-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by .. CORE

provided by Via Medica Journals

NOWOTWORY 2000/ tom 50

Zeszyt 5/ 523-527

Mechanizmy dzialania cytostatycznego nowych analogow puryn

Anna Szmigielska-Kaplon,Tadeusz Robak

Tematem pracy sq mechanizmy dzialania przeciwnowotworowego nowych lekow z grupy analogow puryn: pentostatyny
(deoksykoformycyny, DCF), kladrybiny (2-chlorodeoksyadenozyny, 2-CdA) i fludarabiny (EAMP). Pochodne purynowe
nalezq do antymetabolitow. Leki te s¢ wbudowywane w miejsce prawidlowych nukleotydow do taricucha DNA, zaburzajgc
w ten sposob jego synteze w komorkach szybko dzielgcych sie. Pentostatyna jest silnym inhibitorem deaminazy adenozyny,
glownego enzymu metabolizujgcego puryny w ustroju. Kladrybina i fludarabina sqg oporne na dziatanie tego enzymu, dzigki
czemu mogq osiggac wysokie stezemia w komorkach docelowych. Zwigzki te nalezq do nielicznych lekow
przeciwnowotworowych, ktore dzialajg nie tylko na komorki dzielgce sie, ale takze na komorki znajdujgce sie w fazie
spoczynkowej. Nowe analogi puryn, zaburzajgc metabolizm komdrek o niskiej aktywnosci mitotycznej, prowadzq do
wyczerpania zapasow zwigzkow wysokoenergetycznych, co prowadzi do programowanej Smierci komorki, czyli apoptozy. Leki
te indukujg apoptoze w mechanizmie kontrolowanym przez biatko p53 oraz rodzing biatek bcl-2. Fludarabina i kladrybina
majg szczegolne powinowactwo do komdrek limfoidalnych ze wzgledu na ich korzystng konstelacje enzymatyczng, co
decyduje o ich swoistym dzialaniu na te komorki i niskiej toksycznosci w stosunku do innych tkanek.

Ze wzgledu na swoj mechanizm dzialania nowe analogi puryn znalazly zastosowanie w leczeniu przewleklych chorob
limfoproliferacyjnych, takich jak nieziarnicze chioniaki o niskim stopniu zlosliwosci i przewlekla bialaczka limfatyczna.
Fludarabina i kladrybina zwiekszajq stezenie w komorkach blastycznych aktywnych metabolitow podstawowego leku
stosowanego u chorych na ostrg bialaczke szpikowq — arabinozydu cytozyny. Dzigki tej korzystnej interakcji nowe analogi puryn
sq z powodzeniem lgczone z arabinozydem cytozyny u pacjentow z nawrotem bialaczki, lub u chorych opornych na
standardowo stosowane leczenie.

Mechanisms of cytostatic activity of new purine analogues

The article concerns mechanisms of cytostatic activity of new purine analogues: pentostatin (deoxycoformycin, DCF),
cladribine (2-chlorodeoxyadenosine, 2-CdA) and fludarabine (EAMP). Purine analogues act as antymetabolits. The drugs are
incorporated instead of natural nucleotides into DNA interfering with its synthesis in rapidly dividing cells. Pentostatin is
a potent inhibitor of adenosine deaminase, a key enzyme in purine metabolism. Cladribine and fludarabine are resistant to this
enzyme and thus can reach high concentrantions in target cells. These drugs are unique chemotherapeutics: they are active not
only against dividing cells, but also against resting ones. New purine analogues cause shortage of high-energy compounds that
result in programmed cell death, called apoptosis, in cells with low mitotic activity by interfering with their metabolism.
Apoptosis triggered by these drugs is controlled by p53 protein and bcl-2 protein family. Fludarabine and cladribine accumulate
in lymphoid tissue because of specific enzymes present in lymphocytes. It explains high selectivity of these drugs for lymphocytes
and low toxicity in other tissues.

