonowa (TM).
Powoduje to oddziatywanie TM z btona mitochondrialna,
co z kolei prowadzi do homooligomeryzacji biatek Bax lub
Bak i permabilizacji zewnetrznej btony mitochondrialne;j.
Biatka BH3-only sa uwalniane na poczatku tego procesu
(faza ,,run’). Bialko Bak, na state zwigzane z btona mi-
tochondrialng, nie wymaga pierwszego etapu aktywacji.

Proapoptotyczna funkcja biatek BH3-only moze by¢ row-
niez realizowana przez oddzialywanie z antyapoptotycznymi
biatkami podrodziny Bcl-2 [21,95]. Interakcje te opisywa-
ne sa w rozny sposob. Najprostszy model (zwany mode-
lem neutralizacji) zaktada, ze biatko BH3-only, aktywo-
wane przez odpowiedni sygnal proapoptotyczny, uwalnia
efektorowe biatka Bax lub Bak z kompleksu z biatkiem
antyapoptotycznym (ryc. 3).
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MIMETYKI BH3

na etapie badan przedklinicznych:
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Ryc. 4. Struktura chemiczna mimetykow BH3 znajdujacych sie na etapie badan przedklinicznych i klinicznych. W przypadku peptydowego mimetyku

072RB uzyto jednoliterowych skrétéw aminokwaséw, A oznaczono alan

ine podstawiong kwasem a-aminomastowym, zas sygnat internalizacji,

stanowigcy zmutowang a3-helise biatka homeotycznego Antennapedia, zaznaczono jako ,-int”

Bak jest zwykle zwiazany z A1 lub Bcl-X1, natomiast Bax
z Bcl-XL, Bel-2, Mcl-1 lub Al [47]. W oparciu o profi-
le funkcjonalne biatek BH3-only zaproponowano réwniez
inny model nazywany w literaturze modelem derepresji [22]
lub modelem bezposrednim [76]. W modelu tym przyjeto

podziatl bialek BH3-only na tzw. ,,uczulacze” (bialka typu
Bad: Bad, Noxa, Bmf, Bik i Hrk), ktérych rolg jest kontro-
la aktywnosci bialek antyapoptotycznych oraz aktywato-
ry (biatka typu Bid: Bid i Bim), ktérych funkcja jest wig-
zanie i aktywacja biatek Bax/Bak [12]. Sprzeczne wyniki
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uzyskano dla biatka Puma, ktére wedtug Kima i wsp. jest
przede wszystkim partnerem biatka Bax [43], natomiast
w innych badaniach wykazano, ze biatko to moze petnic¢
role wytacznie uczulacza [8]. Doktadny mechanizm dzia-
tania bialek BH3-only jest ciagle przedmiotem badan.
W wymienionych wczesniej schematach dziatania biatek
BH3-only, selektywnos¢ interakcji biatko-biatko jest osia-
gana przez roznice w powinowactwie do biatek antyapop-
totycznych Bcl-2 (ryc. 2). W modelu ,,0sadzone razem”
(,,embedded together’’) podkresla si¢ role btony mitochon-
drialnej w zmianach konformacyjnych biatek prowadza-
cych do ich aktywacji [76].

Apoptoza nie jest jedynym procesem, w ktérym biatka
BH3-only biora aktywny udzial. Niektore sposréd biatek
BH3-only, np. Bnip3 i beklina 1 moga indukowac réwniez
autofagi¢ i nekrozg [12,80].

