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Biologiczne podstawy terapii przeciwnowotworowej  
z zastosowaniem leków platynowych.  

Oddziaływanie z cytochromem c

Urszula Śliwińska-Hill, Marta Szumełda

Przeciwnowotworowe leki platynowe są szeroko stosowane w praktyce klinicznej w terapii wielu nowotworów, 
jednakże skutki uboczne terapii z ich udziałem, m. in. zależna od dawki nefrotoksyczność oraz oporność komórek 
nowotworowych, limitują ich użycie. Cytochrom c jest małą hemoproteiną pełniącą funkcję transportera elektronów, 
ulokowaną w mitochondriach, która odgrywa również istotną rolę w procesie apoptozy komórki. Platynowanie spe-
cyficznych łańcuchów bocznych, które wpływa na biologiczne funkcje białek i enzymów poprzez tworzenie mocnych 
wiązań koordynacyjnych, może mieć wpływ na ogólny mechanizm aktywności i toksyczność leków platynowych. 
W celu zrozumienia natury tych oddziaływań przeanalizowane zostały oddziaływania cisplatyny i jej pochodnych  
z sygnałowym białkiem apoptozy — cytochromem c.

Biological aspects of anticancer therapy with platinum drugs: interactions with cytochrome c
Platinum-based drugs are widely used in the clinical treatment of various cancers, however their toxic side effects, 
like concentration-dependent nephrotoxicity and resistance limit their usage. Cytochrome c is a small electron-carrier 
heme protein, located in the mitochondria, that plays a crucial role in apoptotic pathways. Platination of specific side 
chains, which can affect the function of biologically crucial proteins and enzymes through the formation of strong 
coordinative bonds, might play a relevant role in the overall mechanism and toxicity of platinum drugs. To understand 
the nature of those interactions, we have analysed the reactions of anticancer platinum drugs with cytochrome c  
— signalling apoptotic protein.
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Wprowadzenie
Choroby nowotworowe towarzyszą ludzkości od po-

czątku jej istnienia. Początkowo głównym sposobem ich 
leczenia była interwencja chirurgiczna [1], dopiero poznanie 
mechanizmów nowotworzenia na poziomie molekularnym 
pozwoliło na pełne i świadome wykorzystanie innych me-
tod, głównie chemio- i radioterapii. Przede wszystkim jed-
nak zapoczątkowało to zupełnie nowy kierunek w walce  
z nowotworami, oparty na projektowaniu związków ingeru-
jących w procesy nowotworzenia. Zjawisko to zaowocowało 
wprowadzeniem w latach 70. XX w. cisplatyny, która okazała 

się skuteczna w leczeniu wielu nowotworów, m.in. jąder, 
jajników, nowotworów głowy i szyi. To z kolei przyczyniło 
się do intensywnego rozwoju badań nad jej pochodnymi.  
Z otrzymanych około 3 tys. związków tylko 30 osiągnęło etap 
prób klinicznych, z czego ponad połowa została odrzucona. 
Obecnie w lecznictwie funkcjonuje 6 kompleksów platyny: 
cisplatyna, karboplatyna, oksaliplatyna oraz lobaplatyna, 
nedaplatyna i heptaplatyna, dopuszczone do użytku tylko 
w Chinach, Japonii i Korei Płd. Transplatyna, będąca izome-
rem cisplatyny, ze względu na swoją znaczną reaktywność 
prowadzącą do szybkiej dezaktywacji cechuje się niską 
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aktywnością przeciwnowotworową i nie jest stosowana  
w medycynie.

Początkowo celem poszukiwań nowych pochodnych 
kompleksów platyny było uzyskanie leków o większej sku-
teczności i mniejszej toksyczności w zestawieniu z cispla-
tyną, obecnie jednak większy nacisk kładzie się na pro-
jektowanie związków pozbawionych oporności krzyżowej 
(w stosunku do cisplatyny i karboplatyny). Więcej uwagi 
poświęca się również jakości życia pacjenta, stąd badania 
nad postaciami leków platynowych przystosowanych do 
podania doustnego, takich jak satraplatyna, będąca na eta-
pie zaawansowanych badań klinicznych [2–4].

Stosowanie leków platynowych wiąże się z licznymi 
efektami ubocznymi, często znacznie pogarszającymi wyniki 
leczenia. Naturalną konsekwencją tego faktu jest rozwój no-
wego kierunku badań, skoncentrowanego na modelowaniu 
leków, których celem są inne niż DNA elementy komórki, 
kluczowe dla jej przeżycia. Stąd też zainteresowanie cyto-
chromem c, będącym wielofunkcyjnym enzymem uczest-
niczącym zarówno w procesach życia, jak i śmierci komórki.

Właściwości chemiczne i aktywność  
leków na bazie platyny

Budowa chemiczna oraz reaktywność leków platyno-
wych decydują o ich mechanizmie działania przeciwno-
wotworowego. Poszczególne kompleksy różnią się między 
sobą ligandami, a więc również kinetyką ich wymiany, co 
skutkuje inną aktywnością i toksycznością tych związków. 
Elementem wspólnym cisplatyny, karboplatyny oraz neda-

platyny jest obecność dwóch grup aminowych w położe-
niu cis. Pozostałą część cząsteczki stanowią odpowiednio: 
dwie grupy chlorkowe, ligand cyklobutylodikarboksylowy 
oraz ugrupowanie glikolanowe w przypadku nedaplatyny. 
Z kolei unikalna budowa oksaliplatyny prawdopodobnie 
odpowiada za jej skuteczność w leczeniu nowotworów nie-
wrażliwych na cisplatynę, ponieważ charakter jej ligandów 
(grupa szczawianowa) w sposób odmienny wpływa na ilość 
oraz typ powstałych połączeń z DNA (ryc. 1).

Po wprowadzeniu do organizmu leki platynowe ulegają 
procesowi hydrolizy. W pierwszej kolejności grupa chlorko-
wa zostaje podstawiona cząsteczką wody, a następnie grupą 
hydroksylową [4, 5]. W wyniku tego powstaje aktywny me-
tabolit, którym w przypadku cisplatyny, karboplatyny i ne-
daplatyny jest cis-diaminadihydroksyplatyna(II); natomiast  
w wyniku biotransformacji oksaliplatyny tworzy się trans-
-diaminacykloheksan-dihydroksy-platyna(II) (ryc. 2). Dopiero 
te związki charakteryzują się działaniem farmakologicznym, 
stąd wymienione wcześniej kompleksy platyny mogą być 
traktowane jako proleki. Reakcje hydrolizy poszczególnych 
leków platynowych przebiegają z różną kinetyką; proces ten 
zachodzi bardzo szybko w przypadku cisplatyny, natomiast 
znacznie wolniej dla karbo- i nedaplatyny [3, 4].

Mechanizm działania cytostatyków 
zawierających atom platyny

Skuteczność związków platyny przeciw komórkom no-
wotworowym jest związana z inhibicją przez nie syntezy 
DNA lub niezdolnością systemów naprawczych do usuwania 

Rycina 1. Wzory strukturalne leków platynowych: a) cisplatyna, b) karboplatyna, c) nedaplatyna, d) oksaliplatyna

Rycina 2. Struktury aktywnych metabolitów kompleksów platyny: a) cis-diaminadihydroksy-platyna(II), b) trans-diaminacykloheksan-dihydroksy-
platyna(II)
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powstałych adduktów Pt-DNA. Jednym z dowodów potwier-
dzających tę tezę może być fakt, że komórki ze wzmożoną 
aktywnością naprawczą DNA są oporne na cisplatynę [4]. Jak 
wspomniano w poprzednim podrozdziale, po wniknięciu 
do komórki lek ulega hydrolizie. Proces ten w przypadku 
cisplatyny przebiega zgodnie z przedstawionym na rycinie 3  
schematem.

Dzięki elektrofilowemu charakterowi jonu centralnego 
cząsteczka cis-[PtCl2(NH3)2] może reagować ze składnikami 
komórki o właściwościach nukleofilowych, m.in. z DNA. 
Ligandy chlorkowe zostają finalnie zastąpione przez atomy 
azotu N7 guaniny, rzadziej adeniny [6, 7]. Częstsze przyłącza-
nie kompleksu platynowego do atomów N7 guaniny nie jest 
zaskakujące, ponieważ są one położone w większym rowku 
podwójnej helisy, dzięki czemu są dobrze wyeksponowane  
i dostępne na elektrofilowy atak atomu platyny. Ponadto nie 
uczestniczą w tworzeniu wiązania wodorowego pomiędzy 
komplementarnymi parami zasad azotowych [7].

