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Biologiczne podstawy terapii przeciwnowotworowej
z zastosowaniem lekéw platynowych.
Oddziatywanie z cytochromem c

Urszula Sliwinska-Hill, Marta Szumetda

Przeciwnowotworowe leki platynowe sa szeroko stosowane w praktyce klinicznej w terapii wielu nowotwordw,
jednakze skutki uboczne terapii z ich udziatem, m. in. zalezna od dawki nefrotoksycznos¢ oraz opornos¢ komorek
nowotworowych, limitujg ich uzycie. Cytochrom c jest matg hemoproteing petnigca funkcje transportera elektronow,
ulokowana w mitochondriach, ktéra odgrywa réwniez istotna role w procesie apoptozy komérki. Platynowanie spe-
cyficznych tancuchéw bocznych, ktére wptywa na biologiczne funkcje biatek i enzyméw poprzez tworzenie mocnych
wigzan koordynacyjnych, moze mie¢ wptyw na ogélny mechanizm aktywnosci i toksycznosc lekéw platynowych.
W celu zrozumienia natury tych oddziatywan przeanalizowane zostaty oddziatywania cisplatyny i jej pochodnych
z sygnatowym biatkiem 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 cis 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 towarzysza ludzkosci od po-
czatku jej istnienia. Poczatkowo gtéwnym sposobem ich
leczenia byfa interwencja chirurgiczna [1], dopiero poznanie
mechanizmdéw nowotworzenia na poziomie molekularnym
pozwolito na petne i Swiadome wykorzystanie innych me-
tod, gtéwnie chemio- i radioterapii. Przede wszystkim jed-
nak zapoczatkowato to zupetnie nowy kierunek w walce
znowotworami, oparty na projektowaniu zwigzkéw ingeru-
jacych w procesy nowotworzenia. Zjawisko to zaowocowato
wprowadzeniem w latach 70. XX w. cisplatyny, ktéra okazata

sie skuteczna w leczeniu wielu nowotworéw, m.in. jader,
jajnikéw, nowotwordw gtowy i szyi. To z kolei przyczynito
sie do intensywnego rozwoju badan nad jej pochodnymi.
Z otrzymanych okoto 3 tys. zwigzkdw tylko 30 osiggneto etap
préb klinicznych, z czego ponad potowa zostata odrzucona.
Obecnie w lecznictwie funkcjonuje 6 komplekséw platyny:
cisplatyna, karboplatyna, oksaliplatyna oraz lobaplatyna,
nedaplatyna i heptaplatyna, dopuszczone do uzytku tylko
w Chinach, Japonii i Korei Ptd. Transplatyna, bedaca izome-
rem cisplatyny, ze wzgledu na swoja znaczng reaktywnos¢
prowadzaca do szybkiej dezaktywacji cechuje sie niska
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aktywnoscia przeciwnowotworowa i nie jest stosowana
w medycynie.

Poczatkowo celem poszukiwan nowych pochodnych
komplekséw platyny byto uzyskanie lekéw o wiekszej sku-
tecznosci i mniejszej toksycznosci w zestawieniu z cispla-
tyna, obecnie jednak wiekszy nacisk ktadzie sie na pro-
jektowanie zwigzkéw pozbawionych opornosci krzyzowej
(w stosunku do cisplatyny i karboplatyny). Wiecej uwagi
poswieca sie réwniez jakosci zycia pacjenta, stad badania
nad postaciami lekéw platynowych przystosowanych do
podania doustnego, takich jak satraplatyna, bedaca na eta-
pie zaawansowanych badan klinicznych [2-4].

Stosowanie lekéw platynowych wiaze sie z licznymi
efektami ubocznymi, czesto znacznie pogarszajacymi wyniki
leczenia. Naturalng konsekwencja tego faktu jest rozwéj no-
wego kierunku badan, skoncentrowanego na modelowaniu
lekéw, ktérych celem sg inne niz DNA elementy komorki,
kluczowe dla jej przezycia. Stad tez zainteresowanie cyto-
chromem ¢, bedacym wielofunkcyjnym enzymem uczest-
niczacym zaréwno w procesach zycia, jak i Smierci komorki.

Wiasciwosci chemiczne i aktywnos¢
lekéw na bazie platyny

Budowa chemiczna oraz reaktywnos¢ lekéw platyno-
wych decyduja o ich mechanizmie dziatania przeciwno-
wotworowego. Poszczegdlne kompleksy réznia sie miedzy
sobg ligandami, a wiec réwniez kinetyka ich wymiany, co
skutkuje inng aktywnoscia i toksycznoscia tych zwigzkdow.
Elementem wspdlnym cisplatyny, karboplatyny oraz neda-

platyny jest obecno$¢ dwéch grup aminowych w potoze-
niu cis. Pozostatg czes$¢ czasteczki stanowig odpowiednio:
dwie grupy chlorkowe, ligand cyklobutylodikarboksylowy
oraz ugrupowanie glikolanowe w przypadku nedaplatyny.
Z kolei unikalna budowa oksaliplatyny prawdopodobnie
odpowiada za jej skutecznos¢ w leczeniu nowotwordéw nie-
wrazliwych na cisplatyne, poniewaz charakter jej ligandow
(grupa szczawianowa) w sposéb odmienny wptywa na ilos¢
oraz typ powstatych pofaczer z DNA (ryc. 1).

Po wprowadzeniu do organizmu leki platynowe ulegaja
procesowi hydrolizy. W pierwszej kolejnosci grupa chlorko-
wa zostaje podstawiona czasteczkg wody, a nastepnie grupg
hydroksylowa [4, 5]. W wyniku tego powstaje aktywny me-
tabolit, ktérym w przypadku cisplatyny, karboplatyny i ne-
daplatyny jest cis-diaminadihydroksyplatyna(ll); natomiast
w wyniku biotransformacji oksaliplatyny tworzy sie trans-
-diaminacykloheksan-dihydroksy-platyna(ll) (ryc. 2). Dopiero
te zwiagzki charakteryzuja sie dziataniem farmakologicznym,
stad wymienione wczesniej kompleksy platyny moga by¢
traktowane jako proleki. Reakcje hydrolizy poszczegdlnych
lekéw platynowych przebiegaja z r6zna kinetyka; proces ten
zachodzi bardzo szybko w przypadku cisplatyny, natomiast
znacznie wolniej dla karbo- i nedaplatyny [3, 4].

Mechanizm dziatania cytostatykow
zawierajacych atom platyny

Skutecznos¢ zwigzkdéw platyny przeciw komérkom no-
wotworowym jest zwigzana z inhibicjg przez nie syntezy
DNA lub niezdolnoscia systemoéw naprawczych do usuwania
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Rycina 1. Wzory strukturalne lekdw platynowych: a) cisplatyna, b) karboplatyna, c) nedaplatyna, d) oksaliplatyna
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Rycina 2. Struktury aktywnych metabolitow komplekséw platyny: a) cis-diaminadihydroksy-platyna(ll), b) trans-diaminacykloheksan-dihydroksy-

platyna(ll)
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Rycina 3. Aktywacja, kinetyka i transport cisplatyny z przestrzeni miedzykomorkowej do wnetrza komorki

powstatych adduktéw Pt-DNA. Jednym zdowodoéw potwier-
dzajacych te teze moze by¢ fakt, ze komorki ze wzmozona
aktywnoscia naprawcza DNA sg oporne na cisplatyne [4]. Jak
wspomniano w poprzednim podrozdziale, po wniknieciu
do komorki lek ulega hydrolizie. Proces ten w przypadku
cisplatyny przebiega zgodnie z przedstawionym na rycinie 3
schematem.

Dzieki elektrofilowemu charakterowi jonu centralnego
czasteczka cis-[PtCl,(NH,),] moze reagowac ze sktadnikami
komérki o wtasciwosciach nukleofilowych, m.in. z DNA.
Ligandy chlorkowe zostaja finalnie zastgpione przez atomy
azotu N7 guaniny, rzadziej adeniny [6, 7]. Czestsze przyfacza-
nie kompleksu platynowego do atoméw N7 guaniny nie jest
zaskakujace, poniewaz sg one potozone w wiekszym rowku
podwadjnej helisy, dzieki czemu sg dobrze wyeksponowane
i dostepne na elektrofilowy atak atomu platyny. Ponadto nie
uczestnicza w tworzeniu wigzania wodorowego pomiedzy
komplementarnymi parami zasad azotowych [7].