Because of their mechanism of action, new purine analogues are used in treatment of chronic lymphoproliferative disorders,
such as low-grade non-Hodgkin lymphomas and chronic lymphocytic leukaemia. Fludarabine and cladribine increase the
concentration of active metabolites of basic compound applied in acute myeloblastic leukaemia — arabinoside cytosine — in
blast cells. Due to this interaction new purine analogues are succesfuly combined with cytosine arabinoside in relapsed or
refractory to standard chemotherapy patients with acute myeloblastic leukaemia.

Stowa kluczowe: kladrybina, deoksykoformycyna, fludarabina, analogi puryn, mechanizm dziatania, apoptoza
Key words: cladribine, deoxycoformycin, fludarabine, purine analogues, mechanism of action, apoptosis
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Po zaobserwowaniu duzej aktywnosci cytarabiny rozpo-
czeto badania nad innymi pochodnymi zawierajacymi
arabinoz¢. Arabinozyd adenozyny (widarabina) okazal
si¢ jednak mato skuteczny [1], przede wszystkim z po-
wodu szybkiej inaktywacji przez deaminaze¢ adenozyny
(ADA). Jest to kluczowy enzym w szlaku metabolicznym
puryn w ustroju. Wrodzony niedobor ADA jest zwigzany
z ciezkim ztozonym niedoborem odpornosci (SCID)
u dzieci, przebiegajacym z limfopenia i defektami odpo-
wiedzi komorkowej i humoralnej [2]. ADA katalizuje
deaminacj¢ adenozyny do inozyny i deoksyadenozyny do
deoksyinozyny [3].

Wprowadzenie do czasteczki nukleotydéw adenino-
wych atomu fluorowca powoduje opornos¢ leku na dzia-
fanie tego enzymu. W ten sposob Montgomery i Hew-
son zsyntetyzowali 1-D-arabinofuranosyl-2-fluoroadening
(fludarabing, FAMP) (4). Ze wzgledu na lepsza rozpusz-
czalno$¢ lek jest stosowany w postaci 5’ monofosforanu.
Innym nukleotydem opornym na dziatanie ADA, jest kla-
drybina (2-chlorodeoksyadenozyna, 2-CdA), zawieraja-
ca atom chloru (5,6). Pentostatyna (deoksykoformycyna,
DCF) r6zni si¢ istotnie mechanizmem dzialania od FAMP
1 2-CdA. Jest ona nieodwracalnym inhibitorem ADA. Po-
czatkowe proby kliniczne wykazywaly aktywnoS$¢ przeciw-
nowotworowa tego leku, lecz rownoczesnie duza toksycz-
no$¢ zwlaszcza po podaniu w wysokich dawkach.

Budowa chemiczna

DCEF jest strukturalnym analogiem deoksyadenozyny pro-
dukowanym przez Streptomyces antibioticus i Aspergillus
indulans. FAMP jest pochodng adenozyny, w ktorej atom
wodoru w pozycji 2 pierécienia purynowego zastapiono
atomem fluoru. Reszte cukrowa tego nukleozydu stanowi
arabinoza zamiast deoksyrybozy. 2-CdA jest analogiem
deoksyadenozyny, w ktérym atom wodoru w pozycji
2 pierScienia purynowego zastgpiono atomem chloru. Bu-
dowe chemiczng lekow przedstawia Rycina 1.

Farmakokinetyka

Losy DCF w ustroju mozna opisa¢ otwartym modelem
dwukompartmentowym. T1/2a. wynosi ok. 9 minut, t1/2f
— ok. 5 godzin. Srednia objetos¢ dystrybucji obliczono na
23 1/m?. Lek jest wydalany gtéwnie z moczem, klirens ner-
kowy wynosi 57 ml/min/m2 [7].

