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Streszczenie

Omoéwiono badania z ostatnich kilku lat nad lekami oksazafosforinanowymi ze szczegélnym pod-
kresleniem badari realizowanych w Polsce. Przedstawiono prace, ktére doprowadzity do odkry-
cia oryginalnego leku przeciwnowotworowego (.5)-(—)-bromofosfamidu. Wykazano uzytecznos¢
fosforowego magnetycznego rezonansu jadrowego w badaniach metabolizmu ifosfamidu i moz-
liwos¢ wykorzystania pochodnych jego aktywnego metabolitu w terapii genowej.
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Summary

Recent studies on oxazaphosphorinane drugs, with the main focus on those carried out in Poland,
are briefly reviewed. Research leading to the introduction of the new antitumor drug (S)-(—)-bro-
mofosfamide are presented. The utility of phosphorus nuclear magnetic resonance in studies of
ifosfamide metabolism and an application of analogues of the final, active metabolite of this drug
in gene therapy are shown.
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WPRoOWADZENIE

Cyklofosfamid (CF) i jego strukturalny izomer, ifostamid
(IF) (ryc. 1), fosforoamidoestrowe pochodne iperytu azo-
towego, sa klinicznie szeroko stosowanymi przeciwnowo-
tworowymi lekami alkilujacymi [6,9,48]. W swojej struktu-
rze zawieraja one pierscien 1,3,2-oksazafosforinanu i wraz
z kilkoma innymi preparatami tworza grupe lekéw oksa-
zafosforinanowych.

Zwiazki te sa prolekami, ktére pod dziataniem cytochro-
mu P450, gtéwnie w watrobie, ulegaja aktywacji po-
przez hydroksylacje atomu wegla pierScienia w pozycji
C-4. Tworzace si¢ w wyniku kaskady samorzutnych reak-
cji aktywne metabolity CF i IF, dzigki obecnosci grup 2-
chloroetyloamidowych wykazuja aktywnos¢ cytotoksyczna
bedacej wynikiem bis-alkilowania w jadrze komérkowym
komplementarnych nici DNA. CF i IF, ze wzgledu na obec-
no$¢ w ich czasteczkach asymetrycznego atomu fosforu, sa
zwiazkami chiralnymi, i z tego powodu wystepuja w posta-
ciach enacjomerycznych, ale w leczeniu klinicznym sg sto-
sowane racematy. Badania nad metabolizmem lekéw oksa-
zafosforinanowych oraz poszukiwanie nowych pochodnych
w obrebie tej klasy zwiazkéw i ich wykorzystanie w no-
wych, eksperymentalnych technikach terapii choréb nowo-
tworowych, jest ciagle aktualne [3,4,8,11,12,23,30,31,53.5
6]. W niniejszym przegladzie zostanag oméwione badania
dotyczace lekéw oksazafosforinanowych przeprowadzo-
ne w ciagu ostatnich kilku lat ze szczegdlnym uwzgled-
nieniem prac realizowanych w Polsce. Ze wzgledu na za-
interesowania autora pominig¢to w tym opracowaniu prace
o charakterze czysto klinicznym.

NowE POCHODNE IFOSFAMIDU

Pod koniec lat 80 XX w. w Zaktadzie Chemii Bioorganiczne;j
Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN
w Lodzi postawiono hipotezg, ze istotny wptyw na ak-
tywnos¢ przeciwnowotworowa preparatow oksazafosfori-
nanowych ma rodzaj grupy opuszczajacej, od ktérej zale-
zy tworzenie si¢ reaktywnych metabolitow zdolnych do
alkilowania materialu genetycznego [39,61]. Bazujac na
tych przestankach otrzymano seri¢ pochodnych IF, zmo-
dyfikowanych w podstawniku 2-chloroetylowym, pota-
czonym z egzocyklicznym atomem azotu. W tej grupie
zwigzkéw pochodna bromowa charakteryzowata si¢ naj-
wigksza aktywnoscia cytostatyczna. Prace nad synteza
[59,60], przeciwnowotworowymi [15], farmakokinetycz-
nymi [24,58] oraz farmakologicznymi [21] wlasciwoscia-
mi stereoizomerow bromowych analogéw IF doprowadzi-
ty do wyselekcjonowania najbardziej aktywnego zwiazku,
(8)-(-)-3-(2-bromoetylo)-2-chloroetyloamino-1,3,2-oksa-
zafosforinanu (SBF) (ryc. 2).

