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5-fluorouracy! (5-FU) jest jednym z naj-
skuteczniejszych chemioterapeutykow,
uzywanych w leczeniu raka jelita grube-
go. Jest on réwniez stosowany u chorych
na raka piersi, gtowy i szyi, przetyku, zo-
tadka oraz w przypadku kilku innych no-
wotworéw. Cytotoksyczne dziatanie
5-FU wymaga jego wewnatrzkomérkowej
aktywacji. Aktywne metabolity 5-FU to
przede wszystkim monofosforan 5-fluoro-
2’-dezoksyurydyny (5-FdUMP), trifosforan
5-fluoro-2’-dezoksyurydyny (5-FdUTP) oraz
trifosforan 5-fluorourydyny (5-FUTP).
W obecnosci kofaktora (5,10-metyleno-
tetrahydrofolian) 5-FdUMP tworzy sta-
bilny kompleks z syntetaza tymidylowa
(TS). Zablokowanie aktywnosci TS jest
przyczyna niedoboru trifosforanu 2’-dez-
oksytymidyny, co zaburza synteze i na-
prawe DNA. Wiaczanie 5-FdUTP do DNA
jest dodatkowa przyczyna cytotoksycz-
nosci. Ponadto 5-FUTP jest wbudowywa-
ny do wszystkich rodzajéw RNA. Proces
ten zaburza funkcje RNA i biosynteze bia-
tek. Wspélne dziatanie metabolitéow 5-
FU powoduje zahamowanie syntezy
DNA, zaburza jego stabilnos¢ i uszka-
dza nowo powstajace czasteczki. Stres
genotoksyczny, ktoéry jest wynikiem
dziatania 5-FU, prowadzi do apoptozy.
Uszkodzenia DNA sg wykrywane przez
biatka, takie jak ATM, ATR oraz kom-
pleksy biatkowe MRN i 9-1-1. Sygnaty
o uszkodzeniu DNA s3 przekazywane
dalej za posSrednictwem kinaz CHK1
i CHK2 oraz fosfataz CDC25. Enzymy te
aktywuja mechanizmy apoptozy zalez-
nej od p53, jak réwniez inaktywuja ki-
nazy zalezne od cyklin, co w konse-
kwencji powoduje zahamowanie cyklu
komérkowego. Reaktywne formy tleno-
we wytwarzane w mitochondriach od-
grywaja istotna role w apoptozie gene-
rowanej przez 5-FU.

Stowa kluczowe: 5-fluorouracyl, synte-
taza tymidylowa, uszkodzenie DNA, p53,
apoptoza, rak.
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5-fluorouracyl (5-FU) jest szeroko stosowanym lekiem przeciwnowotwo-
rowym z grupy antymetabolitow. Najczesciej wchodzi w sktad programow
wielolekowych lub jest uzywany jako element sktadowy chemioradioterapii.
Nowotwory leczone z udziatem 5-FU to przede wszystkim raki réznych czesci
przewodu pokarmowego — jelita grubego, odbytnicy, zotadka, przetyku [1-4],
ponadto raki piersi [5], trzustki [6], oraz gtowy i szyi [7-9]. 5-FU jest stosowa-
ny takze w leczeniu raka nerki [10], prostaty i jajnika [11], jak réwniez w sys-
temowym leczeniu rakowiakéw [12]. Miejscowe podawanie 5-FU odgrywa
znaczacg role w leczeniu podstawnokomaérkowego raka skory [13]. 5-FU jest
tez czesto podawany dotetniczo w przypadku leczenia guzéw nowotworo-
wych watroby [14-16].

5-FU, ktéry nalezy do analogéw pirymidyn, jest w klasycznym ujeciu za-
liczany do lekéw fazowo specyficznych. Oznacza to, ze dziatanie tego leku
jest ograniczone do pewnej czesci (fazy) cyklu komarkowego. 5-FU jest okre-
Slany jako lek zalezny od fazy S, a zatem jego dziataniu podlegaja komorki
syntetyzujgce kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA). Jednakze, w przeciwien-
stwie do innych antymetabolitéw, 5-FU nie wykazuje fazy plateau w zakre-
sie krzywej zaleznosci odpowiedzi komérkowej od dawki [11]. Inacze] mo6-
wiac, 5-FU posiada, przynajmniej czesciowo, wtasciwos¢ przypisywana le-
kom fazowo niespecyficznym (np. lekom alkilujgcym) — zwiekszenie dawki
leku powoduje zwiekszenie frakcji zabijanych komarek (zaleznos¢ odpowie-
dzi komérkowej od dawki jest liniowa).

Przedstawiony powyzej paradoks (lek fazowo specyficzny zachowuje sie
jak lek fazowo niespecyficzny) wynika ze ztozonego mechanizmu dziatania
5-FU. Kluczowy mechanizm blokowania syntezy DNA (hamowanie aktyw-
nosci syntetazy tymidylowej) powoduje, ze komérki wytwarzajace DNA (czy-
li znajdujace sie w fazie S cyklu komérkowego) sg szczegolnie wrazliwe na
ten lek. Z drugiej strony inne mechanizmy, takie jak wbudowywanie meta-
bolitéw 5-FU do kwasu rybonukleinowego (RNA) i w konsekwencji hamo-
wanie syntezy biatek czy tez produkcja duzej ilosci reaktywnych form tle-
nowych, moga by¢ odpowiedzialne za obserwowang liniowga zaleznos¢ od-
powiedzi od dawki.

