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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Cyklofosfamid (CPA) i ifosfamid (IFO) naleza do lekéw oksazafosforinanowych i sg od ponad
kilkudziesieciu lat powszechnie stosowane w leczeniu zaréwno guzdw litych, jak i choréb
rozrostowych uktadu krwiotwdrczego. Oba leki sa podawane w nieczynnej farmakologicznie
postaci transportowej i wymagaja metabolicznej aktywacji z udziatem cytochromu P-450 (CYP).
Przemiany metaboliczne zachodzace z udziatem odpowiednich izoenzyméw CYP prowadza do
powstania istotnych terapeutycznie metabolitéw oraz zwigzkéw toksycznych wptywajacych
na jako$¢ terapii. Pierwszy etap przemian jest zwigzany z hydroksylacja atomu wegla w pier-
$cieniu w pozycji C-4 i atoméw wegla C-1 w dwéch 2-chloroetylowych taticuchach bocznych.
W wyniku hydroksylacji wegla C-4 powstaja 4-hydroksypochodne (4-OH-CPA i 4-OH-IFO)
pozostajace w réwnowadze tautomerycznej z postaciami aldo, ktére w komérkach nowotwo-
rowych ulegaja samorzutnemu rozpadowi do cytotoksycznych iperytéw fosforoamidowych
i urotoksycznej akroleiny. Natomiast powstate w wyniku hydroksylacji faticuchéw bocznych
zwigzki hydroksychloroetylowe sa nietrwate i rozpadaja sie wytwarzajac m.in. nefro- i neuro-
toksyczny chloroacetaldehyd (CAA). Ze wzgledu na pule tworzacych sie metabolitéw toksycz-
nych konieczne jest stosowanie podczas terapii odpowiednich §rodkéw prewencyjnych np.
mesny oraz badanej obecnie agmatyny. Mimo ze CPA i IFO sg lekami czesto wykorzystywanymi
w leczeniu onkologicznym, to ich zastosowanie jest ograniczone nie tylko toksycznoscia, ale
takze wystepujaca na nie opornoscig. Oporno$¢ na oksazafosforinany wynika m.in. ze zmian
w ekspresji i aktywnosci enzyméw CYP, dehydrogenezy aldehydowej (ALDH) oraz ze zwiekszo-
nego poziomu wewnatrzkomdrkowego glutationu (GSH) i S-transferazy glutationowej (GST).
Obecnie badanych jest kilka sposobédw zwalczania tej opornosci, w tym stosowanie modulato-
réw metabolizmu, antysensowych oligonukleotydéw wybidrczo hamujacych ekspresje genéw
oraz wprowadzanie genéw izoenzyméw CYP do tkanki nowotworowe;.

aktywnos¢ cytotoksyczna - leki alkilujace - oksazafosforinany - pochodne izofosforamidu iperytowego

Summary

Cyclophosphamide (CPA) and ifosfamide (IFO) belong to oxazaphosphorine drugs and for
a few decades have been widely used for treatment of solid tumours and haematological
malignancies. Both drugs are administered in pharmacologically inactive form and require
metabolic activation by cytochrome P-450 (CYP). Metabolic transformations taking place
under the action of specific CYP isoenzymes lead to the formation of therapeutically essential
metabolites and some toxic compounds affecting quality of therapy. The first stage of these
conversions is connected with hydroxylation reactions occurring on the C-4 carbon atom
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within a ring and C-1 atoms of 2-chloroethyl chains. As a result of C-4 hydroxylation 4-hy-
droxy derivatives (4-OH-CPA and 4-OH-IFO) are formed and remain in tautomeric equilibrium
with aldo compounds which in cancer cells spontaneously release cytotoxic phosphoramide
mustards and urotoxic acrolein. At the same time hydroxychloroethyl compounds formed
during hydroxylation of side-chains are unstable and collapse with the release of inter alia
nephro- and neurotoxic chloroacetaldehyde (CAA). Due to formation of toxic metabolites it
is essential to use some preventive agents such as mesna and recently examined agmatine.
Since CPA and IFO are widely used anticancer drugs, their efficacy is limited not only by their
toxicity but also due to occurring resistance. This resistance seems to be a result of changes
of expression and activity of enzymes such as CYP and aldehyde dehydrogenase (ALDH) and
increase of intracellular levels of glutathione (GSH) and glutathione S-transferase (GST). At
present a few methods of overcoming this resistance are being examined including the use
of metabolism modulators, antisense oligonucleotides selectively inhibiting gene expression,
and introducing genes of some CYP isoenzymes to a cancer tissue.
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-agmatyna, ALDH - dehydrogenaza aldehydowa, AIF — czynnik indukujacy apoptoze, AKR1 — aldo-
-keto reduktaza, ANT - translokaza nukleotyddw adeninowych, AP-1 - kompleks biatkowy (activator
protein 1), AQDQ - podjednostka kompleksu C-I, BRP — obwodowy receptor dla benzodiazepin, BSO
—butioninosulfoksyimina, C-1- kompleks | faicucha oddechowego: oksydoreduktaza NADH:ubichinon,
C-ll - kompleks Il taricucha oddechowego: oksydoreduktaza bursztynian: ubichinon, C-lll - kompleks
Il taricucha oddechowego: oksydoreduktaza ubichinon:cytochrom ¢, C-IV — kompleks IV faricucha
oddechowego: oksydaza cytochromu ¢, C-V - kompleks V taricucha oddechowego:syntaza ATP, C16C2
- ester etylowy O-heksadecylo-y-glutamylo-S-benzylocysteinylofenyloglicyny, CAA - aldehyd chloro-
octowy, CAR - konstytutywny receptor androstanu, CEPM - iperyt O-karboksyetylocyklofosfamidu,
CoA- koenzym A, CPA - cyklofosfamid, CYP — izoenzym cytochromu P450, Cph.D - cyklofilina D, 2-DCE
— 2-dechloroetyloifosfamid, 3-DCE - 3-dechloroetyloifosfamid, EMT-6 — mysi model z nowotworem
piersi opornym na leki alkilujace, Fas L9 - ligand dla receptora $mierci (Fas Ligand), GR - receptor gli-
kokortykosteroidéw, GSH - glutation, GST - transferaza S-glutationowa, GSTP1 - inhibitor transferazy
glutationowej, HNF-4-a - czynnik transkrypcyjny 4 (hepatic nuclear factor 4), HuCCT1 - linia komoérek
raka drog zétciowych, IFO - ifosfamid, IL-1@ — interleukina 1, IAP — biatka z rodziny inhibitéw apoptozy,
iNOS - indukowalna syntaza tlenku azotu, iPAM - iperyt izofosforoamidowy, K562 — linia komorek
biataczki, 9L - linia komérek glejakomiesaka, L1210 - linia komérek mysiej biataczki, LLC-PK1 - linia
komorek epitelialnych, MAO - monoaminooksydaza, MCF-7 - linia komorek ludzkiego raka piersi,
MetXia - rekombinowany retrowirusowy wektor kodujacy ludzki gen CYP2B6, MFO — mafosfamid,
MGMT - metylotransferaza metyloguaninowa, MPTP - kanat mitochondrialny (mitochondrial perme-
ability transition pore), MRP - biatka opornosci wielolekowej, NAD* - dinukleotyd nikotynamidoadeni-
nowy, NF-kB — czynnik transkrypcyjny (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells),
NK - komérki uktadu odpornoséciowego (natural killer), 4-OH-CPA - 4-hydroksycyklofosfamid, 4-OH-
-IFO - 4-hydroksyifosfamid, P388 - linia komorek biataczki, P450 — cytochrom P-450, PARP - enzym
naprawczy polimeraza poly(ADP-ribozy), PAM - iperyt fosforoamidowy, PXR - receptor X pregnanu,
R-CHOP - rytuksymab - cyklofosfamid/doksorubicyna/winkrystyna/prednison, ROS - reaktywna
forma tlenu, SBF — S-bromofosfamid, SCMC - S-karboksymetylocysteina, TDGA - kwas tiodiglikolo-
wy, TFO - trofosfamid, TNF — czynnik martwicy nowotworu (tumor necrosis factor), Treg — limfocyty
T-regulatorowe, VDAC - kanat anionowy zalezny od napiecia (voltage dependent anion channel).
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Cyklofosfamid (CPA), ifosfamid (IFO) oraz trofosfamid
(TFO) sa alkilujgcymi lekami przeciwnowotworowymi
i naleza do grupy oksazafosforinanéw. Aktywnos$¢ prze-
ciwnowotworowa CPA stwierdzono juz w latach pieé-
dziesigtych ub.w. IFO zsyntetyzowano w potowie lat 60,
a do praktyki klinicznej zostal wprowadzony w 1970
r. [57,120]. W tym samym czasie odkryto TFO, ale ze
wzgledu na jego lipofilowy charakter opracowano tylko
postaé do podawania doustnego, ktéra wykorzystywana
jest w leczeniu chorych paliatywnych w niektérych
nowotworach [85]. Lekiem zakwalifikowanym do cyto-
statykéw alkilujacych z grupy oksazafosforinandéw jest
réwniez sulfonian 4-tioetano-CPA - mafosfamid (MFO).
MFO jest pochodna CPA niewymagajaca watrobowej
aktywacji, bowiem jego cytotoksycznos¢ jest konse-
kwencja spontanicznej hydrolizy w ptynach ustrojowych
i komérkach nowotworowych, ktéra prowadzi do uwol-
nienia aktywnych metabolitéw [57,120]. Waznym wyda-
rzeniem w historii polskiej syntezy srodkéw leczniczych
byto otrzymanie w latach 70 XX w. w Zaktadzie Chemii
Bioorganicznej Centrum Badari Molekularnych i Makro-
molekularnych PAN w todzi enancjomeréw CPA, IFO
i TFO, a w latach 80 analogéw strukturalnych IFO zmody-
fikowanych w podstawniku 2-chloroetylowym. Badania
farmakologiczne stereoizomeréw tych analogéw dopro-
wadzity do wyselekcjonowania najbardziej aktywnego
zwigzku (S)-(-)-3-(2-bromoetylo)-2-chloroetyloamino-
1,3,2-oksazafosforinanu (S-bromofosfamidu, SBF),
ktéry zostal zakwalifikowany do badan klinicznych
[12,17,24,39,49,50,97,102,103], podsumowanych juz
wczesniej [68,69].