Badania wykazaly, ze cisplatyna i oksaliplatyna two-
rza w przyblizeniu 60%-65% wiazarh wewnatrzniciowych
GG pomiedzy sasiadujagcymi guaninami, 25%-30% wigzan
wewnatrzniciowych typu AG, 5%-10% wewnatrzniciowych
GNG oraz 1%-3% miedzyniciowych GG [8]. Chociaz ostatni
z wymienionych rodzajéw wiagzan formowany jest najrza-
dziej, cechuje sie on silniejszym hamowaniem replikacji
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i transkrypcji DNA, poniewaz uszkodzenie obejmuje obie
komplementarne nici DNA i uniemozliwia prawidtowe dzia-
fanie polimeraz DNA. Usuniecie wigzania krzyzowego mie-
dzy ni¢mi wymaga zaangazowania zaréwno mechanizmu
naprawy przez wyciecie nukleotydu (nucleotide excision
repair — NER), jak i naprawy rekombinacyjnej (recombi-
national repair). Pomimo generowania ciezszych zaktdcen
w budowie DNA ten typ potaczen jest tylko czesciowo od-
powiedzialny za aktywnos$¢ przeciwnowotworowa kom-
plekséw platyny z powodu rzadkiego wystepowania [9].
Wiazanie krzyzowe modyfikuje cata strukture prze-
strzenng DNA. W przypadku cisplatyny i karboplatyny
nastepuje zgiecie podwajnej helisy o 32-35° w kierunku
wiekszego rowka [10]. Finalnie krzywizna i ksztatt uplaty-
nowanego fragmentu podwdjnej nici upodabnia sie 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 biatek HMG
(high mobility group) [11-13]. W warunkach prawidtowych
addukty cisplatyny z DNA s3 usuwane przez system NER,
ktéry obejmuje rozpoznanie (recognition), naciecie (inci-
sion), wyciecie (excision), synteze naprawczg (repair synthesis)
i ligacje (ligation). W momencie zaktécenia ktéregos z wy-
mienionych proceséw prawdopodobienstwo przezycia
komérki nowotworowej zmniejsza sie. Istniejg dwie nie-



wykluczajace sie hipotezy dotyczace roli biatek z rodziny
HMG w procesie naprawy DNA. Pierwsza méwi o tym, ze wia-
zanie krzyzowe GG, ktore stabilizuje ,otwarty”i sptaszczony
wiekszy rowek, stanowi niezbedng ceche strukturalng dla
rozpoznania i zwigzania proteiny HMG. Nastepuje tzw. repair
shielding, czyli przestrzenne zastoniecie uszkodzonego frag-
mentu nici, zatem defekt trwa dalej, prowadzac ostatecznie
do apoptozy i Smierci komérki. Zgodnie z hipoteza druga
uszkodzone przez cisplatyne DNA ,porywa” biatka z rodzi-
ny HMG oraz inne jagdrowe proteiny z dala od ich natural-
nych miejsc wigzania, co prowadzi do stresu komérkowego
i Smierci komorki [7].

Opornosé¢ komoérek nowotworowych
na leki platynowe

Terapia lekami platynowymi skutkuje inhibicja replikacji
DNA, nastepnie transkrypcji RNA, zatrzymaniem fazy G2
cyklu komérkowego i/lub programowanga $miercig komorki.
Zmiany w jakimkolwiek z elementéw wptywajacych na two-
rzenie adduktéw badz tez dalsza kaskade reakcji prowadza-
cg do apoptozy moga skutkowac wytworzeniem opornosci
na lek, dlatego tez badania nad tym zagadnieniem sg wcigz
petne niejasnosci, ale tez nadziei na poszerzenie terapeu-
tycznego potencjatu lekéw platynowych.

Wychwyt oraz eliminacja komérkowa
lekoéw platynowych

W komérkach opornych na cisplatyne czesto obserwuje
sie mniejsze stezenie wewnatrzkomérkowe leku spowodo-
wane ostabieniem wychwytu i/lub nasileniem usuwania
czasteczek do przestrzeni miedzykomérkowej. Sposéb,
w jaki cisplatyna przenika do wnetrza, nie zostat dokfad-
nie poznany. Domniemywa sie jedynie, ze jest to dyfuzja
bierna, poniewaz czynnikiem hamujacym wychwyt jest
stezenie leku.

Istnieja réwniez wyniki badarn dowodzace, ze w wychwyt
cisplatyny zaangazowane sa takze biatka btony komoérkowe;j.
Przyktadem moze by¢ dziatanie niektérych aldehydéw, ktére
tworzac zasady Schiffa z proteinami btonowymi, hamuja
transport cisplatyny. Z kolei nizszy poziom ekspresji biatka
membranowego o masie 48 kDa w komérkach opornych
na cisplatyne $wiadczy o jego udziale w przeprowadzaniu
cytostatyku przez membrane i w przyszto$ci moze ono po-
stuzy¢ jako potencjalny cel wykorzystany do polepszenia
parametréw wychwytu cisplatyny [14].

Na zmniejszenie akumulacji cytostatyku wewnatrz ko-
mérki moze miec réwniez wplyw nasilenie jego eksportu do
przestrzeni miedzykomorkowej. Dzieje sie tak w przypadku
nadekspresji biatka o przyblizonej masie 200 kDa (CPR - 200)
[15] uczestniczacego w tym procesie i zawartego w btonach
niektorych komorek opornych na cisplatyne [16].

Inaktywacja poprzez zwiqzki zawierajqce siarke

Badania wykazaly, Zze opornos¢ na leki platynowe moze
by¢ wynikiem nasilonej inaktywacji przez wewnatrzkomor-
kowe proteiny. Przyktadem moze by¢ dziatanie S-transferaz
glutationowych (GSTs) btonowych i cytoplazmatycznych
nalezacych do rodziny enzymow Il fazy detoksyfikacji, kt6-
re katalizujg koniugacje glutationu z endo- i egzogenny-
mi elektrofilowymi zwigzkami. GSTs moga odgrywac role
w rozwoju opornosci komoérek na chemioterapeutyki,
polegajaca na bezposredniej detoksyfikacji leku [17]. Cis-
platyna zostaje kowalencyjnie zwigzana z glutationem
(y-glutamylocysteinyloglicyna — GSH) po nukleofilowym
ataku anionu tiolowego GSH, a nastepnie kompleks ten
jest transportowany na zewnatrz komoérki przez pompe
zalezng od ATP. Pofaczenie leku z glutationem powoduje
zahamowanie tworzenia wigzan krzyzowych z DNA przez
monoaddukty, przez co ich potencjat cytotoksyczny zostaje
zredukowany. Potwierdzeniem powyzszych zatozerh moze
by¢ fakt, ze w komérkach wrazliwych na dziatanie cisplatyny,
jak np. rak jader, wykazano nizszy poziom GSH.

Druga grupa zwiazkéw zawierajacych siarke zaangazo-
wanych w powstawanie opornosci komérek nowotworo-
wych na cytostatyki sa metalotioneiny. Jest to rodzina boga-
tych w cysteine enzymdw uczestniczacych w utrzymywaniu
homeostazy jonéw Zn?* oraz usuwaniu z komorki metali
ciezkich, np. kadmu. Metalotioneiny wigza sie z cisplatyna
w stosunku 1:10 i moga powodowac zmniejszenie wrazli-
wosci na lek [16].

Biatka regulatorowe

Zaktocenia w ekspresji onkogenéw (np. c-FOS, ¢-MYC,
h-RAS, c-JUN, c-ABL) i genéw supresorowych (np. p53) praw-
dopodobnie réwniez s3 zaangazowane w proces komorkowej
opornosci na leki, jednakze mechanizm lezacy u podstaw tej
opornosci nie jest catkowicie wyjasniony, poniewaz zmiany
w ekspresji genow wywierajg efekt plejotropowy na homeo-
staze komérki. Przyktadem moze by¢ gen supresorowy p53,
odpowiedzialny za kontrole cyklu komérkowego, naprawe
DNA orazinicjacje apoptozy. Zaburzenia jego ekspresji moga
wywiera¢ wptyw na wrazliwos$¢ danej komorki na cytostatyk.
Potwierdzeniem tego zatozenia sg eksperymenty na komor-
kach chtoniaka, nowotworu jajnikéw oraz ptuc, posiadaja-
cych zmutowany gen p53 i charakteryzujacych sie wieksza
opornoscia na cisplatyne niz komérki typu dzikiego. Z kolei
wprowadzenie dzikiego typu p53 do komérek NSCLC i nowo-
tworu jajnikéw uwrazliwia je na dziatanie leku platynowego
i skutkuje silng indukcjg apoptozy [16].

Komoérkowe mechanizmy naprawy DNA

Wigzania krzyzowe powstate w wyniku dziatania me-
tabolitéw lekéw platynowych na DNA prowadza do zmian
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konformacyjnych helisy, ktére sa rozpoznawane przez spe-
cyficzne biatka i nastepnie naprawiane przy pomocy szeregu
réznych mechanizméw. Enzymy naprawcze DNA odgrywaja
istotna role w farmakologii lekdéw na bazie platyny. Oksalipla-
tyna zapobiega syntezie DNA poprzez tworzenie wigzania,
w konsekwencji prowadzac do apoptotycznej smierci ko-
morki. Aktywny system naprawy DNA usuwa lek z helisy,
ocalajac tym samym komorke. Wobec tego efekt leczenia
jest zalezny od aktywnosci systemoéw naprawczych.

