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Wstep

Nowotwor czesto jest nazywany ,choroba cyklu komorkowego” poniewaz jedna z podstawowych
cech komdrek nowotworowych jest niekontrolowana proliferacja. Cykl komorkowy reguluje system
tzw. punktow kontrolnych. Ich zadaniem jest warunkowanie rozpoczecia kolejnej fazy cyklu
komorkowego oraz monitorowanie prawidlowego przebiegu zdarzen, jakie zachodza w jego
poszczegodlnych fazach. Zaobserwowano, ze u wiekszosci komorek nowotworowych wystepuja
zmiany w mechanizmach regulujacych progresje cyklu komérkowego. Poznanie funkcjonowania
punktow kontrolnych cyklu komérkowego bylo przelomem w zrozumieniu zachowania sie komoérek
nowotworowych, a takze reakcji tych komorek na leki. Mechanizmy regulacji punktéw kontrolnych
moga stac¢ sie celem dla nowych, bardziej selektywnych terapii przeciwnowotworowych [1].

Cykl komorkowy

Cykl komorkowy jest to szereg zmian biochemicznych oraz biofizycznych komdrki, prowadzacy do
powstania dwoch komorek potomnych, zawierajacych taka sama informacje genetyczna jak komorka
macierzysta. Sktada sie on z interfazy, czyli okresu pomiedzy podziatami, oraz samego podziatu, czyli
mitozy. W interfazie dochodzi do podwojenia materiatu genetycznego, natomiast w czasie mitozy
podwojony material genetyczny jest rozdzielany w rownych czesciach do dwoch komérek potomnych.
W interfazie cyklu komdérkowego wyroznia sie faze G1, S oraz G2. W pierwszej fazie G1, nastepuje
wejscie komdrki w nastepny etap replikacyjny i rozpoczecie syntezy DNA. W fazie S, syntezy DNA,
dochodzi do replikacji genomu i podwojenia wszystkich sktadnikéw komorki. W kolejnej fazie G2,
zachodzi mozliwo$¢ naprawy uszkodzen DNA, powstatych we wczesniejszych fazach cyklu.
Uszkodzenia DNA musza zosta¢ usuniete zanim komérka wejdzie w ostatnia faze - mitoze, w ktorej
dochodzi do podziatu zawartosci komdrki i wytworzenia dwoch komérek potomnych [1].

Za prawidlowy przebieg zdarzen w kolejnych etapach cyklu i funkcjonowania w kazdej
z wymienionych faz cyklu komérkowego odpowiadaja punkty kontrolne. Udowodniono, ze ich
dziatanie w komoérkach nowotworowych jest nierzadko zaburzone badz zmienione. Wiekszos$¢
komorek nowotworowych posiada nieaktywny punkt kontrolny w fazie G1, w ktérym dochodzi do
podjecia decyzji o wejsciu w nastepna faze podziatowa. Komérki nowotworowe charakteryzuja sie
takze nieprawidtowosciami w funkcjonowaniu punktéw kontrolnych w fazie G2 i M. Zmiany
w dziataniu mechanizméw kontrolnych regulujacych progresje cyklu komdérkowego, przyczyniaja sie
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do statej proliferacji komoérek nowotworowych, jak roéwniez jej niezaleznosci od czynnikéw wzrostu
i czynnikéw mitogennych [1].

Regulacja cyklu komérkowego

Regulacja cyklu komérkowego polega na oddzialywaniu na komoérke, w odpowiednim czasie,
czynnikdw pobudzajacych i hamujacych. Kompleksy biatkowe reguluja wchodzenie komérek
w kolejne fazy cyklu komorkowego. Kompleksy te sktadaja sie z cyklin pemiacych role podjednostek
regulacyjnych, kinaz cyklinozaleznych (cdk - ang. cyclin-dependent kinase) oraz podjednostki
katalitycznej. Rodzaj kinazy i cykliny, decyduje o mozliwosci formowania réznych typow komplekséw
majacych zdolnos$¢ aktywacji wielu bialek, odpowiadajacych za przejscie miedzy fazami cyklu
komoérkowego. Za przejscie z fazy G1 do S odpowiedzialnos¢ biora kompleksy cyklina D/Cdk4,
cyklina D/Cdk6 i cyklina E/Cdk2. Kompleks cyklina A/Cdk2 reguluje przejscie przez faze S i wejscie
do fazy G2. Natomiast za przejscie z fazy G2 oraz wejscie w mitoze odpowiada kompleks cyklina
B1/Cdkl. W celu uzyskania pelnej aktywnosci kompleksu konieczne jest zwiazanie sie ze soba
wlasciwej cykliny i kinazy cyklinozaleznej, a takze usuniecie grup fosforanowych z cdk, hamujacych
aktywnos¢ kinazowa tego biatka. W czasie cyklu komorkowego poziom kinaz cyklinozaleznychnie
zmienia sie, natomiast wewnatrzkomdrkowa zawartos$¢ cyklin jest regulowana na poziomie ekspresji
oraz stabilnosci biatek i jest zharmonizowana z przechodzeniem przez kolejne fazy cyklu
komérkowego. Odpowiednia cyklina, pojawia sie i znika we wtasciwym czasie. Z tego powodu
progresja przez poszczegdlne fazy cyklu komorkowego jest procesem jednokierunkowym
i nieodwracalnym [2].