Mimeryki Biatek BH3 -onty

W komérkach nowotworowych obserwowane sa zmiany po-
ziomu i/lub aktywnosci biatek BH3-only, co jest istotnym
elementem opornosci tych komérek na stosowane terapie.
‘W nowotworach uktadu nerwowego wystepuje obnizenie
ekspresji HRK wskutek hipermetylacji regionu promoto-
rowego genu [64]. Mniejsza ekspresje BAD obserwowano
w nowotworze zoladka, jelita grubego oraz w szpiczaku
mnogim. W glejakach zahamowaniu ulega synteza biat-
ka Puma, w raku piersi i pluc stwierdza si¢ delecje BMF,
a w nowotworze nerek utrat¢ BIK [52]. Zmiany ekspre-
sji/aktywnosci biatek BH3-only leza takze u podtoza wielu
nowotworéw uktadu krwiotworczego [47]. Ponadto zabu-
rzenia te mogg mie¢ charakter posredni i wynika¢ z nie-
prawidtowej ekspresji lub aktywnosci czynnikéw regulu-
jacych synteze/aktywacje biatek proapoptotycznych, np.
p53, gtéwny czynnik transkrypcyjny genéw PUMA i HRK,
funkcjonuje nieprawidtowo w prawie potowie przypadkéw
choréb nowotworowych [40], za§ w komoérkach czerniaka
B-RafY*®t promuje fosforylacje Bim prowadzaca do de-
gradacji tego biatka proapoptotycznego [29]. Zastosowanie
zwiazkéw nasladujacych aktywnosé biatek BH3-only i uzu-
petniajacych ich niedobér w komérkach nowotworowych
jest stosunkowo nowym podejsciem w terapii przeciwnowo-
tworowej. Mimetyki BH3 moga miec¢ charakter peptydéw
analogicznych do domeny BH3 biatek proapoptotycznych
lub by¢ zwiazkami niepeptydowymi, zaréwno syntetycz-
nymi, jak i pochodzenia naturalnego (ryc. 4). Zwiazki te
oddziatujac z bruzda hydrofobowa biatek antyapoptotycz-
nych indukujg apoptoze. Cz¢s$¢ z nich znajduje sig na eta-
pie badan klinicznych.

Mimeryki BH3 w BADANIACH PRZEDKLINICZNYCH

Nieustannie prowadzone sa badania majace na celu zi-
dentyfikowanie zwiazkéw o wysokim powinowactwie do
bruzdy hydrofobowej biatek antyapoptotycznych. Synteza
peptydéw o diugosci kilkunastu aminokwaséw i sekwen-
cji odpowiadajacej domenom BH3 oraz doswiadczenia
potwierdzajace proapoptotyczna aktywno$¢ tych czaste-
czek zapoczatkowaty badania nad tzw. peptydomimety-
kami [49]. Zastosowanie peptydowych mimetykéw BH3
w uktadach in vivo wymaga jednak wprowadzenia mody-
fikacji majacych na celu zapewnienie wtasciwej przeni-
kalnosci przez btony komdrkowe, odpowiedniego okresu

poltrwania oraz ochrony przed proteoliza [91]. W tym celu
wykorzystuje si¢ metodg stabilizacji a-helisy poprzez wy-
tworzenie wiazania ,,spinajacego’ t¢ struktur¢ (hydrocar-
bon stapling) [91], zastgpowanie niektérych o-aminokwa-
s6w ich formami 3 [47], tworzenie mostkéw laktamowych
[97] lub dotaczanie dodatkowych fragmentéw w posta-
ci oktameru argininy [28], zmutowanej a3-helisy biatka
homeotycznego Antennapedia [72], czasteczki transakty-
watora ekspresji genéw (TAT) wirusa HIV lub liganda re-
ceptora 4 chemokiny CXC (DV3) [51]. Tak zaprojektowa-
ne peptydomimetyki wykazywaly zdolno$¢ indukowania
mitochondrialnego szlaku apoptozy w opornych na lecze-
nie komorkach nerwiaka zarodkowego [28] i biataczki [91]
oraz hamowaly rozrost guza w mysim modelu raka jelita
grubego [51]. Mimetyk 072RB (ryc. 4), zmodyfikowany
BH3 peptyd biatka Bim, poprzez oddzialywanie z Bcl-XL,
uruchamial mitochondrialny szlak apoptozy w komoérkach
ostrej biataczki szpikowej (AML), podczas gdy prawidlo-
we komorki krwi 1 szpiku kostnego pozostawaly niewraz-
liwe na jego dziatanie [72].