Cel pracy

Celem niniejszej pracy jest:
1) omdwienie dziatania 5-FU na poziomie metabolizmu kwasow nukleinowych,
2) przedstawienie mechanizméw odpowiedzialnych za wykrywanie uszko-
dzen DNA indukowanych przez ten lek, jak rowniez omoéwienie proceséw
odpowiedzialnych za indukowanie apoptozy w odpowiedzi na 5-FU.

Wewnatrzkomérkowa aktywacja 5-FU

Procesy metaboliczne, ktérym 5-FU podlega po wniknieciu do komorki, sa
dobrze poznane (ryc. 1.). Pierwszym etapem metabolizmu 5-FU jest jego prze-
ksztatcenie w 5-fluoro-2’-dezoksyurudyne (5-FUdR), ktére jest katalizowanie
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5-fluorouracil (5-FU) has proved to be
one of the most effective chemothera-
peutics for colorectal cancer. It is also
used as a drug against breast, head and
neck, esophageal, gastric, and several
other cancers. Intracellular activation is
required for the 5-FU to exert its cyto-
toxic effects. The main active 5-FU me-
tabolites are 5-flouro-2’-deoxiuridine
monophosphate (5-FdUMP), 5-flouro-2’-
deoxiuridine triphosphate (5-FdUTP),
and 5-flourouridine triphosphate (5-
FUTP). In the presence of the reduced
folate cofactor, 5,10-methylenetetrahy-
drofolate, 5-FdUMP forms a stable cova-
lent complex with thymidylate syntha-
se (TS). Inhibition of TS leads to deple-
tion of 2’-deoxithymidine triphosphate,
thus interfering with DNA biosynthesis
and repair. Incorporation of 5-FdUTP in-
to cellular DNA, with resultant inhibi-
tion of DNA synthesis and function,
may represents another mechanism of
cytotoxicity. In addition, 5-FUTP is
extensively incorporated into both nuc-
lear and cytoplasmic RNA species, and
this process interferes with normal RNA
function and protein synthesis. The
combined actions of 5-FU metabolites
are associated with inhibition of DNA
biosynthesis, altered DNA stability, pro-
duction of DNA damages, and interfe-
rence with DNA repair. The genotoxic
stress resulting from 5-FU administra-
tion may activate apoptosis in suscep-
tible cells. The DNA damage checkpo-
ints employ damage sensor proteins,
such as ATM, ATR, the MRN complex,
and the 9-1-1 complex, to detect DNA
damage and to initiate signal transduc-
tion cascades that employ Chkl and
Chk2 kinases and Cdc25 phosphatases.
The signal transducers activate p53-de-
pendent apoptosis, as well as inactiva-
te cyclin-dependent kinases to inhibit
cell cycle progression. Several studies
have implicated mitochondria-derived
reactive oxygen species in 5-FU-depen-
dent apoptosis.

Key words: 5-fluorouracil, thymidylate
synthase, DNA damage, p53, apoptosis,
cancer.

przez enzym fosforylaze tymidynowa. Nastepnie, przy udziale kinazy tymi-
dynowej, 5-FUdR podlega fosforylacji. W rezultacie powstaje monofosforan
5-fluoro-2’dezoksyurydyny (5-FdUMP), ktéry jest aktywnym metabolitem
5-FU [17].

Jednoczesnie 5-FU podlega metabolizmowi w dwéch innych szlakach bio-
chemicznych. Piewszym z nich jest przeksztatcanie 5-FU do 5-FdUMP poprzez
powstawanie kolejno: 5-fluorourydyny (5-FUR) — przy udziale fosforylazy ury-
dynowej, monofosforanu 5-fluorourydyny (5-FUMP) — reakcja katalizowana
przez kinaze urydynowa, oraz dwufosforanu 5-fluorourydyny (5-FUDP). Ten
ostatni zwigzek jest bezposrednim Zrédtem 5-FAUMP Drugim dodatkowym
szlakiem metabolicznym jest bezposrednia synteza 5-FUMP z 5-FU katalizo-
wana przez fosforybozylotransferaze orotanowa. 5-FUMP jest Zzr6dtem nie
tylko 5-FUDP (i w konsekwencji — 5-FdUMP), ale stanowi rowniez substrat
do produkdji trifosforanu 5-fluorourydyny (5-FUTP). Réwniez 5-FdUMP moze
by¢ metabolizowany do trifosforanu 5-fluoro-2’-dezoksyurydyny (5-FdUTP).
Zaréwno 5-FUTP, jak i 5-FdUTP sg, obok 5-FAUMP, aktywnymi metabolitami
5-FU, ktére oddziatuja z biochemicznymi punktami uchwytu dla dziatania te-
go leku w komérce [18].

Biochemiczne punkty uchwytu dla dziatania 5-FU

5-FAUMP jest kluczowym mediatorem hamowania syntezy DNA w komor-
kach poddanych dziataniu 5-FU. Punktem uchwytu dla dziatania tego zwigz-
ku jest enzym syntetaza tymidylowa (ang. thymidylate synthase —TS). TS jest
jedynym enzymem zdolnym do katalizowania reakcji syntezy 5’-monofosfo-
ranu-2’-dezoksytymidyny (dTMP) z 5’-monofosforanu-2’-dezoksyurydyny
(dUMP) [19]. W obecnosci 5,10-tetrahydrofolianu 5-FAUMP tworzy wolno dy-
socjujacy kompleks z TS. Powstanie tego kompleksu uniemozliwia oddziaty-
wanie TS z jej naturalnym substratem, jakim jest dUMP [20].

