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Alternatywne dla STI571 inhibitory kinazy Ber-Abl*
Novel inhibitors of Bcr-Abl

Justyna Jakubowska, Matgorzata Czyz

Zaktad Biologii Molekularnej Nowotworéw Uniwersytetu Medycznego w todzi

Stowa kluczowe:

Streszczenie

STI571 (imatinib; Gleevec®) zostat zaprojektowany jako inhibitor kinazy Bcer-Abl, biatka onko-
gennego odpowiedzialnego za rozwdj przewlektej biataczki szpikowej (CML). Jest rowniez in-
hibitorem aktywnosci kinazy c-Kit i PDGFR. Jest lekiem z wyboru dla nowo zdiagnozowanych
pacjentéw chorych na CML. Charakteryzuje si¢ znakomita skutecznos$cia w terapii stosowanej
u pacjentow w przewleklej fazie biataczki. Niestety, STI571 podawany pacjentom w fazie przy-
spieszonej lub kryzy blastycznej daje nawroty choroby, spowodowane gtéwnie rozwojem opor-
nosci. STI571 nie usuwa bialaczkowych komdrek macierzystych i u wigkszosci pacjentéw pod-
dawanych terapii z zastosowaniem tego leku mozna wykry¢ sladowe ilosci komérek BCR-ABL".
Stad pojawita si¢ konieczno$¢ poszukiwania nowych terapii, w tym alternatywnych terapii celo-
wanych przeciw CML, ktére mogtyby zastapi¢ lub uzupetnic leczenie za pomoca STI571 i byty-
by skuteczne réwniez w przypadkach wystapienia opornosci. Niniejszy artykut jest przegladem
najnowszej literatury na ten temat.

STI571 - inhibitory kinaz * terapia celowana ° kinaza Ber-Abl « przewlekta biataczka
szpikowa
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Summary

STI571 3(imatinib; Gleevec®) was developed to specifically target the tyrosine kinase activity of
the Ber-Abl protein in Philadelphia chromosome-positive chronic myeloid leukemia (CML). It
also inhibits the activity of c-Kit and PDGFR. It is the first-line drug for newly diagnosed CML,
with remarkable efficacy to patients in the chronic phase of this cancer. However, CML patients
in the accelerated phase or blast crisis often relapse due to drug resistance. STIS71 fails to eradi-
cate leukemic stem cells, and BCR-ABL* cells remain detectable in the majority of patients. The
necessity for alternative or additional treatment for STI571-resistant leukemia resulted in the de-
velopment of a second generation of drugs for targeted therapies. In this review a literature over-
view of the alternative inhibitors which were designed to override STI571 resistance and dec-
rease the aberrant kinase activity of Ber-Abl protein with higher efficiency is presented.
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* Artykul przegladowy opracowano w ramach prac realizowanych w projekcie badawczym 502-11-444 finansowanym
przez Uniwersytet Medyczny w Lodzi.
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32DclI3 - linia komdrkowa mysiej biataczki szpikowej; Akt - kinaza serynowo-treoninowa;

ALL - ostra biataczka limfoblastyczna (acute lymphoblastic leukaemia); AMN107 - inhibitor
kinazy Bcr-Abl, pochodna fenyloaminopirymidyny (nilotinib); AP23464 - inhibitor kinazy Ber-Abl;
Ba/F3 - linia komorkowa mysiej biataczki limfatycznej; BAY 43-9006 - inhibitor kinazy B-raf,
(sorafenib); Bel-X, - biatko o funkcji antyapoptotycznej; Ber-Abl - onkogenna kinaza tyrozynowa,
produkt genu fuzyjnego BCR-ABL; Bim - biatko apoptotyczne, nalezace do rodziny biatek

Bcl-2; Birb796 - inhibitor kinazy p38; Blk - kinaza tyrozynowa (B lymphoid tyrosine kinase);
BMS-354825 - inhibitor kinaz Ber-Abl, PDGFR i kinaz z rodziny Src (dasatinib); CI-1040 - inhibitor
kinazy MEK; c-Kit - receptor o aktywno$ci kinazy tyrozynowej; CML - przewlekfa biataczka
szpikowa (chronic myelogenous leukaemia); e-Mye - czynnik transkrypcyjny; Crkl - biatko o funkcji
adaptorowej, substrat kinazy Ber-Abl; EGF - czynnik wzrostu nabtonka; FDA - Amerykafiska Agencja
do spraw Zywnosci i Lekéw (Food and Drug Administration); FGF - czynnik wzrostu fibroblastéw;
Fyn - kinaza z rodziny Src; GIST - nowotwér podscieliska przewodu pokarmowego (gastrointestinal

stromal tumor); HDAC6 - deacetylaza histonéw 6 (histone deacetylase 6); HL-60 - linia

komérek ludzkiej biataczki mieloblastycznej; hOCT1 - biatko transportowe (human organic cation
transporter 1); Hsp90 - biatko szoku cieplnego (heat shock protein 90); K562 - linia komérkowa
ludzkiej przewlektej biataczki szpikowej; KBM5 - linia komorek ludzkiej przewlekiej biataczki
szpikowej, pozbawionych chromosomu 9; KBM7 - linia komarkowa ludzkiej przewlektej biataczki
szpikowej; LAMA-84 - linia komadrkowa ludzkiej przewlektej biataczki szpikowej; LBH589 - inhibitor
deacetylazy histonow; Lyn - kinaza z rodziny Src; MDR-1 - gen opornoSci wielolekowej (multidrug
resistance 1); MEK1/2 - kinaza biatkowa aktywowana mitogenami, ktorej aktywnos¢ reguluja
czynniki pozakomorkowe (mitogen-activated protein/extracellular signal regulated kinase);