Inne podejscie reprezentuja zwiazki niepeptydowe, ktére
wchodza w podobne oddziatywania z biatkami antyapopto-
tycznymi. Pierwszym syntetycznym zwiazkiem, dla ktérego
okreslono molekularny mechanizm dziatania byt HA14-1
(ryc. 4). Potwierdzono, ze mimetyk ten indukuje $mieré
zalezna od Bax [10] oraz wykazuje powinowactwo do bia-
tek Bcl-2 i Bel-X1, [75]. Zwiazek ten uwrazliwiat komor-
ki chtoniaka pecherzykowego na dziatanie doksorubicyny
i deksametazonu [78], komorki biataczkowe na TRAIL (li-
gand zwigzany z czynnikiem martwicy nowotworu induku-
jacy apoptoze) [32] oraz komorki raka piersi na cisplatyng
[2]. Stosowanie HA14-1 z innymi zwiazkami przeciwno-
wotworowymi byto bardzo skuteczne, co zaobserwowano
w komorkach nerwiaka zarodkowego w wyniku potacze-
nia HA14-1 z genisteing [60] lub w komoérkach biataczko-
wych w kombinacji z TNF-o (czynnikiem martwicy nowo-
tworu o) [62]. Potencjalne zastosowanie HA14-1 w terapii
przeciwnowotworowej jest ograniczone ze wzgledu na
jego szybki metabolizm, jednak stabilny analog HA14-1
(sHA14-1) zostal juz zsyntetyzowany [82].

Zaobserwowano, ze antymycyna A (ryc. 4), wytwarzana
przez Streptomyces kitazawensis, indukuje §mieré apopto-
tyczna komoérek HL-60 poprzez neutralizacje biatek Bel-2
i Bel-XL, [44,54]. Mimo to antymycyna A, jako inhibitor
kompleksu III taficucha oddechowego, nie moze by¢ sto-
sowana w leczeniu. P6tsyntetyczna pochodna tego zwiaz-
ku, 2-metoksyantymycyna A, wykazuje natomiast podob-
na aktywnos¢ proapoptotyczna i nie uposledza taiicucha
transportu elektronéw [54].

Wykorzystujac narzedzia bioinformatyczne uzyskano wiele
zwiazkéw o aktywnosci biatek BH3-only. Zwiazek TW-37,
syntetyczny antagonista biatek Bcl-2, Mcl-1 i Bel-XL
(ryc. 4), wykazatl synergistyczne dziatanie z inhibitorem
kinazy MEK, U0126, indukujac niezalezna od kaspaz
apoptoz¢ w komoérkach czerniaka opornych na leczenie.
Wtasciwosci te potwierdzono réwniez w mysim modelu
tego nowotworu, jednoczesnie nie obserwujac cytotoksycz-
nego dziatania tego zwiazku na prawidlowe melanocyty
[87]. W potaczeniu z cisplatyna, TW-37 nie tylko zatrzy-
mywat cykl komérkowy w fazie S w przypadku komé-
rek nowotworu gtowy i szyi, ale réwniez hamowat proces
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angiogenezy in vivo [3]. Wyniki badan z wykorzystaniem
komorek raka trzustki dowiodly, ze TW-37 hamuje szlak
sygnatowy Notch-1. Dzigki temu interesujace wydaja si¢
badania prowadzone w kierunku oceny cytotoksyczno-
Sci tego mimetyku w nowotworowych komérkach macie-
rzystych [93].