Za monitorowanie prawidlowosci przebiegu proceséw komorkowych, majacych zwigzek
z przechodzeniem przez kolejne fazy cyklu komorkowego, odpowiedzialno$¢ biora mechanizmy
funkcjonujace w komorkach. Sa nimi punkty kontrolne, ktére staja sie aktywne w momencie
pojawienia sie zaburzenia badZ btedu, stanowigcego zagrozenie dla prawidlowego funkcjonowania
komérki. Celem punktéw kontrolnych jest hamowanie progresji cyklu komorkowego, co daje
komoérce czas niezbedny do usuniecia nieprawidtowosci, a w przypadku skutecznosci tego dziatania,
kontynuacje cyklu komorkowego. Dwa gtéwne punkty kontrolne sprawdzaja przejscie z faz G1 do S
i G2 do M cyklu komoérkowego. Najwazniejsza role odgrywa punkt kontrolny G1, nazywany ,start”,
gdyz jego przejscie determinuje komorke do ukonczenia pelnego cyklu [2].

- Punkt kontrolny fazy G1

W prawidtowo dzielacych sie komorkach, wtasciwy przebieg cyklu komdrkowego kontrolowany jest
w punktach kontrolnych, znajdujacych sie na granicy fazy G1 i fazy S, a takze pod koniec fazy G2.
Zasadnicza funkcje w regulacji punktu kontrolujacego przejscie miedzy faza G1 i S peinia biatko
retinoblastoma pRbi biatko supresorowe nowotworu P53. Rola biatka Rb polega na transdukcji
sygnatu taczacego uktad kontroli cyklu komdrkowego z transkrypcja. Biatko to rowniez posredniczy
w kontroli ekspresji gendéw nieodzownych w fazie S. Ponadto jest ono gtéwnym punktem kontroli
integrujacym sygnat, ktéry reguluja podzialy komérkowe. Funkcjonowanie szlaku regulowanego
przez biatko pRb posiada istotne znaczenie i jest nie zalezne od obecnosci stresu genotoksycznego.
Natomiast mechanizm regulowany przez biatko supresoroweP53 uruchamiany jest wylacznie
w obecnosci uszkodzen DNA. Jednakze oba te szlaki, jezeli sa aktywne, odpowiadaja za zatrzymanie
cyklu komoérkowego w fazie G1 [1].

W punkcie kontrolnym G1/S replikacja DNA ulega wstrzymaniu, a nastepnie biatko p53 aktywuje
mechanizm apoptozy. Aby komoérka mogta wejs¢ w faze S cyklu, konieczna jest obecnos¢ kinazy
zaleznej od cyklin CDK2 i cykliny E. Kompleksy cyklina D/Cdk4,6 i cyklina E/Cdk2, aktywowane



w pierwszych etapach cyklu komorkowego, powoduja fosforylacje licznych biatek komdrkowych,
w tym takze biatka pRb. Ufosforylowane biatko pRb uwalnia czynnik transkrypcyjny E2F, ktory jest
wigzany przez biatko pRb, w zwiazku z czym czynnik E2F nie posiada zdolnosci do wigzania sie
z DNA. Uwolnienie aktywnego czynnika E2F doprowadza do jego zwiazania sie z rejonami
promotorowymi gendw, co pozwala na synteze biatek odpowiedzialnych za wejscie komérek w faze S

[2].

W drugim szlaku, odpowiedzialnym za kontrole i naprawe uszkodzen DNA, biatko P53 ulega
fosforylacji przez kinazy biatkowe ATM lub ATR. Fosforylacja biatka P53 prowadzi do utraty jego
zdolnosci do wigzania sie z biatkiem regulujacym jego rozpad, biatkiem MDM2. Modyfikacja ta jest
konieczna do zwiekszenia stabilnosci biatka P53 oraz jego poziomu w komdrce. Biatko P53 dziata
takze jako czynnik transkrypcyjny regulujac ekspresje duzej grupy biatek, miedzy innymi aktywuje
transkrypcje biatka p27 i p21, bedacego inhibitorem kinaz biatkowych zaleznych od cyklin. Biatka
P21 oraz P27 wiaza sie z kompleksami cyklina D/cdk4,6 oraz cyklina E/cdk2 i hamuja ich aktywnosc.
Nieaktywne kompleksy cyklina-Cdk uniemozliwiaja wprowadzenie komdrki do fazy S. Zatrzymanie
cyklu daje komorce czas na naprawe DNA [2,3].

Za prawidiowe funkcjonowanie punktu kontrolnego faz G1 i S odpowiedzialne jest takze biatko P16,
ktére rowniez jest inhibitorem kompleksu cyklina D/Cdk4,6. Do jego indukcji dochodzi w wyniku
pojawienia sie uszkodzen DNA, btedow replikacji badZ zaburzen w strukturze telomerowych
odcinkéw DNA. Ze wzgledna na to, ze kompleksy cyklina D/Cdk4,6 i cyklina E/Cdk2 reguluja wyjscie
z fazy G1 i wejscie w faze S, zahamowanie ich aktywnosci powoduje zatrzymanie cyklu komérkowego
w fazie G1 [2,3].