W badaniach na zwierzgtach doswiadczalnych preparat
ten wykazywat podobna jak IF toksycznos$¢ wobec ukta-
du moczowego, szczegdlnie gdy jego stosowanie potaczone
byto z uzyciem Mesny (2-merkaptoetanosulfonian sodu),
srodka uroprotekcyjnego dla lekéw oksazafosforinanowych
[26]. Jednoczesnie stwierdzono wystgpowanie wzmozone-
go dziatania przeciwnowotworowego w przypadku stoso-
wania SBF tacznie z podawaniem szczepionki — komérek
uwalniajacych interleuking 2 [27]. Przygotowujac uzycie
SBF w badaniach klinicznych zoptymalizowano warunki
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Ryc. 1. Cyklofosfamid (CF) i ifosfamid (IF)
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Ryc. 2. (S)-(-)-3-(2-bromoetylo)-2-chloroetyloamino-1,3,2-
oksazafosforinan (SBF)

szescioetapowej syntezy, uzyskujac produkt z 25% wydaj-
noscia [38]. Zastosowane metody syntetyczne sa w duzej
czesci analogiczne z uzywanymi w przemystowej produkcji
IF w Polsce, co stwarza mozliwos¢ wykorzystania ich do
opracowania technologii wytwarzania SBF. W Instytucie
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu
poréwnano aktywnos$¢ przeciwnowotworowa SBF i IF wo-
bec trzech przeszczepialnych nowotworéw u myszy (bia-
taczka L1210, rak ptuc Lewis i czerniak B16). Wykazano
korzystny wzrost (w zakresie 14—127%) indeksu terapeu-
tycznego 77 dla SBF w poréwnaniu do IF. Z analizy tok-
sycznosci podostrej LD, i ostrej LD, u myszy dla SBF i IF
wynika, ze badany preparat jest 2,2—-2,5 razy bardziej tok-
syczny niz lek referencyjny i dlatego SBF nalezy stosowaé
w kilkukrotnie mniejszych dawkach niz IF. Jednoczesnie
dla obydwu zwiazkéw obserwowano mniejsza toksycznosé
po podaniu doustnym, przy czym dla SBF bylo to bardziej
widoczne niz w przypadku IF. Zachgcajace wyniki badan
przedklinicznych staty si¢ podstawa do uzyskania rejestru
[34] pozwalajacego na przeprowadzenie badan klinicznych
I/I1 fazy z SBF. Prace te poprzedzono okresleniem farmako-
kinetyki SBF u ludzi po podaniu doustnym [25]. Nastgpnie
na podstawie wynikéw uzyskanych w trzech osrodkach on-
kologicznych w Polsce okreslono dla SBF dawki maksy-
malnie tolerowane na 1,89 g/m? oraz dawke toksyczna [52].
Otrzymane wyniki badan I/1I fazy pozwalaja rekomendo-
wac SBF do kolejnych faz badan klinicznych. Mozliwos¢
doustnego podawania SBF jest dogodna dla pacjentow.
Nalezy takze podkresli¢, ze SBF jest oryginalnym opra-
cowanym w Polsce lekiem przeciwnowotworowym, kté-
ry ostatnio osiagnat fazy badan klinicznych.

Kontynuujac badania nad wdrozeniem SBF do praktyki
klinicznej opracowano metody syntezy oczekiwanych me-
tabolitow 1-5 (ryc. 3) tego preparatu [35].