NS-187 - inhibitor kinaz Ber-Abl, Fyn i Lyn; ON012380 - inhibitor kinaz Ber-Abl, PDGFR i Lyn;

p27 - biatkowy inhibitor kinaz cyklinozaleznych; p38a. - kinaza z rodziny MAPK; PD98059 -
inhibitor kinazy MEK; PDGFR o, B - receptor o, 3 ptytkopochodnego czynnika wzrostu (platelet-
derived growth factor receptor ., B); Ph - chromosom Filadelfia; Raf - kinaza serynowo-treoninowa;
Src - rodzina niereceptorowych kinaz tyrozynowych; STAT - czynniki transkrypcyjne, grupa biatek
bioracych udziat w przekazywaniu informacji oraz aktywacji transkrypcji genéw (signal transducer
and activator of transcription); STI571 - inhibitor kinaz tyrozynowych Bcr-Abl, c-Kit oraz PDGFR
(signal transduction inhibitor 571); T-ALL - ostra biataczka limfoblastyczna T-komérkowa (T-cell
acute lymphoblastic leukemia); U0126 - inhibitor kinazy MEK; YES - kinaza z rodziny Src.
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Terapia celowana jako terapia przeciwnowotworowa ma juz
swoja kilkuletnia historig¢ stosowania w klinikach. Jest skie-
rowana gtéwnie przeciw nowotworom, w ktérych proces
transformacji zalezy przede wszystkim od podwyzszonej
aktywnosci jednego biatka, zwykle bedacego elementem
drég przekazywania sygnatéw. Do chwili obecnej, kilka-
dziesiat niskoczasteczkowych zwiazkéw lub monoklonal-
nych przeciwciat zostato zarejestrowanych jako leki albo
jest przedmiotem badar klinicznych. Duza swoistos¢ dzia-
fania lekéw tego rodzaju w stosunku do okreslonych celéw
molekularnych w komérkach nowotworowych oznacza, ze
sq one duzo mniej toksyczne dla pacjentéw i maja mniej-
sze dzialania niepozadane niz zwiazki stosowane w kon-
wencjonalnej chemioterapii.

Poczatkowo poszukiwania niskoczasteczkowych inhibito-
réow szlakéw sygnatowych, gtéwnie kinaz tyrozynowych,
skierowane byty na zablokowanie aktywnosci kinazowej
przez wspoétzawodniczenie z czasteczka ATP o miejsce
wigzania. Konformacja miejsca wiazania ATP jest jednak
bardzo podobna w wielu kinazach i stad trudno byto zna-

lez¢ inhibitor wysoce swoisty. W celu osiagnigcia swoisto-
$ci oddziatywan miedzy Scisle okreslong kinaza i niskocza-
steczkowym inhibitorem, poszukiwania zostaty skierowane
na mozliwo$¢ oddziatywania inhibitora z resztami amino-
kwasowymi, ktére znajduja si¢ w bezposrednim sgsiedztwie
miejsca wigzania ATP [16,48]. Do pierwszych inhibitoréw
kinaz, ktérych dziatanie nie polegato na wspdtzawodnicze-
niu z ATP o miejsce wiazania, nalezaty zwiazki PD98059
[9] 1 U0126 [10]. Te dwa zwiazki oraz kolejny CI-1040,
sg swoistymi inhibitorami MEK [34]. Wydaje sig, ze me-
chanizm ich dziatania, polega na wiazaniu si¢ w sasiedz-
twie miejsca przytaczania ATP, co wywotuje zmiany kon-
formacyjne w kinazie uniemozliwiajace przejscie enzymu
w ufosforylowana postaé, katalitycznie aktywna. Sekwencja
aminokwasowa wiazaca inhibitor jest unikatowa dla kinaz
MEK, co gwarantuje duza swoistos¢ hamowania szlakéw
sygnatowych uruchamianych przez te kinazy. Kolejne in-
hibitory, ktére byty projektowane z mysla o hamowaniu
aktywnosci okreslonych kinaz, Birb796 dla kinazy p38c,
sorafenib (Nexavar®, BAY 43-9006) dla kinazy B-raf oraz
STI571 (Gleevec®, imatinib) dla kinazy Abl, wiazac si¢ z ki-
nazami wywotywaly takie zmiany konformacyjne, ktére
utrwalaty stan nieaktywny biatka.
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W ostatniej dekadzie poszukiwania lekéw skutecznych w le-
czeniu pacjentéw z przewleklq biataczka szpikowa (chro-
nic myeloid leukemia — CML) obejmowaly gtéwnie trzy
obszary: hamowanie ekspresji genu na poziomie transla-
cji przez zastosowanie strategii antysensowych, stymulo-
wanie uktadu immunologicznego do rozpoznawania i nisz-
czenia komorek biataczkowych oraz modulowanie funkcji
kinaz przez zastosowanie swoistych inhibitoréw. Strategie
antysensowe i rybozymy, mimo interesujacych podstaw te-
oretycznych, okazaty si¢ mato skuteczne [47], a terapia in-
terferonem o byta w wielu przypadkach bardzo toksycz-
na dla pacjentéw [12].