- Punkt kontrolny fazy S

Zidentyfikowano takze punkt kontrolny fazy S cyklu komoérkowego, ktérego aktywnosc zalezy od
dwoch kinaz biatkowych, ATM i ATR. Kinaza biatkowa ATM odpowiada na uszkodzenia podwdjnej
nici DNA oraz przerwania struktury chromatyny, natomiast ATR bierze odpowiedzialnos¢ za
zatrzymanie widelek replikacyjnych. Punkt kontrolny fazy Sjest aktywowany w kazdej sytuacji, ktora
zakldca ruch tych widetek, na przyktad prowadzi do ich zatrzymania w miejscu, w ktérym znajduje
sie uszkodzenie DNA. Ponadto punkt kontrolny fazy S jest aktywowany w momencie pojawienia sie
btedow w dzialaniu enzymoéw odpowiedzialnych za replikacje DNA. Powoduje on zatrzymanie
procesu replikacji DNA i naprawe powstatych uszkodzen. Punkt kontrolny fazy S jest niezbedny
w celu zapewnienia prawidtowej replikacji komdérkowego DNA, w przypadku nieobecnosci stresu
zewnetrznego [4].

W sktad kompleksu replikacyjnego wchodza biatka, mogace wykry¢ oraz sygnalizowac pojawienie sie
btedéw podczas replikacji. Do biatek sygnalizacyjnych, takich jak kinaza ATR i Chkl, sa
przekazywane informacje o btedach. W odpowiedzi biatka te fosforyluja grupe biatek regulatorowych
oraz efektorowych, odpowiedzialnych za wstrzymanie procesu replikacji w danym miejscu oraz
powstrzymanie jej wystapienia w innych miejscach. Aktywnos$¢ biatek Chk1l i ATR stuzy takze
reperacji uszkodzen, jak rowniez wznowieniu replikacji po usunieciu uszkodzen [2,5].

Do aktywacji kinazy ATR dochodzi wowczas, gdy przytacza sie ona wraz z biatkiem regulatorowym
ATRIP, do biatka replikacyjnego A. Aktywowana kinaza ATR, wraz z innymi biatkami bioracymi udziat
w regulacji punktu kontrolnego fazy S, fosforyluje biatko Chk1 i aktywuje jego domene kinazowa,
a nastepnie Chklfosforyluje inne biatka. Najistotniejszymi substratami kinazy Chk1 sa fosfatazy
tyrozynowe Cdc25A oraz Cdc25C. Pelnia one istotna role w regulacji punktéw kontrolnych
odpowiednio na granicy faz G1 i S, a takze G2 oraz M. W wyniku fosforylacji biatek Cdc25/A/C



nastepuje ich degradacja przez kompleks proteasomu. Skutkuje to brakiem mozliwosci wejscia
komorek w faze syntezy S i wejscia komoérek do mitozy. Blokowanie cyklu komérkowego na tych
etapach utrzymuje sie dotad, dopoki w komorce bedzie aktywny mechanizm punktu kontrolnego fazy
S [2,5].

- Punkty kontrolne fazy G2

Faza G2 obejmuje okres od zakonczenia replikacji do rozpoczecia mitozy.Za przejscie z fazy G2 do
mitozy jest odpowiedzialny aktywny kompleks kinazy Cdkl z podjednostka regulatorowa -cyklina B1.
Kompleks ten pozostaje w formie nieaktywnej katalitycznie, poprzez fosforylacje reszt treoniny 14
i tyrozyny 15, a takze biatka regulujace funkcjonowanie punktu kontrolnego w fazie G2. Aktywacje
tego punktu kontrolnego, powoduja uszkodzenia DNA, stad tez nazywany jest on punktem
kontrolnym uszkodzen DNA (ang. DNA damage checkpoint). Punkt kontrolny fazy G2 spetnia istotng
role w funkcjonowaniu komorki, poniewaz zabezpiecza ja przed przekazywaniem komoérkom
potomnym uszkodzonego genomu oraz zmian genetycznych, mogacych stwarza¢ zagrozenie dla
prawidlowego funkcjonowania, czy tez zycia komorki [2,6].

Mechanizm aktywowany w fazie G2 na skutek uszkodzen DNA polega na aktywacji kinazy ATM
i wykazujacej podobienstwo do niej kinazy ATR. Kinazy te sa gtéwnym elementem mechanizmu
molekularnego, ktéry prowadzi do zatrzymania proliferacji oraz naprawy DNA w fazie G2.
Aktywowane kinazy ATM i ATR prowadza do fosforylacji Chkl oraz spokrewnionej kinazy Chk2,
ktore petnia funkcje biatek sygnalizacyjnych [2,6]. Istotnym substratem kinazy Chk1 jest fosfataza
Cdc25C, ktora wskutek fosforylacji seryny 216 wiaze sie z biatkiem 14-3-30 i formuje kompleks
transportowany z jadra komoérkowego do cytoplazmy. Skutkuje to spadkiem poziomu Cdc25C
w jadrze, co uniemozliwia defosforylacje kompleksu kinazy Cdkl z cykling B i zwigzang z tym
aktywacje kompleksu. Nie jest wiec mozliwe wejscie komoérek do mitozy [2,7].