Badania wykazały, że cisplatyna i oksaliplatyna two-
rzą w przybliżeniu 60%–65% wiązań wewnątrzniciowych 
GG pomiędzy sąsiadującymi guaninami, 25%–30% wiązań 
wewnątrzniciowych typu AG, 5%–10% wewnątrzniciowych 
GNG oraz 1%–3% międzyniciowych GG [8]. Chociaż ostatni  
z wymienionych rodzajów wiązań formowany jest najrza-
dziej, cechuje się on silniejszym hamowaniem replikacji  

i transkrypcji DNA, ponieważ uszkodzenie obejmuje obie 
komplementarne nici DNA i uniemożliwia prawidłowe dzia-
łanie polimeraz DNA. Usunięcie wiązania krzyżowego mię-
dzy nićmi wymaga zaangażowania zarówno mechanizmu 
naprawy przez wycięcie nukleotydu (nucleotide excision 
repair — NER), jak i naprawy rekombinacyjnej (recombi-
national repair). Pomimo generowania cięższych zakłóceń  
w budowie DNA ten typ połączeń jest tylko częściowo od-
powiedzialny za aktywność przeciwnowotworową kom-
pleksów platyny z powodu rzadkiego występowania [9].

Wiązanie krzyżowe modyfikuje całą strukturę prze-
strzenną DNA. W przypadku cisplatyny i karboplatyny 
następuje zgięcie podwójnej helisy o 32–35° w kierunku 
większego rowka [10]. Finalnie krzywizna i kształt uplaty-
nowanego fragmentu podwójnej nici upodabnia się do 
tej obserwowanej w dupleksach DNA kompleksowanych 
przez proteiny SRY (sex-determining region Y protein) i LEF-1 
(lymphoid enhancer binding factor 1) z rodziny białek HMG 
(high mobility group) [11–13]. W warunkach prawidłowych 
addukty cisplatyny z DNA są usuwane przez system NER, 
który obejmuje rozpoznanie (recognition), nacięcie (inci-
sion), wycięcie (excision), syntezę naprawczą (repair synthesis)  
i ligację (ligation). W momencie zakłócenia któregoś z wy-
mienionych procesów prawdopodobieństwo przeżycia 
komórki nowotworowej zmniejsza się. Istnieją dwie nie-

Rycina 3. Aktywacja, kinetyka i transport cisplatyny z przestrzeni międzykomórkowej do wnętrza komórki

Cytoplazma

Jądro

Błona komórkowa
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wykluczające się hipotezy dotyczące roli białek z rodziny 
HMG w procesie naprawy DNA. Pierwsza mówi o tym, że wią-
zanie krzyżowe GG, które stabilizuje „otwarty” i spłaszczony 
większy rowek, stanowi niezbędną cechę strukturalną dla 
rozpoznania i związania proteiny HMG. Następuje tzw. repair 
shielding, czyli przestrzenne zasłonięcie uszkodzonego frag-
mentu nici, zatem defekt trwa dalej, prowadząc ostatecznie 
do apoptozy i śmierci komórki. Zgodnie z hipotezą drugą 
uszkodzone przez cisplatynę DNA „porywa” białka z rodzi-
ny HMG oraz inne jądrowe proteiny z dala od ich natural-
nych miejsc wiązania, co prowadzi do stresu komórkowego  
i śmierci komórki [7].

Oporność komórek nowotworowych  
na leki platynowe

Terapia lekami platynowymi skutkuje inhibicją replikacji 
DNA, następnie transkrypcji RNA, zatrzymaniem fazy G2 
cyklu komórkowego i/lub programowaną śmiercią komórki. 
Zmiany w jakimkolwiek z elementów wpływających na two-
rzenie adduktów bądź też dalszą kaskadę reakcji prowadzą-
cą do apoptozy mogą skutkować wytworzeniem oporności 
na lek, dlatego też badania nad tym zagadnieniem są wciąż 
pełne niejasności, ale też nadziei na poszerzenie terapeu-
tycznego potencjału leków platynowych.

Wychwyt oraz eliminacja komórkowa  
leków platynowych

W komórkach opornych na cisplatynę często obserwuje 
się mniejsze stężenie wewnątrzkomórkowe leku spowodo-
wane osłabieniem wychwytu i/lub nasileniem usuwania 
cząsteczek do przestrzeni międzykomórkowej. Sposób,  
w jaki cisplatyna przenika do wnętrza, nie został dokład-
nie poznany. Domniemywa się jedynie, że jest to dyfuzja 
bierna, ponieważ czynnikiem hamującym wychwyt jest 
stężenie leku. 

Istnieją również wyniki badań dowodzące, że w wychwyt 
cisplatyny zaangażowane są także białka błony komórkowej. 
Przykładem może być działanie niektórych aldehydów, które 
tworząc zasady Schiffa z proteinami błonowymi, hamują 
transport cisplatyny. Z kolei niższy poziom ekspresji białka 
membranowego o masie 48 kDa w komórkach opornych 
na cisplatynę świadczy o jego udziale w przeprowadzaniu 
cytostatyku przez membranę i w przyszłości może ono po-
służyć jako potencjalny cel wykorzystany do polepszenia 
parametrów wychwytu cisplatyny [14].

Na zmniejszenie akumulacji cytostatyku wewnątrz ko-
mórki może mieć również wpływ nasilenie jego eksportu do 
przestrzeni międzykomórkowej. Dzieje się tak w przypadku 
nadekspresji białka o przybliżonej masie 200 kDa (CPR – 200) 
[15] uczestniczącego w tym procesie i zawartego w błonach 
niektórych komórek opornych na cisplatynę [16].

Inaktywacja poprzez związki zawierające siarkę 
Badania wykazały, że oporność na leki platynowe może 

być wynikiem nasilonej inaktywacji przez wewnątrzkomór-
kowe proteiny. Przykładem może być działanie S-transferaz 
glutationowych (GSTs) błonowych i cytoplazmatycznych 
należących do rodziny enzymów II fazy detoksyfikacji, któ-
re katalizują koniugację glutationu z endo- i egzogenny-
mi elektrofilowymi związkami. GSTs mogą odgrywać rolę  
w rozwoju oporności komórek na chemioterapeutyki, 
polegającą na bezpośredniej detoksyfikacji leku [17]. Cis
platyna zostaje kowalencyjnie związana z glutationem 
(γ-glutamylocysteinyloglicyna — GSH) po nukleofilowym 
ataku anionu tiolowego GSH, a następnie kompleks ten 
jest transportowany na zewnątrz komórki przez pompę 
zależną od ATP. Połączenie leku z glutationem powoduje 
zahamowanie tworzenia wiązań krzyżowych z DNA przez 
monoaddukty, przez co ich potencjał cytotoksyczny zostaje 
zredukowany. Potwierdzeniem powyższych założeń może 
być fakt, że w komórkach wrażliwych na działanie cisplatyny, 
jak np. rak jąder, wykazano niższy poziom GSH.

Drugą grupą związków zawierających siarkę zaangażo-
wanych w powstawanie oporności komórek nowotworo-
wych na cytostatyki są metalotioneiny. Jest to rodzina boga-
tych w cysteinę enzymów uczestniczących w utrzymywaniu 
homeostazy jonów Zn2+ oraz usuwaniu z komórki metali 
ciężkich, np. kadmu. Metalotioneiny wiążą się z cisplatyną 
w stosunku 1:10 i mogą powodować zmniejszenie wrażli-
wości na lek [16]. 

Białka regulatorowe 
Zakłócenia w ekspresji onkogenów (np. c-FOS, c-MYC, 

h-RAS, c-JUN, c-ABL) i genów supresorowych (np. p53) praw-
dopodobnie również są zaangażowane w proces komórkowej 
oporności na leki, jednakże mechanizm leżący u podstaw tej 
oporności nie jest całkowicie wyjaśniony, ponieważ zmiany 
w ekspresji genów wywierają efekt plejotropowy na homeo
stazę komórki. Przykładem może być gen supresorowy p53, 
odpowiedzialny za kontrolę cyklu komórkowego, naprawę 
DNA oraz inicjację apoptozy. Zaburzenia jego ekspresji mogą 
wywierać wpływ na wrażliwość danej komórki na cytostatyk. 
Potwierdzeniem tego założenia są eksperymenty na komór-
kach chłoniaka, nowotworu jajników oraz płuc, posiadają-
cych zmutowany gen p53 i charakteryzujących się większą 
opornością na cisplatynę niż komórki typu dzikiego. Z kolei 
wprowadzenie dzikiego typu p53 do komórek NSCLC i nowo-
tworu jajników uwrażliwia je na działanie leku platynowego 
i skutkuje silną indukcją apoptozy [16].