STI571 (Gleevec®, imatinib) jest niewatpliwie najskutecz-
niejszym lekiem stosowanym w leczeniu pacjentéw cho-
rych na przewlekta biataczke szpikowa. Najlepsze wyni-
ki leczenia uzyskuje si¢ w przewlektej fazie tej choroby.
STIS71 jest réwniez stosowany w leczeniu pacjentéw z no-
wotworem przewodu pokarmowego, GIST. Po 5 latach sto-
sowania leku w terapii przeciwnowotworowej mozna juz
odnotowa¢ pewne ograniczenia. Jeden z tworcow zwiaz-
ku, dr Druker na konferencji ASCO w 2006 r. stwierdzit,
ze w grupie pacjentéw, ktérym STIS71 zaczgto podawacd
5 lat temu, u 18% stwierdzono progresj¢ choroby, kto-
ra u czg¢sci z nich zakoniczyla si¢ Smiercia, a 5% pacjen-
téw musiato przerwac leczenie z powodu dziatar niepo-
zadanych. Wiele uwagi poswigca sig¢ rozwojowi opornosci
wtornej jako wynikowi stosowania STI571 w terapii prze-
ciw CML oraz GIST [2,25]. Wykazano réwniez, ze bia-
taczkowe komorki macierzyste zawierajace chromosom
Filadelfia (Ph+), pochodzace z krwi obwodowej pacjentéw
chorych na CML sa niewrazliwe na STI571 [14]. Stosujac
STI571 nie mozna catkowicie usuna¢ komorek BCR-ABL*
[29]. Ponadto, zwiazek ten powoduje obnizenie poziomu
prawidtowych, hematopoetycznych komérek progenitoro-
wych [1]. Uwaza sig, ze STI5S71 jest lekiem dobrze tole-
rowanym, chociaz u wielu pacjentéw stwierdza si¢ efekty
niepozadane w postaci wysypki, obrzekéw, nudnosci, wy-
miotéw i biegunki, a takze objawy mielosupresji, gléwnie
pod postacia neutropenii i matoptytkowosci [15]. Pojawiaja
si¢ rowniez doniesienia o nowych zagrozeniach stosowania
STI5S71. Opisano 10 przypadkéw powaznych problemoéw
kardiologicznych [20]. Wigcej informacji na temat kinazy
Ber-Abl, przewleklej biataczki szpikowej (CML), struktu-
ry i sposobu dziatania STI571, oraz molekularnego podio-
za opornosci na ten lek mozna znaleZ¢ w naszym artyku-
le opublikowanym w tym samym tomie, natomiast profil
farmakokinetyczny leku jest wyczerpujaco opisany w ar-
tykule Peng i wsp. [35].

Pigcioletnie stosowanie STI571 to takze dobra lekcja, kt6-
ra przyniosta wiele pomystéw na ,,lepsze” leki przeciwno-
wotworowe, przede wszystkim niskoczasteczkowe zwigzki
z grupy terapeutykow celowanych. Wiele cennych informa-
cji dostarczylta analiza struktury krystalicznej kompleksu
STI571 z kinaza Abl [37]. Pozwolita ona na identyfikacje
aminokwasow istotnych w wigzaniu STI571, ktérych sub-
stytucja w wyniku mutacji moze ostabi¢ oddziatywanie
kinazy z lekiem, nie ograniczajac wiazania ATP lub ak-
tywnosci kinazy. Trwaja poszukiwania nowych inhibito-
row Ber-Abl na bazie STIS71, ale nie tylko. Wiodaca role
odgrywa firma Novartis Pharmaceuticals, w ktérej powstat
STIS71, ale pewne sukcesy mozna przypisaé réwniez innym
firmom farmaceutycznym i niezaleznym osrodkom badaw-

czym. Niniejszy artykut jest przegladem najnowszej litera-
tury na temat alternatywnych dla STIS71 inhibitoréw kina-
zy Ber-Abl. Wiele sposrdd nich znajduje sig¢ w I lub II fazie
badan klinicznych. I chociaz wyniki sa obiecujace, oczy-
wiscie brak jest danych na temat skutecznosci oraz bezpie-
czenstwa ich stosowania w dtuzszej perspektywie.