Zatrzymanie przejscia komdrki z fazy G2 do mitozy jest mozliwe przez zablokowanie transportu
kompleksu cyklina B/Cdk1 do jadra. Transport ten moze by¢ zablokowany przez wigzanie kompleksu
z biatkiem 14-3-30 badZ zahamowanie dezaktywacji aktywnej kinazy mitotycznej Cdklprzez wigzanie
z inhibitorem kinaz zaleznych od cykliny lub biatkiem P21 (CDKN1A). BiatkaP21 i 14-3-3codgrywaja
istotna role w regulacji przejscia G2 w obecnosci uszkodzen DNA. Komodrki majace wytgczone geny
kodujace P21 i 14-3-30sa bardziej wrazliwe na czynniki uszkadzajace DNA anizeli komorki,
w ktoérych kazdy z tych gendéw jest inaktywowany oddzielnie [2,7].

Punkt kontrolny p6znej fazy G2 odpowiada za przejscie komérki z fazy G2 do mitozy. Podziat komédrki
zostaje zatrzymany w fazie G2 dopoki naprawa DNA nie zostanie zakonczona. Podstawowa role
spelnia tu biatko p21, ktére dezaktywuje kompleks CDK1/cyklina B kontrolujacy ten punkt cyklu.
Punkt kontrolny G2/M decyduje o wejsciu komorki w faze mitozy poprzez uaktywnienie kinazy fazy
M(MPF, czynnik przyspieszajacy dojrzewanie), ktéra przyczynia sie do rozpoczecia
i przeprowadzenia mitozy [7].

- Punkty kontrolne mitozy

W fazie M istotne znaczenie ma powstanie dwubiegunowego wrzeciona mitotycznego. Celem punktu
kontrolnego wrzeciona mitotycznego jest nie dopuszczanie do btedéw w rozdziale chromosomdéw
podczas mitozy. Punkt kontrolny wrzeciona mitotycznego (ang. spindlecheckpoint) jest aktywowany
wszedzie tam, gdzie zachodza zaburzenia funkcji wrzeciona. Przyklady moga stanowi¢ zmiany
w dynamice powstawania badz rozpadu mikrotubul, nieprawidtowe przytaczenia sie mikrotubul do



kinetochoréw na chromosomach mitotycznych lub wskutek dziatania inhibitoréw mikrotubul (np.
alkaloidy Vinca, taksany). Kolejnym powodem aktywacji tego punktu kontrolnego moze by¢ takze
brak mozliwosci przeprowadzenia rozdziatu chromosoméw podczas przejscia z metafazy do anafazy
mitozy. Niekiedy mechanizmy aktywowane przez zaburzenie wlasciwego wiazania sie mikrotubul
z kineto chorami oraz niemozliwo$¢ rozdzialu chromosomow sa traktowane, jako dwa rézne punkty
kontrolne. W tym okresie cyklu komérkowego rozdziat chromosoméw moze ulec wstrzymaniu do
czasu, gdy wszystkie chromosomy zostana wtasciwie przylaczone do wtdkien wrzeciona
podziatowego. Proces ten jest kontrolowany miedzy innymi przez biatko APC [2,8].

Odpowiednie przytaczenie sie mikrotubul do wszystkich kinetochoréw, wystepuje wowczas gdy
kazda para chromatyd jest potaczona z przeciwnymi biegunami wrzeciona mitotycznego, powodujac
wylaczenie sygnatu blokujacego aktywacje kompleksu APC/C (ang. anaphase-promoting complex).
Blokada tego kompleksu ma za zadanie hamowanie funkcji biatka Cdc20. Kompleks APC/C jest
aktywowany, wowczas gdy biatko Cdc20 jest funkcjonalne. Nastepnie kompleks APC/C katalizuje
przytaczenie reszt ubikwityny oraz proteolize cykliny B1 i sekuryty, co skutkuje aktywacja separazy.
Enzym ten dziala niszczaco na kohezyne, biatko, ktére odpowiada za polaczenia miedzy parami
chromosomoéw mitotycznych. To z kolei powoduje separacje par chromosomow i ich segregacje
pomiedzy jadra potomne [2,8].

Po przejsciu punktu kontrolnego, zlokalizowanego na granicy metafazy i anafazy, mikrotubule biora
udzial w jednoczesnym rozdzielaniu chromatyd. Punkt kontrolny pdznej telofazy kontroluje wyjscie
z mitozy, czyli przejscie telofaza/G1. Koniecznym warunkiem wyjscia komorki z mitozy do fazy G1jest
degradacja cykliny B. Nieprawidtowy przebieg mitozy skutkuje zatrzymaniem cyklu komérkowego na
granicy metafazy i anafazy. W konsekwencji komdrka moze by¢ skierowana na droge apoptozy (tzw.
katastrofy mitotycznej) [8].