Mimo poszukiwania ciggle nowych analogéw z tej grupy
w praktyce klinicznej nadal wykorzystuje sie przede
wszystkim CPA i IFO. CPA stosowany jest w leczeniu
nowotwordw piersi, ptuc, prostaty, macicy i jajnika
[24,57,119]. Czesto wykorzystywany jest w potacze-
niu z metotreksatem, 5-fluorouracylem, docetakse-
lem i epirubicyna w terapii adiuwantowej raka piersi
[24,37,57,119]. Znalaz! tez zastosowanie w leczeniu chlo-
niakéw, szpiczaka mnogiego i ostrej biataczki limfobla-
stycznej [24,57,119]. Stosowany jest réwniez jako lek
immunosupresyjny w niektérych chorobach autoimmu-
nologicznych w tym w ukladowym toczniu rumieniowa-
tym i reumatoidalnym zapaleniu stawéw [40,41,57,73].

Z kolei IFO wykazuje aktywno$¢ przeciwnowotworowa
w leczeniu drobno- i niedrobnokomédrkowego raka ptuc,
raka piersi, jajnika, pecherza moczowego, szyjki macicy,
kostniakomiesaka, nerwiaka, szpiczaka mnogiego, bia-
taczek i chloniakéw. Stosowany jest zaréwno w mono-
terapii jak i z cytostatykami z grupy antymetabolitéw,
taksanéw, epipodofilotoksyny, antybiotykéw antra-
cyklinowych, pochodnych platyny i z L-asparaginaza
[24,35,55,70,80,114,120]. Oba leki wymagaja metabolicz-
nej transformacji do cytotoksycznych iperytéw odpo-
wiedzialnych za efekt terapeutyczny z jednoczesnym
formowaniem metabolitéw wywierajacych dziatanie
urotoksyczne, neurotoksyczne i nefrotoksyczne [24,57].

W pracy zanalizowano czynniki odpowiedzialne za
mechanizmy toksycznosci, ktére w sposéb istotny wpty-
waja na jako$¢ leczenia i komfort pacjenta; réwniez
czynniki odpowiedzialne za powstawanie oporno$ci na
oksazafosforinany z mozliwo$ciami jej zmniejszania.
Oméwiono réwniez elementy mechanizmu apoptozy
zwigzane ze stosowaniem tych lekéw i ich efektywnosé.

KLASYCZNE OKSAZAFOSFORINANY

Do klasycznych, powszechnie klinicznie stosowanych
oksazafosforinanéw nalezg CPA i IFO (ryc. 1). Sg one
podawane w nieczynnej farmakologicznie postaci trans-
portowej, ktéra ulega aktywacji pod wptywem mikroso-
malnych enzymdéw watrobowych [57,120].

Metabolizm i mechanizm dziatania oksazafosforinanéw
Metabolizm CPA

Oksazafosforinany sa prolekami i do dziatania wyma-
gaja metabolicznej aktywacji z udzialem watrobowego
systemu cytochromu P450/CYP. Izoformy klasy CYP2B6,
CYP3A4, CYP2C9, CYP2A6, CYP2C8 i CYP2C19 katalizuja
reakcje hydroksylacji CPA w pozycji 4 piericienia. Prawie
45% transformacji CPA w pochodng 4-OH-CPA zachodzi
z udziatem CYP2B6, a 25 i 12% odpowiednio z udziatem
CYP3A4 i CYP2C9. Izoenzymy CYP2A6, CYP2C8 i CYP2C19
maja niewielki wptyw na przemiane CPA do jego 4-hydrok-
sypochodnej [120]. Hydroksylacja atomu wegla w pier-
$cieniu w pozycji C-4 CPA odbywa sie gtéwnie w watrobie,
w mniejszym stopniu w ptucach, jelitach i nerkach. 4-OH-
-CPA i jego tautomer - aldofosfamid sg transportowane
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Ryc. 1. Struktura chemiczna cyklofosfamidu i ifosfamidu
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przez erytrocyty do komérek nowotworowych. Aldofos-
famid natomiast poprzez spontaniczng f-eliminacje ulega
dekompozycji do ostatecznej cytotoksycznej postaci jaka
jest iperyt fosforoamidowy (PAM) oraz w réwnomolowej
ilo$ci do produktu ubocznego - akroleiny. Iperyt fosforo-
amidowy reaguje z DNA, co prowadzi ostatecznie do apop-
tozy. Alternatywnie, aldosfosfamid moze by¢ redukowany
przez dehydrogenaze alkoholowa (ADH) oraz aldo-keto
reduktaze (AKR1) do alkofosfamidu [57,120]. W hepato-
cytach akroleina ulega detoksykacji w wyniku sprzegania
z glutationem z udziatem S-transferazy glutationowej, co
moze doprowadzi¢ do wewngtrzkomérkowego wyczer-
pania glutationu i uszkodzenia hepatocytéw. Aldofosfa-
mid moze by¢ réwniez utleniany przez dehydrogenaze
aldehydowa do nietoksycznego iperytu O-karboksyety-
locyklofosforoamidowego (CEPM, karboksyfosfoamidu).
Karboksyfosfoamid powstaje gtéwnie z udzialem dehy-
drogenazy aldehydowej ALDH1A1 i w mniejszym stop-
niu z udzialem ALDH3A1 i ALDH5A1. CEPM jest jednym
z gléwnych, stabilnych chemicznie metabolitéw CPA,
ktére sa tatwo wykrywane w moczu i osoczu pacjentdéw.
Ponadto 4-OH-CPA jest takze utleniany przez dehydroge-
naze alkoholowa (ADH) do nietoksycznego 4-ketocyklo-
fosfamidu (4-keto-CPA). Pula powstajacego 4-keto-CPA
jest znacznie mniejsza w poréwnaniu do puli CEPM [24].
CPA moze by¢ réwniez metabolizowany za po$rednic-
twem N-dechloroetylacji z udziatem CYP3A4/3A5 i w zde-
cydowanie mniejszym stopniu przez CYP2B6. W wyniku
N-dechloroetylacji powstaja neurotoksyczny i nefrotok-
syczny aldehyd chlorooctowy (CAA) oraz nieaktywny
3-dechloroetyloifosfamid (3-DCE) [24,31,57,120]. Schemat
metabolizmu cyklofosfamidu przedstawiono na ryc. 2.

Metabolizm IFO

Metabolizm IFO jest podobny do CPA (ryc. 3). Istnieja
jednak pewne réznice miedzy tymi lekami dotyczace
szlakéw metabolicznych. Rozbiezno$ci wynikaja z réznic
w potozeniu grup chloroetylowych. CPA ma dwie grupy
chloroetylowe podstawione przy pozapiericieniowym
atomie azotu, natomiast w IFO tylko jedna z dwdch grup
chloroetylowych potaczona jest z atomem azotu cyklicz-
nego pierscienia 1,3,2-oksazafosforinanowego [120]. Stad
w przypadku IFO metabolizm w wyniku N-dechloroety-
lacji zachodzi w okoto 50%, a w przypadku CPA tylko
w 10% [54]. N-dechloroetylacja IFO odbywa sie z udzia-
tem CYP3A4/5, a takze CYP2B6 i prowadzi do powsta-
nia 3- i 2-dechloroetyloifosfamidu (3-DCE, 2-DCE) oraz
CAA [27]. Natomiast produktem B-eliminacji jest iperyt
izofosforoamidowy (iPAM), ktéry jest koricowym cyto-
toksycznym metabolitem i ktéry moze by¢ dalej kon-
wertowany do chloroetyloaminy i 1,3-oksazolin-2-onu
[1,24,31,44,57,67,68,69,120].