Poszukiwania zwigzkéw o wyzszej aktywnosci hamuja-
cej w stosunku do kinazy Ber-Abl zmierzaja zasadniczo
w trzech kierunkach. W pierwszym, zalozeniem jest taka
modyfikacja struktury STI571, aby nastapito zwigkszenie
powinowactwa zwiazku do kinazy i jej zmutowanych posta-
ci. W drugim przeciwnie, uwaza sig, ze zmniejszenie Swo-
istosci dziatania przez umozliwienie oddziatywania z ak-
tywna postacia Ber-Abl, pozwoli na wzrost efektywnosci
rowniez w stosunku do postaci zmutowanych. W pierw-
szym przypadku najbardziej obiecujacym jak dotad okazat
si¢ AMNI107 (nilotinib), w drugim BMS-354825 (dasati-
nib). W obu przypadkach gtéwnym celem jest znalezie-
nie leku, ktéry mégltby zosta¢ zastosowany u pacjentéw
z opornoscig na STI571 lub nawet catkowicie zastapic ten
lek w leczeniu chorych na CML. Wreszcie catkowicie od-
mienne podejsScie majace na celu rozwigzanie problemu
opornosci na STI571, polega na poszukiwaniu inhibitora
Ber-Abl wspétzawodniczacego o miejsce wigzania z sub-
stratem, a nie z ATP. Ten sposéb rozumowania doprowa-
dzit do syntezy zwiazku ON012380.

INHiBITORY BCR-ABL BEDACE MODYFIKACIA STI571: AMN107
(NiominiB) 1 NS-187

Wsréd ostatnio zsyntetyzowanych zwiazkéw wyrdznia sig
AMNI107 (nilotinib; Novartis Pharmaceuticals), ktéry pod
wzgledem chemicznym, podobnie jak STIS71 jest pochod-
na fenyloaminopirymidyny (ryc. 1; tabela 1). Synteza tego
zwiazku zostata oparta na racjonalnych przestankach wy-
nikajacych z analizy struktury krystalicznej komplekséw
Abl-STI571. Poszukiwania zostaty skierowane na zasta-
pienie grupy metylopiperazylowej, ktéra korzystnie wpty-
wa na rozpuszczalnos¢ STI571, ale nie ma istotnego zna-
czenia w wiazaniu tego leku z kinaza Ber-Abl. AMNI107,
ktoéry powstal w wyniku tych modyfikacji, swoiscie wia-
ze si¢ w kieszeni ATP kinazy Bcr-Abl w jej nieaktywnej
konformacji i efektywniej niz STI571 hamuje jej aktyw-
nos¢ (IC,=20-60 nM dla AMNI107, IC, =120-470 nM
dla STIS71) [49]. Z nizsza wydajnoscia AMN107 wiaze
si¢ z receptorami PDGF oraz kinaza c-Kit [38]. Badania
krystalograficzne kompleksu AMN107-Abl wykazaty, ze
zwiazek ten jest lepiej dopasowany do struktury kinazy
i stad prawdopodobnie jego wyzsze niz STI571 powino-
wactwo do Ber-Abl [49]. Podobny do STI571 sposéb wia-
zania AMN107 mégtby wskazywac na brak oddziatywa-
nia AMN107 ze zmutowanymi postaciami kinazy Ber-Abl,
ktoére sa przyczyna opornosci na STIS71. Stad efekt dzia-
tania AMN107 i STIS71 poréwnano na liniach komoérko-
wych opornych (KBMS5-STIS71R0 i KBM7-STIS71R10)
oraz wrazliwych (KBMS5 i KBM7) na dziatanie STIS71.
Oporno$¢ na STIS71, wystgpujaca w uzytych do badan
liniach komérkowych, byta konsekwencja zwigkszenia
puli aktywnej kinazy Ber-Abl wskutek amplifikacji genu
(KBM7-STI571R0), lub mutacji punktowej T3151 w ob-
rebie petli wiazania ATP (KBMS5-STI571R19). W przypad-
ku wszystkich analizowanych linii komérkowych wykaza-
no, ze AMN107 jest silniejszym inhibitorem proliferacji
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komoérek w poréwnaniu do STIS71. Praktycznie nie odno-
towano zadnej aktywnosci obu zwiazkéw w stosunku do
komorek KBMS5-STIS71RY, Wyniki sugeruja, ze AMN107
ma silniejsze wtasciwosci antyproliferacyjne w stosun-
ku do komoérek, w ktérych opornosé na STIS71 wynika
ze zmian iloSciowych, a nie jakoSciowych [13]. W bada-
niach z zastosowaniem linii komérkowych transfekowa-
nych BCR-ABL wykazano, ze AMNI107 jest 10-25 razy
bardziej aktywnym inhibitorem proliferacji w poréwna-
niu do STI571. Zahamowanie wzrostu komérek w ho-
dowli korelowato z indukcja procesu apoptozy. Ponadto,
badania dowiodly wysokiej aktywnosci AMN107 w hamo-
waniu autofosforylacji kinazy Ber-Abl [32,47,49]. Analiza
Western-blot wykazata znaczaca redukcje autofosforyla-
¢ji tyrozyny w pozycji 117 1 412 po zastosowaniu 50 nM
stgzenia AMN107. Nie odnotowano zmian w poziomie fo-
sforylacji Tyr735. Dla poréwnania, zastosowanie STIS71
nawet w stgzeniu 200 nM, nie powodowato zmian w po-
ziomie fosforylacji Tyr117 i Tyr412. Wtasciwos¢ ta wyda-
je si¢ szczegdlnie wazna w Swietle ostatnich odkry¢, kto-
re wskazuja na istotna rolg Tyr177 w patogenezie CML, ze
wzgledu na zalezna od stanu jej ufosforylowania aktywa-
cje wielu drég sygnalowych [27]. Badania z wykorzysta-
niem linii komérkowych opornych na STI571 postuzyty do
okreslenia wrazliwosci poszczegélnych mutantéw na dzia-
tanie AMN107. Oceniajac poziom autofosforylacji kinazy
oraz fosforylacji jej biatek efektorowych, wykazano zréz-
nicowana aktywnos¢ AMN107 w stosunku do analizowa-
nych mutantéw. Duza wrazliwos¢ (IC, <70 nM; IC, <165
nM) odnotowano u 10 z 16 mutantéw (M244V, G250E,
Q252H, F311L, F317L, M351T, V3791, L387M, H396P,
H396R), umiarkowana wrazliwos¢ (IC, <200 nM; IC <485
nM) odnotowano u 3 z 16 (Y253F, E255K, F359V) oraz
matg wrazliwos¢ (IC, <450 nM; IC, <2 uM) zaobserwo-
wano u 2 mutantéw (Y253H, E255V) [32,49]. Podobnie,
jak w przypadku STI571 oraz wielu innych inhibitoréw
Ber-Abl, AMN107 okazat si¢ nieaktywny wzgledem ki-
nazy, w ktérej tyrozyna w pozycji 315 zostala zastapiona
izoleucyna, Ber-Abl™P!, Komérki z mutacja T3151 pozo-
stawaly oporne na dzialanie AMN107 nawet po zastoso-
waniu stezenia 10 uM [49]. Przy stezeniu nizszym niz 100
nM, AMN107 nie wptywal na prawidtowe komoérki proge-
nitorowe hodowane in vitro, co wskazywato na potencjal-
nie mata toksycznos¢ zwiazku.