Komórkowe mechanizmy naprawy DNA 
Wiązania krzyżowe powstałe w wyniku działania me-

tabolitów leków platynowych na DNA prowadzą do zmian 
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konformacyjnych helisy, które są rozpoznawane przez spe-
cyficzne białka i następnie naprawiane przy pomocy szeregu 
różnych mechanizmów. Enzymy naprawcze DNA odgrywają 
istotną rolę w farmakologii leków na bazie platyny. Oksalipla-
tyna zapobiega syntezie DNA poprzez tworzenie wiązania,  
w konsekwencji prowadząc do apoptotycznej śmierci ko-
mórki. Aktywny system naprawy DNA usuwa lek z helisy, 
ocalając tym samym komórkę. Wobec tego efekt leczenia 
jest zależny od aktywności systemów naprawczych. 

W sytuacji uszkodzenia jednej nici do naprawy zaanga-
żowany zostaje system działający przez wycięcie nukleotydu 
(nucleotide excision repair — NER), naprawy przez wycięcie 
zasady (base excision repair — BER) bądź naprawy niespa-
rowanych zasad (mismatch repair — MMR). 

Pierwszy z nich rozpoznaje wszystkie trzy rodzaje wiązań 
generowanych przez leki platynowe, jednak najmniejszą 
skuteczność naprawy wykazuje dla 1,2-wewnątrznicio-
wych wiązań krzyżowych, co świadczy o ich decydującym 
udziale w cytotoksyczności. Zwiększona ekspresja genów 
NER korelowała z wystąpieniem oporności na cisplatynę.  
W odróżnieniu od BER system NER rozpoznaje tylko uszko-
dzenia skutkujące zniekształceniem helisy DNA. Jest to 
istotna różnica, ponieważ pewne uszkodzenia, takie jak 
parowanie U-A, nie prowadzą do zniekształceń helisy i nie są 
usuwane przez NER, są natomiast naprawiane przez BER [18].

XRCC1 — enzym naprawczy DNA, należy do systemu 
BER i posiada polimorficzny gen kodujący. XRCC1 posia-
da domenę, która funkcjonuje jako interfejs białko-białko 
oddziałujący z polimerazą poli(ADP-rybozy) (PARP). Jest 
to palec cynkowy zawierający enzym, który wykrywa pęk-
nięcia, a następnie usuwa białka z helisy DNA, dzięki cze-
mu staje się ona bardziej dostępna dla enzymów napraw-
czych. W genie XRCC1 zidentyfikowane zostały trzy mutacje  
z podstawieniem G w miejscu A w pozycji 2 kodonu 399, któ-
re skutkują zmianą (Arg399Gln) w domenie wiążącej PARP. 
W efekcie enzym ten jest mniej zdolny do inicjacji naprawy 
DNA z powodu zmienionej charakterystyki naprawczej [18]. 
Wśród pacjentów z zaawansowanym rakiem jelita grubego 
wykazano, że polimorfizm jest mocno związany z opor-
nością na terapię oksaliplatyna/fluorouracyl [19]. Ponadto  
u osób z glutaminą zamiast argininy w kodonie 399 z po-
wodu niewystarczającej naprawy lub zwiększonej tolerancji 
uszkodzeń wzrasta poziom markerów uszkadzających DNA. 
Pacjenci z glutaminą w pozycji 399 obciążeni są ponad 
pięciokrotnie wyższym ryzykiem niepowodzenia kombi-
nowanej terapii oksaliplatyna/fluorouracyl w porównaniu 
z pacjentami z dzikim typem allela. W przeciwieństwie do 
tego inne mutacje, np. w kodonie 194 i 280, są niefunkcyjne 
i in vivo nie korelują ze wzrostem poziomu uszkodzeń DNA 
[18]. Reasumując, z przeprowadzonych dotychczas badań 
wynika, że istnieje zależność pomiędzy nadekspresją XRCC1  

a opornością komórek nowotworowych na terapię lekami 
na bazie platyny [20–22].

MMR również został zaproponowany jako element 
przyczyniający się do rozwoju oporności komórkowej na 
leki platynowe. Uważa się, że pośredniczy on w apopto-
zie indukowanej przez cisplatynę i karboplatynę. Komórki 
nowotworowe mające deficyt MMR są 2–3-krotnie opor-
niejsze na terapię lekami platynowymi [10]. Tkanki jąder 
charakteryzują się wysokim poziomem ekspresji genów 
MMR, dlatego też guzy tam powstałe są z powodzeniem 
leczone cisplatyną [16].

Homologiczna rekombinacja jest uważana za mecha-
nizm naprawczy w przypadku uszkodzenia obu nici DNA, jak 
ma to miejsce podczas tworzenia międzyniciowych wiązań 
krzyżowych przez leki platynowe [10].

Komórkowa tolerancja adduktów 
Badania na liniach komórkowych ludzkiego nowotworu 

jajników wykazały następującą zależność: poziom tolerancji 
komórki na addukty Pt-DNA jest odwrotnie proporcjonalny 
do jej wrażliwości na lek. Ponadto komórki oporne mają więk-
szą zdolność do dalszego pogłębiania zakresu tolerancji [16].

Zjawisko adaptacji komórki do przeżycia z uszkodzenia-
mi DNA może być skutkiem procesu zwanego replication 
bypass. Zachodzi on wtedy, gdy polimeraza omija addukt 
platyny z DNA, co najczęściej ma miejsce w przypadku 
wewnątrzniciowych uszkodzeń. Klasyczne replikacyjne 
polimerazy DNA typu a, d oraz ε nie omijają uszkodzeń, 
natomiast kilka innych typów, m.in. b, h, z, osiąga ten efekt 
poprzez syntezę ponad miejscem uszkodzenia (translesion 
synthesis) i wstawianiu zasad przez polimerazy w miejscach 
uszkodzenia. Nadekspresja genu kodującego polimerazę b 
została wykazana dla opornych komórek [10].

Zakłócenia w ekspresji regulatorów apoptozy również 
mogą przyczyniać się do rozwoju oporności. Dowodów 
dostarczyły eksperymenty na liniach komórkowych nowo-
tworu jajników niereagujących na leczenie cisplatyną, które 
wykazały obniżenie poziomu ekspresji genu Bax, będące-
go promotorem programowanej śmierci komórki. Z kolei 
jego podwyższony poziom odnotowano w ludzkim raku 
płaskonabłonkowym szyi i głowy, cechującym się większą 
wrażliwością na cisplatynę zarówno w liniach komórkowych 
hodowlanych, jak i in vivo u zwierząt [16].

Nowe leki na bazie platyny
W ostatnich latach zwrócono również uwagę na połą-

czenia platyny, w których metal ten występuje na IV stopniu 
utlenienia, tworzy związki wielordzeniowe, w których wystę-
pują dwa lub więcej centrów aktywnych oraz na kompleksy 
o izomerii trans. Związki te mogą tworzyć innego rodzaju po-
łączenia z tarczami biologicznymi niż cisplatyna i jej analogi.
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Związki wielordzeniowe
Związki koordynacyjne platyny zawierające w swym 

składzie co najmniej dwa atomy metalu otwierają nowe 
możliwości w walce z nowotworami. W ich modelowaniu 
decydującą rolę odgrywają trzy czynniki: 1) długość i spręży-
stość łańcucha, 2) zdolność tworzenia wiązań wodorowych 
i ładunek łańcuchów łączących oraz 3) geometria liganda 
chlorkowego. 

Addukty Pt-DNA tworzone przez te związki różnią się 
od tych formowanych przez cisplatynę, dlatego też są one 
słabo rozpoznawane przez białka naprawcze DNA. Jedną 
z ich najważniejszych cech w wiązaniu z nicią kwasu de-
oksyrybonukleinowego jest zdolność do konformacyjnej, 
nieodwracalnej zmiany DNA z typu A na typ B. Największy 
odsetek wiązań stanowią wiązania międzyniciowe o zakresie 
od 1–2 do 1–6, co również odróżnia te związki od typowych 
połączeń platyny [23]. 

Najważniejszym związkiem wchodzącym w skład tej 
grupy kompleksów jest BBR3464 (ryc. 4). W tym kompleksie 
środkowe centrum aktywne dostarcza grup zdolnych do 
tworzenia wiązań wodorowych z atomem tlenu O6 guaniny 
oraz O3 tyminy [23]. Seria eksperymentów porównawczych 
z cisplatyną na liniach komórkowych ludzkiego nowotworu 
jajników dostarczyła licznych dowodów różnic w działaniu 
obu leków, szczególnie względem komórek opornych na cis
platynę. W przeciwieństwie do cisplatyny ten trójrdzeniowy 
kompleks zmienia potencjał membrany mitochondrialnej  
w komórkach niewrażliwych na cisplatynę, co skutkuje uwol-
nieniem aktywatorów proteaz, a następnie indukcją apop-
tozy zależnej od kaspaz [24]. Obecnie związek ten znajduje 
się w II fazie badań klinicznych i jest testowany pod kątem 
zastosowania go w terapii nowotworów przerzutowych 
trzustki i płuc [25, 26].