Fosforylacja dTMP prowadzi do powstania trifosforanu 2’-dezoksytymi-
dyny (dTTP), ktory jest bezposrednio wbudowywany do nowo powstajacych
czasteczek DNA. A zatem komorki pozbawione aktywnosci TS nie sg zdolne
do kontynuowania syntezy DNA z powodu niedoboru jednego z podstawo-
wych substratéw — nastepuje zatrzymanie widetek replikacyjnych i dokon-
czenie powielania informacji genetycznej zakodowanej w DNA jest niemoz-
liwe [21]. W konsekwencji cykl komorkowy zatrzymuje sie w fazie S, ponie-
waz warunkiem kontynuacji proceséw biochemicznych prowadzacych do
podziatu komaérki jest petna replikacja DNA umozliwiajaca przekazanie in-
formacji genetycznej do komérek potomnych. Jednakze, jak zobaczymy w dal-
szej czesci opisu, zablokowanie syntezy DNA z powodu zahamowania aktyw-
nosci TS nie jest bezwzgledne.

Jak wspomniano powyzej, 5-FdUMP moze by¢ metabolizowany do 5-FdUTP,
ktoéry to trifosforan moze zastgpi¢ dTTP jako substrat do syntezy DNA [22].
Jednakze w prawidtowym DNA urydyna nie wystepuje. Jej obecno$¢ w nowo
syntetyzowanych czasteczkach DNA jest odbierana przez komaérke jako nie-
prawidtowos¢ wymagajaca biochemicznej naprawy. Enzymem odpowiedzial-
nym za usuwanie niepozadanej zasady azotowej jest w tym przypadku gliko-
zylaza uracylowa. Cena za usuniecie uracylu z DNA jest jednak bardzo wyso-
ka — powstajg tak zwane miejsca apirymidynowe (brak zasady azotowe;j
w tancuch DNA), a w przypadku, gdy kilka czasteczek urydyny wystepuje obok
siebie, syntetyzowany DNA traci integralnos¢ ulegajac fragmentacji [23].

Obok DNA réwniez RNA jest celem dziatania 5-FU [24, 25]. Dziatanie to
dotyczy wszystkich rodzajéw RNA — zaréwno wystepujgcych w cytoplazmie
(informacyjny RNA — mRNA, transportujgcy RNA — tRNA, rybosomalny RNA —
rRNA), jak i tych, ktére sa obecne w jadze komadrkowym (jadrowy RNA — nRNA,
maty jadrowy RNA — snRNA) [26-32]. W tym przypadku zwigzkiem wbudo-
wywanym do nowo powstajacych czasteczek RNA jest 5-FUTP. Na poziomie
molekularnym efekty syntezy RNA z udziatem 5-FUTP s3 opisywane jako:

1) zmiana struktury drugorzedowej czasteczek RNA, co dramatycznie zabu-
rza synteze biatek,
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2) hamowanie poliadenylacji mRNA, ktéra jest procesem
zwiekszajacym stabilnos¢ nowo syntetyzowanych cza-
steczek i chronigcym je przed przedwczesna degradacja,

3) hamowanie powstawania rRNA z czasteczek nRNA, co po-
woduje wytwarzanie nieprawidtowych rybosoméw i w kon-
sekwencji uniemozliwia komdrce normalng synteze biatek,

4) zmiany struktury snRNA, ktére powodujg zaburzenia pro-
cesu wycinania intronéw z mRNA i sktadania transkryptow.

Wszystkie zmiany w budowie RNA opisane powyzej sg —
obok zaburzen syntezy DNA — odpowiedzialne za cytotok-
syczne dziatanie 5-FU.

Uszkodzenie dna jako przyczyna
cytotoksycznosci 5-FU

Uszkodzenie DNA (ang. DNA damage) moze by¢ zdefi-
niowane jako kazda zmiana w budowie chemicznej DNA
[33]. Uszkodzenia DNA mozna podzieli¢ na uszkodzenia za-
sad azotowych oraz utrate integralnosci tancucha DNA. Dru-
gi z wymienionych przypadkéw wystepuje w sytuacji prze-
rwania syntezy DNA (np. zatrzymanie widetek replikacyj-
nych jako skutek zahamowania aktywnosci TS i niedoboru
dTTP) lub rozbicia wigzan fosfodiestrowych, utrzymujacych
pierwszorzedowa strukture DNA. Uszkodzenie zasad azo-
towych moze przybiera¢ dwie postacie [34, 35]:

1) jakiejkolwiek zmiany chemicznej w budowie adeniny,
guaniny, cytozyny lub tyminy;

2) obecnosci nieprawidtowych zasad w tancuchu DNA (np.
uracylu w przypadku komérek poddanych dziataniu 5-FU).

Czasteczki DNA moga by¢ uszkadzane w wyniku dziata-
nia czynnikéw endogennych i egzogennych. 5-FU nalezy
oczywiscie do drugiej z wymienionych grup. Niezaleznie od
danego czynnika wywotujacego uszkodzenie DNA biologicz-
ne reakcje komarek na zajscie tego wydarzenia sg podob-
ne. Wyréznia sie 5 zasadniczych typéw odpowiedzi komor-
kowej na uszkodzenie DNA [34, 36, 37]:

1) aktywacja punktéw kontrolnych cyklu komérkowego, co
prowadzi do zatrzymania tego cyklu i umozliwia komor-
ce dokonanie naprawy uszkodzen;

2) skoordynowana aktywacja transkrypcji duzej liczby ge-
noéw, ktérych produkty maja wptyw na przezycie ko-
morki;

3) uruchomienie mechanizmoéw apoptozy, ktére nastepuje
w przypadku niemoznosci naprawienia uszkodzen;

4) aktywacja szlakdéw biochemicznych pozwalajacych na
kontynuowanie cyklu komérkowego pomimo obecnosci
uszkodzonego DNA, co prowadzi do powstania mutacji
w komérkach potomnych;

5) uruchomienie mechanizmoéw naprawy DNA.