Niestety stwierdzono, ze 100 nM AMN107 takze moze wy-
wotaé opornos¢ [26]. Interesujace wyniki uzyskano bada-
jac aktywnos¢ AMN107 w indukowaniu mutacji w Ber-
Abl [44]. Pojawienie si¢ klonéw niewrazliwych na zwiazek
stosowany w st¢zeniu 400 nM badano w hodowlach my-
sich komérek Ba/F3. AMNI107 indukowal mniej muta-
cji niz STI571. Niektére z nich byly takie same dla obu
zwiazkow, np. Q252H, Y253H, E255K(V), F3111, T3151,
S349L 1 F3591(V). Z wyjatkiem mutacji T315I, wszystkie
pojawiajace si¢ mutacje ulegaty supresji po zastosowa-
niu stgzenia 2 pM, co odpowiada dawce 400 mg dziennie.
Wyniki te wskazuja na mozliwos¢ pojawienia si¢ muta-
cji w trakcie leczenia z zastosowaniem AMN107, chociaz
tylko mutacja T3151 wydaje si¢ przeszkoda w kontynuo-
waniu terapii.

Przeprowadzono réwniez badania efektéw stosowania
AMNI107 w kombinacji z LBH589, inhibitorem deacetylazy
histonéw, w komoérkach CML linii K562 i LAMA-84 oraz

komorkach hodowli pierwotnej CML [11]. Stwierdzono,
ze AMNI107 wydajniej niz STI571 hamowat aktywnos$¢
Ber-Abl oraz biatek, ktére sa aktywowane przez te kina-
zg, posrednio lub bezposrednio. Obserwowano wyzsze
niz w przypadku stosowania STI571 obnizenie aktyw-
nosci STAT-5, Akt, Bcl-X| oraz c-Myc. W kombinacji
z LBH589, AMN107 dziatat synergistycznie i poza wczes-
niej obserwowanymi efektami odnotowano wzrost pozio-
mu p27 i Bim. Obserwowano réwniez obnizenie poziomu
Ber-Abl oraz indukcj¢ apoptozy w hodowlach pierwot-
nych komérek CML, opornych na STI571, nawet z muta-
cja T3151. Jednym z proponowanych mechanizméw leza-
cych u podloza synergistycznego dziatania obu zwigzkéw
jest hamowanie szlakéw antyapoptotycznych. Mozliwy jest
rowniez udziat LBH589 w hamowaniu HDAC®6, co prowa-
dzi do acetylacji Hsp90, co z kolei zmniejsza stabilnos¢
Ber-Abl, c-Raf i Akt oraz prowadzi do proteosomalnej de-
gradacji tych biatek. W ten sposéb mozna wytlumaczy¢
wrazliwos$¢ komoérek CML, w ktérych wystepuja zmuto-
wane postaci Ber-Abl, takie jak T315 na stosowane w kom-
binacji AMN107 i LBH589.

Réznice miedzy STIS71 i AMN107 obserwowano nie tylko
w skutecznosci hamowania aktywnosci mutantéw Ber-Abl,
ale takze w sposobie ich transportu do komoérek. Transport
STIS71 zalezy od hOCT1, podczas gdy AMN107 wyda-
je si¢ niezalezny od tego transportera [51]. Réwniez pod-
wyzszona ekspresja MDR 1 wydaje si¢ w mniejszym stop-
niu wptywac na poziom AMNI107 niz na poziom STI571.
Komérki z podwyzszong ekspresja MDR 1, pozyskane od
3,5-rocznego pacjenta z T-ALL, hodowano w obecnosci
STI571 lub AMN107 i zaobserwowano prawie 4-krotnie
wyzszy poziom AMNI107 w poréwnaniu z STIS71 [24].