Wśród dwurdzeniowych kompleksów platyny na uwagę 
zasługują związki z serii 1,1/t,t oraz 1,1/c,c (ryc. 5), które są 
obdarzone ładunkiem dodatnim i zawierają jedną grupę 
chlorkową przy każdym z 2 centrów aktywnych. Charakte-
ryzują się one dobrą rozpuszczalnością w wodzie oraz wy-
soką skutecznością wobec linii komórkowych nowotworów 
opornych na cisplatynę [23].

Leki platynowe o izomerii trans
Obiecujące jako potencjalne leki przeciwnowotworo-

we wydają się również kompleksy platyny o izomerii trans. 
Związki te działają bardzo wybiórczo na komórki nowo-
tworowe, dzięki czemu wykazują niezwykle korzystne 
profile toksykologiczne i farmakokinetyczne. Często też 
różnią się spektrum działania i są skuteczne w przypadku 
komórek opornych na cisplatynę [27]. Tworzą one cztery 
główne grupy kompleksów: 1) trans-[PtCl2(L)(L’), gdzie L, 
L’ = ligandy pirydynopodobne; 2) kompleksy platyny(IV)  
o wzorze trans-[PtCl2X2(L)(L’), gdzie X = ligand hydroksylowy 
lub karboksylowy, L, L’ = amina; 3) trans-[PtCl2(L)(L’), gdzie 
L = amina podstawiona ugrupowaniem alkilowym, L’ = izo-
propyloamina; 4) trans-[PtCl2(L)(L’), gdzie L, L’ = iminoeter.

Ponieważ niska aktywność przeciwnowotworowa 
transplatyny wynika z faktu, że jest ona metabolizowana 
do nieaktywnych pochodnych zanim dotrze do komórki 
nowotworowej [28], do cząsteczki nowych trans-komplek-
sów wprowadzono zawadę przestrzenną w postaci pirydyny  
i jej pochodnych, które zmniejszyły szybkość reakcji podsta-
wiania atomów chloru. Obszerne ligandy utrudniają dostęp 
do atomu platyny, przez co hamują powstawanie związku 
pośredniego podatnego na wymianę [27].

Wśród aktywnych izomerów trans platyny(IV) z alifatycz-
nymi aminami najlepiej przebadany został JM335 (ryc. 6), 

Rycina 4. Wzór strukturalny trójrdzeniowego kompleksu platyny BBR 3464

Rycina 5. Wzory strukturalne dwurdzeniowych kompleksów platyny zawierające naładowane monofunkcjonalne centra platynowe [23]
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który wprawdzie wykazał porównywalną cytotoksyczność 
z cisplatyną, jednak nie jest z nią krzyżowo oporny [27].

Nowe analogi transplatyny — trans-[PtCl2(NH3)(pipery-
dyna)], trans-[PtCl2(NH3)(piperazyna)] czy trans-[PtCl2(NH3)
(4-hydroksymetylopirydyna)] — tworzą w podwójnej he-
lisie stabilne wiązania krzyżowe wewnątrzniciowe, które 
termodynamicznie destabilizują DNA, co znacznie utrudnia 
przekształcenie tych połączeń w międzyniciowe [28].

Związki platyny(IV)
Przed osiągnięciem ostatecznego celu, jakim jest DNA 

komórki, duża część leków platynowych zawierających Pt(II) 
jest zatracana w wyniku wiązania z białkami osocza oraz 
reakcji ubocznych prowadzących do działań niepożądanych 
[29]. W celu poprawy parametrów farmakokinetycznych 
leków platynowych zsyntetyzowano związki platyny(IV), 
pełniące funkcję proleków, które poprzez redukcję do Pt(II) 
nabywają cytotoksyczną aktywność. Związki te cechują się 
lepszą skutecznością oraz mniejszą szkodliwością, gdyż są 
aktywowane wewnątrz komórki. 

Kompleksy Pt(IV) zawierają dwa dodatkowe ligandy 
w stosunku do związków Pt(II), czego konsekwencją jest 
zmiana geometrii z planarnej na oktaedryczną. Te cechy  
w połączeniu z wysoką kinetyczną obojętnością dostarczają 
wielu możliwości w projektowaniu nowych leków platyno-
wych — łatwiejsza modulacja właściwości farmakokine-
tycznych, stworzenie terapii celowanej, poprawa komfortu 
życia pacjenta poprzez stosowanie postaci doustnych [30].

Satraplatyna (ryc. 7a) jest kompleksem Pt(IV), który 
zakończył m.in. II fazę badań klinicznych w monoterapii 
pacjentek z przerzutowym nowotworem piersi [31] oraz 
terapii skojarzonej z bevacizumabem u pacjentów z prze-
rzutowym rakiem prostaty [32] i paclitaxelem w terapii nie-
drobnokomórkowego raka płuca [33]. Ponieważ jest ona na 
tyle stabilna, aby przetrwać niekorzystne dla wielu leków 
warunki panujące w przewodzie pokarmowym, może być 
podawana doustnie. W połączeniu z kwasem etakrynowym, 
który jest inhibitorem wszystkich izoenzymów S-transferazy 
glutationu, prezentuje pierwszy przykład związku Pt(IV), 
wykazującego jednocześnie działanie przeciwnowotwo-
rowe oraz niwelującego oporność, dzięki czemu może być 
stosowana w terapii celowanej [34].

Adamplatyna(IV) (LA-12) (ryc. 7b), analog satraplatyny, 
wszedł w I fazę badań klinicznych [30]. Sposób wiązania 
tego leku z DNA, typ głównie tworzonych adduktów oraz 
rozpoznawanie przez białka rodziny HMG nie różnią się 
znacznie od tych prezentowanych przez cisplatynę, jednak-
że wiązania 1,2-GG wewnątrzniciowe adamplatyny są mniej 
skutecznie usuwane przez NER. Ponadto badania wykazały, 
że dezaktywacja LA-12 przez związki zawierające siarkę (np. 
glutation czy metalotioneiny) odgrywa znacznie mniejszą 
rolę w mechanizmie oporności na ten lek, w przeciwieństwie 
do cisplatyny. Zwiększona akumulacja adamplatyny w ko-
mórkach, silniejsza inhibicja polimeryzacji DNA i osłabiona 
naprawa jego uszkodzeń oraz tworzenie wiązań krzyżowych 
z proteinami różnią się od tych obserwowanych po podaniu 

Rycina 6. Wzór strukturalny JM335

Rycina 7 a, b. Wzory strukturalne kompleksów Pt(IV)
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cisplatyny. Te unikalne właściwości LA-12 mogą w przyszło-
ści przyczynić się do jego szerokiego wykorzystania w terapii 
przeciwnowotworowej [35].

Nowe trendy w terapii przeciwnowotworowej  
z zastosowaniem kompleksów metali

Terapia chorób nowotworowych klasycznymi lekami 
platynowymi cechuje się dużą skutecznością, jednak ob-
ciążona jest wieloma efektami ubocznymi, znacznie po-
garszającymi jakość życia pacjentów, a czasami wręcz za-
grażającymi ich życiu. Dlatego też prowadzone badania 
nad nowymi środkami przeciwnowotworowymi skupiają 
się na bardziej selektywnym dostarczaniu cytostatyków do 
komórek nowotworowych i/lub ich aktywacji w komórce 
(w przypadku proleków) oraz poszukiwaniu nowych połą-
czeń skierowanych na nieklasyczne cele — białka i enzymy 
nowotworzenia. 

W klasycznej chemioterapii lek platynowy, aby zadzia-
łać, musi dostać się do wnętrza komórki, w przeciwnym 
razie wykazuje on swoją aktywność poza nowotworem, co 
prowadzi do toksyczności ogólnej bądź też sprawia, że zo-
staje szybko usunięty z organizmu w formie niezmienionej. 
Skonstruowanie systemów dostarczających leki bezpośred-
nio do komórki pozwoliło na rozwiązanie tych problemów. 
Jednym z przykładów może być inkapsulacja cisplatyny  
i karboplatyny w ferrytynie, magazynującej w normalnych 
warunkach żelazo, która jest internalizowana przez niektóre 
tkanki nowotworowe. Nośnikami leków mogą być również 
otrzymywane z bakterii minikomórki (o wielkości 400 nm) 
pozbawione jądra, które oznaczone specyficznymi prze-
ciwciałami — docierają z ładunkiem (np. cisplatyną) do 
odpowiednich komórek nowotworowych [36].