5-FU

5-FUdR

5-FUTP

(]

5-FdUTP

Ryc. 1. Wewnatrzkomérkowy metabolizm 5-fluorouracylu. 5-FU — 5-fluorouracyl. 5-FUdR — 5-fluoro-2’-dezoksyurydyna. 5-FUR =5-flu-
orourydyna. 5-FUMP — monofosforan 5-fluorourydyny. 5-FUDP — dwufosforan 5-fluorourydyny. 5-FUTP — trifosforan 5-fluorourydyny.
5-FAUMP — monofosforan 5-fluoro-2’-dezoksyurydyny. 5-FdUTP — trifosforan 5-fluoro-2’-dezoksyurydyny. 1 — fosforylaza tymidynowa.
2 — fosforylaza urydynowa. 3 — kinaza urydynowa. 4 — fosforybozylotransferaza orotanowa. 5 — kinaza tymidynowa

Fig. 1. Intracellular metabolism of 5-fluorouracil. 5-FU - 5-fluorouracil. 5-FUdR — 5-fluoro-2’-deoxyuridine. 5-FUR — 5-fluorouridine.
5-FUMP — 5-fluorouridine monophosphate. 5-FUDP — 5-fluorouridine diphosphate. 5-FUTP — 5-fluorouridine triphosphate. 5-FAUMP —
5-fluoro-2’-deoxyuridine monophosphate. 5-FAUTP — 5-fluoro-2’-deoxyridine triphosphate 1 —thymidine phosphorylase. 2 — uridine
phosphorylase. 3 — uridine kinase. 4 — orotate phosphoribosyltransferase. 5 — thymidine kinase
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Dla wystapienia cytotoksycznego dziatania 5-FU krytycz-
na jest indukcja apoptozy w odpowiedzi na uszkodzenie
DNA, o czym w dalszej czesci artykutu.

Mechanizmy, odpowiedzialne za rozpoznawanie przez
komorki obecnosci uszkodzonego DNA, s3 dalekie od pet-
nego zrozumienia. Kluczowymi sensorami uszkodzenia DNA
wydaja sie by¢ biatka, ktére posiadajg aktywnos¢ kinazowa
i wchodza w sktad rodziny ATM. Prototypowym biatkiem tej
rodziny jest ATM (ang. ataxia teleangiectasia, mutated). Na-
zwa pochodzi od zespotu chorobowego, ktérego przyczyna
jest mutacja genu ATM, i ktéry charakteryzuje sie postepu-
jaca neurodegeneracja oraz obecnoscig teleangiektazji w ob-
rebie gatek ocznych i skéry twarzy. Ponadto u chorych cier-
piacych z powodu tego zespotu wystepuje bezptodnosé, nie-
dobér odpornosci, wybitna wrazliwos¢ na promieniowanie
joniozujgce oraz sktonnos¢ do rozwoju nowotwordw ztosli-
wych, ktéra jest wielokrotnie wieksza w poréwaniu z 0so-
bami posiadajacymi prawidtowe kopie ATM. Biochemicznym
podtozem zespotu ataksja-teleangiektazja jest niemoznosé
naprawy dwuniciowych peknigé DNA, co jest prosta konse-
kwencja inaktywacji ATM [38, 39]. Inne biatka z rodziny ATM
to ATR (ang. ATM-related protein) oraz ATX [40, 41].

ATM wystepuje w jadrze komérkowym jako nieaktywny di-
mer. W obecnosci dwuniciowych peknig¢ DNA indukowanych
przez 5-FU biatko to podlega autofosforylacji, ktéra powodu-
je dysocjacje dimeru i uwolnienie aktywnych monomeréw
[42]. Przy udziale kompleksu biatek zwanego MRN (od nazw
poszczegélnych sktadnikéw — MRE11, RAD50 i NBS1) ATM jest
zdolne do fosforylacji poszczegdlnych substratow [43].

Podobnie ATR wymaga do swojej aktywacji obecnosci
odpowiedniego kompleksu biatkowego zwiazanego z pek-
nietym DNA. W tym przypadku chodzi o kompleks 9-1-1, kt6-
ry jest heterotrimerem zawierajgcym biatka RAD9, RAD1
i HUS1 [44]. Kompleks ten taczy sie z biatkiem Rad17, ktére
jest bezposrednio zwigzane z przerwang niciag DNA, i akty-
wuje ATR [45, 46]. Najmniej wiadomo o sposobie dziatania
ATX jako sensora uszkodze DNA, jednakze biatko to fosfo-
ryluje te same substraty, co ATM i ATR [41].