Inhibitory BH3 (BH3Is, BH3 inhibitors) stanowia grupg
mimetykow, w ktérej najwigkszy potencjat proapoptotycz-
ny potwierdzono dla czterech zwigzkéw: BH3I-1, BH3I-1°,
BH3I-2 i BH31-2’ [17]. BH3I-2’ uruchamiat apoptoze
w komérkach biataczkowych opornych na chemiotera-
pie [32] i uwrazliwiat komorki raka gruczotu krokowego
na TRAIL [74]. Zaobserwowano wspoétdziatanie BH3I-1
oraz BH3I-2’ z doksorubicyna i bortezomibem w induk-
cji Smierci apoptotycznej w komoérkach raka tarczycy [58].
Pomimo udokumentowania pozadanych wiasciwosci inhi-
bitoréw BH3, st¢zenie niezbedne do osiagnigcia tej aktyw-
nosci jest zbyt wysokie. Z tego wzgledu zsyntetyzowano
dimeryczne analogi BH3I-1 wykazujace wyzsze powino-
wactwo do biatek antyapoptotycznych [92].

MimeTyki BH3 w BADANIACH KLINICZNYCH

ABT-737 i ABT-263

ABT-263 (Navitoclax) (ryc. 4) jest mimetykiem BH3 dru-
giej generacji, zsyntetyzowanym w oparciu o strukture in-
nego zwiazku, ABT-737 [84]. ABT-737 zostal pierwotnie
zidentyfikowany jako zwiazek wiazacy si¢ z hydrofobowa
bruzda Bel-XL [69]. Kolejne eksperymenty dowiodty duze-
go powinowactwa ABT-737 do Bcl-2 oraz Bcl-w. ABT-737
i ABT-263 okresla si¢ mimetykami biatka Bad [35,86].

Liczne badania przedkliniczne, przeprowadzone z udzia-
tem ABT-737 in vitro i in vivo, dowiodty duzej skutecz-
nosci tego zwiazku jako induktora apoptozy w komoérkach
nowotworowych. ABT-737 wykazal synergistyczne dzia-
fanie z karboplatyna w komoérkach raka jajnika i drobno-
komérkowego raka ptuc (SCLC) [81,96], dakarbazyna
i fotemustyna oraz inhibitorami p38 i MEK w czernia-
ku [15,42,94], docetakselem w raku piersi [66] oraz enti-
nostatem w chtoniakach ziarniczych [38]. W komoérkach
przewlektej biataczki limfocytowej (CLL), ABT-737 in-
dukowal apoptoze niezaleznie od wystgpowania nieko-
rzystnych markeréw prognostycznych [18]. Warunki nie-
dotlenienia (hipoksji), charakterystyczne dla guzéw litych,
wydaja si¢ wzmacniaé skutecznos¢ dziatania ABT-737, co
zaobserwowano w komérkach SCLC i raka jelita grube-
2o [34]. Modele mysie r6znych nowotworéw potwierdzi-
ty duza skutecznos¢ ABT-737 w skojarzeniu z GDC-0941,
inhibitorem 3-kinazy fosfatydyloinozytolu, w nowotworze
piersi [100], karboplatyna w raku jajnika [96] i VXL (win-
krystyna, deksametazon, L-asparaginaza) w ALL (ostrej
biataczce limfocytowej), w przypadku ktérej obserwowa-
no znaczne wydluzenie czasu wolnego od choroby [41].
W badaniach in vivo, po zastosowaniu ABT-737, zaobser-
wowano niewielka utrat¢ masy ciala oraz niewrazliwos¢
na ten zwigzek jednojadrzastych komérek krwi oraz ko-
morek szpiku kostnego [41,66,96].

Ograniczenia zwigzane z niewielka biodostgpnoscia
ABT-737, jego staba rozpuszczalno$cig oraz krétkim okre-
sem péltrwania zostaly znacznie zredukowane w wyniku

wprowadzenia kilku waznych modyfikacji w jego struk-
turze. Zsyntetyzowany w ten sposéb ABT-263 wykazat
podobne powinowactwo do tych samych biatek antyapop-
totycznych co ABT-737 oraz zblizone mechanizmy dzia-
tania [84].