Farmakokinetyke FAMP badano po szybkiej infuzji
dozylnej w dawce 80-260 mg/m2. Losy leku mozna przed-
stawi¢ otwartym modelem tréjkompartmentowym. T1/2a
wynosi 5 min., t1/2p — 1,4 h, t1/2y — 10,4h. Srednia objetosé
dystrybucji wynosi 44,2 1/m2. FAMP fatwo przenika do
tkanek i w malym stopniu kumuluje si¢ w organizmie.
Gl6wna droga wydalania sa nerki, klirens wynosi $red-
nio 67,9 ml/min./m2 [8].

Losy 2-CdA opisuje otwarty model tréjkompartmen-
towy. T1/2a wynosi 8 minut, t1/2p — 1,2 h, a t1/2y — 6,3h.
Czas poltrwania leku w tkankach wynosi 23 h, a objetos¢

dystrybucji — 9,2 I/kg. Lek jest wydalany przede wszystkim
przez nerki [9]. Parametry farmakokinetyczne lekow
przedstawia Tabela I.

Tab. I. Parametry farmakokinetyczne pentostatyny (DCF),
fludarabiny (FAMP) i kladrybiny (2-CdA)

Parametr CDF F-ara-A 2-CdA
T1/2 9 min 5 min 8 min
T1/2 5,0h 1,4h 1,2h
T1/2 - 10,4 h 6,3 h

Vy 23 1/m2 44,2 1/m2 9,2 1/kg
Cl 57 ml/min/m2 67,9 ml/min/m?2 -

V, - §rednia objetos¢ dystrybucji
Cl - klirens

FAMP i 2-CdA maja dobra dostgpno$¢ po podaniu
droga doustna. Biodostgpnos¢ 2-CdA wynosi 55% [9],
a FAMP - 75% [10]. Stwarza to mozliwoSci stosowania
preparatow w bardziej wygodnej dla pacjentdéw postaci.

Mechanizm dzialania

Nieodwracalne zahamowanie ADA przez DCF powodu-
je nadmierne gromadzenie jednego z substratow tego en-
zymu — 2’deoksyadenozyny. Zwigzek ten wchodzi na inny
szlak metaboliczny — jest fosforylowany przez kinaze de-
oksyadenozyny do tréjfosforanu (dATP). Synteza deoksy-
nukleotydow, substratéw niezbednych do powstania
DNA, odbywa si¢ dzigki reduktazie rybonukleotydowe;.
Nadmiar ktéregokolwiek produktu zmniejsza aktywnos¢
tego enzymu i hamuje powstawanie wszystkich deoksy-
nukleotydéw. Nadmiar dATP, powodowany przez zaha-
mowanie ADA, zmniejsza aktywno$¢ reduktazy rybonu-
kleotydowej i w konsekwencji wywotuje niedobdr sub-
stratow niezbednych do syntezy DNA. Akumulacja dATP
powoduje réwniez zmniejszenie zawartos$ci nukleotydu
nikotynamidoadeninowego (NAD) w komdrce. W wyniku
niedoboru NAD dochodzi do zahamowania syntezy ATP,
a zmniejszenie jego stezenia powoduje Smier¢ proliferuja-
cych i spoczynkowych limfocytow [11].

2-CdA i FAMP, dzicki wprowadzeniu atomu fluorow-
ca do czasteczki, sa oporne na dziatanie ADA. Leki te
nie sa tak szybko jak inne analogi puryn rozktadane przez
ten enzym i moga osigga¢ wysokie stezenia w komorkach
przez dlugi czas w poréwnaniu z innymi antymetabolitami.
2-CdA i FAMP ulegaja w organizmie przeksztatceniu do
aktywnych metabolitow — 5’trdjfosforanow. Oba leki ma-
ja szczegllne powinowactwo do komdrek limfoidalnych,
ktore charakteryzuja sie duza aktywnoscia kinazy cytydy-
lanowej, odpowiedzialnej za ich fosforylacje i matg ak-
tywnoscia 5nukleotydazy [12]. Warunkuje to czgSciowa se-
lektywno$¢ obu lekow — silne dziatanie na komoérki limfo-
idalne i stosunkowo niska toksyczno$¢ w stosunku do
innych tkanek.