Mechanizm dziatania oksazafosforinanéw

Oksazafosforinany pod wzgledem ingerencji w prolife-
racje komérek naleza do lekéw specyficznych dla cyklu
komérkowego. Po metabolicznej aktywacji z udziatem
cytochromu watrobowego P450 do 4-hydroksypochod-

nych i dalszej przemianie do ostatecznej postaci cyto-
toksycznej - iperytu - oksazafosforinany dziatajg jako
dwufunkcyjne zwigzki alkilujace (ryc. 4) [4,67]. Mecha-
nizm dzialania oksazafosforinanéw zalezy od ich zdol-
nosci do alkilowania DNA, a dziatanie to przypisuje sie
dwém metabolitom, odpowiednio PAM i iPAM [24,57].
Oba iperyty maja charakter elektrofilowy i moga reago-
waé z wysoce reaktywnymi grupami nukleofilowymi
kwaséw nukleinowych tworzac trwate wigzania kowa-
lencyjne. PAM jest przeksztatcany w nietrwaly jon
azirydyniowy i nastepnie w reaktywny chemicznie kar-
bokation [4,24,67]. Ten produkt posredni reaguje z helisg
DNA przez tworzenie wigzania kowalencyjnego z ato-
mem azotu N7 guaniny. W mniejszym stopniu podatne
na alkilacje sg atomy N1 i N3 adeniny, N3 cytozyny i 06
guaniny [57]. Prowadzi to do utworzenia wewnatrznicio-
wych wigzati krzyzowych w DNA (intrastrand) oraz mie-
dzyniciowych wigzan krzyzowych w DNA (interstrand)
- cross-link. Natomiast w przypadku iPAM w $rodowi-
sku fizjologicznego pH odtacza sie anion chlorkowy (CI)
i w nastepstwie tego powstaje bardziej stabilny w poréw-
naniu z jonem azirydyniowym, zwigzek azirydyniowy
o analogicznych zdolno$ciach alkilujacych DNA. Utwo-
rzenie jonu z PAM i zwigzku azirydyniowego z iPAM jest
jedna z hipotez wykorzystywanych do wyjasnienia ist-
niejacych réznic w zdolnosci alkilowania miedzy tymi
iperytami [24,67,100]. Wykazano tez, ze zréznicowane
wewnatrzczasteczkowe odlegtosci miedzy grupami
chloroetylowymi PAM i iPAM prowadzg do odmiennego
zasiegu w procesie tworzenia wigzan krzyzowych.

Utworzone z PAM wiazanie krzyzowe miedzy lanicu-
chami DNA jest nieco krétsze, obejmuje pie¢ atoméw,
podczas gdy iPAM daje wiazanie poprzez siedem atomdéw
[4,28,67]. Konsekwencja utworzenia cross-link jest uru-
chomienie mechanizméw apoptotycznych doprowadza-
jacych do §mierci komérki [67].

Ponadto CPA wykazuje aktywno$¢ przeciwnowotworowg
przez zmniejszanie puli limfocytéw T-regulatorowych
(Treg) o fenotypie CD4*/CD25 i silnych wiasciwos$ciach
immunosupresyjnych oraz przez wptyw na wzrost liczby
komérek pamieci immunologicznej [33,57]. Doustne
podawanie cyklofosfamidu w metronomicznym sche-
macie dawkowania pacjentom z zaawansowana chorobg
nowotworowa selektywnie redukowato krazace limfo-
cyty T-regulatorowe, co skutkowato supresja ich whasci-
wosci inhibicyjnych w stosunku do konwencjonalnych
komérek T i NK [23].

Rola oksazafosforinanéw w indukcji apoptozy

Uruchomienie kaskady kaspaz inicjuje $mieré komé-
rek nowotworowych w procesie apoptozy (ryc. 5). Skut-
kiem dziatania kaspaz sg liczne zmiany biochemiczne
i morfologiczne w komdrkach nowotworowych [12,111].
Leki oksazafosforinanowe indukuja apoptoze w fazie
wewnetrznej zaleznej od mitochondrium [57,86,111].
W wyniku reakcji stresowej komérki na uszkodze-
nie DNA pod wplywem dziatania chemioterapeutyku
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Ryc. 2. Schemat metabolizmu cyklofosfamidu u ludzi

dochodzi do zmian w obrebie btony mitochondrialne;j.
Prowadzi to do zaburzenia potencjatu blonowego mito-
chondriéw, uwolnienia czynnikéw apoptotycznych do
cytosolu, aktywacji kaspazy 9, a nastepnie kaspaz efek-
torowych 317[12,57].

W regulacji apoptozy uczestniczy rodzina biatek regu-
latorowych Bcl-2. Do rodziny tej nalezg biatka proapop-
totyczne (Bax, Bad, Bak, Bid) oraz antyapoptotyczne
(Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w i Mcl-1). Biatka te oddziatywaja

miedzy sobg taczac sie w homodimery np. Bcl-2/Bcl-
2, Bax/Bax lub heterodimery np. Bcl-2/Bax. Czas zycia
komérki nowotworowej zalezy od wzajemnych relacji
ilo$ciowych miedzy biatkami pro- i antyapoptotycznymi
[106,107]. W zdrowych komérkach Bax jako monomer
wystepuje w cytosolu lub luzno przylega do zewnetrz-
nej blony mitochondrialnej. Po indukcji apoptozy Bax
zmienia konformacje i w postaci oligomerycznej prze-
mieszcza sie i wbudowuje do zewnetrznej blony mito-
chondrialnej tworzac pory, przez ktére uwalniany jest
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Rys. 3. Schemat metabolizmu IFO

cytochrom c [45]. Zwiekszenie przepuszczalno$ci blony
mitochondrialnej moze by¢ réwniez warunkiem inter-
akeji rodziny biatek Bcl-2 z kanatami mitochondrial-
nymi (MPTP - mitochondrial permeability transition
pore) w miejscu zetkniecia obu bton mitochondrial-
nych. Gléwnymi elementami struktury kanatu sa
translokaza nukleotydéw adeninowych (ANT) i cyklo-
filina D (Cph. D) umiejscowione w wewnetrznej bto-
nie mitochondrialnej, a takze kanat anionowy zalezny
od napiecia (VDAC) oraz obwodowy receptor dla ben-
zodiazepin (BRP) w blonie zewnetrznej. Bax i Bak po
przytaczeniu do VDAC tworzg kanaty btonowe przepusz-
czalne dla cytochromu c. Biatka Bcl-2 dziataja odwrot-
nie, tj. po przytaczeniu do VDAC zamykaja jego $wiatto,
a tym samym prowadza do zatrzymania cytochromu c
wewnatrz mitochondrium [45,86,88,106,107]. Podczas
utraty zdolnosci btony zewnetrznej mitochondriéw do
petnienia bariery uwalniane sg réwniez inne biatka,
takie jak czynnik indukujacy apoptoze (AIF), ktéry indu-
kuje kondensacje chromatyny i fragmentacje DNA oraz
biatko Smac/Diablo (second mitochondria-derived acti-
vator of caspase/direct IAP binding protein with low
PI), ktére jest antagonistg inhibitoréw apoptozy tzn. IAP
(inhibitors of apoptotic proteases). Wyptyw cytochromu
¢ z mitochondrium jest sygnatem do tworzenia apopto-
somu, ktéry jest oligomerycznym kompleksem biatek
aktywujacych kaspazy efektorowe. Powstaje przez pota-
czenia uwolnionego do cytoplazmy cytochromu c z biat-
kiem adaptorowym Apaf-1 i z udziatem dATP zmienia

konformacje ulegajac oligomeryzacji, a nastepnie taczy
sie z prokaspaza 9. Prokaspaza 9 poprzez dimeryzacje
ulega aktywacji, co prowadzi do inicjacji kaskady kaspaz
efektorowych [12,106,111]. Na podstawie badan in vitro
na komdrkach linii nowotworowej 9L glejakomiesaka
wykazano, ze poziom ekspresji biatek z rodziny Bcl-2
znaczaco wpltywa na podatno$é komérek nowotworo-
wych na CPA. Zaobserwowano, ze nadekspresja anty-
apoptotycznego biatka Bcl-2 skutkowata hamowaniem
aktywnosci kaspazy 9 i cytotoksycznego dziatania CPA.
Jednak, mimo ze CPA w komérkach linii 9L z nadekspre-
sja Bcl-2 bezposrednio nie indukowat apoptozy, to jed-
nak zwiekszal odpowiedZ cytostatyczng przejawiajaca
sie zmniejszeniem wzrostu komérek z zachowaniem ich
zywotno$ci [86]..

Z kolei wyniki przeprowadzonych badan in vitro na linii
komérkowej MCF-7 sugeruja, Ze réwniez system Fas L
odgrywa istotna role w uruchamianiu apoptozy przez
sam CPA jak i przez CPA w obecnosci resweratrolu [91].

Aspekty toksyczno$ci oksazafosforinanéw

Stosowanie CPA i IFO powoduje wiele objawéw toksycz-
nych zaleznych zaréwno od czestotliwosci podawania,
jak i od tacznej dawki leku. Obserwowane réznice w pro-
filach toksyczno$ci miedzy tymi lekami sg wynikiem
ilosci powstajacych metabolitéw: akroleiny, aldehydu
chlorooctowego i pochodnych iperytu. Do ogélnych
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Ryc. 6. Mechanizm urotoksycznosci indukowanej przez akroleine i prewencyjne dziatanie mesny

objawdw wystepujacych po podaniu CPA i IFO zaliczane
sa: nudno$ci, wymioty, tysienie, nieptodno$¢, reakcje
nadwrazliwosci i hamowanie czynnosci szpiku kostnego
[24,47,53,57,87]. Jednym z ciezkich powiktaf wystepuja-
cych po podaniu tych lekéw jest krwotoczne zapalenie
pecherza moczowego wywotane uwalniana podczas bio-
transformacji urotoksyczna akroleing [24,47,53]. Jest to
proces zapalny, w patogenezie ktérego biora udziat cyto-
kiny (TNF), czynnik transkrypcyjny (NF-kB) oraz kom-
pleks biatkowy AP-1. Akroleina jest wysoce reaktywnym
«, P-nienasyconym aldehydem, ktéry tatwo wigze sie
z glutationem, biatkami i DNA. Przyjmuje sie, ze za uro-
toksyczno$¢ towarzyszaca terapii oksazafosforinanami
odpowiedzialny jest kilkufazowy mechanizm (ryc. 6).