W sytuacji uszkodzenia jednej nici do naprawy zaanga-
zowany zostaje system dziatajacy przez wyciecie nukleotydu
(nucleotide excision repair — NER), naprawy przez wyciecie
zasady (base excision repair — BER) badz naprawy niespa-
rowanych zasad (mismatch repair — MMR).

Pierwszy z nich rozpoznaje wszystkie trzy rodzaje wigzan
generowanych przez leki platynowe, jednak najmniejsza
skuteczno$¢ naprawy wykazuje dla 1,2-wewnatrznicio-
wych wigzan krzyzowych, co $wiadczy o ich decydujacym
udziale w cytotoksycznosci. Zwigkszona ekspresja genéw
NER korelowata z wystapieniem opornosci na cisplatyne.
W odréznieniu od BER system NER rozpoznaje tylko uszko-
dzenia skutkujace znieksztatceniem helisy DNA. Jest to
istotna réznica, poniewaz pewne uszkodzenia, takie jak
parowanie U-A, nie prowadzg do znieksztatcen helisy i nie sg
usuwane przez NER, s natomiast naprawiane przez BER[18].

XRCC1 — enzym naprawczy DNA, nalezy do systemu
BER i posiada polimorficzny gen kodujacy. XRCC1 posia-
da domeneg, ktéra funkcjonuje jako interfejs biatko-biatko
oddziatujacy z polimeraza poli(ADP-rybozy) (PARP). Jest
to palec cynkowy zawierajacy enzym, ktory wykrywa pek-
niecia, a nastepnie usuwa biatka z helisy DNA, dzieki cze-
mu staje sie ona bardziej dostepna dla enzymoéw napraw-
czych.W genie XRCC1 zidentyfikowane zostaty trzy mutacje
z podstawieniem G w miejscu A w pozycji 2 kodonu 399, kté-
re skutkujg zmiang (Arg399GIn) w domenie wiazacej PARP.
W efekcie enzym ten jest mniej zdolny do inicjacji naprawy
DNA z powodu zmienionej charakterystyki naprawczej[18].
Wsrod pacjentéw zzaawansowanym rakiem jelita grubego
wykazano, ze polimorfizm jest mocno zwigzany z opor-
noscig na terapie oksaliplatyna/fluorouracyl [19]. Ponadto
u 0séb z glutaming zamiast argininy w kodonie 399 z po-
wodu niewystarczajacej naprawy lub zwiekszonej tolerancji
uszkodzen wzrasta poziom markeréw uszkadzajacych DNA.
Pacjenci z glutaming w pozycji 399 obcigzeni sg ponad
pieciokrotnie wyzszym ryzykiem niepowodzenia kombi-
nowanej terapii oksaliplatyna/fluorouracyl w poréwnaniu
z pacjentami z dzikim typem allela. W przeciwienstwie do
tego inne mutacje, np. w kodonie 194 i 280, sa niefunkcyjne
i in vivo nie korelujg ze wzrostem poziomu uszkodzert DNA
[18]. Reasumujac, z przeprowadzonych dotychczas badan
wynika, ze istnieje zaleznos¢ pomiedzy nadekspresjg XRCC1
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a opornosciag komérek nowotworowych na terapie lekami
na bazie platyny [20-22].

MMR réwniez zostat zaproponowany jako element
przyczyniajacy sie do rozwoju opornosci komérkowej na
leki platynowe. Uwaza sie, ze posredniczy on w apopto-
zie indukowanej przez cisplatyne i karboplatyne. Komorki
nowotworowe majace deficyt MMR sa 2-3-krotnie opor-
niejsze na terapie lekami platynowymi [10]. Tkanki jader
charakteryzuja sie wysokim poziomem ekspresji genéw
MMR, dlatego tez guzy tam powstate s3 z powodzeniem
leczone cisplatyng [16].

Homologiczna rekombinacja jest uwazana za mecha-
nizm naprawczy w przypadku uszkodzenia obu nici DNA, jak
ma to miejsce podczas tworzenia miedzyniciowych wigzan
krzyzowych przez leki platynowe [10].

Komorkowa tolerancja adduktow

Badania na liniach komérkowych ludzkiego nowotworu
jajnikéw wykazaty nastepujaca zaleznosé: poziom tolerancji
komorki na addukty Pt-DNA jest odwrotnie proporcjonalny
do jej wrazliwosci na lek. Ponadto komorki oporne maja wiek-
szg zdolno$¢ do dalszego pogtebiania zakresu tolerancji [16].

Zjawisko adaptacji komorki do przezycia z uszkodzenia-
mi DNA moze by¢ skutkiem procesu zwanego replication
bypass. Zachodzi on wtedy, gdy polimeraza omija addukt
platyny z DNA, co najczesciej ma miejsce w przypadku
wewnatrzniciowych uszkodzen. Klasyczne replikacyjne
polimerazy DNA typu «, 0 oraz € nie omijajg uszkodzen,
natomiast kilka innych typéw, m.in. 8, 7, {, osiaga ten efekt
poprzez synteze ponad miejscem uszkodzenia (translesion
synthesis) i wstawianiu zasad przez polimerazy w miejscach
uszkodzenia. Nadekspresja genu kodujacego polimeraze
zostata wykazana dla opornych komoérek [10].

Zaktocenia w ekspresji regulatoréw apoptozy réwniez
moga przyczyniac sie do rozwoju opornosci. Dowodéw
dostarczyty eksperymenty na liniach komérkowych nowo-
tworu jajnikéw niereagujacych na leczenie cisplatyna, ktére
wykazaty obnizenie poziomu ekspresji genu Bax, bedace-
go promotorem programowanej Smierci komérki. Z kolei
jego podwyzszony poziom odnotowano w ludzkim raku
ptaskonabtonkowym szyi i glowy, cechujacym sie wieksza
wrazliwoscig na cisplatyne zaréwno w liniach komdrkowych
hodowlanych, jak i in vivo u zwierzat [16].

Nowe leki na bazie platyny

W ostatnich latach zwrécono réwniez uwage na pota-
czenia platyny, w ktérych metal ten wystepuje na IV stopniu
utlenienia, tworzy zwiazki wielordzeniowe, w ktérych wyste-
puja dwa lub wiecej centréw aktywnych oraz na kompleksy
oizomerii trans. Zwiazki te moga tworzy¢ innego rodzaju po-
taczenia z tarczami biologicznymi niz cisplatyna i jej analogi.
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Zwiqzki wielordzeniowe

Zwiazki koordynacyjne platyny zawierajace w swym
skfadzie co najmniej dwa atomy metalu otwierajg nowe
mozliwosci w walce z nowotworami. W ich modelowaniu
decydujaca role odgrywaja trzy czynniki: 1) dtugosci sprezy-
stosc tancucha, 2) zdolnos¢ tworzenia wigzarn wodorowych
i tadunek taricuchéw taczacych oraz 3) geometria liganda
chlorkowego.

Addukty Pt-DNA tworzone przez te zwiazki réznig sie
od tych formowanych przez cisplatyne, dlatego tez sg one
stabo rozpoznawane przez biatka naprawcze DNA. Jedna
z ich najwazniejszych cech w wiazaniu z nicig kwasu de-
oksyrybonukleinowego jest zdolnos¢ do konformacyjnej,
nieodwracalnej zmiany DNA z typu A na typ B. Najwiekszy
odsetek wigzan stanowia wigzania miedzyniciowe o zakresie
od 1-2 do 1-6, co réwniez odrdznia te zwiazki od typowych
pofaczen platyny [23].

Najwazniejszym zwigzkiem wchodzacym w skiad tej
grupy komplekséw jest BBR3464 (ryc. 4). W tym kompleksie
srodkowe centrum aktywne dostarcza grup zdolnych do
tworzenia wigzan wodorowych zatomem tlenu O6 guaniny
oraz O3 tyminy [23]. Seria eksperymentéw poréwnawczych
zcisplatyna na liniach komérkowych ludzkiego nowotworu
jajnikéw dostarczyta licznych dowodéw réznic w dziataniu
obu lekdw, szczegdlnie wzgledem komérek opornych na cis-
platyne.W przeciwienstwie do cisplatyny ten tréjrdzeniowy
kompleks zmienia potencjat membrany mitochondrialnej
w komorkach niewrazliwych na cisplatyne, co skutkuje uwol-
nieniem aktywatoréw proteaz, a nastepnie indukcja apop-
tozy zaleznej od kaspaz [24]. Obecnie zwigzek ten znajduje
sie w |l fazie badan klinicznych i jest testowany pod katem
zastosowania go w terapii nowotworéw przerzutowych
trzustki i ptuc [25, 26].