464



Misiura K. - Leki oksazafosforinanowe. Poszukiwanie nowych pochodnych...

0 0 0
N P// 0 \
VAN
rlu NH, N NHCHCHCl
CH,CH,Br
1 2
0
0 0
N 0 N0 o
R 74
N” NHCHCHyCl AN
0 | N NHCHyCH Gl
(HoCH,Br |
CHyCH,Br
3
4
0
N ) Y
N NHCHCH G
|
(HyCH;Br
5
Ryc. 3. Metabolity SBF 1-5
Zwiazki 1-5 postuza jako substancje wzorcowe w jako- 0 7 0
Sciowej i ilosciowej analizie metabolizmu SBF. Badania te, N P 7
lacznie z prébami okreslenia mechanizmu dziatania prze- 7N
. . fania prz /\: N NHCD,CH,(Cl
ciwnowotworowego SBF, powinny doprowadzi¢ do wyja-
$nienia wyjatkowo duzej aktywnosci i stereoselektywnosci
preparatu. Jego metabolit, zwiazek 5, jest achiralny, a za- (D2CHC
tem proces biologicznego stereoréznicowania musi naste- IF-d
powac we wezesniejszych etapach metabolizmu. Pewne su- 04
gestie na ten temat zostana przedstawione ponizej, ale nadal

zagadnienie to nie jest w pelni poznane. Nalezy réwniez
zauwazy¢, ze SBF nalezy do nielicznej grupy aktywnych
pochodnych iperytu azotowego, zawierajacych funkcje 2-
bromoetylowa. Inna pochodna tego typu jest kongener tal-
limustiny o symbolu PNU 15977 [2].

Terapeutycznie wskazane uzycie IF i SBF w duzych daw-
kach jest ograniczone z powodu wystgpowania w trakcie
leczenia dziatan niepozadanych, wsréd ktérych najpowaz-
niejsze to nefrotoksycznos¢ i neurotoksycznos¢ [25,29,55].
Za najbardziej prawdopodobna przyczyne ich wystgpowa-
nia uwaza si¢ uwalnianie aldehydu chlorooctowego w pro-
cesie metabolicznej transformacji IF poprzez hydroksyla-
cj¢ atoméw C-1 grup 2-chloroetylowych. Sformutowano
hipoteze, Ze te niepozadane szlaki metaboliczne moga by¢
hamowane przez zastapienie atoméw wodoru w potozeniu
C-1 przez deuter [37]. W tym celu otrzymano seri¢ deu-
teropodstawionych pochodnych ifosfamidu i jego analo-
géw bromowych, w postaci racemicznej jak i enancjome-
rycznej. Do wprowadzenia atoméw deuteru zastosowano
metode¢ halogeno-acetylowania i nastepczej redukcji gru-
py karbonylowej [38].

Ryc. 4. Tetradeutero podstawiony ifosfamid (IF-d4)

Tetradeutero podstawiony ifosfamid (IF-d4) (ryc. 4) podda-
no badaniom metabolizmu in vitro z uzyciem mikrosoméw
watroby szczura. Postugujac si¢ technika chromatografii ga-
zowej sprzgzonej ze spektrometriag masowa (GC-MS) wy-
kazano wystgpowanie efektow izotopowych w procesach
hydroksylacji taricuchéw bocznych. Deutero podstawione
preparaty poddano badaniom na aktywnos¢ przeciwnowo-
tworowa wobec biataczki L1210 u myszy. Zwiazki niemo-
dyfikowane zostaty uzyte w tych badaniach jako preparaty
referencyjne. Wsrdd stereoizomeréw zwiazkow deuterowa-
nych enancjomery lewoskretne charakteryzowaty sig¢ wigk-
sza aktywnoscia niz racematy. Podobne zaleznos$ci obser-
wowano wczesniej dla stereoizomeréw CF i IF [28] oraz
bromowych analogéw ifosfamidu [15]. Zaobserwowane r6z-
nice w aktywnosciach pomigdzy zwiazkami deuterowany-
mi a nieznakowanymi potwierdzaja hipoteze, ze Sciezka
metaboliczna IF prowadzaca do aldehydu chlorooctowego
jest niekorzystna biorac pod uwage wilasciwosci terapeu-
tyczne tego leku. Problem roli aldehydu chlorooctowego
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Ryc. 5. Mafosfamid (MF) oraz pochodne 4-hydroperoksy ifosfamidu (4HOOIF) i bromofosfamidu (4HOOBF)