Kluczowe znaczenie dla zrozumienia wptywu lekéw cy-
totoksycznych, takich jak 5-FU na biologie komorki miato
poznanie mechanizméw odpowiedzialnych za przenosze-
nie sygnatu o obecnosci uszkodzonego DNA na biatka bez-
posrednio regulujace przebieg cyklu komorkowego i ewen-
tualnie indukujace proces apoptozy. Droga od rozpoznania
uszkodzenia do biatek efektorowych wiedzie poprzez akty-

DNA uszkodzony przez
5-fluorouracyl

PLK3
PML
E2F1
BRCA1

g
J

Ryc. 2. Wykrywanie uszkodzef DNA indukowanych przez 5-fluorouracy! (szczegoty w tekscie)
Fig. 2. Detection of 5-fluorouracil-induced DNA damage (details — see the text)
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wacje odpowiednich kinaz i fosfataz. Ponadto ATM i ATR

moga bezposrednio fosforylowaé biatka, majace podstawo-

we znaczenie dla kontroli przezycia komérki. W uproszcze-
niu opisywane procesy przebiegaja w komaérkach podda-

nych dziataniu 5-FU nastepujaco (ryc. 2.):

1) w wyniku zahamowania aktywnosci TK oraz usuwania wbu-
dowanego uracylu tworza sie dwuniciowe pekniecia DNA;

2) biatka ATR, ATM oraz ATX taczg sie z uszkodzonym DNA;

3) ATR fosforyluje kinaze CHK1, natomiast ATM — kinaze
CHK2 [47, 48];

4) ATX posiada prawdopodobnie zdolnos¢ fosforylowania
zaréwno CHK1, jak i CHK2 [41];

5) czasteczki CHK2 tworzg homodimery, ktérych elementy
sktadowe podlegaja dalszej autofosforylacji [49];

6) aktywowane kinazy CHK1 i CHK2 fosforylujg poszczegdl-
ne biatka, ktore ze wzgledu na specyficznos¢ substrato-
wa mozna podzieli¢ na:

a) fosforylowane wytgcznie przez CHK1,
b) fosforylowane wytacznie przez CHK2,
c) fosforylowane przez obie wymienione kinazy.

Do pierwszej grupy zalicza sie kinazy TLK, zaangazowa-
ne w proces remodelingu chromatyny [50]. Druga grupa jest
liczniejsza i obejmuje kinaze PLK3, biatko PML, czynnik trans-
krypcyjny E2F1 oraz biatko BRCA1 [41, 51-53]. Wreszcie do
trzeciej z wymienionych grup nalezg fosfatazy CDC25A
i CDC25C, oraz biatka p53 i MDM?2 [41, 54-56];

7) zaréwno ATM, jak i ATR moga bezposrednio fosforylowac

p53 [41, 57].

Wymienione powyzej mechanizmy pozwalaja na urucho-
mienie proceséw bezposrednio odpowiedzialnych za zmia-
ny biologiczne zachodzace w komérkach poddanych dzia-
taniu 5-FU.

Egzekwowanie cytotoksycznosci 5-FU
Zahamowanie cyklu komérkowego

Gtéwna reguta przestrzegana przez komarke podczas prze-
biegu cyklu komoérkowego zaktada, ze przejscie do kolejne-
go etapu moze by¢ dokonane jedynie wtedy, gdy poprzednia
faza zakonczyta sie pomyslnie, tzn. bez btedéw i uszkodzen.
Tak zwane punkty kontrolne cyklu komérkowego (ang. cell-
-cycle checkpoints) zapewniajg wysoce efektywna kontrole
przebiegu poszczegdlnych faz tego procesu [58]. Opisane po-
wyzej biatka ATM, ATR i ATX sg kluczowymi elementami punk-
tu kontrolnego fazy S. Jezeli syntetyzowany DNA zawiera
uszkodzenia, to fakt ten jest wykrywany w tym punkcie kon-
trolnym i cykl komérkowy zostaje zatrzymany [59].

Cykl komérkowy podlega bardzo precyzyjnej regulacji.
Jego przebieg jest uzalezniony od przesunie¢ rownowagi
pomiedzy stymulatorami i inhibitorami. Motorem cyklu ko-
morkowego sa biatka zwane cyklinami, ktére w scisle okre-
slonym porzadku czasowym fosforyluja kinazy zalezne od
cyklin (ang. cyclin dependent kinase — CDK). Kinazy te po-
woduja uruchomienie szlakéw przekazywania sygnatow
prowadzacych do syntezy biatek niezbednych w danej fa-
zie cyklu komérkowego. Z kolei inhibitory cyklu komérko-
wego to przede wszystkim biatka odpowiedzialne za hamo-
wanie aktywnosci CDK (inhibitory CDK, takie jak rodziny

biatek CIP/KIP i INK4), biatko RB odpowiedzialne za sekwe-
stracje kluczowych czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny
E2F oraz straznik genomu — biatko p53 [60].

W przypadku uszkodzenia DNA indukowanego przez 5-FU
uruchomione zostajg wyzej wymienione inhibitory (ryc. 3.).
Fosforylacja p53 powoduje:

1) aktywacje tego biatka jako czynnika transkrypcyjnego,
2) zmniejszenie jego powinowactwa do inhibitora MDM2.