Obiecujace wyniki uzyskano w badaniach in vivo. Wstgpne
badania przeprowadzone na zwierzgtach wykazaty, ze
AMNI107 jest zwiazkiem o korzystnym profilu farmako-
kinetycznym, dobrze wchtanianym po podaniu doustnym
oraz dobrze tolerowanym przez organizm. Zastosowanie
AMN107 powodowalo wydtuzenie okresu przezycia u my-
szy, ktérym wprowadzono komérki linii mysiej biataczki
32D, transfekowane genem BCR-ABL. Dodatkowym efek-
tem dzialania AMN107 byta znaczne obnizenie akumula-
cji komorek biataczkowych w szpiku kostnym, Sledzionie,
watrobie oraz w weztach chtonnych. Ten sam efekt osiag-
nigto w mysim modelu biataczki CML opornej na STIS71.
Zastosowanie dawki w wysokosci 400 mg byto wystarcza-
jace do uzyskania w surowicy st¢zenia leku odpowiednie-
go do zahamowania autofosforylacji kinazy Bcr-Abl, oraz
proliferacji komérek Ber-Abl-pozytywnych, w przypadku
wigkszo$ci analizowanych mutantéow [49].

Niedawno opublikowane badania kliniczne wskazuja, ze
AMNI107 jest skuteczny w leczeniu pacjentéw z CML
opornych na STI571 [19]. Do badan zakwalifikowano 119
pacjentéw chorych na CML opornych na STI571 lub pa-
cjentéw chorych na ALL i podawano im AMNI107 w daw-
ce 50-1200 mg raz dziennie lub 400 i 600 mg dwa razy
dziennie. Z 33 pacjentéw w fazie zaostrzenia blastyczne-
go, u 13 stwierdzono odpowiedZ hematologiczna, a u 9
odpowiedz cytogenetyczna. Sposrdd 46 pacjentow w fa-
zie przyspieszonej CML, u 33 uzyskano odpowiedzZ he-
matologiczna, a u 22 cytogenetyczna. U prawie wszyst-
kich pacjentéw (11/12) w fazie przewlektej choroby CML
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Ryc. 1. Wzory chemiczne alternatywnych dla STI571 inhibitoréw kinazy Ber-Abl. W ramce A (kolor rézowy) znajduja sie pochodne
fenyloaminopirymidyny, nieznacznie rézniace sie od STI571. Te réznice w strukturze zostaty zaznaczone dla AMN107 kolorem brazowym, a dla
NS-187 kolorem niebieskim. Ramka C (kolor zielony) obejmuje zwiazki, ktdre s3 podwdéjnymi inhibitorami. Poza kinaza Bcr-Abl inhibitory te
hamuja réwniez aktywnosc innych kinaz, gtdwnie z rodziny Src. Poza ON012380, ktdry wiaze sie w miejscu rozpoznawanym przez substrat
(ramka B, niebieska) wszystkie pozostate inhibitory Bcr-Abl przytaczane sa w kieszeni wiazacej ATP
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Tabela 1. Pordwnanie niektdrych alternatywnych inhibitoréw kinazy Bcr-Abl z STI571

BMS-354825
STi571 AMN107 NS-187 PD166326 Dasatinib 0N012380
Imatinib; Gleevec Nilotinib
Sprycel
Produkt firmy Novartis Novartis Innovive Sloan-Kettering  Bristol-Myers Squibb Onconova
Pharmaceuticals ~ Pharmaceuticals ~ Pharmaceuticals Therapeutics
Strukt'ura poc'hodpa fe_nylo- poc'hodpa fe_nylo- poc'hodpa fepylo- pochqdna.pirydylo- _pochodn'a calkowicie odmienna
chemiczna aminopirymidyny  aminopirymidyny  aminopirymidyny pirymidyny aminopirymidyny
y . . Bcr-Abl, kinazy Src .
Swoistos¢ konformacja konformacja § . ' ¢ Ber-Abl, kinazy Src, ,
wigzania nieaktywna Bcr-Abl nieaktywna Bcr-Abl Ber-Abl, Lyni Fyn receptorgGPFDGF, EGF, receptory PDGF Ber-Abl, PDGFR, Lyn
Miejsce wiazania oo AP Kieszer ATP kieszer ATP Kieszer ATP Kieszeri ATp  MIEJSCE Wigzania
inhibitora substratu
Hamowanie 200-300 1M <30nM <10nM <10nM <1nM <10nM
proliferacji (ICSO)
Indukuje mutadje tak tak brak danych tak brak danych
punktowe
Aktywny o
tak, z wyjatkiem I o s
w stosunku do . ' X tak, zwyjatkiem  tak, zwyjatkiem  tak, z wyjatkiem
mutantéw Bar- nie  T3I5iprywyszych T 1315 1315 tak, nawet T3151
1 stezeniach
Abl
Badania kliniczne/ lek badania kliniczne brak danych brak danych lek brak danych
status leku Il faza
Usuwa catkowicie . )
komorki BCR-ABL* nie brak danych brak danych nie brak danych brak danych
Potendalne kardiotoksycznos¢ brak danych brak danych brak danych brak danych brak danych

problemy

' Zmutowane postaci kinazy Bcr-Abl pojawity sie wskutek selekcji w obecnosci STI571.

uzyskano pelna remisj¢ hematologiczna. Badania farma-
kokinetyczne przeprowadzone u pacjentéw otrzymujacych
dawke 400 mg dziennie wykazaty, ze maksymalny poziom
AMNI107 w osoczu wynosi 1,7-3,6 uM, a okres potowicz-
nego rozpadu wynosi 15 godzin.