w terapii z uzyciem IF byt w ostatnich latach przedmio-
tem kontrowersji [S]. Badania z wykorzystaniem pochod-
nych deuterowych, jak i opisane ponizej badania metabo-
lizmu IF [44], Swiadcza przeciw hipotezie sformutowanej
przez badaczy amerykariskich [5] o korzystnym udziale
tego metabolitu w terapii.

W celu uniknigcia niepozadanych proceséw metabolicz-
nej hydroksylacji IF w taricuchach bocznych, zaplano-
wano otrzymanie tetrametylowej pochodnej ifosfamidu
3-(2-chloro-1,1-dimetyloetylo)-2-chloro-1,1-dimetylo-
etyloamino-1,3,2-oksazafosforinanu [36]. Podj¢te synte-
zy nie doprowadzity jednak do otrzymania tego zwiazku.
Zasadniczym problemem okazato si¢ wprowadzenie grupy
2-chloro-1,1-dimetyloetylowej na atom azotu N-3 pierscie-
nia 1,3,2-oksazafosforinanu. Mozliwe natomiast okazato
si¢ otrzymanie pochodnej dimetylowej 3-(2-chloroetylo)-
2-chloro-1,1-dimetyloetyloamino-1,3,2-oksazafosforinanu.
Zsyntetyzowano ja wykorzystujac reakcj¢ otwarcia pier-
Scienia gem-dimetyloazirydynowego za pomoca chlorowo-
doru. Okazalo sig, ze proces otwarcia pierscienia nie jest
regioselektywny. Otrzymano, oprécz pozadanego zwiazku
z grupa 2-chloro-1,1-dimetyloetylowa w okoto réwnomolo-
wej ilosci jego regioizomer 2-chloro-2,2-dimetyloetylowy.
Zwiazki te poddano badaniom metabolizmu in vitroz uzy-
ciem mikrosoméw watroby szczura. Postugujac si¢ tech-
nika wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)
wykazano, ze kinetyka ich hydroksylacji jest zblizona do
kinetyki metabolizmu IF. Zwiazki dimetylowe byly jednak
znacznie mniej aktywne in vivo, wobec biataczki L1210
u myszy, niz IF. Wynik ten sugeruje, ze wprowadzenie pod-
stawnikéw metylowych do grup 2-chloroetylowych powo-
duje obnizenie efektywnosci alkilowania DNA przez od-
powiednie aktywne metabolity tych preparatéw. A zatem,
ten kierunek modyfikacji ifosfamidu nie wydaje sig¢ pro-
spektywny. Réwnolegle z naszymi pracami badacze fran-
cuscy otrzymali pochodne IF zawierajace po jednej grupie
metylowej potaczonej z atomem wegla C-1 funkcji 2-chlo-
roetylowych [49]. Niestety, ani w tej, ani w nastgpnych pra-

cach tych autoréw, nie opisano aktywnosci przeciwnowo-
tworowej otrzymanych analogéw IF.