Nowe analogi puryn dziataja cytotoksycznie zar6wno
na komorki dzielace sig, jak i na komorki pozostajace
w fazie spoczynku. 2-CdA i FAMP, zaburzajac rownowage
deoksynukleotydéw w komorkach oraz obnizajac aktyw-



no$¢ reduktazy nukleotydowej, hamuja synteze DNA.
Nowe analogi puryn sa takze inhibitorami polimeraz
DNA, powodujac zmniejszenie wiernosci replikacji in-
formacji genetycznej. Wbudowywanie obu zwigzkéw do
tancucha DNA w miejsce prawidtowych nukleotydéw po-
woduje powstawanie bledow w informacji genetycznej,
a takze jest czesto sygnatem do zakonczenia replikacji.
FAMP jest wprowadzana nie tylko do taficucha DNA,
ale takze do RNA, hamujac jego syntezg [8]. FAMP zabu-
rza procesy replikacji poprzez hamowanie aktywnosci pri-
mazy i ligazy DNA.

Aktywno$¢ kinazy deoksycytydylanowe;j jest regulo-
wana przez poziom deoksynukleotydow, szczegdlnie
dCTP (deoksycytydynotrdjfosforan). Obnizenie st¢zenia
dCTP przez inkubacje in vitro komoérek biataczkowych
z FAMP zwigksza aktywnoS¢ tego enzymu. Przyspiesza
to fosforylacje FAMP i innych substratéw kinazy cytydyla-
nowej, np. 2-CdA i arabinozydu cytozyny (Ara-C).

FAMP jest wbudowywany do DNA zamiast dATP.
Hamowanie przez fludarabing reduktazy rybonukleotydo-
wej zmniejsza st¢zenie dATP (deoksyadenozyno-
trojfosforan), z ktorym FAMP konkuruje o wiaczenie do
DNA. Powoduje to zwigkszenie wbudowywania fosforanu
fludarabiny do tancucha DNA [8]. Kladrybina i fludarabi-
na nasilaja cytostatyczne dzialanie cytarabiny. Badania
na komorkach biataczki mieloblastycznej wykazaly, ze
zmniejszenie stezenia deoksynukleotydow, spowodowane
zahamowaniem dzialania reduktazy rybonukleotydowe;j
przez FAMP, jest zwiazane ze zwickszeniem szybkoSci
fosforylacji Ara-C przez kinaz¢ deoksycytydynowa [13].
FAMP podawana przed Ara-C zwigksza akumulacje ko-
morkowa trojfosforanu arabinozydu cytozyny (Ara-CTP),
ktory jest aktywnym metabolitem [13]. Istnieje zwigzek
miedzy zdolnoScia blastéw biataczkowych do magazyno-
wania Ara-CTP, a odpowiedzia na cytarabing. Wykaza-
no, ze podanie FAMP przed Ara-C zwigksza szybko§¢
syntezy Ara-CTP w krazacych komorkach biataczkowych.

Nowe analogi puryn, jako jedne z niewielu lekdw
przeciwnowotworowych, dziataja na komorki pozostajace
w stanie spoczynku. Dlatego leki te znajduja zastosowanie
w przewleklych chorobach limfoproliferacyjnych, takich
jak chioniaki o niskim stopniu ziosliwosci oraz przewlekta
biataczka limfatyczna (PBL) [15-24]. W nowotworach
tych dochodzi do akumulacji dojrzatych komoérek limfo-
idalnych o niskim potencjale proliferacyjnym W komor-
kach spoczynkowych analogi puryn indukuja proces apop-
tozy, czyli programowanej $Smierci komorki. Na skutek
zaburzenia rownowagi deoksynukleotydow oba leki powo-
duja aktywacje endonukleaz i powstawanie licznych pek-
nie¢ podwdjnej nici DNA. Prowadzi to do nasilenia inten-
sywnosci proces6w naprawczych, wymagajacych duzej ilo-
Sci NAD. Wyczerpanie si¢ zapasow tego zwiazku,
stanowigcego gléwna rezerwe energetyczna komorki, pro-
wadzi w efekcie do jej Smierci [25-27].