Do przenoszenia leków wykorzystuje się także jedno-
ścienne nanorurki węglowe (single-walled carbon nanotube 
— SWNT), które transportują małe molekuły do komórek 
poprzez zależną od klatryn endocytozę. SWNT jest związa-
na z substratem za pomocą wiązań disiarczkowych, które  
w redukującym środowisku endosomu zostają przerwane, 
i następuje uwolnienie substancji transportowanej oraz jej 
internalizacja w komórce. Ten sposób został wykorzysta-
ny do dostarczania kompleksów Pt(IV) o wzorze c,c,t-[Pt 
(NH3)2Cl2(OEt)(O2CCH2CH2CO2H)] bezpośrednio do komórek 
raka jąder. W normalnych warunkach były one niewrażliwe 
na ten związek, jednak przy pomocy SWNT stężenie leku 
w cytoplazmie wzrosło 6-krotnie, dzięki czemu ujawnił on 
swoją cytotoksyczność [37].

Sadler i wsp. zastosowali reakcję fotoaktywacji związków 
Pt(IV) i w ten sposób udało im się osiągnąć kontrolowaną 
redukcję tych kompleksów. Metoda ta może być użyteczna 
w terapii nowotworów łatwo dostępnych na działanie pro-
mieniowania. Pierwsze udane próby dotyczyły nowotworu 
pęcherza moczowego oraz skóry [36].

Cytochrom c jako sygnałowe białko apoptozy
Mitochondrium to unikalna organella komórkowa, dba-

jąca o zachowanie homeostazy. Jedną z najważniejszych 
protein wchodzących w jej skład jest cytochrom c. Jest to 
wielofunkcyjny enzym zaangażowany zarówno w procesy 
zapewniające przeżycie, jak i śmierć komórki. Uczestniczy  
w transporcie elektronów przez łańcuch oddechowy, a za-
tem jest niezbędnym elementem dla wytwarzania energii 
oraz bierze udział w formowaniu apoptosomu. Najnowsze 
badania nad dodatkowymi funkcjami cytochromu c, taki-
mi jak aktywność peroksydacyjna względem kardiolipin 
[38–41] czy też wykrycie czterech miejsc fosforylacji, poka-
zują, że rodzaj działania podjętego przez tę hemoproteinę 
jest zależny od ścieżki sygnalizacyjnej, jaka na nią aktualnie 
wpłynie. Dlatego też tak istotne jest poznanie mechani-
zmów regulujących te ścieżki, co pozwoliłoby na stworze-
nie terapii celowanych w różnych chorobach związanych  
z procesem apoptozy.

Ścieżki apoptozy 
Zgodnie z najnowszymi doniesieniami z literatury ist-

nieje kilkanaście procesów odpowiedzialnych za śmierć 
komórki. Są one podzielone na dwie grupy. Procesy typowe, 
do których zaliczane są apoptoza, nekroza, autofagia i kor-
nifikacja, oraz procesy nietypowe, na które składa się m.in. 
katastrofa mitotyczna, anoiksis, pyroptoza czy netoza [42, 
43]. Najważniejszym z nich jest jednak apoptoza (progra-
mowana śmierć komórki typu 1) — kluczowy, fizjologiczny 
proces niezbędny do utrzymania prawidłowego rozwoju 
tkanek i zachowania homeostazy organizmu, obejmujący 
pojedyncze komórki. Jednocześnie jakiekolwiek zakłócenie 
w jej przebiegu może przyczynić się do wystąpienia licznych 
stanów patologicznych, takich jak choroby neurodegene-
racyjne, sercowo-naczyniowe, autoimmunologiczne oraz 
nowotwory. Po raz pierwszy apoptozę opisali około 40 lat 
temu Kerr, Wyllie oraz Currie. Zauważyli oni szereg cech 
morfologicznych towarzyszących temu zjawisku, np. tworze-
nie pęcherzyków, kondensację chromatyny, fragmentację 
jądra, utratę zdolności adhezyjnych (w przypadku komórek 
wykazujących wcześniej tę właściwość), zaokrąglenie oraz 
kurczenie. Do biochemicznych cech związanych z apoptozą 
należy zaliczyć wysoką masę cząsteczkową, fragmentację 
DNA, eksternalizację fosfatydyloseryny i proteolityczne 
cięcie wielu wewnątrzkomórkowych substratów. Zmiany 
struktury błony komórkowej powodują szybką fagocytozę 
komórek apoptotycznych, co pozwala uniknąć uwolnienia 
ich składników do przestrzeni międzykomórkowej i zapo-
czątkowania procesu zapalnego [44].

Programowana śmierć komórki jest ściśle kontrolowa-
nym zjawiskiem, w którym obumarcie zostaje wyegzekwo-
wane poprzez aktywację odpowiednich ścieżek sygnali-
zacyjnych. Pomimo tego, iż biochemiczne i molekularne 
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czynniki biorące udział w apoptozie są skomplikowane  
i niecałkowicie poznane, dotychczasowe badania wyróżniają 
jako istotne „receptory śmierci” (death receptors) kaspazy, 
mitochondria, rodzinę białek BCL-2 oraz geny supresorowe 
nowotworu. 

W zależności od czynnika inicjującego bądź rodza-
ju komórek aktywowane mogą być dwie główne ścieżki 
apoptotyczne: zewnętrzna i wewnętrzna. Pierwsza zacho-
dzi za pośrednictwem „receptorów śmierci”, druga zostaje 
zapoczątkowana wewnątrz komórki wskutek zakłócenia jej 
homeostazy i uczestniczą w niej liczne organelle, takie jak 
retikulum endoplazmatyczne, aparaty Golgiego, lizosomy 
oraz mitochondria, które prawdopodobnie odgrywają naj-
istotniejszą rolę w przebiegu tego procesu [45].

Zewnętrzna ścieżka apoptotyczna 
W zewnętrznej ścieżce apoptotycznej sygnał lub ligand 

pochodzący z przestrzeni międzykomórkowej oddziałuje  
z receptorem osadzonym w błonie komórkowej, inicjując 
tym samym kaskadę zdarzeń prowadzących do programo-
wanej śmierci. Rodzina „receptorów śmierci” składa się m.in. 
z białek FAS i TNF (tumor necrosis factor — czynnik martwiczy 
nowotworów). Receptory te zbudowane są z dwóch ele-
mentów — zewnątrzkomórkowej domeny wiążącej ligandy, 
bogatej w cząsteczki cysteiny, oraz wewnątrzkomórkowej 
„domeny śmierci” (death domain — DD). W momencie przy-
łączenia liganda „receptory śmierci” przekazują sygnał cyto-
zolowym białkom adaptorowym np. FADD (Fas-associated 
death domain), RIP, które z kolei aktywują kaskadę kaspaz  
i/lub inne ścieżki sygnalizacyjne, np. kinazy MAP [45]. Czyn-
niki uszkadzające DNA często oddziałują na receptory ścieżki 
zewnętrznej, np. kompleks DIS, składający się z FADD, pro-
kaspazy 8 i 10, przez co pośrednio inicjują kaskadę kaspaz, 
zakończoną strawieniem nici kwasu deoksyrybonukleino-
wego przez DNA-zę CAD (caspase-activated DNAse), a także 
jednoczesną inaktywację komórkowych protein jako wynik 
działania kaspazy 3 i 7 [46].

Kaspazy należą do grupy cytozolowych proteaz i pełnią 
ważną rolę inicjującą oraz wykonawczą w procesie apoptozy. 
Ze względu na specyficzność względem substratu i rodzaj 
wykonywanych funkcji dzielą się na kaspazy inicjatorowe 
(np. kaspaza 8, 9 i 10), które dają początek sygnałowi apopto-
tycznemu i nasilają go, oraz kaspazy efektorowe (np. kaspaza 
2, 3, 6 i 7), rozkładające wiele ważnych składników komórki. 
W momencie przyłączenia liganda wywołującego apoptozę 
do „receptora śmierci” białka adaptorowe domen śmierci 
bezpośrednio aktywują kaspazy inicjatorowe [45].

Wewnętrzna ścieżka apoptotyczna 
W przeciwieństwie do zewnętrznej ścieżki apoptotycz-

nej wewnętrzna ścieżka zapoczątkowana zostaje wewnątrz 
komórki jako skutek zakłócenia homeostazy [45]. Istotną rolę 
w jej przebiegu pełnią mitochondria, które w komórkach 

apoptotycznych pozostawały nienaruszone, podczas gdy 
jądrowa chromatyna i inne składniki komórkowe ulegały kon-
densacji. Prawidłowa produkcja ATP zapewniona wyłącznie 
przez nienaruszone mitochondria wydaje się być niezbędna 
przy przeprowadzaniu kontrolowanej delecji komórki [47].