Wsréd badanych lekéw oksazafosforinanowych enancjo-
mery lewoskretne sa bardziej aktywne przeciwnowotwo-
rowo niz enancjomery prawoskretne [15,28,38]. Celowym
byto okreslenie wptywu stereochemii na atomie fosforu na
aktywnos¢ przeciwnowotworowa pochodnych 4-hydrope-
roksy ifosfamidu (4HOOIF) i bromofosfamidu (4HOOBF)
[42]. Pochodne 4-hydroperoksylowe (ryc. 5) naleza do gru-
py preaktywowanych lekéw oksazafosforinanowych, z kt6-
rych mafosfamid (MF) jest stosowany klinicznie [57]. Zaleta
tego leku jest brak koniecznosci metabolicznej aktywacji,
co pozwala na stosowanie MF w zdecydowanie mniejszych
dawkach niz CF i IF, natomiast jego wada jest silna tok-
syczno$¢ w miejscu podania.

Substratami do syntezy stereoizomeréw 4HOOIF i 4HOOBF
byty racemiczny i lewoskre¢tny IF i BE. Prowadzac ich ozo-
noliz¢ w obecnosci nadtlenku wodoru otrzymano pozada-
ne produkty i zbadano ich aktywnos$¢ in vitro w 4 liniach
nowotworowych raka pochwy KB, raka odbytnicy SW707,
raka pecherza moczowego HCV29T i raka gruczotu pier-
siowego MCF-7. Pochodne ifosfamidu byty bardziej ak-
tywne niz pochodne bromofostamidu, co byto zaskakuja-
ce w odniesieniu do réznic obserwowanych dla SBF i IF.
Prawdopodobnie o takim zréznicowaniu aktywnosci zde-
cydowata obnizona chemiczna trwalo$¢ pochodnych bro-
mowych. Dlatego do badari aktywnosci przeciwnowotwo-
rowej wobec biataczki L1210 u myszy wybrano pochodne
ifosfamidu. Podobnie jak w badaniach cytotoksycznosci,
nie stwierdzono znaczacych réznic w aktywnosci izome-
réw cisi trans, a takze zwigzkéw racemicznych i enancjo-
merycznych. Sugeruje to, ze réznice w aktywnosci prze-
ciwnowotworowej stereoizomeréw IF i BF wynikaja nie
ze stereoselektywnego charakteru procesu hydroksylacji
pierscienia oksazafosforinanylowego, lecz ze stereoselek-
tywnosci hydroksylacji tacuchéw bocznych. Hipoteze te
potwierdza fakt, iz dla IF i BF, gdzie metaboliczna hydrok-

466



Misiura K. - Leki oksazafosforinanowe. Poszukiwanie nowych pochodnych...

0
o\P p:
< N NHCH,CHC
3DCE

b
-CICH,CHO

0
N 74 a
P R —
< 7 \NHCH,CH,Cl

N—=

HCHyC
H

O—

0 \P//O 14
NT O NHCHCHCl
0

CHyCHyd

4ketolF
PN
HO 0 0
N7 <7
N NHCH,CHCl
|

CHyCHy

karboksylF

a-cytochrom P450

c-dehydrogeneza aldehydowa

VAN
N NH;

|
CHyCHyCl

2DCE
T b
-CICH,CHO
<:0\P//0 a_ <:0\P//0 o
hll/ NHCH,CHyC N7 NHCHCH,CI
CHCH,Cl CHyCH,Cl

la
NT ONHCHyCHC N NHCHCHyCl

|
(HyCHA

CHyCHy
4HOIF
0
H)K/\

0. .0
\P//

th/ NHCH,CH,Cl
CHyCHy

aldolF
b

-CHy=CHCHO

-

\P//O

N NHCHCH Gl
|
(HyCHyA
iPAM
b-reakcja spontaniczna
d-mechanizm nieznany

Ryc. 6. Schemat metabolizmu ifosfamidu

467




Postepy Hig Med Dosw (online), 2004; tom 58: 463-471

HO

o
)

HO |
0 —
HO

o

(NHCH,CH,()y
HO

0
Il
RO-P(NHCH,CH,(l);

6, R=CgHs5CH;