Jako czynnik transkrypcyjny p53 stymuluje ekspresje ge-
nu kodujgcego biatko p21[61]. Z kolei p21 hamuje aktywnos¢
kompleksu cyklina A-CDK2, ktéry jest niezbedny w fazie S
cyklu komérkowego. Ponadto p21 aktywuje inne inhibitory,
takie jak p27 oraz biatka rodziny INK4. Biatka INK4 s3 nie tyl-
ko inhibitorami kompleksu cyklina D-CDK4/6 (odpowiedzial-
ny za fosforylacje bialka Rb i uwolnienie czynnikéw trans-
krypcyjnych E2F), ale rowniez hamuja aktywnos¢ MDM2, kto-
ry jest kluczowym inhibitorem p53 [60]. MDM2 jest
kluczowym inhibitorem p53. Blokowanie wigzania MDM?2,
ktore jest wynikiem bezposredniej fosforylacji p53 przez ATM
i ATR, dodatkowo wzmacnia aktywnosé p53 jako czynnika
transkrypcyjnego [62]. Wszystkie przedstawione mechani-
zmy prowadza do przesuniecia rownowagi w kierunku ha-
mowania cyklu komérkowego w odpowiedzi na 5-FU.

Réwnolegle z dziataniem opisanych powyzej inhibito-
réw istotna role w hamowaniu cyklu komérkowego w od-
powiedzi na uszkodzenie DNA indukowane przez 5-FU od-
grywaja kinazy i fosfatazy fosforylowane przez CHK1 i CHK2.
Intrygujaca, cho¢ nie w petni wyjasniona, jest rola kinazy
PLK3. Wykazano, ze zwiekszona ekspresja tego biatka chro-
ni komérke przed transformacjg nowotworowa [63]. Za su-
presorowe dziatanie PLK3 prawdopodobnie odpowiada ha-
mujacy wptyw tej kinazy na cykl komérkowy. Za posrednic-
twem szlaku ATM/ATX — CHK2 aktywnosé PLK3 zwieksza
sie w odpowiedzi na obecnos¢ uszkodzonego DNA [41].

Fosfatazy CDC25A i CDC25C (obie sg fosforylowane za-
rowno przez CHK1, jak i CHK2) rowniez uczestniczg w ha-
mowaniu cyklu komoérkowego w odpowiedzi na uszkodze-
nie DNA indukowane przez 5-FU. W tym przypadku CHK1
i CHK2 inaktywuja omawiane fosfatazy. CDC25A powodu-
je defosforylacje tyrozyny w pozycji 15 w czasteczce cykli-
nozaleznej kinazy CDK2, co uaktywnia te kinaze [54].
W przypadku zahamowania aktywnosci CDC25A nastepu-
je kumulacja nieaktywnej formy CDK2 i cykl komérkowy zo-
staje zatrzymany. Podobna role w stosunku do kinazy CDK1
odgrywa fosfataza CDC25C. W przypadku jej inaktywacji
dochodzi do gromadzenia sie nieaktywnej formy CDK1, co
dodatkowo hamuje cykl komérkowy w fazie G2 [21, 55].

Opisane powyzej mechanizmy hamowania cyklu komor-
kowego w odpowiedzi na uszkodzenie DNA indukowane
przez 5-FU chronig komérke przed powielaniem btedéw
w czasie replikacji materiatu genetycznego. Jednakze samo
zatrzymanie cyklu nie wystarczy — konieczne s3 dalsze dzia-
tania. W tym momencie komérka ma do wyboru dwie drogi:
1) naprawe uszkodzen i powrdt do przerwanego cyklu ko-

morkowego,

2) uruchomienie mechanizméw apoptozy w przypadku, gdy
naprawa uszkodzen nie jest mozliwa.
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W przypadku komarek nowotworowych poddanych dzia-  gtéwnymi szlakami molekularnymi, stuzgcymi do inicjacji
taniu 5-FU cytotoksyczne dziatanie tego leku zalezy od wy-  apoptozy: wewnatrzkomorkowym (wewnetrznym) i zewng-

boru drugiej z wymienionych mozliwosci. trzkomérkowym (zewnetrznym).
Szlak wewnetrzny uruchamia apoptoze w odpowiedzi na
Apoptoza takie czynniki, jak uszkodzenie DNA, zaburzenia cyklu komor-

o ) kowego, utrata kontaktu z macierzg zewnatrzkomarkowa, hi-

Apoptoze definiuje sig jako scisle kontrolowany —w prze- o1 <ia oraz niedobér substancji odzywezych [64, 651, 5-FU,
ciwienstwie do nekrozy —proces prowadzacy do $mierci ko-  ytgry indukuje uszkodzenia DNA, uruchamia apoptoze za po-
morki. Poniewaz mechanizmy odpowiedzialne za regulacje  srednictwem tego wtasnie szlaku. Jak wykazano powyzej,
tego procesu sg zapisane w komorkowym materiale gene-  obecnos$¢ uszkodzer DNA indukowanych przez 5-FU prowa-
tycznym, apoptoza bywa rowniez okreslana jako programo-  dzi do aktywadji biatka p53. Biatko to, dziatajac jako czynnik
wana $mier¢ komorki. Komorki ssakéw dysponujag dwoma  transkrypcyjny, pobudza ekspresje genéw kodujacych biatka

5-FUTP | €«—— | 5-FU |———>| 5-FdUMP

1

RNA 5-FdUTP syntetaza
tymidylowa
vuuuy zatrzymane
20000 )R widelki
| replikacyjne
glikozylaza
uracylowa
XK XXX
uszkodzony
DNA
ATM, ATR, ATX
CHK1, CHK2

0
w\

Rb/E2F MDM?2 \ . cyklina A
\ /p \ CDK2
cyklina E cyklina E
cok2 ——— INK4 p2/ CDK2

Ryc. 3. Mechanizmy hamowania cyklu komérkowego w odpowiedzi na uszkodzenie DNA przez 5-fluorouracyl (szczegdty — patrz tekst
i ryc. 1.). U = 5-fluorouracyl wbudowany do DNA