Badania przedkliniczne pozwolity wskaza¢ prawdopodob-
ne mechanizmy opornosci komérek nowotworowych na
ABT-737 1 ABT-263. Uwaza sie, ze ABT-263 bedzie bar-
dzo skuteczny w nowotworach cechujacych si¢ nadekspre-
sja Bcl-2 i/lub Bcel-XL.. Z kolei uwzgledniajac niewielkie
powinowactwo tych mimetykéw do Mcl-1 i A1, podwyz-
szone stezenie tych biatek antyapoptotycznych moze wa-
runkowac staba wrazliwos¢ komoérek nowotworowych na
te zwiazki. W wielu pracach oryginalnych wykazano jed-
nak bardzo dobra skuteczno$S¢ ABT-737 ze zwiazkami
(lub strategiami) obnizajacych bezposrednio lub posred-
nio aktywnos¢ biatka Mcl-1, tj. wylaczenie (knockout)
lub wyciszenie (knockdown) MCL-1 [11,35,42,98], regu-
lacje jego ekspresji poprzez hamowanie transkrypcji przez
R-roskowityng [11] i flawopirydol [97] lub ochrone przed
degradacja bialek proapoptotycznych, np. Noxa poprzez sto-
sowanie inhibitoréw proteasomu (np. MG-132) [57]. A za-
tem, o ile zastosowanie ABT-263 w monoterapii moze nie
by¢ wystarczajace, w terapii skojarzonej zwiazek ten moze
korzystnie wptynaé¢ na wynik leczenia. Z kolei Al rzad-
ko ulega zwigkszonej ekspresji w chorobach nowotworo-
wych. Mimo to zaobserwowano, ze opornos¢ na ABT-737
w komérkach CLL uwarunkowana jest nadekspresja tego
biatka i, co ciekawe, Bcl-X], [88]. Poczatkowe badania na
mysim modelu SCLC nie potwierdzity udziatu glikoprote-
iny P w warunkowaniu opornosci na ABT-263 [77], jednak
wyniki ostatnich do§wiadczeni wykazaly, ze ekspresja tego
btonowego transportera z rodziny ABC w sposéb istotny
wplywata na efektywnos¢ dziatania ABT-263 1 ABT-737
w komérkach biataczkowych wywodzacych si¢ z limfocy-
téw T [89]. Ponadto oba mimetyki, a zwlaszcza ABT-263,
sq wigzane przez albuming, co znaczaco wplywa na ich
dostepnosé dla komérek docelowych [90].

ABT-263 znajduje si¢ obecnie w fazie I/II badan klinicz-
nych prowadzonych u pacjentéw z SCLC i réznymi ro-
dzajami bialaczek oraz chioniakéw (do stosowania w mo-
noterapii), a takze z nowotworami litymi, w skojarzeniu
z paklitakselem, erlotinibem, docetakselem, etopozydem
lub cisplatyna [14].

Obatoklaks

Obatoklaks (ryc. 4) jest zwiazkiem syntetycznym wigzacym
si¢ w hydrofobowej bruzdzie antyapoptotycznych biatek
Bcl-2, Bel-XL i Mcl-1 [67]. W badaniach przedklinicznych
obatoklaks wykazatl synergistyczne dzialanie z bortezomi-
bem w komérkach czerniaka [65] i szpiczaka mnogiego [83],
gefitinibem 1 cisplatyna w komdérkach niedrobnokomérko-
wego raka pluc (NSCLC) [50], cisplatyna i etopozydem
w komoérkach SCLC [16], ABT-737 i cytarabing w komor-
kach ALL [46] oraz entinostatem w chtoniakach ziarniczych
[39]. Badania dowiodty, ze obatoklaks skutecznie indukuje
apoptoze w komorkach, w ktérych Bax i Bak ulegaja eks-
presji, a dzialanie to byto zmniejszone w mysich embrional-
nych fibroblastach (MEFs) pozbawionych Bax i Bak [63].
W komérkach traktowanych obatoklaksem nie stwierdzono
zmian ekspresji biatek pro- i antyapoptotycznych [63,70].
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Wykazano natomiast, ze zwiazek ten indukuje fosforyla-
cje Bim, wzmacniajac potencjal proapoptotyczny tego biat-
ka [50]. Zaobserwowano réwniez zdolnos¢ obatoklaksu
do indukcji zmian konformacyjnych Bax, co przypomina
mechanizm dziatania biatek typu Bid (aktywatoréw) [79].
Obatoklaks indukowat réwniez §mier¢ w komorkach chto-
niaka z komérek ptaszcza dodatkowo stymulowanych insu-
linopodobnym czynnikiem wzrostu 1 (IGF-1) i IL-6 [83].
Ponadto stwierdzono wrazliwos¢ komoérek progenitorowych
AML na obatoklaks oraz jego stabe wlasciwosci antypro-
liferacyjne [46]. W komdrkach pozbawionych Bax i Bak
obatoklaks indukowat autofagi¢ zalezna od bekliny 1 [70]
lub biatka zwiazanego z autofagia (Atg7) [55].