7, p-CH3CgH4CH)

8,  p-F(gH4(H,

9,  p-NOy(gH4aCHy

10,  CH3COSCHyCHy

11,  (CH3)3CCOSCHyCH,

12,  (gH5COSCHyCHy

13,  (CgHs5CH,0),P(0)0CsH4CH)
14,  (HO),P(0)0CeH4CH,

Ryc. 7. Glufosfamid (GF) oraz pochodne izofosforoamidu iperytowego

sylacja w grupach 2-chloroetylowych zachodzi w znacz-
nym stopniu, obserwuje si¢ znacznie wigksze stereozrdz-
nicowanie we wlasciwosciach przeciwnowotworowych niz
dla CF, ktérego proces hydroksylacji taficuchéw bocznych
ma charakter jedynie marginalny. Pochodne 4-hydroperok-
sy wykazywaly ograniczona trwato$¢ podczas przechowy-
wania, co prawdopodobnie uniemozliwia ich szersze za-
stosowanie terapeutyczne. Problem poszukiwania nowych
preaktywowanych pochodnych ifostamidu jest ciagle aktu-
alny. W ostatnim czasie prowadzono badania 4-metoksy-
ifosfamidu, ktérego izomery cis i trans wykazywaty duza
aktywnos¢ przeciwnowotworowa in vitro [S0]. Nie stwier-
dzono réznic w aktywnos$ciach obu izomeréw, podobnie
jak w opisanych powyzej badaniach [42]. Otrzymano tak-
ze sulfonylowe pochodne aldofosfamidu i aldoifosfamidu
[18] i wykazano ich duza aktywnos¢ przeciwnowotworo-
wa in vivo wobec nowotworéw opornych na leki oksaza-
fosforinanowe.

BADANIA METABOLIZMU IFOSFAMIDU

Metabolizm lekéw oksazafosforinanowych byt intensywnie
badany juz od wielu lat i nalezy on do jednych z najlepiej
poznanych [3,4,11,23] (ryc. 6). W badaniach wykorzystano
rozne techniki analityczne, takie jak chromatografia cien-
kowarstwowa, gazowa i cieczowa, spektrometria masowa
i magnetyczny rezonans jadrowy. Na podkreslenie zastu-
guje opracowane w Polsce zastosowanie fosforowego ma-
gnetycznego rezonansu jadrowego do badania metabolizmu
IF [40]. Technika ta byta p6Zniej szeroko wykorzystywana
przez inne grupy badawcze [14,20,32,33].

IF w pierwszym etapie jest hydroksylowany z udziatem
cytochromu P450 w pierscieniu i w taficuchach bocznych
(schemat). Powstajacy 4OHIF znajduje si¢ w réwnowadze
tautomerycznej z aldolF, ktory samorzutnie rozpada sig,
z uwolnieniem akroleiny, z utworzeniem aktywnego me-
tabolitu iPAM. 40HIF i aldolF sa utleniane odpowiednio

do 4ketolF i karboksylF, ktére naleza do gtéwnych meta-
bolitéw IF wydalanych z moczem. W przeciwienistwie do
CF, u ktérego pierwszy etap hydroksylacji ogranicza si¢
do reakcji w pierscieniu oksazafosforinanowym, IF utle-
niany jest rowniez w grupach 2-chloroetylowych dajac nie-
trwale pochodne hydroksylowe samorzutnie rozpadajace
sig, z uwolnieniem aldehydu chlorooctowego oraz zwiaz-
kéw dechloroetylowych 2DCE i 3DCE. Oba te nieaktyw-
ne metabolity sa takze wydalane z moczem.