Badania kliniczne sugeruja, ze AMN107 moze zastapic¢
STI571 w przypadkach pojawiajacej si¢ opornosci, z wy-
jatkiem opornosci wynikajacej z mutacji punktowej pro-
wadzacej do substytucji T3151 lub amplifikacji genu BCR-
ABL. Moze sta¢ sig tez lekiem z wyboru, z tym ze podobnie
jak w przypadku STI571 nalezy oczekiwad, ze jego dtuzsze
stosowanie moze spowodowaé rozwdj opornosci [50].

NS-187 (CNS-9; Novartis Pharmaceuticals), podobnie
jak AMNI107, powstat w wyniku modyfikacji czasteczki
STIS71 (ryc. 1; tabela 1) [21]. Jest efektywnym inhibito-
rem nie tylko kinazy Ber-Abl, ale hamuje réwniez 12 spo-
§réd 13 zmutowanych postaci kinazy Ber-Abl. Wyjatek
stanowi kinaza z mutacja T3151. Réwniez w badaniach
in vivo NS-187 przedtuzatl zycie myszom z wszczepiony-
mi komérkami nowotworowymi, w ktérych wystgpowaty
mutacje w Ber-Abl, z wyjatkiem mutacji prowadzacej do
substytucji T3151 [31]. NS-187 jest takze inhibitorem kinaz
Lyn i Fyn, ale nie wptywa na aktywnos¢ PDGFR, c-Src,
Blk i YES. Ograniczona zdolno$¢ hamowania aktywno-
Sci kinaz Src jest zaleta NS-187, gdyz nalezy oczekiwac

mniej skutkéw ubocznych. Jednoczesnie hamujace dzia-
tanie w stosunku do kinazy Lyn pozwala przypuszczac, ze
NS-187 moze si¢ okazac¢ skuteczny w przypadkach opor-
nosci na STIS71, wynikajacej z podwyzszonego poziomu
biatka Lyn [6]. Mozna wigc ten zwiazek zaliczy¢ do tzw.
podwdjnych inhibitoréw.

PoDWOINE INHIBITORY

STI571 wiaze sie wylacznie z nieaktywna konformacja ki-
nazy Ber-Abl. Nieaktywna konformacja Ber-Abl jest uni-
katowa i stad duza swoistos¢ wigzania STI571, natomiast
aktywna konformacja tej kinazy jest podobna do aktyw-
nych konformacji wielu innych kinaz np. Src. W toku ba-
dan okazato sig, ze niektére inhibitory kinaz Src wykazuja
aktywnos$¢ hamujaca w stosunku do kinazy Ber-Abl. Wsréd
nich nalezy wymieni¢ analogi pirydylo[2,3-d]pirymidyny
np. zwiazki PD166326, PD173955, PD180970. PD166326
(Sloan-Kettering) zostat poczatkowo opisany jako inhibi-
tor receptorow czynnika wzrostu fibroblastow (FGF), na-
btonkowego czynnika wzrostu (EGF), ptytkopochodne-
go czynnika wzrostu (PDGF) oraz jako inhibitor kinaz Src
[22]. Natomiast spokrewnione z nim strukturalnie pochodne
PD180970 i PD173955 zostaly zidentyfikowane w badaniach
in vitro jako inhibitory kinazy Abl i Ber-Abl [8,52]. W po-
rownaniu z STI571, zwiazki te silniej hamuja fosforylacje,
a przez to aktywnos¢ kinazy Ber-Abl. Wykazuja bowiem
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powinowactwo zaréwno do aktywnej, jak i do nieaktywnej
postaci kinazy. Badania wykazaty, ze PD173955 wiaze si¢
z kinaza Bcer-Abl niezaleznie od stanu jej fosforylacji i kon-
formacji, jaka przyjmuje petla aktywacji A [30]. Ponadto,
utrata regionu regulacyjnego, ktora jest przyczyna konstytu-
tywnej aktywnosci kinazy Ber-Abl, dodatkowo sprzyja od-
dzialywaniu z PD173955. Pomimo stabszych oddziatywan
PD173955 z kieszenia katalityczng kinazy Ber-Abl w po-
réwnaniu do STI571 (tylko 2 wigzania wodorowe zamiast
6 oraz mniej oddziatywan typu van der Waalsa), PD173955
hamowat jej aktywnos¢ juz przy stukrotnie nizszym st¢zeniu
[4]. Profil farmakokinetyczny zwiazku byt jednak niesatys-
fakcjonujacy i rozpoczgto poszukiwania inhibitora o lepsze;j
rozpuszczalnosci, wybidrczosci 1 aktywnosci.