Efektywnos¢ przeciwnowotworowa obatoklaksu jest obec-
nie oceniana w badaniach klinicznych fazy I/II pod katem
jego zastosowania w leczeniu chorych z nowotworami
uktadu krwiotworczego (z dekstrazoksanem, doksorubicy-
na i winkrystyna; bortezomibem; bendamustyna i rituksi-
mabem oraz fludarabing i rituksimabem), SCLC (w pota-
czeniu z topotekanem lub etopozydem i cisplatyna) oraz
NSCLC (z docetakselem) [14]. W badaniach I fazy z udzia-
fem wczesniej leczonych chorych z CLL potwierdzono
dziatanie neurotoksyczne tego zwiazku [67].

Gossypol i AT-101

Gossypol jest polifenolowym zwiazkiem wyizolowanym
z nasion bawelny z rodzaju Gossypium sp. [68]. Poczatkowo
wykazano jego duze powinowactwo do Bcl-2, Bel-X1. [68]
oraz Mcl-1 [23], a niedawno potwierdzono na poziomie
molekularnym miejsce wigzania tego mimetyku w hydro-
fobowej bruzdzie Bcl-X1. [73]. Gossypol, badany pod ka-
tem wtasciwosci antykoncepcyjnych, okazat si¢ réwniez
zwigzkiem przeciwnowotworowym. Prowadzone od lat 80
ub.w. badania wykazaty mozliwos¢ wykorzystania gossy-
polu w leczeniu czerniaka, raka jelita grubego [85], raka
piersi [27], chtoniakéw nieziarniczych [59], przewleklej
biataczki szpikowej (CML) [56], NSCLC [9], nowotworu
pecherza moczowego [53], CLL [4], szpiczaka mnogiego
[71] oraz raka gruczotu krokowego [36]. W réznych typach
komoérek nowotworowych gossypol indukowat mitochon-
drialny [68] badZ zewnetrzny szlak apoptozy [9]. W ko-
morkach raka pecherza moczowego zwiazek ten induko-
watl zmiany stgzenia biatek rodziny Bcl-2: spadek ekspresji
Mcl-1 i Bcl-X1,, a wzrost Bim i Puma [53].

Gossypol jest mimetykiem BH3 wykazujacym réznorod-
ne mechanizmy dziatania. W badaniach in vitro gossy-
pol skutecznie inicjowal $§mier¢ komorek biataczkowych
niezaleznie od rekonstrukcji warunkéw mikrosrodowiska
[4]. Wykazano, ze zwiazek ten moze indukowac utrate
potencjatu blonowego oraz wyptyw cytochromu ¢ z mig-
dzybtonowej przestrzeni mitochondrialnej w komdrkach,
w ktérych Bax i Bak nie ulegaja ekspresji. Przypisuje si¢
mu réwniez zdolno$¢ modulowania wtasciwosci biatka
Bcl-2, prowadzaca do uruchamiania nietypowej aktywno-
Sci tego biatka antyapoptotycznego, zwigzanej z formowa-
niem kanaléw w btonie mitochondrialnej [23]. Hamowanie