Apoptoza, ktorag wywoluja analogi puryn, jest indu-
kowana przez ukfad biatka p53, a takze biatka rodziny
bcl-2 [28,29]. P53 jest genem supresorowym, ktory pelni
kluczowa rolg¢ w kontrolowaniu apoptozy oraz cyklu ko-
morkowego [30]. Produkt genu p53 — biatko p53 oddziaty-
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Ryc. 1. Struktura chemiczna 2’deoksyadenozyny, 2-CdA, FAMF i DCF

wuje odmiennie na komorki zdrowe i nowotworowe.
W komorkach prawidlowych powoduje zablokowanie po-
dziatéw komorkowych, a w komorkach nowotworowych
indukuje apoptoze. Rozne efekty dzialania biatka pS3 na
komorki prawidlowe i patologiczne warunkuja czescio-
wa specyficzno$¢ wielu lekéw cytostatycznych. Wzrost po-
ziomu biatka p53 wywotluje nasilenie transkrypcji mdm-2
mRNA. Biatko mdm-2 taczy si¢ z biatkiem p53 i inakty-
wujac je, zmniejsza nasilenie apoptozy. Mechanizm ten
stanowi sprzezenie zwrotne kontrolujace proces progra-
mowanej Smierci komorki. Podwyzszony poziom mdm-2
$wiadczy o aktywnoSci biatka p53 w komorcee, nie zaobser-
wowano natomiast, sugerowanej przez niektérych auto-
rOw, opornoSci na leczenie analogami puryn w przypad-
kach nadmiernej ekspresji mdm-2 [28].

Mutacje genu p53, czgste w nowotworach litych, wy-
stepuja rdwniez, cho¢ rzadziej, w nowotworowych cho-
robach uktadu krwiotwdrczego i wiaza si¢ z dynamicz-
nym przebiegiem choroby, ztym rokowaniem i znaczng
opornoscia na leczenie cytostatykami, w tym roéwniez ana-
logami puryn [31-34]. W badaniach in vitro stwierdzono,
ze dysfunkcja genu p53 zmniejsza nasilenie apoptozy wy-
wolanej przez analogi puryn, jednak nie hamuje tego pro-
cesu catkowicie [35, 36]. Programowana $Smier¢ komorki
prawdopodobnie zachodzi przy udziale biatka p53, jak
réwniez na drodze od niego niezaleznej. Pettitt i wsp.
[36] sugeruja, Ze oporno$¢ na nowe pochodne purynowe
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u chorych na PBL, u ktorych wyst¢puja mutacje genu
P53, jest zwiazana z powstawaniem klonu lekoopornego
na skutek niestabilnoSci genomu, wynikajacej z niepra-
widtowej funkcji biatka p53. Uzasadnione jest wigc wcze-
sne i intensywne leczenie tych pacjentéw nowymi leka-
mi z grupy analogéw puryn, aby kontrolowac chorobe,
zanim rozwinie si¢ lekoopornos¢ [36].