W4réd dwurdzeniowych komplekséw platyny na uwage
zastuguja zwiazki z serii 1,1/t,t oraz 1,1/¢,c (ryc. 5), ktére sa
obdarzone tadunkiem dodatnim i zawieraja jedna grupe
chlorkowa przy kazdym z 2 centréw aktywnych. Charakte-
ryzujg sie one dobra rozpuszczalnoscig w wodzie oraz wy-
soka skutecznoscig wobec linii komérkowych nowotworéw
opornych na cisplatyne [23].

Leki platynowe o izomerii trans

Obiecujace jako potencjalne leki przeciwnowotworo-
we wydaja sie rowniez kompleksy platyny o izomerii trans.
Zwiazki te dziatajg bardzo wybiérczo na komoérki nowo-
tworowe, dzieki czemu wykazujg niezwykle korzystne
profile toksykologiczne i farmakokinetyczne. Czesto tez
réznia sie spektrum dziatania i sg skuteczne w przypadku
komoérek opornych na cisplatyne [27]. Tworza one cztery
gtéwne grupy kompleksow: 1) trans-[PtCl,(L)(L), gdzie L,
L' = ligandy pirydynopodobne; 2) kompleksy platyny(IV)
o wzorze trans-[PtCl,X,(L)(L), gdzie X = ligand hydroksylowy
lub karboksylowy, L, L' = amina; 3) trans-[PtCl,(L)(L), gdzie
L =amina podstawiona ugrupowaniem alkilowym, L' = izo-
propyloamina; 4) trans-[PtCl,(L)(L), gdzie L, L' = iminoeter.

Poniewaz niska aktywnos¢ przeciwnowotworowa
transplatyny wynika z faktu, ze jest ona metabolizowana
do nieaktywnych pochodnych zanim dotrze do komérki
nowotworowej [28], do czasteczki nowych trans-komplek-
s6w wprowadzono zawade przestrzenng w postaci pirydyny
i jej pochodnych, ktére zmniejszyty szybkos¢ reakcji podsta-
wiania atomoéw chloru. Obszerne ligandy utrudniajg dostep
do atomu platyny, przez co hamujg powstawanie zwigzku
posredniego podatnego na wymiane [27].

Wsréd aktywnych izomeréw trans platyny(IV) z alifatycz-
nymi aminami najlepiej przebadany zostat JM335 (ryc. 6),
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Rycina 6. Wzor strukturalny JM335

Satraplatyna I}

Rycina 7 a, b. Wzory strukturalne komplekséw Pt(IV)

ktoéry wprawdzie wykazat poréwnywalna cytotoksycznosé
z cisplatyng, jednak nie jest z nig krzyzowo oporny [27].
Nowe analogi transplatyny — trans-[PtCl,(NH,)(pipery-
dyna)], trans-[PtCl,(NH,)(piperazyna)] czy trans-[PtCl,(NH,)
(4-hydroksymetylopirydyna)] — tworza w podwdjnej he-
lisie stabilne wigzania krzyzowe wewnatrzniciowe, ktére
termodynamicznie destabilizujg DNA, co znacznie utrudnia
przeksztatcenie tych potaczen w miedzyniciowe [28].

Zwiqzki platyny(IV)

Przed osiggnieciem ostatecznego celu, jakim jest DNA
komorki, duza czes¢ lekdw platynowych zawierajacych Pt(1l)
jest zatracana w wyniku wigzania z biatkami osocza oraz
reakgji ubocznych prowadzacych do dziatan niepozadanych
[29]. W celu poprawy parametréow farmakokinetycznych
lekéw platynowych zsyntetyzowano zwiazki platyny(IV),
petniace funkcje prolekéw, ktére poprzez redukeje do Pt(ll)
nabywaja cytotoksyczng aktywnos¢. Zwiazki te cechuja sie
lepsza skutecznoscig oraz mniejsza szkodliwoscia, gdyz sa
aktywowane wewnatrz komorki.

Kompleksy Pt(IV) zawierajg dwa dodatkowe ligandy
w stosunku do zwigzkdw Pt(ll), czego konsekwencja jest
zmiana geometrii z planarnej na oktaedryczna. Te cechy
w potaczeniu zwysoka kinetyczna obojetnoscia dostarczajag
wielu mozliwosci w projektowaniu nowych lekéw platyno-
wych — tatwiejsza modulacja wiasciwosci farmakokine-
tycznych, stworzenie terapii celowanej, poprawa komfortu
Zycia pacjenta poprzez stosowanie postaci doustnych [30].
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Satraplatyna (ryc. 7a) jest kompleksem Pt(IV), ktory
zakonczyt m.in. Il faze badan klinicznych w monoterapii
pacjentek z przerzutowym nowotworem piersi [31] oraz
terapii skojarzonej z bevacizumabem u pacjentéw z prze-
rzutowym rakiem prostaty [32] i paclitaxelem w terapii nie-
drobnokomaérkowego raka ptuca [33]. Poniewaz jest ona na
tyle stabilna, aby przetrwac niekorzystne dla wielu lekéw
warunki panujace w przewodzie pokarmowym, moze by¢
podawana doustnie. W potaczeniu z kwasem etakrynowym,
ktory jest inhibitorem wszystkich izoenzyméw S-transferazy
glutationu, prezentuje pierwszy przyktad zwigzku Pt(IV),
wykazujacego jednoczesnie dziatanie przeciwnowotwo-
rowe oraz niwelujagcego opornos¢, dzieki czemu moze by¢
stosowana w terapii celowanej [34].

Adamplatyna(lV) (LA-12) (ryc. 7b), analog satraplatyny,
wszedt w | faze badan klinicznych [30]. Sposéb wigzania
tego leku z DNA, typ gtéwnie tworzonych adduktéw oraz
rozpoznawanie przez biatka rodziny HMG nie réznia sie
znacznie od tych prezentowanych przez cisplatyne, jednak-
ze wigzania 1,2-GG wewnatrzniciowe adamplatyny sa mniej
skutecznie usuwane przez NER. Ponadto badania wykazaty,
ze dezaktywacja LA-12 przez zwiazki zawierajace siarke (np.
glutation czy metalotioneiny) odgrywa znacznie mniejsza
role w mechanizmie opornosci na ten lek, w przeciwienstwie
do cisplatyny. Zwiekszona akumulacja adamplatyny w ko-
mérkach, silniejsza inhibicja polimeryzacji DNA i ostabiona
naprawa jego uszkodzen oraz tworzenie wigzan krzyzowych
z proteinami réznig sie od tych obserwowanych po podaniu



cisplatyny. Te unikalne wtasciwosci LA-12 moga w przyszto-
sci przyczynié sie do jego szerokiego wykorzystania w terapii
przeciwnowotworowej [35].

Nowe trendy w terapii przeciwnowotworowej
z zastosowaniem kompleksow metali

Terapia choréb nowotworowych klasycznymi lekami
platynowymi cechuje sie duza skutecznoscia, jednak ob-
cigzona jest wieloma efektami ubocznymi, znacznie po-
garszajacymi jakos¢ zycia pacjentéw, a czasami wrecz za-
grazajacymi ich zyciu. Dlatego tez prowadzone badania
nad nowymi srodkami przeciwnowotworowymi skupiaja
sie na bardziej selektywnym dostarczaniu cytostatykéw do
komorek nowotworowych i/lub ich aktywacji w komorce
(w przypadku prolekéw) oraz poszukiwaniu nowych pota-
czen skierowanych na nieklasyczne cele — biatka i enzymy
nowotworzenia.

W klasycznej chemioterapii lek platynowy, aby zadzia-
fa¢, musi dostac sie do wnetrza komérki, w przeciwnym
razie wykazuje on swojg aktywnos¢ poza nowotworem, co
prowadzi do toksycznosci ogdlnej badz tez sprawia, ze zo-
staje szybko usuniety z organizmu w formie niezmienione;j.
Skonstruowanie systeméw dostarczajacych leki bezposred-
nio do komérki pozwolito na rozwiazanie tych problemow.
Jednym z przyktadéw moze by¢ inkapsulacja cisplatyny
i karboplatyny w ferrytynie, magazynujacej w normalnych
warunkach Zelazo, ktéra jest internalizowana przez niektére
tkanki nowotworowe. Nosnikami lekéw moga by¢ réwniez
otrzymywane z bakterii minikomorki (o wielkosci 400 nm)
pozbawione jadra, ktdre oznaczone specyficznymi prze-
ciwciatami — docieraja z tadunkiem (np. cisplatyna) do
odpowiednich komdrek nowotworowych [36].

Do przenoszenia lekéw wykorzystuje sie takze jedno-
scienne nanorurki weglowe (single-walled carbon nanotube
— SWNT), ktére transportujg mate molekuty do komérek
poprzez zalezng od klatryn endocytoze. SWNT jest zwigza-
na z substratem za pomoca wigzan disiarczkowych, ktére
w redukujacym srodowisku endosomu zostajg przerwane,
i nastepuje uwolnienie substancji transportowanej oraz jej
internalizacja w komérce. Ten sposéb zostat wykorzysta-
ny do dostarczania komplekséw Pt(IV) o wzorze c,c,t-[Pt
(NH,),Cl,(OEt)(0,CCH,CH,CO,H)] bezposrednio do komérek
raka jader. W normalnych warunkach byty one niewrazliwe
na ten zwiazek, jednak przy pomocy SWNT stezenie leku
w cytoplazmie wzrosto 6-krotnie, dzieki czemu ujawnit on
swojg cytotoksycznos¢ [37].