- Modyfikacja punktow kontrolnych cyklu komérkowego

Jedna z podstawowych przyczyn transformacji nowotworowej jest utrata kontroli nad przebiegiem
cyklu komorkowego. W wiekszosci nowotworéw czlowieka wystepuja mutacje w co najmniej jednym
z gtéwnych regulatorow cyklu komdrkowego, jakimi sa cdk-4, cyklina D, Rb,p16.

W terapii przeciwnowotworowej na ogot stosuje sie promieniowanie jonizujace (radioterapia),
a takze rézne zwiazki chemiczne (chemioterapia). Czes¢ z tych czynnikow bezposrednio badz
posrednio przyczynia sie do powstawania uszkodzen DNA w komdérkach nowotworowych, co
prowadzi do apoptozy tych komorek. Taka forma terapii nie jest takze obojetna dla pozostatych
komoérek organizmu, poniewaz stosowanie wysokich dawek promieniowania czy stezen zwiazkéw
chemicznych moze wywotac toksyczne efekty uboczne u chorych. Na przestrzeni ostatnich lat
w nowatorskich badaniach terapeutycznych coraz czesciej uzywa sie zwigzkéw chemicznych, ktére
sa inhibitorami biatek regulujacych punkty kontrolne (Tabela 1). Celem tych nowych metod
leczniczych jest zmniejszenie dawek standardowych lekéw przeciwnowotworowych praktykowanych
w leczeniu. Zaktada sie, ze redukcji ulegna toksyczne efekty uboczne radioterapii oraz chemoterapii,
co wplynie na poprawe skutecznosci leczenia [2].

Tabela 1. Inhibitory biatek regulujacych funkcje punktéw kontrolnych cyklu komoérkowego i ich cele
molekularne oraz zdolno$¢ do modulacji punktéw kontrolnych cyklu komérkowego.

Wortmanina Kinazy ATM, ATR i DNA-PK Gl1,SiG2/M
LY294002 Kinazy PI3 i PIK w tym ATM i ATR | G1, SiG2/M




Pentoksyfylina Kinazy ATM, ATR i DNA-PK SiG2/M

Kofeina Kinazy ATM, ATR i DNA-PK SiG2/M
UCN-01 Kinaza Chkl G2/M
CEP-3891 Kinazy Chk1 i Chk2 G2/M
CEP-6367 Kinazy Chk1 i Chk2 G2/M
Go6976 Kinazy Chk1 i Chk2 G2/M

XL844 Kinazy Chk1 i Chk2 G2/M
Flawopirydol Cdk1, Cdk2, Cdk4, Cdk7 i Cdk9 Gl, SiG2/M
R547 Cdk1, Cdk2 i Cdk4 Gl, SiG2/M
Roskowityna ggg%cg& Caka, CAKT CAR9 61, s 1 Gam
R763 Kinazy Aurora AiB G2/M
AZD1152 Kinazy Aurora AiB G2/M
MKO0457 (VX-680) Kinazy Aurora AiB G2/M
LFM-A13 Kinaza Plk-1 G2/M
AG015699 PARP-1 Gl, SiG2/M
BSI-201 PARP-1 Gl, SiG2/M
Ku59436 PARP-1 Gl, SiG2/M
INO-1001 PARP-1 Gl,SiG2/M

Celem molekularnym dla modulatoréw punktéw kontrolnych, oprécz biatek bezposrednio
regulujacych progresje cyklu komoérkowego badz funkcjonowanie punktéw kontrolnych, jak kinazy
cyklinozalezne czy kinazy sygnalizacyjne punktow kontrolnych chk, zwiazane z odpowiedzia na
obecnos¢ uszkodzen DNA w komorce, sa takze inne biatka regulatorowe. Naleza do nich biatka
punktu kontrolnego w mitozie (Plk-1, Aurora), fosfatazy komoérkowe (Cdc25) badz biatko PARP-1,
odpowiadajace za naprawe uszkodzen DNA w komoérkach [2].

- Inhibitory kinaz ATM/ATR

Kinazy ATM i ATR sa najistotniejszymi regulatorami punktéw kontrolnych w fazach S i G2. Ich
dziatanie gldwnie polega na zatrzymaniu punktéw kontrolnych w fazach S i G2, proliferacji na skutek
pojawienia sie uszkodzen DNA oraz uruchomienia naprawy powstalych uszkodzen. Kinaza ATM
fosforyluje szereg bialek, odgrywajacych role w zatrzymaniu cyklu komoérkowego, apoptozie
i naprawie DNA. Substratami tej kinazy sag: CHH2, p53, BRCA1, RAD9, RAD 17, H2AX, NBS1 i wiele
innych. Kinaza ATR réwniez fosforyluje p53, nie tylko w odpowiedzi na uszkodzenia DNA, ale takze
w odpowiedzi na zatrzymanie elongacji transkrypcji w komdrce. Kinazy ATM i ATR sa idealnym
celem dla matoczasteczkowych modulatoréw chemicznych. Blokowanie aktywnosci tych kinaz, przy
uzyciu lekow uszkadzajacych DNA, moze wplyna¢ na wieksza efektywnosé terapii [9].