ekspresji czynnika transkrypcyjnego NF-kB prowadzace;j
do obnizenia syntezy czasteczki adhezji migdzykomoérko-
wej (ICAM-1) [61] oraz wzrost ekspresji genu NM23 [36]
sugeruja, ze gossypol moze dziata¢ jako supresor tworze-
nia przerzutéw. Udokumentowano wtasciwosci antyproli-
feracyjne gossypolu wynikajace ze zdolnosci blokowania
cyklu komoérkowego w fazie S [9] i GO/G1 [56], indukcje
stresu oksydacyjnego poprzez stymulacj¢ syntezy reak-
tywnych form tlenu (RFT) w komoérkach traktowanych tym
zwigzkiem [38] oraz uruchamianie autofagii [25]. W ko-
morkach HL-60 gossypol hamowat fosforylacje Ser” biat-
ka Bcl-2 i w ten sposéb blokowat jego antyapoptotyczne
wtasciwosci [37].

AT-101 jest lewoskretnym enancjomerem gossypolu (ryc. 4).
AT-101 znajduje si¢ obecnie w I/II fazie badan klinicz-
nych i jest stosowany zaréwno samodzielnie jak i w sko-
jarzeniu w terapiach nowotworéw przetyku, gruczotu
krokowego, osrodkowego uktadu nerwowego, CLL (z le-
nalidomidem), SCLC (z temozolomidem) oraz NSCLC
(z erlotinibem) [14].

Ze wzgledu na hepatotoksyczne dziatanie gossypolu [20]
oraz obecnos¢ wysoce reaktywnych grup karbonylowych,
préby modyfikacji jego struktury doprowadzity do synte-
zy apogossypolu. Zwiazek ten wiaze si¢ z Bcl-2 1 Bel-XLL
[6], wykazuje podobna aktywnos¢ proapoptotyczna, ale jest
mniej reaktywny, co wigze si¢ ze zmniejszona toksyczno-
Scig systemowa tego zwiazku [45]. Apogossypol pozosta-
je na etapie badan przedklinicznych.

PobsumowaNiE

Zaburzenia apoptozy, charakterystyczne dla komérek no-
wotworowych, prowadzg do zachwiania réwnowagi mig-
dzy komérkami powstajacymi w wyniku podziatéw a tymi,
ktére sa usuwane z organizmu. Kierowanie szybko namna-
zajacych si¢ komoérek nowotworowych na szlak programo-
wanej Smierci jest waznym celem wspoétczesnych terapii
przeciwnowotworowych. Proby wykorzystania mimetykéw
BH3 sa stosunkowo nowym podejsciem, jednak w wielu
doswiadczeniach wykazano ich potencjalng aktywnosé
przeciwnowotworowa. Chociaz w komoérkach nowotwo-
rowych dochodzi do aktywacji proapoptotycznych bia-
tek BH3-only, to ulegajace nadekspresji biatka antyapop-
totyczne skutecznie neutralizuja t¢ aktywnos¢. Mimetyki
BH3 moga dostarcza¢ niezbgdnego sygnatu inicjujacego
apoptoze w komorkach, ktére sa de facto ,,przygotowa-
ne do $mierci” (prime to die) [8]. Hipoteza ta jest poparta
obserwacjami wskazujacymi na zdolno$¢ wielu mimety-
kéw BH3 do uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriéw
komérek nowotworowych, w odréznieniu od komoérek pra-
widtowych, co uzasadnia mniejsza wrazliwos¢ tych ostat-
nich na BH3 mimetyki [7]. Ponadto ocena skutecznosci
dziatania poszczegdlnych zwiazkéw jest mozliwa dzigki
nowej metodzie (tzw. BH3 profiling) pozwalajacej ustali¢
profil ekspresji bialek antyapoptotycznych w komérkach
nowotworowych oraz okresli¢ wrazliwos¢ tych komoérek
na konkretny mimetyk BH3 [19].
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