Sadleriwsp. zastosowali reakcje fotoaktywacji zwiazkow
Pt(IV) i w ten sposdb udato im sie osiggna¢ kontrolowana
redukcje tych komplekséw. Metoda ta moze by¢ uzyteczna
w terapii nowotworéw tatwo dostepnych na dziatanie pro-
mieniowania. Pierwsze udane préby dotyczyly nowotworu
pecherza moczowego oraz skory [36].

Cytochrom c jako sygnatowe biatko apoptozy

Mitochondrium to unikalna organella komoérkowa, dba-
jaca o zachowanie homeostazy. Jedng z najwazniejszych
protein wchodzacych w jej skfad jest cytochrom c. Jest to
wielofunkcyjny enzym zaangazowany zaréwno w procesy
zapewniajace przezycie, jak i $mier¢ komorki. Uczestniczy
w transporcie elektronéw przez faricuch oddechowy, a za-
tem jest niezbednym elementem dla wytwarzania energii
oraz bierze udziat w formowaniu apoptosomu. Najnowsze
badania nad dodatkowymi funkcjami cytochromu ¢, taki-
mi jak aktywnos¢ peroksydacyjna wzgledem kardiolipin
[38-41] czy tez wykrycie czterech miejsc fosforylacji, poka-
zuja, ze rodzaj dziatania podjetego przez te hemoproteine
jest zalezny od $ciezki sygnalizacyjnej, jaka na nig aktualnie
wptynie. Dlatego tez tak istotne jest poznanie mechani-
zmow regulujacych te sciezki, co pozwolitoby na stworze-
nie terapii celowanych w réznych chorobach zwigzanych
z procesem apoptozy.

Sciezki apoptozy

Zgodnie z najnowszymi doniesieniami z literatury ist-
nieje kilkanascie proceséw odpowiedzialnych za smier¢
komorki. Sg one podzielone na dwie grupy. Procesy typowe,
do ktérych zaliczane sg apoptoza, nekroza, autofagia i kor-
nifikacja, oraz procesy nietypowe, na ktére sktada sie m.in.
katastrofa mitotyczna, anoiksis, pyroptoza czy netoza [42,
43]. Najwazniejszym z nich jest jednak apoptoza (progra-
mowana $mier¢ komorki typu 1) — kluczowy, fizjologiczny
proces niezbedny do utrzymania prawidtowego rozwoju
tkanek i zachowania homeostazy organizmu, obejmujacy
pojedyncze komérki. Jednoczesnie jakiekolwiek zaktécenie
w jej przebiegu moze przyczynic sie do wystapienia licznych
stanéw patologicznych, takich jak choroby neurodegene-
racyjne, sercowo-naczyniowe, autoimmunologiczne oraz
nowotwory. Po raz pierwszy apoptoze opisali okoto 40 lat
temu Kerr, Wyllie oraz Currie. Zauwazyli oni szereg cech
morfologicznych towarzyszacych temu zjawisku, np. tworze-
nie pecherzykéw, kondensacje chromatyny, fragmentacje
jadra, utrate zdolnosci adhezyjnych (w przypadku komérek
wykazujacych wczesniej te wiasciwosc), zaokraglenie oraz
kurczenie. Do biochemicznych cech zwigzanych zapoptoza
nalezy zaliczy¢ wysoka mase czasteczkowa, fragmentacje
DNA, eksternalizacje fosfatydyloseryny i proteolityczne
ciecie wielu wewnatrzkomérkowych substratéw. Zmiany
struktury btony komérkowej powodujg szybka fagocytoze
komorek apoptotycznych, co pozwala unikna¢ uwolnienia
ich sktadnikéw do przestrzeni miedzykomérkowej i zapo-
czatkowania procesu zapalnego [44].

Programowana $mier¢ komérki jest Scisle kontrolowa-
nym zjawiskiem, w ktérym obumarcie zostaje wyegzekwo-
wane poprzez aktywacje odpowiednich $ciezek sygnali-
zacyjnych. Pomimo tego, iz biochemiczne i molekularne
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czynniki bioragce udziat w apoptozie sg skomplikowane
i niecatkowicie poznane, dotychczasowe badania wyrézniaja
jako istotne ,receptory smierci” (death receptors) kaspazy,
mitochondria, rodzine biatek BCL-2 oraz geny supresorowe
nowotworu.

W zaleznosci od czynnika inicjujgcego badz rodza-
ju komérek aktywowane moga by¢ dwie gtéwne sciezki
apoptotyczne: zewnetrzna i wewnetrzna. Pierwsza zacho-
dzi za posrednictwem ,receptoréw $mierci’, druga zostaje
zapoczatkowana wewnatrz komorki wskutek zaktocenia jej
homeostazy i uczestnicza w niej liczne organelle, takie jak
retikulum endoplazmatyczne, aparaty Golgiego, lizosomy
oraz mitochondria, ktére prawdopodobnie odgrywaja naj-
istotniejsza role w przebiegu tego procesu [45].

Zewnetrzna sciezka apoptotyczna

W zewnetrznej $ciezce apoptotycznej sygnat lub ligand
pochodzacy z przestrzeni miedzykomoérkowej oddziatuje
z receptorem osadzonym w btonie komérkowej, inicjujac
tym samym kaskade zdarzen prowadzacych do programo-
wanej $mierci. Rodzina, receptoréw Smierci” skfada sie m.in.
zbiatek FASiTNF (tumor necrosis factor — czynnik martwiczy
nowotworéw). Receptory te zbudowane sg z dwdch ele-
mentéw — zewnatrzkomdrkowej domeny wiazacej ligandy,
bogatej w czasteczki cysteiny, oraz wewnatrzkomoérkowej
»~domeny smierci”(death domain — DD). W momencie przy-
faczenialiganda, receptory Smierci” przekazuja sygnat cyto-
zolowym biatkom adaptorowym np. FADD (Fas-associated
death domain), RIP, ktére z kolei aktywujg kaskade kaspaz
i/lubinne Sciezki sygnalizacyjne, np. kinazy MAP [45]. Czyn-
niki uszkadzajace DNA czesto oddziatujg na receptory sciezki
zewnetrznej, np. kompleks DIS, sktadajacy sie z FADD, pro-
kaspazy 8i 10, przez co posrednio inicjuja kaskade kaspaz,
zakonczong strawieniem nici kwasu deoksyrybonukleino-
wego przez DNA-ze CAD (caspase-activated DNAse), a takze
jednoczesnga inaktywacje komaorkowych protein jako wynik
dziatania kaspazy 37 [46].

Kaspazy naleza do grupy cytozolowych proteazi petnia
wazna role inicjujaca oraz wykonawcza w procesie apoptozy.
Ze wzgledu na specyficznos¢ wzgledem substratu i rodzaj
wykonywanych funkgcji dzielg sie na kaspazy inicjatorowe
(np.kaspaza 8,9i 10), ktére daja poczatek sygnatowi apopto-
tycznemui nasilaja go, oraz kaspazy efektorowe (np. kaspaza
2,3,6i7), rozktadajace wiele waznych sktadnikéw komorki.
W momencie przytaczenia liganda wywotujacego apoptoze
do ,receptora $mierci” biatka adaptorowe domen $mierci
bezposrednio aktywuja kaspazy inicjatorowe [45].

Wewnetrzna Sciezka apoptotyczna

W przeciwienstwie do zewnetrznej $ciezki apoptotycz-
nej wewnetrzna Sciezka zapoczatkowana zostaje wewnatrz
komorki jako skutek zaktécenia homeostazy [45]. Istotng role
w jej przebiegu petnig mitochondria, ktére w komoérkach
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apoptotycznych pozostawaty nienaruszone, podczas gdy
jadrowa chromatyna iinne sktadniki komérkowe ulegaty kon-
densacji. Prawidtowa produkcja ATP zapewniona wylacznie
przez nienaruszone mitochondria wydaje sie by¢ niezbedna
przy przeprowadzaniu kontrolowanej delecji komorki [47].