Wykazano, ze mutacja w genie ATM powoduje zanik aktywnosci genu u pacjentéow z choroba ataksji
teleangiektazji (zespot Louisa-Bara). Natomiast mutacja zmieniajaca aktywnos¢ kinazy ATR dotyczy
chorych na zesp6t Seckela. Komorki pobrane od pacjentéw z uszkodzeniami w genie ATM lub ATR sa



nadmiernie wrazliwe, nie tylko na dziatanie czynnikow uszkadzajacych DNA, ale réwniez
promieniowanie jonizujace oraz leki przeciwnowotworowe. Dotychczasowe badania przyczynily sie
do odkrycia skutecznych inhibitoréw kinaz ATM oraz ATR, takich jak wortmanina oraz pochodna
LY294002 [2,9].

Najbardziej znanym inhibitorem kinaz ATM/ATR jest kofeina. Kofeina, jako substancja lecznicza
stosowana jest od wielu pokolen, jej dziatanie korzystnie wplywa na psychofizyczne
i psychomotoryczne samopoczucie. Kofeina to naturalnie wystepujacy alkaloid z grupy
metyloksantyn, szeroko stosowany do badania kinaz ATM i ATR. Kofeina w warunkach in vitro
hamuje aktywnos¢ kinaz, natomiast w warunkach in vivo znosi odpowiedzi punktow kontrolnych
cyklu komorkowego. Hamujace dziatanie kofeiny, ma bezposredni zwiazek z jej zdolnoscia do
uczulania komdrek nowotworowych na czynniki uszkadzajace DNA. Mechanizm molekularny
uczulajacego dziatania kofeiny w potaczeniu ze zwiazkami indukujacymi powstawanie uszkodzen
DNA opiera sie na znoszeniu dziatania punktu kontrolnego w fazie G2. Odbywa sie to poprzez
hamowanie aktywacji kinazy sygnalizacyjnej Chk1/2 przez ATM/ATR, co skutkuje wejsSciem komorek
posiadajacych uszkodzony genom do fazy mitozy. Kofeina moze zaktdcaé procesy naprawy uszkodzen
DNA poprzez hamowanie enzyméw bioracych udziat w naprawie DNA, na przyklad kinazy DNA-PK,
co przyczynia sie do zwiekszenia aktywnosci czynnikéw uszkadzajacych DNA wobec komorek
nowotworowych. Ponadto wrazliwo$¢ komorek nowotworowych jest wieksza, gdy maja one
niefunkcjonalny szlak regulowany przez biatko P53. Umozliwia to selektywne uwrazliwianie komorek
nowotworowych na zastosowane leki w potaczeniu z kofeinag. Pomimo to badania kliniczne lekow
przeciwnowotworowych skojarzonych z kofeina zostaly przerwane poniewaz zwiekszenie efektu
przeciwnowotworowego lekéw uszkadzajacych DNA wiaze sie z stosowaniem kofeiny w stezeniach
toksycznych dla cztowieka [2,10].

Skutecznym inhibitorem kinaz ATM i ATR jest wortmanina. Wykazano, ze posiada ona wieksze
powinowactwo do ATM niz do ATR. Wortmanina jest inhibitorem wigzacym sie nieodwracalnie do tak
zwanej kieszeni ATP-azowej bialek ATM i ATR. Dziatanie wortmaniny w wysokich stezeniach jest
malo specyficzne przez co moze blokowac aktywnos¢ katalityczna takze innych kinaz, takich jak
DNA-PK, PDK1 czy Akt/PKB. Obecnie nie sa prowadzone badania kliniczne nad zastosowaniem
wortmaniny w leczeniu choréb nowotworowych ze wzgledu na wysoka toksycznos¢ tego zwigzku dla
organizmu. Pomimo to wortmanina jest ogolnie stosowana w badaniach laboratoryjnych, ze wzgledu
na poznany mechanizm dziatania [2,11].

Kolejnym inhibitorem kinaz ATM i ATR jest pochodna LY294002. Zwiazek ten jest odwracalnym
inhibitorem kinaz ATM i ATR oraz PI3 i PIK. W poréwnaniu z wortmaning, pochodna LY294002
wykazuje aktywno$¢ przy wyzszych stezeniach oraz posiada zdolno$¢ do wiazania sie z innymi
biatkami, szczegodlnie kinazg CK2. LY294002 moze by¢ stosowana jedynie jako struktura wyjsciowa
w celu odkrycia nowych pochodnych wortmaniny o ulepszonych wtasnosciach farmakologicznych
[2,11].