W pierwszej fazie akroleina szybko wnika do komérek
nabtonkowych pecherza moczowego i powoduje wzrost
wytwarzania reaktywnych form tlenu (ROS) oraz sty-
muluje iNOS (indukowalna syntaza tlenku azotu), co
prowadzi do nadmiernego wytwarzania NO. Dodatkowo
akroleina indukuje czynnik transkrypcyjny NF-kB i kom-
pleks biatkowy AP-1, co w konsekwencji powoduje eks-
presje genéw dla cytokin TNF-a i IL-1p, dalsza indukcje
iNOS i wytwarzanie reaktywnych form tlenu. Wzrost
wytwarzania NO i ROS prowadzi do generowania cyto-
toksycznego anionu nadtlenoazotynowego (ONOO),

ktéry powoduje peroksydacje lipidéw, utlenianie biatek
oraz powstawanie peknie¢ w DNA. Powstate uszkodzenie
DNA stymulujg enzym naprawczy polimeraze poli(ADP-
-rybozy) (PARP), ktérego wzmozona aktywno$¢ prowa-
dzi do wyczerpania komérkowych zapaséw NAD" i ATP,
a nastepnie nekrozy komorki [24,47,51,93].

Waznym niepozgdanym nastepstwem stosowania ifos-
famidu jest nefrotoksycznos¢. Jej bezposrednia przy-
czyna jest CAA powstajacy podczas kaskady przemian
metabolicznych obu lekéw [24,47,53,54,57,65,87]. Wyniki
badan wskazaty, iz w przypadku stosowania IFO noto-
wano wielokrotnie wyzszy poziom CAA w poréwnaniu
do CPA. Réznice w przebiegu metabolizmu tych analo-
g6w sa wynikiem réznic w ich budowie chemicznej. Jak
podano wczeéniej oddalenie od siebie grup chloroety-
lowych w strukturze IFO spowalnia 4-hydroksylacje, co
ogranicza ilo§¢ powstajacych aktywnych metabolitéw.
Rezultatem tego jest wzmozone utlenianie faricuchéw
bocznych i powstawanie wiekszych ilo$ci 2- i 3-DCE
oraz CAA [24,27,69,112]. Ponadto po podaniu IFO, CAA
jest generowany lokalnie w komdrkach nerek, co praw-
dopodobnie wzmaga jego dziatanie nefrotoksyczne
[1,67,112]. Metabolizm nerkowy IFO przebiega z udzia-
tem tych samych izoenzyméw CYP, ktére metabolizuja
lek w watrobie. 1zoenzymy CYP: 3A4 i 3A5 zidentyfiko-
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wano w nerkach ptodéw ludzkich oraz nerkach dzieci
i dorostych, w tym w moczowodach, kanaliku zbiorczym
i kanaliku blizszym. CYP3A5 dodatkowo zlokalizowano
w petli Henlego. Aktywno$¢ CYP2B6 istotna dla metabo-
lizmu IFO byta jednak znacznie nizsza w mikrosomach
nerkowych niz w mikrosomach watrobowych, a catko-
wita zawarto$¢ izoenzymdéw CYP w nerkach byta okoto
6-krotnie nizsza niz w watrobie [1]. Przeprowadzone
badania metabolizmu IFO in vitro z wykorzystaniem
mikrosoméw nerkowych wyizolowanych ze §winiskich
i ludzkich nerek wykazaty ich zdolno$¢ do biotransfor-
macji IFO do stabilnych N-dechloroetylowych pochod-
nych [112]. Natomiast badania nad stereoselektywnoscia
metabolizmu IFO in vitro pod wptywem ludzkich mikro-
soméw nerkowych wykazaly, ze sg one zdolne do enan-
cjoselektywnego metabolizmu IFO. Enancjomer R-IFO
ulegat biotransformacji do R-2-DCE i S-3-DCE, a enan-
cjomer S-IFO do S-2-DCE i R-3-DCE przy niewielkich
ilo$ciowych réznicach w metabolizmie. Wieksze réz-
nice odnotowano w ilo$ciach formowanych dechloro-
etylowych pochodnych powstatych z przemiany S-IFO
[1]. Badania metabolizmu IFO z uwzglednieniem geno-
typu CYP3A5 przeprowadzono z wykorzystaniem ludz-
kich mikrosoméw nerkowych pochodzacych od dawcéw
homozygotycznych z allelem CYP3A5*3/*3 oraz od
dawcéw heterozygotycznych z allelem CYP3A5*1. Zna-

mienng N-dechloroetylacje IFO zaobserwowano tylko
u osdb z allelem CYP3A5*1 [67]. Metabolizm w wyniku
N-dechloroetylacji prowadzacy do powstania stabilnych
2- 1 3-DCE powoduje powstawanie réwnowaznych ilo$ci
niestabilnego CAA. Wykazano, ze powstajace z IFO 2-DCE
i 3-DCE pozostaja w stosunku 1:1, a ich suma jest réwna
ilosci CAA. Toksyczno$¢é CAA wynika z ingerencji w pro-
cesy biochemiczne nefronu i zaburzenia jego home-
ostazy. CAA obniza w komérce poziom glutationu, CoA,
acetyloCoA i ATP oraz kumuluje pirogronian, a takze
wplywa na aktywnos$¢ niektérych enzyméw. Wykazano,
ze hamuje on dehydrogenaze gliceroaldehydofosfora-
nowa, bisfosfataze fruktozowg i glukozo-6-fosfataze,
co skutkuje zahamowaniem glukoneogenezy. Wyka-
zano réwniez, ze klinicznie obserwowane stezenia CAA
hamuja komdrkowg V-ATP-aze, co prawdopodobnie
prowadzi do spadku reabsorpcji biatek, ktéra wystepuje
w zespole Fanconiego [17,24,48,115]. Gtéwny mecha-
nizm nefrotoksycznego dziatania CAA polega prawdopo-
dobnie na blokowaniu kompleksu C-I (oksydoreduktaza
NADH:ubichinon), wchodzacego w sktad mitochondrial-
nego taricucha oddechowego (ryc. 7).

Przyjmuje sie, ze dezaktywacja C-1 moze by¢ konsekwen-
cja defosforylacji jego podjednostki AQDQ, co skutkuje
zmianami wewnatrzkomdrkowego poziomu ATP. Kom-
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Ryc. 7. Mechanizm nefrotoksyczoéci indukowany IFO i prewencyjne dziatanie agmatyny (AGM)
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Ryc. 8. Biochemiczne implikacje neurotoksycznosci ifosfamidu

pleks C-1 bierze udziat w tworzeniu gradientu protono-
wego w poprzek wewnetrznej blony mitochondrialne;
i przekazywaniu elektronéw z NADH na czasteczke ubi-
chinonu, co generuje site napedowa do syntezy ATP.
U szczurdw, ktérym podawano IFO zaobserwowano
wzrost NADH w korze nerkowej, pozwala to wnioskowac,
ze brak funkcji C-I nie jest wynikiem wyczerpywania sie
mitochondrialnych zasobéw NADH [17,48,77,78,115].

Innym istotnym klinicznie niepozgdanym dziataniem
ifosfamidu jest jego potencjalna neurotoksyczno$é
[2,13,30,34,36,47,60,89,104]. Przyjmuje sie, ze odpowie-
dzialny jest CAA gromadzacy sie w OUN, a jego tok-
syczny wptyw na uktad nerwowy moze by¢ zwigzany
z procesem detoksykacji [2,47,60]. Pierwszym etapem
detoksykacji CAA jest jego sprzeganie z endogennym
glutationem i/lub cysteing, prowadzace do powstania
S-karboksymetylocysteiny (SCMC). SCMC podlega dale;j
metabolizmowi do kwasu tiodiglikolowego (TDGA), kté-
rego obecno$¢ wykrywana jest w moczu pacjentéw obje-
tych terapig IFO. SCMC selektywnie aktywuje receptory
AMPA /kainianowe, co prawdopodobnie wynika z jej
analogii strukturalnej do kwasu glutaminowego (ryc. 8).
Zaktada sie, ze SCMC powstaje in situ w mézgu, gdyz nie
przenika ona bariery krew-médzg [10,56,79]. TDGA moze
takze uczestniczy¢ w indukcji encefalopatii przez wywo-
tywanie wewngtrzneuronalnego ,,zakwaszenia” [10,56].