O nieodwracalnym rozpoczęciu procesu apoptozy 
świadczy wystąpienie dwóch zjawisk: kaskada aktywacji ka-
spaz oraz zmiana przepuszczalności błony mitochondrialnej. 
W przeciwieństwie do błony zewnętrznej przepuszczalność 
błony wewnętrznej mitochondrium z towarzyszącym jej 
obrzękiem mitochondrium nie zawsze pojawia się pod-
czas programowanej śmierci komórki. Białka przebywające  
w przestrzeni międzybłonowej w prawidłowych warunkach 
— cytochrom c, drugi mitochondrialny aktywator kaspaz, 
kinaza adenylanowa, czynnik indukcji apoptozy (apoptosis 
inducing factor — AIF), a także niektóre prokaspazy (np. 2, 
3 oraz 9) podczas apoptozy zostają uwolnione do cytopla-
zmy. Wydostanie się cząsteczek proapoptotycznych poza 
mitochondrium skutkuje szybkim zapoczątkowaniem ka-
skady reakcji prowadzącej do śmierci komórki. Mechanizmy 
odpowiedzialne za apoptotyczną przepuszczalność błony 
zewnętrznej oparte są na dwóch teoriach. Według pierwszej 
zewnętrzna błona mitochondrialna ulega nieswoistemu 
przerwaniu; druga zakłada powstawanie w zewnętrznej 
błonie mitochondrialnej kanałów, które umożliwiają wypływ 
cytochromu c [48].

Jednym z czynników wpływających na zmianę prze-
puszczalności błony mitochondrium są białka rodziny BCL-2  
(B-cell lymphoma 2), należące do grupy protoonkogenów.  
W momencie aktywacji białko proapoptotyczne BAX zostaje 
umieszczone w membranie mitochondrium i zwiększa jej 
przepuszczalność, przyczyniając się w ten sposób do uwol-
nienia zawartości macierzy i w następstwie — apoptozy.  
Z kolei antyapoptotyczne białko BCL-2 hamuje aktywność 
BAX, dzięki czemu potencjał błony mitochondrialnej nie ule-
ga zmianie. Przedstawione fakty świadczą o tym, że śmierć 
komórki w dużej mierze zależy od równowagi pomiędzy 
obiema frakcjami tych białek. 

Kolejnym istotnym czynnikiem wpływającym na zmianę 
przepuszczalności błony mitochondrialnej są reaktywne 
formy tlenu (reactive oxygen species — ROS). Wolne rodniki 
tlenowe produkowane są w mitochondrium na poziomie 
łańcucha oddechowego. W wyniku zachwiania homeosta-
zy komórki przez różne czynniki uszkadzające może dojść 
do nadprodukcji ROS. Ich nadmiar skutkuje zwiększeniem 
przepuszczalności błony mitochondrialnej oraz dalszym 
zakłóceniem łańcucha oddechowego, co dodatkowo na-
sila produkcję kolejnych wolnych rodników tlenowych. 
Powstaje więc sprzężenie zwrotne dodatnie. Uszkodzenie 
membrany mitochondrium bezpośrednio ułatwia wypływ 
cytochromu c do cytozolu [47]. Badania wykazały, że ROS 
mogą również pośrednio zwiększać utratę tej hemoproteiny  
z macierzy mitochondrialnej poprzez interakcję z kardioli-
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pinami — fosfolipidami wchodzącymi w skład wewnętrznej 
błony mitochondrialnej, które zawierają podatne na atak 
ROS nienasycone kwasy tłuszczowe. W prawidłowych wa-
runkach cytochrom c pozostaje przyłączony do cząsteczki 
kardiolipiny. Peroksydacja lipidów powoduje zerwanie tego 
połączenia i uwolnienie cytochromu c do cytoplazmy [49], 
poza tym eksperymenty wykazały udział ROS w zewnętrznej 
ścieżce apoptotycznej w powiązaniu z TNFR i FAS. Two-
rzenie wolnych rodników tlenowych często jest związane  
z ekspozycją na metale, co też uważa się za główną przy-
czynę apoptozy przez nie indukowanej.

Geny supresorowe nowotworów także zdolne są do 
wywoływania programowanej śmierci komórki. W wyni-
ku uszkodzenia DNA zostaje aktywowany gen p53, który 
hamuje ekspresję genów dla białka BCL-2, a jednocześnie 
nasila ekspresję proapoptotycznych genów, takich jak BAX 
czy FAS [45].

Chociaż przez lata śmierć komórki na drodze apopto-
zy uważana była za proces nie-immunogenny, najnowsze 
badania pokazują, że oksaliplatyna prowadzi do śmierci 
komórki nowotworowej na drodze immunogennej apop-
tozy [50–52]. Aby do apoptozy komórki doszło w wyniku 
odpowiedzi immunologicznej konieczne jest spełnienie 
wielu warunków, a w szczególności wymagana jest pro-
apoptotyczna ekspozycja karletikuliny i postapoptotyczne 
uwolnienie białka HMGB1. Pomimo wielu podobieństw 
pomiędzy cisplatyną i oksaliplatyną mechanizm ich działa-
nia, prowadzący do apoptozy komórki nowotworowej, jest 
różny. Najważniejsza różnica na poziomie biochemicznym 
dotyczy poziomu ekspozycji karletikuliny (CRT) — pierw-

szego czynnika niezbędnego do immunogennej śmierci 
komórki. Oksaliplatyna w odróżnieniu od cisplatyny sty-
muluje translokację CRT z retikulum endoplazmatycznego 
do przestrzeni komórki. Jakkolwiek oba związki w podobny 
sposób indukują uwolnienie HMGB1 — drugiego wyznacz-
nika immunogenności, uważa się, że cisplatyna wywołuje 
śmierć komórki na drodze nieimmunogennej apoptozy. 
Różnica ta może być prawdopodobnym wyjaśnieniem braku 
skuteczności cisplatyny w terapii chorych z zaawansowanym 
rakiem jelita grubego oraz innych nowotworów wrażliwych 
na oksaliplatynę [51]. 

Budowa i funkcje cytochromu c
Budowa cytochromu c 

Cytochrom c jest mitochondrialną proteiną kodowaną 
przez DNA jądrowe, zbudowaną u ssaków ze 104 amino-
kwasów (ryc. 8). Synteza formy prekursorowej, zwanej apo-
cytochromem c, zachodzi na rybosomach w cytoplazmie. 
Następnie zostaje ona przetransportowana do zewnętrznej 
powierzchni wewnętrznej błony mitochondrialnej. Cząstecz-
ka apocytochromu c nie posiada hemu, dopiero jego przy-
łączenie za pomocą enzymu — liazy hemowej — skutkuje 
powstaniem czynnej fizjologicznie holoproteiny [47, 54]. 
Grupa hemowa połączona jest kowalencyjnie z łańcuchem 
peptydowym za pomocą wiązań pomiędzy ugrupowaniami 
tioeterowymi reszt cysteiny 14 i 17 a grupami winylowymi 
protoporfiryny. Żelazo hemowe znajduje się w konfigura-
cji heksakoordynacyjnej z His-18 i Met-80 jako ligandami 
aminokwasowymi. Wiązanie pomiędzy żelazem hemowym 
a Met-80 powoduje powstanie słabego pasma absorpcyj-

Rycina 8. Struktura przestrzenna cząsteczki cytochromu c [55]
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nego przy długości fali 695 nm na widmie utlenionego 
cytochromu c. Grupa hemowa znajduje się w środowisku 
hydrofobowym wskutek sąsiedztwa łańcuchów bocznych 
aromatycznych i alifatycznych aminokwasów oraz ligandów 
żelaza — Met-80 i His-18. Tylko 7,5% powierzchni hemu 
jest eksponowane na otaczający proteinę rozpuszczalnik  
i fragment ten stanowi miejsce przenoszenia elektronów od 
kompleksu bc1 do oksydazy cytochromowej [53].

Rola cytochromu c w procesie  
fosforylacji oksydacyjnej 

Celem procesu fosforylacji oksydacyjnej jest wytworze-
nie ATP (adenozyno-5’-trifosforan), będącego nośnikiem 
energii chemicznej niezbędnej do prawidłowego funkcjono-
wania komórki. Proces ten zachodzi w kompleksie związków 
zlokalizowanych w wewnętrznej błonie mitochondrialnej, 
z których część tworzy łańcuch transportujący elektrony 
(elektron transport chain — ETC), a część — syntazę ATP. 
Syntaza ATP to obrotowy nano-silnik zmieniający potencjał 
membranowy w energię rotacyjną, a następnie chemiczną, 
związaną w wysokoenergetycznym wiązaniu powstałym 
przez przyłączenie reszty fosforanowej do ADP. Fosforylacja 
oksydacyjna jest napędzana dzięki różnym cząsteczkom 
dostarczającym elektrony do łańcucha oddechowego, np. 
NADH i FADH2. Przemieszczaniu elektronów przez dehydro-
genazę NADH (kompleks ETC I), kompleks bc1 (III) i oksydazę 
cytochromową (IV) towarzyszy uwolnienie energii, która 
jest wykorzystywana do przepompowywania jonów H+  
z macierzy mitochondrialnej do przestrzeni międzybłono-
wej. Różnica w stężeniach protonów po obu stronach błony 
skutkuje powstaniem potencjału błony mitochondrialnej 
(DYm). Jest on wykorzystywany przez syntazę ATP (kom-
pleks V) do produkcji cząsteczek adenozyno-5’-trifosforanu. 