O nieodwracalnym rozpoczeciu procesu apoptozy
$wiadczy wystapienie dwdch zjawisk: kaskada aktywaciji ka-
spaz oraz zmiana przepuszczalnosci btony mitochondrialnej.
W przeciwienstwie do btony zewnetrznej przepuszczalnos¢
btony wewnetrznej mitochondrium z towarzyszacym jej
obrzekiem mitochondrium nie zawsze pojawia sie pod-
czas programowanej $mierci komorki. Biatka przebywajace
w przestrzeni miedzybtonowej w prawidtowych warunkach
— cytochrom ¢, drugi mitochondrialny aktywator kaspaz,
kinaza adenylanowa, czynnik indukcji apoptozy (apoptosis
inducing factor — AIF), a takze niektére prokaspazy (np. 2,
3 oraz 9) podczas apoptozy zostaja uwolnione do cytopla-
zmy. Wydostanie sie czasteczek proapoptotycznych poza
mitochondrium skutkuje szybkim zapoczatkowaniem ka-
skady reakcji prowadzacej do smierci komérki. Mechanizmy
odpowiedzialne za apoptotycznga przepuszczalnos¢ btony
zewnetrznej oparte sg na dwoch teoriach. Wedtug pierwszej
zewnetrzna btona mitochondrialna ulega nieswoistemu
przerwaniu; druga zaktada powstawanie w zewnetrznej
btonie mitochondrialnej kanatéw, ktére umozliwiaja wyptyw
cytochromu c [48].

Jednym z czynnikéw wptywajacych na zmiane prze-
puszczalnosci btony mitochondrium sa biatka rodziny BCL-2
(B-cell lymphoma 2), nalezace do grupy protoonkogenéw.
W momencie aktywacji biatko proapoptotyczne BAX zostaje
umieszczone w membranie mitochondrium i zwieksza jej
przepuszczalnos¢, przyczyniajac sie w ten sposéb do uwol-
nienia zawartosci macierzy i w nastepstwie — apoptozy.
Z kolei antyapoptotyczne biatko BCL-2 hamuje aktywnos¢
BAX, dzieki czemu potencjat btony mitochondrialnej nie ule-
ga zmianie. Przedstawione fakty swiadcza o tym, ze $mier¢
komoérki w duzej mierze zalezy od réwnowagi pomiedzy
obiema frakcjami tych biatek.

Kolejnym istotnym czynnikiem wptywajacym na zmiane
przepuszczalnosci btony mitochondrialnej sg reaktywne
formy tlenu (reactive oxygen species — ROS). Wolne rodniki
tlenowe produkowane sa w mitochondrium na poziomie
faricucha oddechowego. W wyniku zachwiania homeosta-
zy komorki przez rézne czynniki uszkadzajace moze dojsc¢
do nadprodukgcji ROS. Ich nadmiar skutkuje zwiekszeniem
przepuszczalnosci btony mitochondrialnej oraz dalszym
zaktéceniem taricucha oddechowego, co dodatkowo na-
sila produkcje kolejnych wolnych rodnikéw tlenowych.
Powstaje wiec sprzezenie zwrotne dodatnie. Uszkodzenie
membrany mitochondrium bezposrednio utatwia wyptyw
cytochromu ¢ do cytozolu [47]. Badania wykazaty, ze ROS
moga réwniez posrednio zwiekszac utrate tej hemoproteiny
z macierzy mitochondrialnej poprzez interakcje z kardioli-



Rycina 8. Struktura przestrzenna czasteczki cytochromu c [55]

pinami — fosfolipidami wchodzacymi w sktad wewnetrznej
btony mitochondrialnej, ktére zawieraja podatne na atak
ROS nienasycone kwasy ttuszczowe. W prawidtowych wa-
runkach cytochrom c pozostaje przytaczony do czasteczki
kardiolipiny. Peroksydacja lipidow powoduje zerwanie tego
pofaczenia i uwolnienie cytochromu c do cytoplazmy [49],
poza tym eksperymenty wykazaty udziat ROS w zewnetrznej
Sciezce apoptotycznej w powigzaniu z TNFR i FAS. Two-
rzenie wolnych rodnikéw tlenowych czesto jest zwigzane
z ekspozycja na metale, co tez uwaza sie za gtéwna przy-
czyne apoptozy przez nie indukowanej.

Geny supresorowe nowotwordéw takze zdolne s3 do
wywotywania programowanej smierci komorki. W wyni-
ku uszkodzenia DNA zostaje aktywowany gen p53, ktéry
hamuje ekspresje gendw dla biatka BCL-2, a jednoczesnie
nasila ekspresje proapoptotycznych gendw, takich jak BAX
czy FAS [45].

Chociaz przez lata Smier¢ komorki na drodze apopto-
zy uwazana byta za proces nie-immunogenny, najnowsze
badania pokazuja, ze oksaliplatyna prowadzi do $mierci
komérki nowotworowej na drodze immunogennej apop-
tozy [50-52]. Aby do apoptozy komérki doszto w wyniku
odpowiedzi immunologicznej konieczne jest spetnienie
wielu warunkéw, a w szczegélnosci wymagana jest pro-
apoptotyczna ekspozycja karletikuliny i postapoptotyczne
uwolnienie biatka HMGB1. Pomimo wielu podobienstw
pomiedzy cisplatyna i oksaliplatyna mechanizm ich dziata-
nia, prowadzacy do apoptozy komorki nowotworoweyj, jest
rézny. Najwazniejsza réznica na poziomie biochemicznym
dotyczy poziomu ekspozycji karletikuliny (CRT) — pierw-

szego czynnika niezbednego do immunogennej smierci
komérki. Oksaliplatyna w odréznieniu od cisplatyny sty-
muluje translokacje CRT z retikulum endoplazmatycznego
do przestrzeni komérki. Jakkolwiek oba zwigzki w podobny
sposob indukuja uwolnienie HMGB1 — drugiego wyznacz-
nika immunogennosci, uwaza sie, ze cisplatyna wywotuje
Smier¢ komérki na drodze nieimmunogennej apoptozy.
Réznica ta moze by¢ prawdopodobnym wyjasnieniem braku
skutecznosci cisplatyny w terapii chorych zzaawansowanym
rakiem jelita grubego orazinnych nowotworéw wrazliwych
na oksaliplatyne [51].

Budowa i funkcje cytochromu ¢
Budowa cytochromu c

Cytochrom c jest mitochondrialng proteing kodowana
przez DNA jadrowe, zbudowang u ssakéw ze 104 amino-
kwaséw (ryc. 8). Synteza formy prekursorowej, zwanej apo-
cytochromem ¢, zachodzi na rybosomach w cytoplazmie.
Nastepnie zostaje ona przetransportowana do zewnetrznej
powierzchni wewnetrznej btony mitochondrialnej. Czastecz-
ka apocytochromu c nie posiada hemu, dopiero jego przy-
faczenie za pomoca enzymu — liazy hemowej — skutkuje
powstaniem czynnej fizjologicznie holoproteiny [47, 54].
Grupa hemowa potaczona jest kowalencyjnie z tanncuchem
peptydowym za pomoca wigzarn pomiedzy ugrupowaniami
tioeterowymi reszt cysteiny 14i 17 a grupami winylowymi
protoporfiryny. Zelazo hemowe znajduje sie w konfigura-
¢ji heksakoordynacyjnej z His-18 i Met-80 jako ligandami
aminokwasowymi.Wigzanie pomiedzy zelazem hemowym
a Met-80 powoduje powstanie stabego pasma absorpcyj-
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Rycina 9. Schemat przedstawiajacy kaskade aktywacji kaspaz zainicjowana uwolnieniem cytochromu c do cytoplazmy (mtCyt c — mito-
chondrialny cytochrom c¢; cCyt ¢ — cytozolowy cytochrom ¢; PARP — poli(ADP-rybozo)polimeraza) [47]

nego przy dtugosci fali 695 nm na widmie utlenionego
cytochromu c. Grupa hemowa znajduje sie w srodowisku
hydrofobowym wskutek sgsiedztwa faricuchéw bocznych
aromatycznych i alifatycznych aminokwaséw oraz ligandow
zelaza — Met-80 i His-18. Tylko 7,5% powierzchni hemu
jest eksponowane na otaczajacy proteine rozpuszczalnik
ifragment ten stanowi miejsce przenoszenia elektronéw od
kompleksu bc, do oksydazy cytochromowe;j [53].

Rola cytochromu c w procesie
fosforylacji oksydacyjnej

Celem procesu fosforylacji oksydacyjnej jest wytworze-
nie ATP (adenozyno-5'-trifosforan), bedacego nosnikiem
energii chemicznej niezbednej do prawidtowego funkcjono-
wania komérki. Proces ten zachodzi w kompleksie zwigzkéw
zlokalizowanych w wewnetrznej btonie mitochondrialnej,
z ktérych czes¢ tworzy fancuch transportujacy elektrony
(elektron transport chain — ETC), a cze$¢ — syntaze ATP.
Syntaza ATP to obrotowy nano-silnik zmieniajacy potencjat
membranowy w energie rotacyjna, a nastepnie chemiczna,
zwigzang w wysokoenergetycznym wiagzaniu powstatym
przez przytaczenie reszty fosforanowej do ADP. Fosforylacja
oksydacyjna jest napedzana dzieki réznym czasteczkom
dostarczajacym elektrony do faricucha oddechowego, np.
NADH i FADH,,. Przemieszczaniu elektronéw przez dehydro-
genaze NADH (kompleks ETCI), kompleks bc, (11} i oksydaze
cytochromowa (IV) towarzyszy uwolnienie energii, ktéra
jest wykorzystywana do przepompowywania jonéw H*
z macierzy mitochondrialnej do przestrzeni miedzybtono-
wej. Réznica w stezeniach protonéw po obu stronach btony
skutkuje powstaniem potencjatu btony mitochondrialnej
(AW ). Jest on wykorzystywany przez syntaze ATP (kom-
pleks V) do produkcji czasteczek adenozyno-5'-trifosforanu.
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Cytochrom c jest pojedynczym przenosnikiem elektronéw
pomiedzy kompleksem bc; a oksydaza cytochromowa
w koricowej czesci ETC. Na tym etapie zredukowany cyto-
chrom c przekazuje elektron kompleksowi IV, co po czterech
cyklach pozwala na redukcje atomu tlenu poprzez wytwo-
rzenie z protonami czasteczki wody. Zjawisku temu towa-
rzyszy wydzielenie wolnej energii AG” =-100 kJ/mol [53].