- Inhibitory kinaz Chk

Matoczasteczkowe inhibitory kinaz Chk1l i Chk2 sa zwigzkami selektywnie dziatajacymi na biatka
regulujace funkcjonowanie punktéw kontrolnych. Prowadzone sa badania nad klinicznym
zastosowaniem pochodnej staurosporyny, UCN-01 (7-hydroksystaurosporyna), ktéra jest
specyficznym inhibitorem kinazy Chkl. Zwigzek ten zwieksza skutecznos$¢ przeciwnowotworowa
lekow o réznych mechanizmach dziatania, w tym inhibitoréw topoizomerazy I (topotecan),
antymetabolitow (5-fluorouracyl i arabinozyd cytozyny) oraz zwigzkéw metylujacych, badz wiazacych
sie kowalencyjnie z DNA (temozolomide, mitomycyna C, cisplatyna). Pomimo wielu zalet, zwigzek



UCN-01 powoduje takze efekty uboczne u chorych m.in. zwieksza stezenia glukozy we krwi
(hyperglikemia). Kolejna pochodna staurosporyny znajdujaca zastosowanie, jako modulator kinaz
punktéw kontrolnych, jest indolokarbazolowa pochodna Go6976. Zwiazek ten jest nie tylko
inhibitorem kinazy Chk1, ale réwniez Chk2. Cechuje go niska toksycznos¢, a takze wieksza
specyficznosé¢ w porownaniu z UCN-01. Obecnie prowadzone sa badania przedkliniczne oraz
kliniczne, nie tylko pochodnych staurosporyny, ale rowniez wielu innych zwiazkéw posiadajacych
zdolno$¢ hamowania kinaz Chk1 i Chk2, takich jak XL844, CEP-3891 i CEP-6367 [2,12].

Dotychczasowe badania wykazaly, ze hamowanie aktywnosci kinazy Chkl moze zwiekszy¢ efekt
cytotoksyczny inhibitoréw wrzeciona mitotycznego, poprzez zwiekszanie umiejetnosci komorek do
podlegania katastrofie mitotycznej. Potwierdzenie wynikow tych badan in vivo, moze wptynaé¢ na
poszerzenie mozliwosci modulowania skutecznosci przeciwnowotworowej lekow przez inhibitory
Chk1 oraz leki zakldcajace czynnosci wrzeciona mitotycznego pochodzace z grup, takich jak
alkaloidy barwinka (winkrystyna, winblastyna) badz taksany (paklitaksel, taksol) [2,13].

- Inhibitory kinaz zaleznych od cyklin

Wejscie komorki w kolejne fazy cyklu komoérkowego reguluja rowniez kinazy zalezne od cyklin (cdk),
ktorych aktywnosé jest kontrolowana gtéwnie przez molekularne mechanizmy punktéw kontrolnych.
W przypadku zwiekszenia aktywnosci cdk moze dojs¢ do rozregulowania cyklu komérkowego oraz
uposledzenia funkcjonowania punktéw kontrolnych w komodrkach nowotworowych. Natomiast
inhibicja cdk w komérkach nowotworowych prowadzi do zatrzymania proliferacji i $mierci na drodze
apoptozy [14].

Obecnie prowadzone sa badania kliniczne flawopirydolu, zwiazku z grupy flawonoidow, ktéry
przejawia aktywnos¢ wobec Cdkl, Cdk2, Cdk4, Cdk7 i Cdk9. Mechanizm dzialania tego zwiazku
polega na wigzaniu sie w kieszeni ATP-azowej kinaz cdk. Ponadto posiada on zdolnosé do hamowania
transkrypcji przez wiazanie sie z czynnikiem elongacyjnym P-TEFb. Czynnik ten przyczynia sie do
wydtuzenia transkryptu RNA podczas transkrypcji DNA. Flawopirydol jest skuteczny w leczeniu
biataczek, niedrobnokomoérkowego raka ptuc oraz nowotworéw zotadka, jelita i nerki. Moze on by¢
stosowany samodzielnie lub w potaczeniu z innymi lekami [2,15].

Kolejnym zwigzkiem znajdujacym sie w II fazie badan klinicznych jest roskowityna, zwigzek z grupy
puryn, posiadajacy podobny mechanizm dziatania jak flawopirydol. Roskowityna w stezeniach
mikromolowych wykazuje zdolnos¢ do hamowania komplekséw Cdk1/cyklina B, Cdk2/cyklina E,
Cdk7/cyklina H, Cdk9/cyklina T1 oraz innych kinaz, takich jak IRAK4 ,ERK1/2 czy FAK [2,16].

Prowadzone sa takze liczne badania nad innymi inhibitorami cdk, m.in. pochodna pirymidyny, R547.
Mechanizm dziatania tego zwiazku jest podobny do flawopirydolu i roskowityny. Wykazano, ze
w warunkach in vitro R547, w stezeniach nanomolowych, posiada zdolno$¢ do hamowania kinaz
Cdk1, Cdk2 i Cdk4. Pochodna R547 hamuje proliferacje komorek nowotworowych bez wzgledu na
ich pochodzenie tkankowe i zachowuje aktywnos$¢ wzgledem komorek z fenotypem opornosci
wielolekowej. Aktualnie prowadzone sa badania kliniczne tego zwiazku [2,17].