Poza tym neurotoksyczno$¢ CAA moze tez by¢ zwia-
zana ze zmniejszaniem puli glutationu w OUN i inhibicja
oksydatywnej fosforylacji w mitochondriach, co skut-
kuje zaburzeniem metabolizmu kwaséw ttuszczowych
[24,89].

CPA i IFO wykazujg takze dziatanie kardiotoksyczne,
jednak w standardowych dawkach sa one niewielkiego
stopnia. W duzych dawkach, stosowanych do ablacji
szpiku kostnego, leki te moga powodowaé zapalenie mie-
$nia sercowego, wysiekowe zapalenie osierdzia, zawat
serca, zaburzenia rytmu serca i zastoinowg niewydol-
no$¢ serca. Catkowita dawka IFO, powodujaca uszkodze-
nie mieénia sercowego jest zwykle znacznie wieksza niz
1,0 g/m?, a efekt kardiotoksyczny pojawia sie u pacjen-
téw w ciggu dwdch tygodni od podania leku. Zastoinowa
niewydolno$¢ serca po IFO jest czesto odwracalna. Krwo-
toczne zapalenie mie$nia sercowego wystepuje gléwnie
przy stosowaniu wysokich dawek CPA [47,82].

Prewencja toksycznosci

W celu zabezpieczenia przed urotoksycznymi efektami
w terapii oksazafosforinanami w standardowym leczeniu
klinicznym stosuje sie prewencyjne podawanie mesny.
W badaniach klinicznych wykazano duza skutecznosé
mesny zaréwno po podaniu dozylnym jak i doustnym,
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a takze w schematach leczenia tacznego z obu drég
podania [42,51,53,55,93,99]. W przypadku podania i.v.
stosowana dawka mesny stanowi 60% catkowitej dawki
IFO podzielonej na trzy réwne czesci, przy czym pierw-
sza cze$¢ dawki aplikowana jest zaraz po podaniu IFO,
a dwie kolejne odpowiednio po 4 i 8 godzinach od poda-
nia IFO [93]. Uroprotekcyjne dziatanie mesny wynika
z jej struktury chemicznej i wlasciwo$ci farmakolo-
gicznych. Mesna, sél sodowa kwasu 2-merkaptoetano-
sulfonowego jest zwiazkiem tiolowym tatwo wiazacym
akroleine oraz 4-OH-metabolity CPA i IFO. W komdrkach
mesna wystepuje w postaci zredukowanej, natomiast
w osoczu ulega szybkiej autooksydacji do nieaktyw-
nej disulfidowej - dimesny. Zaréwno mesna, jak i dime-
sna sa szybko filtrowane w ktebuszkach nerkowych,
a nastepnie dimesna ulega cze$ciowej resorpcji zwrot-
nej do kanalikéw nefronu i w komérkach nabtonko-
wych kanalikéw jest cze$ciowo redukowana z udziatem
reduktazy glutationowej do farmakologicznie czyn-
nej postaci tiolowej. Do moczu jest wydalana zaréwno
mesna jak i dimesna. W obrebie pecherza moczowego
mesna taczy sie poprzez grupy sulthydrylowe z akrole-
ing tworzac stabilny, nietoksyczny kompleks [51,93,99]
(ryc. 6). Stosowanie mesny zmniejsza objawy zapalenia
pecherza moczowego, czesto$é wystepowania dysurii
oraz epizodéw mikro- i makrokrwiomoczu. Stosowanie
mesny u dzieci nie jest skuteczne, co jest prawdopodob-
nie wynikiem braku mozliwo$ci wytwarzania przez ich
organizm wystarczajacej ilosci utlenionej mesny. Hipo-
teze te oparto na wynikach badan prowadzonych in vitro
na linii komérek epitelialnych LLC-PK1, ktére nie maja
zdolno$ci redukowania dimesny do mesny [24,47,67,87].

Prewencja z kolei toksycznego wptywu CAA na komérki
nerek powinna polega¢, jak sie sugeruje, na stosowaniu
$rodkéw zwiekszajacych aktywnos$é kompleksu C-I oraz
pozwalajgcych zachowaé integralnosé taricucha odde-
chowego [17,24,48,53,77,78,115]. Takim $rodkiem wydaje
sie agmatyna (AGM) [77]. AGM powstaje w wyniku
dekarboksylacji argininy z udzialem mitochondrial-
nej dekarboksylazy argininy i petni istotne funkcje
biologiczne zaréwno w komdérkach prawidtowych jak
i nowotworowych [76]. Na podstawie badan z wykorzy-
staniem modelu zwierzecego, uwaza sie ze agmatyna
zwieksza poziom cAMP, ktéry aktywuje cAMP-zalezng
kinaze biatkowg odpowiedzialng za fosforylacje podjed-
nostki AQDQ kompleksu C-1[6,78]. Poza tym mechanizm
prewencyjnego dziatania AGM tlumaczy sie pobudze-
niem B-oksydacji kwaséw ttuszczowych, ktéra zachodzi
z udziatem kompleksu C-II i pozwala zrekompensowaé
brak aktywnosci kompleksu C-1. Dodatkowo postuluje
sie, ze pobudzona przez AGM B-oksydacja moze by¢ réw-
niez uwarunkowana poziomem cAMP (ryc. 7) [77].

Z kolei btekit metylenowy, wedtug niektérych danych,
moze by¢ $rodkiem zapobiegajacym wystepowaniu
objawdéw neurotoksycznych zwiazanych z terapia IFO.
Prewencyjne wlasciwosci btekitu metylenowego wyni-
kaja z hamowania aktywno$ci monoaminooksydazy
(MAO), a w konsekwencji ze wzrostu stezenia serotoniny

w OUN modulujacej wplyw SCMC na receptory AMPA/
kainianowe [24,56,58,79]. Dodatkowo blekit metylenowy
zmienia przepuszczalno$¢ blony mitochondrialnej dla
dlugotaticuchowych kwaséw ttuszczowych i indukuje ich
oksydacje [24,89]. Wydaje sie, ze réwniez tiamina moze
by¢ skuteczna w encefalopatii wywotywanej ifosfami-
dem [34].

Opornosé na oksazafosforinany, implikacje genetyczne

W praktyce klinicznej obserwuje sie zréznicowang sku-
teczno$¢ chemioterapii lekami alkilujacymi z grupy
oksazafosforinanéw w stosunku do réznych typéw
nowotwordw, co ttumaczy sie wystepowaniem opor-
no$ci wrodzonej i nabytej na te cytostatyki. Wrodzona
oporno$¢ na oksazafosforinany jest zwigzana ze zmia-
nami molekularnymi i biochemicznymi wystepujacymi
w komdrkach nowotworowych, a nabyta jest konse-
kwencja ekspozycji tych komérek na wyzej wymienione
leki [118,120]. Jak juz przedstawiono we wcze$niejszej
cze$ci pracy szeroka i réznorodna pula enzymdw bie-
rze udzial w biotransformacji cyklofosfamidu i ifos-
famidu (ryc. 2,3). Analiza tych enzymdw, zwlaszcza
izoform cytochromu P450/CYP: 2B6, 2C9, 2C19, 3A4
oraz izoform dehydrogenazy aldehydowej (ALDH),
aldo-keto reduktazy (AKR) i transferazy glutationo-
wej (GST) pozwala na wyciggniecie wniosku, ze zmiany
w aktywno$ci tych biatek wynikajace z obecnosci induk-
toréw lub inhibitoréw oraz polimorfizmu genetycz-
nego moga wplywacd na pule aktywnych terapeutycznie
metabolitéw i predysponowaé do powstania oporno-
$ci [118,120]. W przeprowadzonych badaniach 29 cho-
rych z hematologicznymi zmianami nowotworowymi
majacych na celu ocene wptywu polimorfizmu CYP: 2B6
(G516T), 2C9*3, 2C19*2 i 2C19*3 na farmakokinetyke
CPA i 4-OH-CPA wykazano, ze obecno$¢ allelu G516T
genu CYP2B6 powodowata wzrost szybkosci tworzenia
4-OH-CPA i intensywniej wptywata na klirens nerkowy
w poréwnaniu do typu dzikiego, natomiast genotypy
izoform CYP2C9 i CYP2C19 nie decydowaly o klirensie
CPA [113,120]. Wykazano réwniez, ze zmutowane izoen-
zymy CYP: 2B6 i 2C19 wplywajg na skuteczno$¢ terapii
i przezywalno$¢ pacjentéw z rozrostowym toczniowym
zapaleniem nerek leczonych CPA podawanym dozylnie
w postaci ,,pulséw” z/bez metyloprednizolonu [105,120].
U pacjentéw bedacych homozygotami dla CYP2B6*5
i CYP2C19*2 zaobserwowano znacznie mniejsze praw-
dopodobietistwo uzyskania odpowiedzi catkowitej ze
strony nerek. W tych samych badaniach wykazano takze,
ze u pacjentek bedacych homozygotami lub heterozygo-
tami w stosunku do CYP2C19*2 ryzyko przedwczesnego
rozwoju niewydolnosci jajnikéw byto znacznie mniejsze
w poréwnaniu do posiadaczek allelu dzikiego CYP2C19*1
i wynosito odpowiednio 35 i 80% [105,120]. Wydaje sie, ze
zaréwno wplyw na funkcjonowanie nerek, jak i toksycz-
no$¢ w odniesieniu do jajnikéw u pacjentek leczonych
CPA wynika z tego, ze geny CYP2B6*5 i CYP2C19*2 wytwa-
rzaja biatka o mniejszej aktywnosci enzymatycznej, co
moze prowadzi¢ do zmniejszenia metabolicznej aktywa-
cji CPA, a w konsekwencji pogorszenia funkcji nerek przy
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zachowaniu malej toksyczno$ci gonadalnej [105]. Nie
zaobserwowano zwigzku miedzy klinicznymi zmianami
w nerkach, a polimorfizmem allelu CYP2C9 i CYP3A4.
Wyniki te potwierdzily znaczaca role CYP2B6 i CYP2C19
w aktywacji CPA, podczas gdy udziatl CYP2C9 i CYP3A4
okazal sie mniej istotny [118].