Rola cytochromu c w procesie apoptozy
Fundamentalne znaczenie cytochromu c dla rozwoju
i zycia komorki wynika nie tylko z jego udziatu w produkgji
ATP, lecz takze petnienia kluczowej roli w procesie apoptozy.
Obecnie przyjeto, ze najistotniejszym etapem w wyzwalaniu
mitochondrialnej $ciezki apoptotycznej jest uwolnienie do
cytoplazmy cytochromu c (ryc. 9) [53]. Tam uczestniczy on
w tworzeniu apoptosomu, czyli kompleksu aktywujacego
kaspaze 9. Eksperymenty wykazaty, ze cytochrom c, APAF-1
(apoptotic protease-activating factor 1), prokaspaza 9 i dATP/
/ATP s3g konieczne i zarazem wystarczajace do utworzenia
apoptosomu, aczkolwiek moga by¢ réwniez zaangazowa-
ne dodatkowe proteiny, np. XIAP (X-chromosome-linked
inhibitor of apoptosis). APAF-1 wystepuje w cytoplazmie
w formie nieaktywnego monomeru o zamknietej konforma-
cji. Przytaczenie sie cytochromu c do domeny WD40 APAF-1
stabilizuje uzyskang przez niego konformacje otwarta
i pozwala na hydrolize dATP/ATP, zwigzanego uprzednio
z kompleksem apoptosomu przy pomocy domeny wigza-
cej nukleotydy. Nastepuje wymiana nukleotydu, a po niej
oligomeryzacja z wytworzeniem polimeru zbudowanego
z 7 czasteczek APAF-1. Heptamer rekrutuje i aktywuje cza-
steczki prokaspazy 9 przy udziale domeny CARD (caspase
recruitment domain) [56]. Zwigzane kaspazy 9 aktywuja
poprzez ciecie kaspazy 3, ktére sg uwazane za gtéwne en-



zymy efektorowe apoptozy. Duze znaczenie cytochromu c
dla przebiegu tego procesu potwierdzity badania, ktére
wykazaty, ze w komérkach pozbawionych cytochromu c
wystepuje znaczne ostabienie aktywacji kaspaz 3 po ekspo-
zycji na czynniki stymulujace apoptoze. Inne eksperymenty
dostarczyty dowoddw na to, ze uwolnienie cytochromu c
stymuluje wiazanie trifosforanu inozytolu (IP3) do recep-
torow, skutkujace wyrzutem jonow Ca?* do cytoplazmy,
i w konsekwencji aktywacja AIF (apoptosis inducing factor).

Uwalnianie cytochromu c z przestrzeni miedzybto-
nowej mitochondrium moze by¢ selektywnym procesem
wymagajacym przekroczenia pewnego progu stezenia tej
hemoproteiny w cytozolu. W takich warunkach przebiega
on nieodwracalnie w kierunku programowanej $mierci ko-
mérki [53].

Badacze przypuszczaja, ze stopien utlenienia cytochro-
mu ¢ réwniez moze wptywac na formacje apoptosomu;
utleniona i zredukowana forma cytochromu c moga réznic
sie miedzy soba powinowactwem do APAF-1 i/lub zdolno-
$cig jego aktywacji [56].

Zaburzenia funkcjonowania cytochromu c czesto prowa-
dza do wystapienia ciezkich schorzen. Przyktadem moga by¢
choroby neurodegeneracyjne, spowodowane zniszczeniem
neurondéw wskutek indukcji apoptozy. Nieprawidtowosci
w dziataniu mitochondrium i w konsekwencji uwolnienie
cytochromu c do cytoplazmy, a nastepnie programowana
Smier¢ komorki zostaty wykazane zaréwno dla ostrych ura-
z6w neurologicznych (np. udar mézgu), jak i wielu choréb
przewlekiych (plasawica Huntingtona, choroba Parkinsona,
stwardnienie zanikowe boczne). Zapobieganie apoptozie
poprzez jak najwieksze zmniejszenie uwalniania cytochromu
c do cytozolu daje nadzieje na spowolnienie progresji wyzej
wymienionych chronicznych choréb neurologicznych [53].

Oddziatywanie kompleksow
platyny z cytochromem c

Stosowanie lekéw platynowych niesie ze soba wiele
dziatan niepozadanych, dlatego tez prowadzone sa bada-
nia nad nowymi, lepszymi pochodnymi. Powoli odchodzi
sie réwniez od projektowania zwigzkéw platyny, ktérych
gtéwnym celem ataku jest DNA. Zwraca si¢ natomiast uwa-
ge na inne elementy komdérki, ktére sg kluczowe dla jej
zywotnosci. Stad tez zainteresowanie cytochromem c beda-
cym wielofunkcyjnym enzymem uczestniczagcym zaréwno
w procesach przezycia, jak i Smierci komérki.

Badania dowiodly, ze cisplatyna wykazuje duze powino-
wactwo do zwigzkdw zawierajacych siarke, co skutkuje wy-
stepowaniem wielu efektéw ubocznych podczas farmako-
terapii. W celu doktadniejszego zbadania tego zagadnienia
przeprowadzono serie eksperymentéw z réznymi zwigzkami
zawierajacymi atomy siarki, w tym réwniez z cytochromem ¢
[57]. W miare rozwoju badan i odkrywania kolejnych funkgji,
jakie w komorce spetnia ta hemoproteina, udowodniono,

ze poprzez dziatanie lekdw platynowych na cytochrom c
mozna wptynad na szereg procesdéw kluczowych dla funk-
cjonowania komérki, w tym na proces apoptozy.

Okreslenie miejsc wigzania kompleksow
platyny z biatkiem

Jak wczesniej wspomniano, cisplatyna wykazuje nieco
wyzsze powinowactwo do donoréw siarkowych w poréw-
naniu z N-donorami [58]. W przypadku cytochromu c szcze-
golnie predysponowane do przytaczenia komplekséw Pt(ll)
sgtancuchy boczne kilku aminokwaséw, tj. cysteiny, metio-
niny i histydyny. W celu okreslenia potencjalnych miejsc
wigzania lekéw platynowych dokonano analizy sekwencji
aminokwasowej biatka oraz jego struktury krystalicznej,
a nastepnie wytypowano 7 aminokwaséw cechujacych
sie dobrg dostepnoscia: Cys-14, Cys-17, Met-65, Met-80,
His-18, His-26 i His-33 [59]. Z wymienionych aminokwa-
séw Met-80 ma szczegdlne znaczenie dla prawidtowego
funkcjonowania cytochromu ¢, poniewaz tworzy ona wia-
zanie z zelazem jednostki hemowej, odpowiedzialne za
wysoki potencjat redukcyjny tej hemoproteiny. Wigzanie
to generuje specyficzne pasmo przy dtugosci fali réwnej
416 nm w widmie uzyskanym za pomoca spektroskopii
dichroizmu kotowego. Pasmo to jest wskaznikiem obecno-
$ci wigzania aksjalnego Fe(lll)-Met-80 i zanika w przypadku
jego uszkodzenia lub zerwania, spowodowanego zmiang
konformacji biatka wywotanga przez srodki denaturujace lub
przytaczenie czasteczek wykazujgacych powinowactwo do
tej hemoproteiny [60].

Zaangazowanie Met-80 i His-18 w utworzenie wigzania
z zelazem jednostki hemowej, a dwdch reszt cysteinowych
(Cys-14iCys-17) w przytaczenie grupy hemowej do fanicucha
polipeptydowego, powoduje, ze sa one mato podatne na
interakcje z kompleksami Pt(ll) [59].