Fig. 3. Mechanisms of cell cycle inhibition in response to 5-fuorouracil — related DNA damage (details — see the text and fig. 1.). U - 5-flu-
orouracil incorporated into DNA
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bezposrednio zaangazowane w uwalnianie czynnikéw inicju-
jacych faze efektorowa apoptozy (ryc. 4.). Przede wszystkim
chodzi tu o ekspresje biatek proapoptotycznych z nadrodziny
BCL2, gtéwnie BAX i BAK [66]. Jezeli biatka te uzyskuja prze-
wage nad nalezacymi do tej samej nadrodziny biatkami an-
tyapoptotycznymi (gtownymi reprezentantami sg tu BCL2
i BCL-XL), to z mitochondriéw do cytoplazmy uwalniany jest
cytochrom c oraz SMAC/DIABLO [67]. Cytochrom c aktywuje
kaspaze-9, ktora z kolei aktywuje kaspazy-3, -6 i -7. S3 to pro-
teazy bezposrednio degradujace struktury wewnatrzkomor-
kowe. SMAC/DIABLO wiaze sie z IAP (ang. inhibitor of apop-
tosis) i zapobiega hamowaniu aktywnosci kaspaz [65, 68, 69].

Szlak zewnetrzny apoptozy bierze poczatek od przyta-
czenia sie odpowiednich ligandéw do tzw. receptoréw
Smierci, obecnych na powierzchni btony komérkowej. Gtow-
nymi reprezentantami sg tu FAS/APO1, RANK, DR3, DR4,
DRS5, jak réwniez receptory dla czynnika martwicy nowo-
twotdw (ang. tumour-necrosis factor — TNF). W tym przy-
padku kaspazy sg aktywowane bez posrednictwa p53 i bez
udziatu czynnikéw uwolnionych z mitochondriow. Przyta-
czenie ligandu do receptora Smierci powoduje powstanie
kompleksu DISC (ang. death-inducing signalling complex),
ktory aktywuje kaspaze-8 i -10, ktére z kolei aktywuja ka-
spazy efektorowe -3, -6 i -7 [65].

ligand
r?ce.pto'r btona komérkowa
Smierci
uszkodzenie DNA
przez 5-fluorouracyl
DISC
kaspaza-8
kaspaza-10 BAX, BAK }7 BCL2, BCL-XL

- mitochondrium

l \ SMAC/DIABLO

cytochrom c

—_

|

kaspaza-3, -6, -7

Ryc. 4. Gtowne szlaki przekazywania sygnatéw inicjujgcych apoptoze (szczegoty w tekscie). Kolor z6tty — szlak zewngtrzkomérkowy.
Kolor ré6zowy — szlak wewnatrzkomérkowy indukowany przez 5-fluorouracyl
Fig. 4. Main signalling pathways initiating apoptosis (details — see the text). Yellow — cell-extrinsic pathway. Pink — cell-intrinsic pathway

induced by 5-FU
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Powszechnie przyjmuje sie, ze cytotoksyczna aktywnosé
5-FU zalezy od obecnosci funkcjonalnego biatka p53. Zosta-
to to potwierdzone doswiadczalnie, jak rowniez dowiedzio-
ne w obserwacjach klinicznych. Na przyktad badania prze-
prowadzone z uzyciem linii komérkowych ludzkiego raka
okreznicy dowiodty, ze inaktywacja p53 uodparnia komér-
ki na dziatanie 5-FU [70,71]. Podobne wyniki uzyskano pod-
czas badania linii komérkowych ludzkiego raka zotadka [72]
i raka gardta [73]. Obecnos¢ mutacji w genie TP53 koduja-
cym biatko p53 jest niekorzystnym czynnikiem prognostycz-
nym i/lub predykcyjnym —w kontekscie stosowania 5-FU —
w przypadku raka odbytnicy [74], zaawansowanego raka
zotadka [75], raka kanatu odbytu [76], ptaskonabtonkowe-
go raka gtowy i szyi [77], ptaskonabtonkowego raka przety-
ku [78], przerzutéw raka okreznicy do watroby [79], raka
okreznicy w I1'i Il stopniu zaawansowania klinicznego [80]
oraz raka piersi [81].

Wyniki kilku badan wskazuja na ciekawa mozliwosé
uwrazliwiania komérek poddanych dziataniu 5-FU na apop-
toze, sterowang za posrednictwem szlaku zewnetrznego.
Badanie hodowli komérek ludzkiego raka watrobowoko-
morkowego wykazato, ze 5-FU wywotuje apoptoze nieza-
leznie od wyjsciowej ekspresji receptora FAS/APO1 [82]. Ko-
lejne doniesienie wskazywato na istotny udziat FAS/APO1-
zaleznej apoptozy w cytotoksycznosci 5-FU, skierowanej
przeciwko komérkom raka okreznicy [83]. Ponadto wykaza-
no synergizm w dziataniu cytotoksycznym 5-FU, cisplatyny
i przeciwciata monoklonalnego anty-FAS/APO1 w hodowli
komérek raka pecherza moczowego [84]. Okazato sie jed-
nakze, ze obecnos¢ w komaorkach ludzkiego raka okreznicy
prawidowych kopii genu TP53 zwieksza ekspresje FAS/APO1
i tym samym utatwia apoptoze sterowana poprzez szlak ze-
wnetrzny [85]. W przypadku raka jelita grubego udziat
FAS/APO1-zaleznej apoptozy w dziataniu 5-FU zostat po-
twierdzony klinicznie u chorych z przerzutami tego nowo-
tworu do watroby [86]. Zwiekszenie przez 5-FU podatnosci
na apoptoze mediowang przez FAS/APO1 zostato ponadto
wykazane in vitro w przypadku ptaskonabtonkowego raka
jamy ustnej [87] oraz czerniaka [88]. Przedstawione wyniki
badan sugeruja mozliwos¢ wykorzystania 5-FU nie tylko ja-
ko radiouczulacza (co od dawna jest wykorzystywane w le-
czeniu raka odbytnicy i ptaskonabtonkowych rakéw gtowy
i szyi, jak rowniez ptaskonabtonkowego raka przetyku), ale
rowniez jako leku wspomagajacego dziatanie réznych form
immunoterapii nastawionych na indukowanie FAS/APO1-
zaleznej apoptozy.