Cytochrom c jest pojedynczym przenośnikiem elektronów 
pomiędzy kompleksem bc1 a oksydazą cytochromową  
w końcowej części ETC. Na tym etapie zredukowany cyto-
chrom c przekazuje elektron kompleksowi IV, co po czterech 
cyklach pozwala na redukcję atomu tlenu poprzez wytwo-
rzenie z protonami cząsteczki wody. Zjawisku temu towa-
rzyszy wydzielenie wolnej energii DG0’ = -100 kJ/mol [53].

Rola cytochromu c w procesie apoptozy 
Fundamentalne znaczenie cytochromu c dla rozwoju  

i życia komórki wynika nie tylko z jego udziału w produkcji 
ATP, lecz także pełnienia kluczowej roli w procesie apoptozy. 
Obecnie przyjęto, że najistotniejszym etapem w wyzwalaniu 
mitochondrialnej ścieżki apoptotycznej jest uwolnienie do 
cytoplazmy cytochromu c (ryc. 9) [53]. Tam uczestniczy on 
w tworzeniu apoptosomu, czyli kompleksu aktywującego 
kaspazę 9. Eksperymenty wykazały, że cytochrom c, APAF-1 
(apoptotic protease-activating factor 1), prokaspaza 9 i dATP/ 
/ATP są konieczne i zarazem wystarczające do utworzenia 
apoptosomu, aczkolwiek mogą być również zaangażowa-
ne dodatkowe proteiny, np. XIAP (X-chromosome-linked 
inhibitor of apoptosis). APAF-1 występuje w cytoplazmie  
w formie nieaktywnego monomeru o zamkniętej konforma-
cji. Przyłączenie się cytochromu c do domeny WD40 APAF-1  
stabilizuje uzyskaną przez niego konformację otwartą  
i pozwala na hydrolizę dATP/ATP, związanego uprzednio 
z kompleksem apoptosomu przy pomocy domeny wiążą-
cej nukleotydy. Następuje wymiana nukleotydu, a po niej 
oligomeryzacja z wytworzeniem polimeru zbudowanego 
z 7 cząsteczek APAF-1. Heptamer rekrutuje i aktywuje czą-
steczki prokaspazy 9 przy udziale domeny CARD (caspase 
recruitment domain) [56]. Związane kaspazy 9 aktywują 
poprzez cięcie kaspazy 3, które są uważane za główne en-

Rycina 9. Schemat przedstawiający kaskadę aktywacji kaspaz zainicjowaną uwolnieniem cytochromu c do cytoplazmy (mtCyt c — mito-
chondrialny cytochrom c; cCyt c — cytozolowy cytochrom c; PARP — poli(ADP-rybozo)polimeraza) [47]
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zymy efektorowe apoptozy. Duże znaczenie cytochromu c  
dla przebiegu tego procesu potwierdziły badania, które 
wykazały, że w komórkach pozbawionych cytochromu c 
występuje znaczne osłabienie aktywacji kaspaz 3 po ekspo-
zycji na czynniki stymulujące apoptozę. Inne eksperymenty 
dostarczyły dowodów na to, że uwolnienie cytochromu c 
stymuluje wiązanie trifosforanu inozytolu (IP3) do recep-
torów, skutkujące wyrzutem jonów Ca2+ do cytoplazmy,  
i w konsekwencji aktywacją AIF (apoptosis inducing factor).

Uwalnianie cytochromu c z przestrzeni międzybło-
nowej mitochondrium może być selektywnym procesem 
wymagającym przekroczenia pewnego progu stężenia tej 
hemoproteiny w cytozolu. W takich warunkach przebiega 
on nieodwracalnie w kierunku programowanej śmierci ko-
mórki [53]. 

Badacze przypuszczają, że stopień utlenienia cytochro-
mu c również może wpływać na formację apoptosomu; 
utleniona i zredukowana forma cytochromu c mogą różnić 
się między sobą powinowactwem do APAF-1 i/lub zdolno-
ścią jego aktywacji [56].

Zaburzenia funkcjonowania cytochromu c często prowa-
dzą do wystąpienia ciężkich schorzeń. Przykładem mogą być 
choroby neurodegeneracyjne, spowodowane zniszczeniem 
neuronów wskutek indukcji apoptozy. Nieprawidłowości 
w działaniu mitochondrium i w konsekwencji uwolnienie 
cytochromu c do cytoplazmy, a następnie programowana 
śmierć komórki zostały wykazane zarówno dla ostrych ura-
zów neurologicznych (np. udar mózgu), jak i wielu chorób 
przewlekłych (pląsawica Huntingtona, choroba Parkinsona, 
stwardnienie zanikowe boczne). Zapobieganie apoptozie 
poprzez jak największe zmniejszenie uwalniania cytochromu 
c do cytozolu daje nadzieję na spowolnienie progresji wyżej 
wymienionych chronicznych chorób neurologicznych [53].

Oddziaływanie kompleksów  
platyny z cytochromem c

Stosowanie leków platynowych niesie ze sobą wiele 
działań niepożądanych, dlatego też prowadzone są bada-
nia nad nowymi, lepszymi pochodnymi. Powoli odchodzi 
się również od projektowania związków platyny, których 
głównym celem ataku jest DNA. Zwraca się natomiast uwa-
gę na inne elementy komórki, które są kluczowe dla jej 
żywotności. Stąd też zainteresowanie cytochromem c będą-
cym wielofunkcyjnym enzymem uczestniczącym zarówno  
w procesach przeżycia, jak i śmierci komórki.

Badania dowiodły, że cisplatyna wykazuje duże powino-
wactwo do związków zawierających siarkę, co skutkuje wy-
stępowaniem wielu efektów ubocznych podczas farmako-
terapii. W celu dokładniejszego zbadania tego zagadnienia 
przeprowadzono serię eksperymentów z różnymi związkami 
zawierającymi atomy siarki, w tym również z cytochromem c 
[57]. W miarę rozwoju badań i odkrywania kolejnych funkcji, 
jakie w komórce spełnia ta hemoproteina, udowodniono, 

że poprzez działanie leków platynowych na cytochrom c 
można wpłynąć na szereg procesów kluczowych dla funk-
cjonowania komórki, w tym na proces apoptozy. 

Określenie miejsc wiązania kompleksów  
platyny z białkiem

Jak wcześniej wspomniano, cisplatyna wykazuje nieco 
wyższe powinowactwo do donorów siarkowych w porów-
naniu z N-donorami [58]. W przypadku cytochromu c szcze-
gólnie predysponowane do przyłączenia kompleksów Pt(II) 
są łańcuchy boczne kilku aminokwasów, tj. cysteiny, metio-
niny i histydyny. W celu określenia potencjalnych miejsc 
wiązania leków platynowych dokonano analizy sekwencji 
aminokwasowej białka oraz jego struktury krystalicznej, 
a następnie wytypowano 7 aminokwasów cechujących 
się dobrą dostępnością: Cys-14, Cys-17, Met-65, Met-80, 
His-18, His-26 i His-33 [59]. Z wymienionych aminokwa-
sów Met-80 ma szczególne znaczenie dla prawidłowego 
funkcjonowania cytochromu c, ponieważ tworzy ona wią-
zanie z żelazem jednostki hemowej, odpowiedzialne za 
wysoki potencjał redukcyjny tej hemoproteiny. Wiązanie 
to generuje specyficzne pasmo przy długości fali równej 
416 nm w widmie uzyskanym za pomocą spektroskopii 
dichroizmu kołowego. Pasmo to jest wskaźnikiem obecno-
ści wiązania aksjalnego Fe(III)-Met-80 i zanika w przypadku 
jego uszkodzenia lub zerwania, spowodowanego zmianą 
konformacji białka wywołaną przez środki denaturujące lub 
przyłączenie cząsteczek wykazujących powinowactwo do 
tej hemoproteiny [60].

Zaangażowanie Met-80 i His-18 w utworzenie wiązania 
z żelazem jednostki hemowej, a dwóch reszt cysteinowych 
(Cys-14 i Cys-17) w przyłączenie grupy hemowej do łańcucha 
polipeptydowego, powoduje, że są one mało podatne na 
interakcję z kompleksami Pt(II) [59].