Jak wiadomo droga indukcji izoenzyméw cytochromu
P450 przebiega przez receptory jadrowe nalezace do
superrodziny receptoréw steroidowych [110,118]. Na
podstawie badati in vitro na modelu ludzkich hepatocy-
téw wykazano, ze do indukcji przez CPA izoenzyméw
cytochromu P450, w tym CYP2B6, CYP3A4 i CYP2C9
wymagana jest aktywacja receptora pregnanu X (PXR),
dla ktérego wykazano istnienie polimorfizméw gene-
tycznych mogacych mie¢ wpltyw na metabolizm i aktyw-
no$¢é oksazafosforinanéw [32,59]. Wydaje sie takze, ze
inne receptory jadrowe, takie jak konstytutywny recep-
tor androstanu (CAR), receptor dla glikokortykostero-
idéw (GR) i czynnik transkrypcyjny 4 (HNF4-«, hepatic
nuclear factor 4) sg istotne w procesie indukcji CYP3A4
i CYP2B6 przez oksazafosforinany [118].

Oceniano réwniez wpltyw dehydrogenazy aldehydowej
(ALDH) na wystepowanie oporno$ci na oksazafosfori-
nany. Dotychczas w nadrodzinie ALDH zidentyfikowano
17 izoenzyméw kodowanych przez rozne loci genowe
[98,108,118]. Izoenzymy ALDH: 1A1, 3A1 i 5A1 uczestni-
cza w detoksykacji 4-OH-CPA i 4-OH-IFO przez tworzenie
odpowiednio iperytéw karboksyetylo-CPA i karbok-
syetylo-IFO oraz zwigzkéw 4-keto-CPA i 4-keto-IFO,
a zatem zwiekszenie aktywno$ci ALDH przez indukcje
lub transfer genu prowadzi do wytworzenia opornosci
na CPA [24,57,94,118,120]. Stwierdzono, ze powstawanie
CEPM z CPA z udzialem ALDH1A1 skutkuje powstawa-
niem oporno$ci komdrek biataczek L1210 i P388 na CPA
i 4-OH-CPA. Ponadto w badaniach in vitro na réznych
liniach komérkowych z nadekspresjg ALDH3A1 zaob-
serwowano réwniez wystepowanie znacznej opornosci
zaréwno na CPA, jak i mafosfamid (MFO) [101,118]. Prze-
prowadzono wstepng ocene kliniczng zalezno$ci miedzy
poziomem ekspresji ALDH a skuteczno$cig chemiotera-
pii z udziatlem oksazafosforinanéw. Wyniki badan suge-
ruja, ze poziom ekspresji ALDH1A1 w raku piersi moze
by¢ czynnikiem predykcyjnym pozwalajacym na przewi-
dywanie odpowiedzi na leczenie CPA [44,120].

Kolejnymi enzymami zaangazowanymi w metabo-
lizm oksazafosforinanéw sa aldo-keto reduktazy (AKR),
a zwlaszcza AKR1 powodujaca konwersje aldoifosfa-
midu do alkoifosfamidu. Jak dotad nie ma doniesieti opi-
sujacych zalezno$¢ miedzy poziomem ekspresji AKR1
a odpowiedzig na leczenie oksazafosforinanami, mimo
ze w niektérych typach nowotwordw stwierdzono jego
nadekspresje [118].

W indukowaniu opornosci na oksazafosforinany wazng
role spetnia réwniez zredukowana postaé glutationu
(GSH, tripeptyd y-glutamylocysteinyloglicyny), ktérego
aktywna grupag jest reszta sulfhydrylowa -SH cysteiny.

Dysocjacja kwasowa grupy -SH prowadzi do powstania
nukleofilowego anionu tiolanowego, ktéry ulega sprze-
ganiu z metabolitami CPA i IFO z udzialem S-transferazy
glutationowej, a nastepnie usuwa je z komdrek nowo-
tworowych za pomocg transporteréw MRP [2,118,120].
W badaniach in vitro wykazano, ze glutation zapo-
biega tworzeniu sie wigzan krzyzowych w niciach DNA
z udziatem iperytéw, a tym samym zmniejsza wrazli-
wos¢ komdrek nowotworowych na CPA [8,21,84]. Z kolei
w badaniach na mysim modelu z nowotworem piersi
EMT-6 opornym na leki alkilujace zaobserwowano
znaczny wzrost komdérkowego GSH, reduktazy i peroksy-
dazy glutationowej [11,118]. Podobne wyniki otrzymano
w badaniach na ,,nagich” myszach z ludzkimi przeszcze-
pami ksenogenicznymi réznych typédw nowotwordw
[14]. Dodatkowo, zaréwno w badaniach in vitro jak i in vivo
na zwierzetach oraz w badaniach klinicznych u pacjen-
téw zaobserwowano, ze oksazafosforinany powodo-
waly znaczny spadek wewnatrzkomérkowego GSH, co
wyraznie wskazuje, ze jest on eksploatowany w proce-
sach detoksykacyjnych tej grupy lekéw [64]. Zaobserwo-
wano tez, ze IFO nasila przeciwnowotworowe dziatanie
wielu cytostatykéw, w tym cisplatyny i paklitakselu, co
ttumaczy sie nie tylko jego cytotoksycznym mechani-
zmem dziatania, ale takze mozliwo$ciami zmniejszania
wewngtrzkomdrkowego poziomu GSH [64,118]. Wyniki
te dowodzg, ze wewnatrzkomérkowy poziom GSH moze
by¢ wyznacznikiem stopnia wrazliwo$ci komérek na
leki alkilujace, a jego obnizenie w komdérkach nowotwo-
rowych bytoby korzystne, bo zwiekszajgce skuteczno$é
chemioterapii IFO i CPA [118].

Réwnie wazny zdaje sie wpltyw S-transferaz glutatio-
nowych (GST) na wyniki leczenia cytostatykami. GST
stanowig rodzine wielofunkcyjnych biatek, ktérych dzia-
tanie detoksykacyjne polega gtéwnie na katalizowaniu
reakcji sprzegania endogennego glutationu z elekrofi-
lowymi metabolitami powstajacymi w I fazie biotrans-
formacji [52,118,120]. Wyrdznia sie 3 gléwne grupy GST:
cytosolowe, mitochondrialne i mikrosomalne [52]. Na
podstawie analizy sekwencji aminokwaséw wyodreb-
niono kilka cytosolowych klas tych enzyméw, w tym: a,
W T, 0, G, w i, zktdrych wiele uczestniczy w tworzeniu
S-koniugatéw metabolitéw IFO i CPA z GSH, a polimor-
fizm w obrebie klas a, i 6 przyczynia sie do wystapie-
nia osobniczych réznic w odpowiedzi na chemioterapie,
réwniez na leczenie oksazafosforinanami [29,52,118].
Analiza skuteczno$ci leczenia cyklofosfamidem u dzieci
z zespotem nerczycowym dowiodla, ze polimorfizm
GSTM1 i GSTP miat znaczacy wplyw na wystapienie dtu-
gotrwalej remisji. Typ GSTM1 ,,null” zwiekszat skutecz-
no$¢ terapii CPA, podczas gdy typ GSTP1 ,,null” zwiekszat
podatno$é na nawrét choroby [109,118].