- Bialka punktu kontrolnego w mitozie

Prawidtowy przebieg podziatu mitotycznego wymaga zaangazowania wielu biatek regulatorowych,
w tym kinaz biatkowych Aurora badz Plk-1. Biatka te sa odpowiedzialne za regulacje dojrzewania
centrosomow, segregacje chromosomow oraz cytokineze. Nieprawidtowe funkcjonowanie tych biatek



ma znaczenie w procesie transformacji nowotworowej. Komdrki cztowieka posiadaja trzy izoformy
enzymu Aurora - Aurora A, B oraz C. Jednak gtéwna role w komdrce petnig Aurora A i B. Obecnie
prowadzone sa badania kliniczne nad zwiazkami blokujacymi aktywnos¢ tych kinaz, w tym
pochodnych AZD1152 (Astra-Zeneca), R763 (Rigel/Sereno), K0457 (VX-680) (Merck). Prowadzone sa
takze badania nad selektywnymi inhibitorami kinazy Plk-1, ktére pelnia istotna role podczas
przejscia przez mitoze, zwlaszcza w regulacji cytokinezy, jak réwniez uczestnicza w odpowiedzi
komorki na uszkodzenia DNA. Zwiekszona aktywnosé tego enzymu zostata wykryta w kilku rodzajach
nowotworow. Syntetycznym inhibitorem kinazy Plk-1 jest LFM-A13
(alfa-cyano-beta-hydroxy-beta-metylo-N-(2,5-di-bromofenylo)propenamid), wykazujacy wysoka
selektywnos¢ w stosunku do tego biatka [2,18].

- Inhibitory fosfataz

Inhibitory fosfataz stanowia potencjalny cel molekularny terapii kombinowanej poniewaz speiaja
wazna role w regulacji wielu proceséw komoérkowych. Pomimo to liczba rodzajow fosfataz
komorkowych jest niewielka w porownaniu do kinaz. Prowadzone sa liczne badania zmierzajace do
odkrycia inhibitoréw selektywnie hamujacych aktywnosci fosfataz. Naukowcy skupiaja swoja uwage
nad fosfatazami z rodziny Cdc25, gdyz ich nadekspresje stwierdza sie w kilku typach nowotwordw.
Obecnie jednak nie prowadzi sie badan klinicznych nad inhibitorami fosfataz Cdc25 [2,19].

- Inhibitory PARP-1

Poli-ADP-rybozyl (PARP-1) jest biatkiem jadrowym zdolnym do tworzenia heterodimeréw. PARP-1
odpowiada za wykrywanie uszkodzen DNA oraz bierze udzialt w procesach naprawczych DNA na
kazdym etapie cyklu komdrkowego. Biatko to po wykryciu uszkodzenia DNA, wiaze sie w miejscu
jego powstania, a nastepnie katalizuje przylaczanie wielu grup ADP-rybozy do swojej jednostki
katalitycznej (automodyfikacja). PARP-1 moze takze modyfikowac wiele innych biatek komdérkowych
przez co utatwia naprawe uszkodzen DNA. Ponadto biatko PARP-1 peini niezbyt dobrze poznane
funkcje w regulacji bloku G2, ktéry jest aktywowany przez zwiazki przeciwnowotworowe. Dzieki
czemu istnieje mozliwos¢ wykorzystania tego biatka w potaczeniu z klasycznymi lekami jako cel
molekularny w terapii nowotworowej. Na dzien dzisiejszy w fazie badan klinicznych znajduje sie
kilka zwigzkow, ktore sq inhibitorami PARP-1. Naleza do nich Ku59436 (Astra-Zeneca), zwiazek
stosowany w monoterapii w leczeniu nowotworéw litych oraz AG015699 (Pfizer), zwiazek stosowany
w potaczeniu z lekiem przeciwnowotworowym - temozolomidem w leczeniu nowotwordw litych
i nowotworéw skory. Ponadto w leczeniu nowotworéw moézgu, skory oraz nowotwordéw litych
wprowadzono leczenie za pomoca BSI-201 (BiPar) i INO-1001 (Inotek/Genetech). Inhibitory te
znacznie poprawiaja wynik terapeutyczny zwigzkéw powszechnie stosowanych w leczeniu klinicznym
[2,20].

Podsumowanie

W wiekszosci komdérek nowotworowych dostrzega sie zmiany w mechanizmach regulujacych
progresje cyklu komérkowego. Dlatego tez odkrycie i zarazem poznanie funkcjonowania punktéw
kontrolnych cyklu komérkowego bylo ogromnym przetomem w zrozumieniu reagowania komoérek
nowotworowych, jak rowniez ich reakcji na leki. Umozliwito to wykorzystanie mechanizmow
regulacji punktow kontrolnych jako celéw dla nowatorskich strategii terapeutycznych w leczeniu
nowotworow. Opiera sie ona na polaczeniu radioterapii badZ chemioterapii z matoczasteczkowymi
modulatorami punktow kontrolnych, zdolnych do ,uczulania" komérek nowotworowych na dziatanie
czynnikéw terapeutycznych. Wciaz trwaja poszukiwania kolejnych modulatoréw, majacych rézne



cele molekularne i pozyteczne wtasnosci farmakologiczne, czyli wysoka aktywnos$¢ oraz
specyficznos¢ przy niskiej toksycznosci. Wiaze sie tez duze nadzieje nad zastosowaniem terapii
kombinowanych, w ktdérych taczy sie standardowe leki przeciwnowotworowe z modulatorami funkcji
punktéw kontrolnych. Niebawem beda one stosowane w praktyce klinicznej przez co wptyna na
poprawe skutecznosci terapii przeciwnowotworowych.

Stowa kluczowe: cykl komdrkowy, punkty kontrolne, inhibitor, terapia przeciwnowotworowa.
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