Niedawno podjeto proby znalezienia korelacji poziomu
tworzacego si¢ aldehydu chlorooctowego z wystgpowa-
niem neuro- i nefrotoksycznosci u dzieci leczonych IF
[44]. Niepozadane procesy hydroksylacji zachodzace
w taiicuchach 2-chloroetylowych, stanowia u pacjentéw
dorostych do 50% catkowitego metabolizmu IF [23,40].
Badania metabolizmu IF [44] w grupie 26 dzieci (wiek
2-15 lat) z guzami litymi o réZznym umiejscowieniu wy-
kazaty duze zréznicowanie w ilosciach 2DCE i 3DCE
oraz niezmetabolizowanego IF wydalanych z moczem.
Nie stwierdzono jednak Scistej zaleznosci pojawiania sig
u pacjentdw objawdéw neurotoksycznych i nefrotoksycz-
nych z obserwowanym podwyzszonym poziomem 2DCE
i 3DCE w moczu. Moze to sugerowad, ze istnieja dodat-
kowe czynniki warunkujace wspomniane wyzej dziatania
niepozadane. Czynnikiem takim moze by¢ np. zréznico-
wanie u leczonych dzieci aktywnosci genéw kodujacych
okreslone typy transferazy S-glutationu, enzymu prawdo-
podobnie odpowiedzialnego za procesy detoksyfikacji al-
dehydu chlorooctowego. Prace nad weryfikacja tej hipo-
tezy sa realizowane w Instytucie Pediatrii UM w Lodzi.
Badania farmakogenetyczne, w powiazaniu z analiza me-
tabolizmu IF, daja nadzieje na znalezienie markeréw, ktére
sq zwiazane z tzw. dobra odpowiedzig terapeutyczna u in-
dywidualnego pacjenta. Wykazano na przyktad, ze eks-
presja okreslonych subtypéw cytochromu P450 w tkance
raka piersi moze by¢ powigzana z efektem terapeutycznym
IF [54]. A zatem wskazane jest podjecie prob modulowa-
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nia aktywnosci wybranych genéw subtypéw cytochromu
P450, co moze doprowadzi¢ do lepszego dziatania terapeu-
tycznego, badZ ograniczenia dziatan niepozadanych zwia-
zanych z leczeniem ifosfamidem.

NoWE STRATEGIE TERAPEUTYCZNE

Toksycznos¢ towarzyszaca konwencjonalnej chemioterapii
przeciwnowotworowej jest spowodowana przede wszyst-
kim brakiem wybidrczosci dziatania cytostatykéw wobec
komoérek docelowych. Pozadana selektywnos$¢ mozna osia-
gnacé przez zastosowanie terapii genowej. Jedna z metod
bedacych taka forma eksperymentalnej terapii przeciwno-
wotworowej jest enzymatyczna aktywacja proleku w ge-
nowo zmienionych komérkach rakowych, tzw. koncep-
cja ,,Gene-Directed Enzyme Prodrug Therapy” (GDEPT)
[46,47]. W ciagu ostatnich kilku lat opracowano kilkana-
Scie systeméw prolek/enzym, a kilka z nich znajduje sig
juz w badaniach klinicznych [10].

Ostatnio intensywnie byta badana mozliwos¢ zastosowa-
nia w terapii genowej GDEPT cyklofosfamidu i ifosfamidu
oraz aktywujace je cytochromy P450. Badania te prowa-
dzone gtéwnie w Stanach Zjednoczonych zostaty pod-
sumowane w kilku pracach przegladowych [7,22,51,62].
Terapia z wykorzystaniem CF i IF oraz retrowirusowego
dostarczania plazmidéw kodujacych izoformy cytochro-
mu P450, tj. CYP2B1 i CYP2B6 znajduje si¢ w II fazie
badar klinicznych.

W oparciu o koncepcje GDEPT, w polskich laborato-
riach podje¢to prace nad wykorzystaniem w terapii geno-
wej pochodnych izofosforoamidu iperytowego (iPAM), ak-
tywnego metabolitu ifosfamidu [41,43]. Badania te byly
rowniez interesujace ze wzgledu na obserwowang duza
aktywnos$¢ przeciwnowotworowa niektérych pochodnych
iPAM. Glikozydowy ester iPAM, glufosfamid (GF), znaj-
duje si¢ w II fazie badar klinicznych [13] (ryc. 7).