Jak juz wczeéniej podawano, mechanizm dziatania oksa-
zafosforinanéw jest zwigzany z zahamowaniem repli-
kacji DNA i uruchomieniem mechanizméw apoptozy
zaleznych od poziomu biatek pro- i antyapoptotycz-
nych [118,119,120]. Badania prowadzone zaréwno in
vitro jak i in vivo wskazuja, ze wzmozona ekspresja bia-
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tek antyapoptotycznych BcL-2 i BcL-XL chroni komdrki
przed apoptoza, a tym samym zwieksza ich oporno$¢
na dzialanie oksazafosforinanéw [118,119,120]. W bada-
niach in vitro zaobserwowano, ze komdrki neurobla-
stoma stransfekowane biatkiem BcL-XL wykazywaly
mniejsza zdolno$¢ indukowania apoptozy, a z kolei
badania przeprowadzone na transgenicznych myszach
z nadekspresja Bcl-2 wykazaly znaczng oporno$é komé-
rek hematopoetycznych na rézne cytostatyki w tym na
CPA [15,16,118,120]. Natomiast poziom ekspresji biatka
Bax dobrze korelowat z wrazliwo$cig komérek przewle-
ktej biataczki limfocytarnej na dziatanie réznych cyto-
statykéw, w tym doksorubicyny, chlorambucilu i CPA
[5,119]. Jednak ze wzgledu na skomplikowane interakcje
miedzy biatkami z rodziny Bcl-2 regulujacymi apoptoze
trudno jest ustali¢ czy nadekspresja pojedynczego genu
w komérkach nowotworowych moze by¢ czynnikiem
prognostycznym w powstawaniu opornosci i zaleznej od
niej skutecznosci terapeutycznej [118]. Kolejnym czynni-
kiem generujacym oporno$¢ na alkilujace leki przeciw-
nowotworowe, w tym CPA i IFO sa zdolno$ci naprawcze
komérki nowotworowej w stosunku do uszkodzonego
DNA [19,20,21,63,74]. Wykazano, ze poziom metylo-
transferazy metyloguaninowej (MGMT) w komérkach
nowotworowych decyduje o wrazliwosci tych komdrek
na chemioterapie CPA [20,66,81]. W badaniach in vivo na
modelu ksenogenicznego przeszczepu ludzkiego nowo-
tworu ptuc wykazano, ze aktywno$é enzymu MGMT
koreluje z wrazliwoscig komdrek nowotworowych na
terapie CPA i cisplatyny [66]. Natomiast ocena ekspresji
biatka MGMT u pacjentek z nowotworem piersi okazata
sie niedostatecznym czynnikiem predykcyjnym co do
skutecznosci terapii CPA [9]. Poza tym wykazano, ze biat-
kowe produkty ekspresji genéw ERCC1 i ERCC4 sg takze
istotne w naprawie uszkodzert DNA wywotanych przez
4-OH-CPA i moga decydowac o skutecznosci terapii [3].

Drogi redukcji opornosci na oksazafosforinany

Ze wzgledu na szerokie zastosowanie oksazafosfori-
nanéw w chemioterapii nowotworéw wazne staje sie
znalezienie potencjalnych i praktycznych rozwigzan
problemu opornosci na te leki [118,120].

Modulatory metabolizmu

Jak wiadomo do osiagniecia aktywno$ci oksazafosfo-
rinanéw konieczna jest biotransformacja prowadzaca
do hydroksylacji pier$cienia z udziatem odpowiednich
izoenzyméw cytochromu P-450. Stad wydawalo sie, ze
modulowanie aktywnosci biatek CYP moze by¢ wtasci-
wym sposobem zredukowania opornosci na te leki z jed-
noczesnym podniesieniem skutecznosci terapii. W czasie
leczenia pacjentéw cyklofosfamidem dobra indukcje
metabolizmu CPA uzyskano przez dodatkowe stosowanie
deksametazonu lub fenytoiny, przy czym fenytoina indu-
kowata znaczaco takze N-dechloroetylacje obu enan-
cjomeréw leku [96,117]. Wirdd leczonych pacjentéw
ifosfamidem réwniez zaobserwowano wzrost aktywa-
cji i dechloroetylacji tego leku w przypadku jednocze-

snego stosowania fenytoiny jako induktora CYP3A4 [18].
Natomiast podawanie jednoczesne IFO i fenobarbitalu
nie prowadzito do zwiekszenia metabolizmu ifosfamidu,
co tlumaczy sie tym, ze indukcja wywolywana barbitu-
ranami rozwija sie stopniowo i wymaga kilkudniowego
ich podawania [6,61]. Przeprowadzono takze kliniczne
badania majgce na celu okreslenie wptywu rifampicyny
jako induktora CYP3A4/CYP2B6 i ketokonazolu jako
inhibitora CYP3A4 na metabolizm IFO [43]. Na podsta-
wie wynikéw badat wykazano, ze stosowanie rifampi-
cyny z IFO powodowato wzrost puli dechloroetylowych
metabolitéw z jednoczesnym zmniejszeniem ekspozycji
pacjentéw na te metabolity wynikajacym ze zwiekszo-
nej ich eliminacji oraz nie powodowato istotnych zmian
w narazeniu tych pacjentéw na 4-OH-IFO [44]. Z kolei
podawanie ketokonazolu znaczgco redukowato stezenie
4-OH-IFO w osoczu pacjentéw przy jednoczesnym nie-
znacznym wplywie na ekspozycje pacjentéw na dechlo-
roetylowe pochodne IFO [44].

Kolejnym waznym biatkiem enzymatycznym decydu-
jacym o wrazliwo$ci komérek nowotworowych na che-
mioterapie oksazafosforinanami jest ALDH. Réznorodne
badania prowadzone in vitro z zastosowaniem inhibito-
réw ALDH, takich jak: disulfiram, dietyloditiokarbami-
nian lub cyjanamid wykazaty, ze cze$ciowo przywracaty
one wrazliwo$¢ komérek nowotworowych na CPA, 4-OH-
-CPA i inne oksazafosforinany [95]. Przeprowadzono
takze badania in vitro na réznych liniach raka ptuc,
w tym na linii niedrobnokomérkowego raka ptuc A-549
majgce na celu ocene wptywu wewnatrzkomérkowego
poziomu kwasu retinowego na supresje ekspresji ALDH
[71]. Wyniki tych badad sugeruja, ze retinoidy wpty-
waja poprzez mechanizm down-regulation na potran-
slacyjna ekspresje ALDH, co w rezultacie prowadzi do
wzrostu cytotoksyczno$ci 4-hydroperoksycyklofosfa-
midu. Stwierdzono réwniez, ze hamowanie aktywnos$ci
ALDH3A1 przez analogi chlorpropamidu: dimetyloety-
loester kwasu (acetylooksy)[(4-chlorofenylo)sulfonylo]
karbamido-wego i 4-chloro-N-metoksy - N-[(propylo-
amino)karbonylo]benzenosulfonamid powoduje uwraz-
liwienie komérek ludzkiego gruczolaka piersi MCF-7 na
dzialanie oksazafosforinanéw [83].

Istotne znaczenie w zwiekszaniu wrazliwosci komdrek
nowotworowych na dziatanie CPA w badaniach in vitro
i in vivo miato tgczne stosowanie syntetycznych inhi-
bitoréw transferazy glutationowej GSTP1 [75]. Spo-
$réd szesciu zsyntetyzowanych inhibitoréw GSTP1-1
skuteczny okazal sie etyloester O-heksadecylo-y-
glutamylo-S-benzylocysteinylofenyloglicyny (C16C2),
ktéry powodowat wzrost cytotoksycznosci 4-hydrope-
roksycyklofosfamidu w stosunku do linii komérek cho-
langiocarcinoma HuCCT1 [75]. Z kolei w badaniach in
vivo na mysim modelu z przeszczepem ksenogenicznym
wykazano wzrost skutecznosci przeciwnowotworowej
zaréwno adriamycyny, jak i cyklofosfamidu w przy-
padku tacznego podawania tych lekéw ze zwiazkiem
C16C2 [75]. Zaobserwowano takze, ze dziatania majace
na celu obnizenie wewnatrzkomérkowego poziomu GSH
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mogg prowadzi¢ do zwiekszenia wrazliwo$ci komdrek
nowotworowych na leki alkilujace i poprawe skutecz-
noéci chemioterapii [118]. Wykazano, ze zastosowanie
butioninosulfoksyiminy (BSO) bedacej inhibitorem syn-
tetazy y-glutamylocysteinowej zaangazowanej w syn-
teze GSH zwiekszato cytotoksyczno$é CPA i 4-OH-CPA
w stosunku do komérek nowotworowych réznych linii
komdrkowych oraz zwiekszato dziatanie przeciwnowo-
tworowe w badaniach in vivo na modelach zwierzecych
[62,92]. Pozytywne i obiecujace wyniki z zastosowaniem
BSO doprowadzity do klinicznych préb tacznej aplika-
cji BSO z przeciwnowotworowymi lekami alkilujacymi
[118,120]. Uzyskane obnizenie wewnatrzkomérkowego
poziomu GSH powodowato wzrost cytotoksycznosci
lekéw alkilujacych, przy czym efekt ten nie byt specy-
ficzny tylko w stosunku do komérek nowotworowych,
ale réwnocze$nie ze wzrostem efektywnosci przeciwno-
wotworowej wzrosta toksyczno$¢ objawiajaca sie m.in.
leukopenia i trombocytopenia [118].

Antysensowe oligonukleotydy

Strategia antysensowych oligonukleotydéw w leczeniu
chorych nowotworowo zaktada wybidrcze hamowanie
ekspresji gendw za posrednictwem antysensowej degra-
dacji wybranych mRNA i pozwala na zwiekszenie sku-
teczno$ci konwencjonalnych chemioterapeutykdéw przez
zmniejszenie na nie opornosci [118,120].

Stwierdzono, ze transfer antysensowych oligonukleoty-
déw do linii komérkowej HUCCT1 znacznie obnizat poziom
wewngtrzkomérkowego GSTP1 oraz zwiekszat wrazliwo$é
tych komdrek na dziatanie lekéw alkilujacych [75].

Wprowadzenie do komérek biataczki K562 i komdrek
raka ptuc A549 antysensowych oligonukleotyddw anty-
-ALDH1 skutkowato zahamowaniem mRNA dla ALDH-1
oraz wzrostem wrazliwo$ci komdrek nowotworowych na
4-hydroperoksycyklofosfamid i inne leki alkilujace [72].