Pierwsze badania majace na celu doktadne okreslenie
miejsc wigzania lekéw platynowych z cytochromem c zo-
staty przeprowadzone z uzyciem techniki protonowego
rezonansu jadrowego 'H NMR. Produkty reakcji kompleksow
platyny z cytochromem ¢ poddano chromatografii jono-
wymiennej, w wyniku czego uzyskano 3 frakcje, nazwane
odpowiednio A, B i C. Frakcje A stanowit gtéwnie natywny
cytochrom ¢, natomiast frakcje B i C zawieraty addukty cis-
platyna-cyt ¢ w stosunku molowym Pt:Fe réwnym 1:1. Na-
stepnie wykonano widmo "H NMR kazdej z frakcji. Widma
B i C byly prawie identyczne i posiadaty, odrézniajacy je od
widma A, pik pochodzacy od Met-65. Przesuniecia chemicz-
ne His-26 i His-33 nie roznity sie miedzy soba w zadnym
zwidm, co pozwalato na stwierdzenie, ze leki platynowe wia-
3 sie z cytochromem c poprzez grupe tioeterowa Met-65
[61]. W tym miejscu nalezy przypomnie(, ze wigzanie cispla-
tyny z siarka tioeterowa metioniny odgrywa decydujaca role
w metabolizmie leku, jego wigzaniu z biatkami i transferze
do DNA [62, 63]. Z drugiej strony badania metoda rentgeno-
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grafii strukturalnej pokazaly, ze histydyna odgrywa kluczowa
role w wigzaniu lekéw na bazie platyny z biatkami [64-67].

Pozniejsze badania potwierdzity prawdziwos¢ zatozenia,
ze pierwszorzedowym miejscem wigzania lekéw platyno-
wych z cytochromem c jest Met-65, natomiast His-26 i His-33
stanowig miejsca drugorzedowe. Jeden z eksperymentéw
polegat na poddaniu procesowi trawienia trypsyna natu-
ralnego cytochromu c oraz jego adduktéw z cisplatyna,
a nastepnie analizie produktéw za pomocg spektrometrii
masowej z transformacja Fouriera. Wysoka doktadnosc¢ tej
techniki pozwolita na ustalenie miejsc wigzania z niezwykta
precyzja. Badania te dowiodty réwniez, ze wzrost stosunku
molowego Pt:cyt c zwieksza odsetek powstatych adduktéw
lek-biatko [68].

W najnowszych badaniach strukturalnych adduktu cis-
platyna-cytochrom c prébowano ostatecznie potwierdzi¢
sposéb i miejsca wigzania leku. Uzyskane monokrysztaty
pokazaty, ze cisplatyna z cytochromem c tworzy 2 typy
adduktow. Pierwszy z nich tworzy fragment [Pt(NH,),CII*,
skoordynowany w sposéb monokleszczowy z Met65, drugji,
[Pt(NH,),1*, zwigzany jest w sposdb dwukleszczowy jedno-
czesnie zMet65 oraz Glu65. Nie byly obserwowane wigzania
zresztami histydynowymi uwazanymi za niezwykle istotne
w wigzaniu lekéw platynowych z biatkami. Interesujacy jest
fakt, ze wigzanie cisplatyny z cytochromem c nie wptywa
znaczaco na ogdlng konformacje biatka i jednostki hemowej.
Obok niewielkich modyfikacji w pozycji faricuchéw bocz-
nych najbardziej znaczace réznice w strukturze cytochromu
obserwowane byty blisko miejsc wigzacych platyne [69].

Reasumujac, przeprowadzone dotychczas badania wy-
kazuja, ze platynowanie biatka ma rézny charakter, nawet
w tym samym systemie biatkowym, a takze w obrebie jed-
nego miejsca wiagzacego sposéb wigzania leku (jedno- lub
dwukleszczowy) moze by¢ rézny.

Okreslenie ilosci leku zwigzanego z biatkiem

W badaniach przeprowadzonych przez Casini i wsp.
z uzyciem technik spektroskopowych [70] probki karbo-
platyny oraz cytochromu c przygotowano w warunkach
zblizonych do fizjologicznych i zastosowano trzykrotny nad-
miar leku w stosunku do biatka. Analiza otrzymanych widm
wykazata tworzenie dwdch réznych strukturalnie adduktéw,
jednak oba posiadaty stosunek molowy Pt:cyt c réwny 1:1.
Podobne wyniki uzyskano w badaniu przeprowadzonym
przez Gabbiani i wsp. [59], w ktérym prébki przygotowano
w ten sam sposdb. Réwniez w tym przypadku na widmie
ESI-MS komplekséw karboplatyny z cytochromem ¢ wyka-
zano obecnos¢ dwéch gtéwnych multipletéw odpowiada-
jacych powstatym dwu typom adduktéw. Pierwszym byt
kompleks cytochromu c z grupa [Pt(NH3)2]2+ (ok. 12586
Da), natomiast drugim — pofaczenie hemoproteiny z cza-
steczka karboplatyny, ktdra nie utracita liganda cyklobuty-
lodikarboksylowego (12700-12750 Da). Zmiana warunkéw
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inkubacji (wydtuzenie czasu trwania inkubacji z trzech dni
do tygodnia, zwiekszenie stosunku molowego wyjsciowych
reagentéw — Pt:cyt ¢ = 10:1) nie wptyneta na rodzaj two-
rzonych adduktéw — nadal przewazajaca grupe stanowity
monoaddukty [59].

llosciowa analize oddziatywania cisplatyny z cytochro-
mem c przeprowadzili m.in. Jiang i wsp. [61]. Reakcje tych
dwu reagentéw prowadzono w srodowisku buforu fosfora-
nowego o pH=5,50 oraz7,00iinkubowano w temperaturze
25°C przez 24 h. Po tym czasie przeprowadzono rozdziat
w kolumnie chromatograficznej. W wyniku rozdziatu otrzy-
mano trzy frakcje, z ktérych jedna okazata sie by¢ natywnym
cytochromem ¢, natomiast dwie pozostate zawieraty adduk-
ty cisplatyny z hemoproteing o masie zblizonej do 1,2-10*
Da, co oznaczato, ze cisplatyna w warunkach eksperymentu
tworzy z cytochromem ¢ monomery. Zmiana warunkéw
przygotowania prébek, tj. zwiekszenie temperatury inku-
bacji do 37°C oraz wydtuzenie czasu jej trwania do 72 h,
doprowadzito do otrzymania niewielkich ilosci dimeréw
cytochromu c z cisplatyna. Nie wykluczono zatem, ze
w drastyczniejszych warunkach eksperymentu siarka grupy
tiolowej cysteiny w taricuchu aminokwasowym cytochromu
c zwieksza labilno$¢ grupy aminowej cisplatyny, powodujac
zmiane jej pofozenia w czasteczce z cis na trans, dzieki czemu
mozliwe staje sie przytaczenie drugiej molekuty biatka [61].
Z kolei wyzej wspomniane badania Casinii wsp. [70] dostar-
czyly szczegétowych informacji na temat produktéw po-
wstatych w wyniku reakgji 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 biatka. Widma ESI-MS pomogty okresli¢ stosunki molo-
we sktadnikéw wytworzonych adduktéw. Intensywny multi-
plet, odpowiadajacy masie 12589 Da, stanowit cytochrom ¢
zwigzany z resztg [Pt(NH,),]**. Drugi multiplet wystapit przy
masie 12816 Da dla adduktu ztozonego z hemoproteiny
i dwdch reszt [Pt(NH,),]2*. Zaobserwowano réwniez stabe
sygnaly odpowiadajace stosunkowi Pt:cyt c rbwnemu 3:1.
Zatem wyniki tych badan wykazaty, ze cisplatyna tworzy
z cytochromem c wiele adduktéw, w ktérych stosunek Pt-
-biatko przyjmuje wartosci w zakresie od 1:1 do 3:1 [70].
Badania przeprowadzone przez Zhao i Kinga z uzyciem
ESI-MS [68] wykazaty, ze gtéwnym produktem tworzonym
przez cisplatyne i cytochrom c jest monoaddukt cyt c-Pt
(NH,),(H,0), natomiast brak jest potaczenia cyt c-Pt(NH,),Cl,
€0 0znacza, iz biatko jest przytaczane w miejscu czasteczki
wody podwajnie uwodnionej cisplatyny.

W poréwnawczym badaniu interakcji transplatyny z cy-
tochromem ¢, opisanym przez Casini i wsp. [70], wykazano,
ze w przypadku tego zwigzku otrzymano réwniez jeden
multiplet przy masie 12589 Da (cytochrom c+[Pt(NH,),]?*),
natomiast nie wykazano sygnatéw korespondujacych
zadduktami o stosunku Pt/cytochrom c réwnym 2:1 lub 3:1
(w podanych wczesniej warunkach eksperymentu). Jakkol-



wiek widma ESI-MS adduktéw utworzonych przez zwiazki
platyny i cytochrom ¢ w zaostrzonych warunkach inkuba-
¢ji dowiodly wytworzenia poliadduktéw sktadajacych sie
zjednej czasteczki hemoproteiny i dwéch, trzech lub czterech
reszt kompleksu platyny, to zjawisko to, jak wspomniano

wczesniej, nie dotyczyto karboplatyny.
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