Otrzymano trzy grupy pochodnych iPAM: benzylowe 6—
9, ktére prawdopodobnie moga by¢ aktywowane poprzez
cytochrom P450, acylotioetylowe 10—12 — aktywowalne za
pomoca hydrolaz, oraz fosforanowe 13—14 — aktywowal-
ne za pomoca fosfataz. Znaleziono korelacje pomigdzy
zdolnoscig preparatu do ulegania enzymatycznej aktywa-
cji a jego cytotoksycznoscia i aktywnoscia przeciwnowo-
tworowa. Grupa pochodnych acylotioetylowych 10—12 wy-
kazywata interesujace wlasciwosci przeciwnowotworowe.

PismiennicTwo

Jednak wykorzystanie pochodnych iPAM w GDEPT po-
winno si¢ opiera¢ raczej o enzymy nieobecne lub wyka-
zujace jedynie szczatkowa aktywnos¢é w komoérkach orga-
nizméw wyzszych. Interesujace moze by¢ zastosowanie
do tego celu fosfotriesteraz [1], enzymdw, ktére probu-
je si¢ wykorzystywa¢ m.in. do detoksyfikacji fosforoor-
ganicznych gazéw bojowych. Zastosowanie okreslonych
pochodnych iPAM w GDEPT daje mozliwos¢ modyfiko-
wania ich wtasciwosci alkilujacych. Taka szanse stwarza
zamiana atomu(6éw) chloru w podstawnikach 2-chloroety-
lowych na inne grupy opuszczajace, np. brom. Prace nad
wykorzystaniem w GDEPT pochodnych fosforoamidu ipe-
rytowego (PAM), aktywnego metabolitu cyklofosfamidu,
prowadzone sa w kilku innych osrodkach. Ostatnio otrzy-
mano odpowiednio zaplanowane kongenery PAM w celu
ich aktywacji poprzez DT-diaforaze [16], karboksypepty-
daze G2 [45], nitroreduktaze [17] i reduktazeg pochodzaca
z ludzkich cytochroméw P450 [19].

PobpsumowaNIE

Cyklofosfamid, lek prawie 50-letni, ciagle znajduje szerokie
zastosowanie kliniczne w leczeniu wielu typ6w nowotwo-
réw. Inne leki oksazafosforinanowe — ifosfamid, trofosfa-
mid i mafosfamid sa réwniez uzyteczne w chemiotera-
pii. Ostatnio dotaczyt do tej grupy (S)-(—)-bromofosfamid,
nowy, polski eksperymentalny lek bedacy po I fazie ba-
dan klinicznych. Planowane sa dalsze prace nad tym pre-
paratem. Nadal nie zostal poznany jego metabolizm oraz
mechanizm dziatania, szczegélnie w poréwnaniu do ifos-
famidu. Poszukiwanie nowych pochodnych ifosfamidu ma-
jacych mniej dziatan niepozadanych, takich jak nefrotok-
sycznos¢ 1 neurotoksycznosé, dotychczas nie zakonczyto
si¢ pelnym sukcesem. Mozna sadzié, ze bardziej obiecu-
jaca w realizacji tego celu moze by¢ droga inhibicji okre-
Slonych subtypéw cytochromu P450 poprzez podawane
facznie z ifosfamidem innych preparatéw. Cyklofosfamid
i ifosfamid zostaly z sukcesem wykorzystane w terapii ge-
nowej enzym-prolek. Mozna przypuszczac, ze w tej terapii
bedzie mozliwe zastosowanie réwniez odpowiednio zapla-
nowanych, enzymatycznie aktywowanych pochodnych ich
konicowych metabolitow.
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