Zastosowanie antysensowych oligonukleotydéw do
modyfikacji ekspresji genu Bcl-2 réwniez okazato sie
korzystne w regulowaniu oporno$ci na oksazafosfo-
rinany. Przyktadem obrazujacym efektywno$¢ dziata-
nia antysensowych oligonukleotydéw modyfikujacych
poziom antyapoptotycznych biatek sg badania in vitro
przeprowadzone na linii komdérkowej MCF-7 z zasto-
sowaniem podwdjnie swoistego antysensowego oli-
gonukleotydu Bcl-2/Bcl-XL. Na podstawie tych bada
wykazano, ze stosowanie CPA, doksorubicyny i pakli-
takselu z tym oligonukleotydem powodowato wzrost
cytotoksyczno$ci wymienionych lekéw [90]. Kolejnym
interesujacym przyktadem zastosowania antysenso-
wego oligonukleotydu jest oblimersen sodu, ktdry jest
komplementarny do pierwszych szesciu kodonéw bcl-2
mRNA i powoduje obnizenie translacji dla biatka Bcl-2
[46]. Na podstawie bada in vitro wykazano, ze obli-
mersen sodu zwieksza apoptoze komérek przewlektej
biataczki limfatycznej w odpowiedzi na fludarabine,
alemtuzumab i rytuksymab [46]. W badaniach in vivo

zaobserwowano, ze skojarzenie oblimersenu sodu z CPA
wydtuzato czas przezycia myszy z heteroprzeszczepem
w poréwnaniu do monoterapii cyklofosfamidem. Wyka-
zano réwniez, ze zwigkszat on cytotoksycznos$¢ innych
lekéw, takich jak etopozyd, rytuksymab i alemtuzumab
stosowanych w leczeniu chtoniakéw nieziarniczych
[46,118]. Przeprowadzono tez wiele badan klinicznych
z wykorzystaniem oblimersenu sodu, w tym z udzialem
pacjentéw z rozpoznang zaawansowang przewlekta bia-
taczka limfocytarng leczonych fludarabing i cyklofos-
famidem oraz pacjentéw z rozpoznanymi chtoniakami
nieziarniczymi leczonych w schemacie: rytuksymab -
cyklofosfamid/doksorubicyna/winkrystyna/prednison
[26,46]. Kliniczne badania poréwnawcze wskazujg, ze
wiaczenie oligonukleotydéw antysensowych do terapii
z wykorzystaniem tradycyjnych cytostatykéw, w tym
cyklofosfamidu moze prowadzi¢ do wzrostu ich efek-
tywnosci z jednoczesng mozliwoscig redukcji dawki,
a w konsekwencji do zmniejszenia ich toksyczno$ci [26].

Transfer genu cytochromu P450 do tkanki nowotworowej

W wielu typach nowotworéw wykryto obecno$é réznych
izoform CYP, w tym: 1A1, 2A6, 2B6, 2C8/9 i 3A4, przy
czym ich poziom w tkankach nowotworowych okazat
sie nizszy niz w tkankach prawidtowych [116,118]. Pod-
jeto zatem préby zwiekszenia poziomu CYP w tkankach
nowotworowych za pomoca transferu odpowiednich
gendéw CYP z uzyciem wektoréw wirusowych [38,118].

Stworzono defektywny replikacyjny wektor adenowiru-
sowy majacy delecje w regionach E1 i E3 (AdenoP450)
i wykazujacy ekspresje CYP2B6. AdenoP450 znaczaco
indukowat wewnatrzkomérkowa hydroksylacje CPA
i prowokowat wzrost jego cytotoksycznos$ci w stosunku
do réznych typéw nowotworowych linii komérkowych
[38]. Znaczacy wzrost wrazliwo$ci komdrek nowotworo-
wych na CPA uzyskano przez transdukcje ich AdenoP450
w polaczeniu z adenowirusem Onyx-017, ktéry wykazy-
wal selektywnag replikacje w komdrkach z niedoborem
genu p53. Kombinacja tych adenowiruséw spowodowata
istotny wzrost transferu genéw do ludzkich nowotwo-
rowych linii komérkowych i odpowiednio wygenero-
wata wzrost chemiowrazliwo$ci ludzkich nowotworéw
w badaniach in vivo na zwierzecych modelach przeszcze-
péw ksenogenicznych [38].

Kolejnym skonstruowanym nosnikiem jest rekombi-
nowany retrowirusowy wektor MetXia-P450, kodujacy
takze gen CYP2B6 [7,118]. Na podstawie wstepnych badan
klinicznych przeprowadzonych z udzialem pacjentéw
chorych na czerniaka i raka piersi, ktérzy otrzymywali
MetXia-P450 w trzech dawkach tacznie z CPA wykazano,
ze no$nik ten jest bezpieczny i dobrze tolerowany [7].

PobsumowaNie

Oksazafosforinany sa szeroko stosowang klinicznie
grupg lekéw przeciwnowotworowych. Do wywotania
efektu farmakologicznego wymagaja metabolicznej bio-
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transformacji, ktéra prowadzi do powstania cytotok-
sycznych iperytéw oraz puli metabolitéw toksycznych,
w tym urotoksycznej akroleiny oraz nefro- i neurotok-
sycznego chloroacetaldehydu (CAA). Zatem wazne jest
nie tylko poznanie samych zwigzkéw odpowiedzialnych
za toksyczno$¢, ale takze mechanizméw tej toksycznosci,
co moze w konsekwencji poprawi¢ skuteczng prewen-
cje. Problem ten jest szczegdlnie istotny w przypadku
pacjentéw leczonych wysokimi dawkami CPA lub IFO.

Aktualne wyniki badan wskazuja, iz urotoksyczne dzia-
tanie akroleiny jest zwigzane z wielofazowym mechani-
zmem prowadzacym do wygenerowania reaktywnych
form tlenu (ROS), nadmiernego wytwarzania NO, eks-
presji genéw dla cytokin TNF-a i IL-1p oraz powstania
wybitnie cytotoksycznego anionu nadtlenoazotynowego
(ONOO"), odpowiedzialnego m.in. za powstanie peknieé
nici DNA. Uszkodzenia DNA stymulujg polimeraze poli-
(ADP-rybozy) (PARP) i powodujg wyczerpywanie komér-
kowych zapaséw NAD* i ATP. Klinicznie najefektywniej
i najszerzej wykorzystywanym obecnie lekiem uroprotek-
cyjnym jest mesna - tiolowy zwigzek wigzacy akroleine.

Z kolei za nefrotoksyczne dziatanie oksazafosforina-
néw odpowiedzialny jest chloroacetaldehyd, ktéry
blokuje kompleks C-I (oksydoreduktaza NADH:ubichi-
non) wchodzacy w sktad mitochondrialnego taticucha
oddechowego. Zaktada sie, ze $rodkiem prewencyjnym
pozwalajacym na zachowanie integralnosci faricucha
oddechowego mogtaby by¢ agmatyna (AGM) bedaca pro-
duktem dekarboksylacji argininy.

CAA jest réwniez odpowiedzialny za neurotoksyczno$é
lekéw oksazafosforinanowych. W wyniku detoksykacji

PismienNIcTWO

CAA powstaje S-karboksymetylocysteina (SCMC), ktéra
wchodzi w interakcje z receptorami AMPA/kainiano-
wymi. Jako §rodek neuroprotekcyjny proponowany jest
btekit metylenowy.

Wydaje sie, ze oprécz stosowania omdéwionych kla-
sycznych $rodkéw prewencyjnych zabezpieczaja-
cych pacjenta przed dziataniami toksycznymi, wazne
bytoby opracowanie schematéw leczenia z wykorzy-
staniem odpowiednich modulatoréw metabolizmu CPA
i IFO zwlaszcza enzymdéw uktadu cytochromu P450/
CYP, ktére prowadzityby do wzrostu puli metabolitéw
aktywnych cytotoksycznie i redukcji formowania meta-
bolitéw wywotujacych dziatania niepozadane - intok-
sykacyjnych. Postepy badan stwarzaja szanse na dalsza
farmakologiczna optymalizacje leczenia pacjentéw
z zastosowaniem lekéw oksazafosforinanowych.

Kolejnym czynnikiem wplywajacym na jako$¢ i sku-
teczno$¢ terapii oksazafosforinanami jest pojawiajaca
sie na nie oporno$¢. Jej przyczyna moze by¢ polimor-
fizm genowy wystepujacy w obrebie gendéw cyto-
chromu P450, dehydrogenazy aldehydowej (ALDH)
i S-transferazy glutationowej (GST). Oporno$é moze
tez by¢ konsekwencja zwiekszonej ilo$ci wewnatrzko-
moérkowego glutationu i biatek antyapoptotycznych
oraz zdolnosci naprawczych komérek nowotworo-
wych w stosunku do uszkodzonego DNA. Redukcja
opornos$ci moze polegaé na rozpoznaniu fenotypu
metabolizmu indywidualnego pacjenta, na zastoso-
waniu modulatoréw metabolizmu, antysensowych
nukleotydéw i transdukcji tkanki nowotworowej
genem cytochromu P450, w ramach juz stosowanych
paradygmatdw terapeutycznych.
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