Biatko p53 wywoluje apoptoze¢ poprzez wplyw na
uktad bialek rodziny bcl-2. Bcl-2 jest biatkiem zwigzanym
z btona komorkowa, ktére poprzez zdolnos¢ inaktywacji
wolnych rodnikéw oraz wplyw na dystrybucje jonéw wap-
nia, chroni komorki przed §mierciag w procesie apoptozy.
Poznano wiele bialek podobnych strukturalnie do bcl-2.
Bialka bcl-xl, A1, mcl-1 maja regiony BH1-BH4 homolo-
giczne do bcl-2 i podobnie jak bcl-2 wydtuzaja czas prze-
zycia komorek. Biatka bax, bcl-xs, bak, bok/mtd, zawiera-
ja tylko 2 lub 3 domeny BH i maja dzialanie proapopto-
tyczne. Bialko bax ma postac blonowa, a takze dwie formy
cytoplazmatyczne. Tworzy ono z biatkiem bcl-2 potacze-
nia, najprawdopodobniej w formie heterodimerdw, lub
wigkszych konglomeratow. Stad wazniejszy jest wzajemny
stosunek zawartosci bax i bcl-2, niz bezwzgledne wartosci
stezen kazdego z tych bialek w komdrce. Jonhston i wsp.
[28] nie zaobserwowali zmian aktywnosci bax i bcl-2 w lim-
focytach pochodzacych od chorych na przewlekta biatacz-
ke limfatyczna, wrazliwych i opornych na dziatanie FAMP.
Obecnos¢ licznych komplekséw bax zaobserwowali na-
tomiast Thomas i wsp. [36] u chorych na PBL, leczonych
tym $rodkiem. Bax jest odpowiedzialny za wywolywanie
typowych dla apoptozy zmian w mitochondriach, np. utra-
ty gradientu elektrochemicznego przez btong wewnetrzna,
co powoduje produkcje wolnych rodnikéw nadtlenko-
wych [38]. Innym efektem dzialania bax jest wydzielanie
cytochromu c oraz jondéw wapnia z matrix mitochondrial-
nego do cytozolu. Cytochrom c obecny w cytoplazmie po-
woduje aktywacje proceséw proteolitycznych i aktywacje
kaspaz [39].

Gl6éwny mechanizm efektorowy apoptozy tworza
specyficzne asparaginazy serynowe — kaspazy. Enzymy te

dATP 2-chloro-dATP
d-ADP 2-chloro-dADP

! !

dAMP 2-chloro-dAMP
S’-NT dCK 5’-NTA*dCK
dAdenozyna.ADA_» dInozyna 2-chloro-dAdenozyna // ADA

btona komérkowa n

Ryc. 2. Wewnatrzkomdrkowy metabolizm adenozyny i 2-chlorodeoksy-
adenozyny wg Beutlera [2]

zawieraja seryn¢ w centrum katalitycznym i powoduja
proteolize w miejscu aminokwasu asparaginy. Kaspazy
sa obecne w komoérkach w formie nieczynnych zymoge-
noéw, aktywowanych na drodze proteolizy. Czg$¢ z nich
to enzymy o wlasciwosciach autokatalitycznych, np. kaspa-
za 8 1 9. Sa to tzw kaspazy inicjujace, ktore maja zdol-
nos¢ aktywacji kaspaz efektorowych, odpowiedzialnych
za bezpoSrednie dzialania toksyczne w stosunku do or-
ganelli komérkowych. Kaspazy efektorowe aktywuja row-
niez inne enzymy np. czynnik fragmentujacy DNA, zwany
rowniez DNAza, aktywowana przez kaspazy [30].

Biatka rodziny bcl-2, hamujace apoptoze, uniemozli-
wiajg biatku apaf-1 aktywacje kaspazy 9. Smieré komorki
jest indukowana wowczas, gdy bialka proapoptotyczne
np. bax facza si¢ z antyapoptotycznymi np. bcl-2, zwigksza-
jac stezenie wolnego biatka apaf-1, ktére moze aktywowaé
uktad kaspaz [30].

Innym mechanizmem indukcji apoptozy jest zwigk-
szanie ekspresji antygenu CD95, nalezacego do rodziny
receptoréw dla czynnika martwicy nowotworéw (TNF-R)
[39, 40]. Pobudzenie receptora CD95, wywotuje w efekcie
autokatalityczna aktywacje kaspazy 8. Ta droga indukcji
apoptozy, niezalezna od bialek rodziny bcl-2, stanowi jeden
z mechanizméw cytotoksycznego dzialania cytarabiny [40];
jej udzial w wywolywaniu procesu apoptozy przez nowe
analogi puryn wymaga dalszych badan.
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