Pierwsze badania mające na celu dokładne określenie 
miejsc wiązania leków platynowych z cytochromem c zo-
stały przeprowadzone z użyciem techniki protonowego 
rezonansu jądrowego 1H NMR. Produkty reakcji kompleksów 
platyny z cytochromem c poddano chromatografii jono-
wymiennej, w wyniku czego uzyskano 3 frakcje, nazwane 
odpowiednio A, B i C. Frakcję A stanowił głównie natywny 
cytochrom c, natomiast frakcje B i C zawierały addukty cis
platyna-cyt c w stosunku molowym Pt:Fe równym 1:1. Na-
stępnie wykonano widmo 1H NMR każdej z frakcji. Widma 
B i C były prawie identyczne i posiadały, odróżniający je od 
widma A, pik pochodzący od Met-65. Przesunięcia chemicz-
ne His-26 i His-33 nie różniły się między sobą w żadnym  
z widm, co pozwalało na stwierdzenie, że leki platynowe wią-
żą się z cytochromem c poprzez grupę tioeterową Met-65 
[61]. W tym miejscu należy przypomnieć, że wiązanie cispla-
tyny z siarką tioeterową metioniny odgrywa decydującą rolę  
w metabolizmie leku, jego wiązaniu z białkami i transferze 
do DNA [62, 63]. Z drugiej strony badania metodą rentgeno-
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grafii strukturalnej pokazały, że histydyna odgrywa kluczową 
rolę w wiązaniu leków na bazie platyny z białkami [64–67].

Późniejsze badania potwierdziły prawdziwość założenia, 
że pierwszorzędowym miejscem wiązania leków platyno-
wych z cytochromem c jest Met-65, natomiast His-26 i His-33 
stanowią miejsca drugorzędowe. Jeden z eksperymentów 
polegał na poddaniu procesowi trawienia trypsyną natu-
ralnego cytochromu c oraz jego adduktów z cisplatyną, 
a następnie analizie produktów za pomocą spektrometrii 
masowej z transformacją Fouriera. Wysoka dokładność tej 
techniki pozwoliła na ustalenie miejsc wiązania z niezwykłą 
precyzją. Badania te dowiodły również, że wzrost stosunku 
molowego Pt:cyt c zwiększa odsetek powstałych adduktów 
lek-białko [68].

W najnowszych badaniach strukturalnych adduktu cis
platyna-cytochrom c próbowano ostatecznie potwierdzić 
sposób i miejsca wiązania leku. Uzyskane monokryształy 
pokazały, że cisplatyna z cytochromem c tworzy 2 typy 
adduktów. Pierwszy z nich tworzy fragment [Pt(NH3)2Cl]+, 
skoordynowany w sposób monokleszczowy z Met65, drugi, 
[Pt(NH3)2]+, związany jest w sposób dwukleszczowy jedno-
cześnie z Met65 oraz Glu65. Nie były obserwowane wiązania 
z resztami histydynowymi uważanymi za niezwykle istotne 
w wiązaniu leków platynowych z białkami. Interesujący jest 
fakt, że wiązanie cisplatyny z cytochromem c nie wpływa 
znacząco na ogólną konformację białka i jednostki hemowej. 
Obok niewielkich modyfikacji w pozycji łańcuchów bocz-
nych najbardziej znaczące różnice w strukturze cytochromu 
obserwowane były blisko miejsc wiążących platynę [69].

Reasumując, przeprowadzone dotychczas badania wy-
kazują, że platynowanie białka ma różny charakter, nawet 
w tym samym systemie białkowym, a także w obrębie jed-
nego miejsca wiążącego sposób wiązania leku (jedno- lub 
dwukleszczowy) może być różny.

Określenie ilości leku związanego z białkiem
W badaniach przeprowadzonych przez Casini i wsp. 

z użyciem technik spektroskopowych [70] próbki karbo-
platyny oraz cytochromu c przygotowano w warunkach 
zbliżonych do fizjologicznych i zastosowano trzykrotny nad-
miar leku w stosunku do białka. Analiza otrzymanych widm 
wykazała tworzenie dwóch różnych strukturalnie adduktów, 
jednak oba posiadały stosunek molowy Pt:cyt c równy 1:1. 
Podobne wyniki uzyskano w badaniu przeprowadzonym 
przez Gabbiani i wsp. [59], w którym próbki przygotowano 
w ten sam sposób. Również w tym przypadku na widmie 
ESI-MS kompleksów karboplatyny z cytochromem c wyka-
zano obecność dwóch głównych multipletów odpowiada-
jących powstałym dwu typom adduktów. Pierwszym był 
kompleks cytochromu c z grupą [Pt(NH3)2]2+ (ok. 12586 
Da), natomiast drugim — połączenie hemoproteiny z czą-
steczką karboplatyny, która nie utraciła liganda cyklobuty-
lodikarboksylowego (12700-12750 Da). Zmiana warunków 

inkubacji (wydłużenie czasu trwania inkubacji z trzech dni 
do tygodnia, zwiększenie stosunku molowego wyjściowych 
reagentów — Pt:cyt c = 10:1) nie wpłynęła na rodzaj two-
rzonych adduktów — nadal przeważającą grupę stanowiły 
monoaddukty [59].

Ilościową analizę oddziaływania cisplatyny z cytochro-
mem c przeprowadzili m.in. Jiang i wsp. [61]. Reakcję tych 
dwu reagentów prowadzono w środowisku buforu fosfora-
nowego o pH = 5,50 oraz 7,00 i inkubowano w temperaturze 
25°C przez 24 h. Po tym czasie przeprowadzono rozdział  
w kolumnie chromatograficznej. W wyniku rozdziału otrzy-
mano trzy frakcje, z których jedna okazała się być natywnym 
cytochromem c, natomiast dwie pozostałe zawierały adduk-
ty cisplatyny z hemoproteiną o masie zbliżonej do 1,2·104  
Da, co oznaczało, że cisplatyna w warunkach eksperymentu 
tworzy z cytochromem c monomery. Zmiana warunków 
przygotowania próbek, tj. zwiększenie temperatury inku-
bacji do 37°C oraz wydłużenie czasu jej trwania do 72 h,  
doprowadziło do otrzymania niewielkich ilości dimerów 
cytochromu c z cisplatyną. Nie wykluczono zatem, że  
w drastyczniejszych warunkach eksperymentu siarka grupy 
tiolowej cysteiny w łańcuchu aminokwasowym cytochromu 
c zwiększa labilność grupy aminowej cisplatyny, powodując 
zmianę jej położenia w cząsteczce z cis na trans, dzięki czemu 
możliwe staje się przyłączenie drugiej molekuły białka [61]. 
Z kolei wyżej wspomniane badania Casini i wsp. [70] dostar-
czyły szczegółowych informacji na temat produktów po-
wstałych w wyniku reakcji cisplatyna-cyt c przy trzykrotnym 
nadmiarze cytostatyku. Na podstawie ICP-OES ustalono po-
ziom uplatynowania cytochromu c jako 1,2–1,5 mola Pt na  
1 mol białka. Widma ESI-MS pomogły określić stosunki molo-
we składników wytworzonych adduktów. Intensywny multi-
plet, odpowiadający masie 12589 Da, stanowił cytochrom c 
związany z resztą [Pt(NH3)2]2+. Drugi multiplet wystąpił przy 
masie 12816 Da dla adduktu złożonego z hemoproteiny  
i dwóch reszt [Pt(NH3)2]2+. Zaobserwowano również słabe 
sygnały odpowiadające stosunkowi Pt:cyt c równemu 3:1. 
Zatem wyniki tych badań wykazały, że cisplatyna tworzy  
z cytochromem c wiele adduktów, w których stosunek Pt-
-białko przyjmuje wartości w zakresie od 1:1 do 3:1 [70]. 
Badania przeprowadzone przez Zhao i Kinga z użyciem 
ESI-MS [68] wykazały, że głównym produktem tworzonym 
przez cisplatynę i cytochrom c jest monoaddukt cyt c-Pt 
(NH3)2(H2O), natomiast brak jest połączenia cyt c-Pt(NH3)2Cl, 
co oznacza, iż białko jest przyłączane w miejscu cząsteczki 
wody podwójnie uwodnionej cisplatyny.

W porównawczym badaniu interakcji transplatyny z cy-
tochromem c, opisanym przez Casini i wsp. [70], wykazano, 
że w przypadku tego związku otrzymano również jeden 
multiplet przy masie 12589 Da (cytochrom c+[Pt(NH3)2]2+), 
natomiast nie wykazano sygnałów korespondujących  
z adduktami o stosunku Pt/cytochrom c równym 2:1 lub 3:1 
(w podanych wcześniej warunkach eksperymentu). Jakkol-
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wiek widma ESI-MS adduktów utworzonych przez związki 
platyny i cytochrom c w zaostrzonych warunkach inkuba-
cji dowiodły wytworzenia poliadduktów składających się  
z jednej cząsteczki hemoproteiny i dwóch, trzech lub czterech  
reszt kompleksu platyny, to zjawisko to, jak wspomniano 
wcześniej, nie dotyczyło karboplatyny.
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