Innym ciekawym aspektem dziatania 5-FU jest stymulo-
wanie produkcji duzej ilosci reaktywnych form tlenowych
(RFT), takich jak anionorodnik ponadlenkowy, nadtlenek
wodoru i rodnik hydroksylowy. 5-FU, za posrednictwem p53,
stymuluje ekspresje genu FDXR, ktory koduje mitochondrial-
na reduktaze ferredoksynowa (FR). FR jest odpowiedzialna
za produkcje RFT. Nadekspresja FR hamuje wzrost komérek
raka jelita grubego in vitro. Z kolei juz czeSciowa inaktywa-
cja FDXR wyraznie zmniejsza natezenie p53-zaleznej apop-
tozy indukowanej przez 5-FU [89]. W omawiane] pracy do-
datkowo wykazano, ze ubikwinol mitoQ, ktéry jest bardzo
silnym antyoksydantem inaktywujacym RFT na poziomie
mitochondriow, jest zdolny do catkowitego zablokowania

apoptozy indukowanej przez 5-FU. Przedstawione wyniki
badan potwierdzity rezultaty wczesniejszch obserwacji, kto-
re wskazywaty na istotny udziat RFT w generowaniu pro-
apoptotycznej aktywnosci biatka p53 [90-94]. Wyniki ba-
dan Hwanga i wsp. [89] zostaty czesciowo potwierdzone
przez Liu i Chen [95]. Co prawda cytowani autorzy nie
stwierdzili zahamowania proliferacji komérek raka ptuca,
raka jelita grubego i raka piersi in vitro pod wptywem na-
dekspresji FR, ale udowodnili, ze komoérki raka ptuca z na-
dekspresja tego biatka staja sie bardziej wrazliwe na apop-
toze indukowana przez 5-FU.

Znaczenie RFT jako mediatoréw p53-zaleznej apoptozy
wydaje sie by¢ dobrze udokumentowane. Problem jest jed-
nak daleki od petnego rozwigzania, o czym $wiadcza wyni-
ki badan opublikowane przez Adeyemo i wsp. [96]. Cytowa-
ni autorzy wykazali, ze antyoksydanty moga dziata¢ syner-
gistycznie z 5-FU. W tym przypadku kluczowg role petni
zwiekszenie ekspresji proapoptotycznego biatka BAX. Wy-
jasnienie zwigzkéw pomiedzy apoptoza generowang przez
5-FU, produkcja RFT i dziataniem antyoksydantéw z pew-
noscig wymaga dalszych badan.

Podsumowanie

5-FU jest od wielu lat szeroko stosowany w leczeniu
réznych nowotwordw. Kluczowe procesy odpowiedzialne
za wewnatrzkomaérkowy metabolizm tego leku sa dobrze
poznane. Ponadto wiadomo, ze 5-FU wykazuje petnie dzia-
tania cytotoksycznego w przypadku obecnosci w komor-
kach funkcjonalnego biatka p53. Zjawisko to jest scisle
zwiazane z opisanymi powyzej mechanizmami wykrywa-
nia uszkodze DNA i egzekwowania apoptozy, ktérych
punktem weztowym jest wiasnie aktywacja p53. Ze wzgle-
du na ztozonos¢ omawianych proceséw uzasadnione jest
postawienie pytania o wptyw innych czynnikéw moleku-
larnych na efektywnos¢ cytotoksycznego dziatania 5-FU.
Pomocna moze tu by¢ technologia mikromacierzy DNA,
ktéra pozwala na identyfikowanie zmian ekspresji tysie-
cy gendw w ramach jednego eksperymentu. Podejscie ta-
kie juz zastosowano w przypadku komorek raka piersi
poddanych dziataniu 5-FU [97]. Wykazano, ze 5-FU w naj-
wiekszym stopniu stymuluje ekspresje genéw kodujacych
acetylotransferaze sperminowo/spermidynowa, anneksy-
ne Il, tymozyne-beta-10, chaperonine-10 oraz MAT-8. Wy-
mienione geny nie byty dotychczas brane pod uwage ja-
ko istotne w generowaniu cytotoksycznej odpowiedzi na
5-FU. Lepsze poznanie zwigzku r6znych czynnikéw mole-
kularnych zaangazowanych w wykrywanie uszkodzeh DNA
i indukowanie apoptozy z cytotoksycznoscia 5-FU moze
zaowocowac opracowaniem nowych strategii, terapeu-
tycznych majacych na celu zwigkszenie efektywnosci dzia-
tania tego leku.
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