Wsréd nowo zsyntetyzowanych zwiazkow na uwage za-
stuguje PD166326 (ryc. 1; tabela 1). Wykazuje on cztero-
krotnie wyzsza aktywnos$¢ hamujaca w stosunku do kinazy
Ber-Abl w poréwnaniu do PD173955. Ponadto, zwiazek ten
wydajniej niz STI571 hamuje kinaze c-Kiti Lyn [53]. 50%
zahamowanie proliferacji komdrek linii K562 byto osiaga-
ne juz przy stezeniu 300 pM [18]. Modyfikacja polegaja-
ca na przytaczeniu do pierscienia fenylowego podstawni-
ka metylohydroksylowego w miejsce metylotioeterowego
umozliwita powstanie dodatkowego wiazania wodorowego
z tyrozyna w pozycji 319 i przez to silniejsze oddzialywa-
nia PD166326 z kinaza Bcr-Abl [52]. Jednak modelowanie
krystalograficzne wykazato, ze pomimo tego dodatkowego
wigzania wodorowego, w oddziatywaniu PD166326 z ki-
naza uczestniczy o potow¢ mniej aminokwaséw, w po-
réwnaniu z liczba aminokwaséw tworzacych wiazania
z STI571. Prawdopodobnie to wtasnie jest przyczyna, ze
PD166326 wykazuje aktywnos$¢ hamujaca w stosunku
do mutantéw, wobec ktérych STIS71 traci swoje wilasci-
wosci [53]. W hodowlach komérkowych przeprowadzono
réowniez analiz¢ mutacji, ktére pojawiaja si¢ w obecnosci
PD166326 [46]. Liczba pojawiajacych si¢ klondw niewraz-
liwych na PD166326 byta mniejsza niz dla STI5S71. Ponadto,
nie wszystkie mutacje byty identyczne z tymi otrzymany-
mi w wyniku selekcji w obecnosci STI571. Te, ktére byly
wspdlne dla obu zwiazkéw mozna bylo wyciszy¢ przez
zastosowanie wigkszego stgzenia PD166326 w hodowlach
komérkowych. Tylko trzy mutacje powodujace substytu-
cje fenyloalaniny w pozycji 317 byty catkowicie oporne na
dziatanie PD166326, ale z kolei mogty zosta¢ wyciszone
przez STI571. Wynika z tego, ze PD166326 i STIS71 moz-
na stosowaé¢ w kombinacji, aby wyeliminowac¢ przypadki
opornosci spowodowane réznymi mutacjami.

W badaniach in vivo przeprowadzonych na modelach mysich
stwierdzono, ze podawany doustnie PD166326 byt dobrze
tolerowany i szybko osiagat st¢zenie konieczne do hamo-
wania aktywnosci Ber-Abl [53]. Niestety klony BCR-ABL*
byty ciagle obecne po 4-tygodniowej terapii.

Inny zwiazek z tej grupy, PD180970, wykazuje powino-
wactwo do kinazy Ber-Abl z mutacjami w petlach A i P,
ktére sa odpowiedzialne za rozwdj opornosci na STIS71
u pacjentow w zaawansowanych stadiach CML. Substytucja
histydyny prolina w pozycji 396 kinazy stabilizuje jej ,,ot-
warta”, aktywna konformacj¢. Mutacja ta zaburza oddzia-
tywanie kinazy z STI571, ktéry moze wiazac si¢ tylko z ki-
naza w konformacji nieaktywnej, natomiast nie zmienia
powinowactwa do PD180970. W efekcie obserwuje si¢

jednakowa wrazliwos¢ komérek typu dzikiego oraz ko-
morek z mutacja H396P na dziatanie PD180970. Ponadto,
PD180970 pozostaje aktywny w stosunku do innych mu-
tacji w obrebie petli P, odnotowanych u pacjentéw opor-
nych na STIS71, j. E255K, E255V, Y253F, Q252H [45].
Prawdopodobnie obnizenie wrazliwosci komérek na dzia-
tanie STI571, spowodowany wystapieniem opisanych muta-
cji, wiaze si¢ z niezdolnoscig zmutowanej petli P do przyje-
cia $cisle okreslonej konformacji wymaganej do zwiazania
STIS571. Mutacje te w mniejszym stopniu wplywaja na efek-
tywnos¢ wiazania PD180970, ktéry oddziatuje z kinaza
Ber-Abl niezaleznie od jej konformacji [23].

Wszystkie z opisanych pochodnych pirydylopirymidyny, po-
dobnie jak STI571, pozostaja nieaktywne w stosunku do zmu-
towanej kinazy Ber-Abl™"!, Wynika z tego, ze treonina w po-
zycji 315 jest istotna zaréwno w oddziatywaniu z STI571, jak
iz pochodnymi pirydylopirymidyny. Aminokwas ten umoz-
liwia powstanie wigzania wodorowego stabilizujacego od-
dzialywania migdzy kinaza Ber-Abl a STIS71, a w przypadku
pochodnych pirydylopirymidyny uczestniczy w oddziatywa-
niach typu van der Waalsa [23]. Dodatkowym efektem sub-
stytucji treoniny izoleucyna jest zawada steryczna uniemoz-
liwiajaca wtasciwe przestrzenne oddziatywanie pochodnych
pirydylopirymidyny z onkogennym biatkiem [45].

Szczegblnie obiecujacym zwiazkiem w grupie ,,podwoj-
nych” inhibitoréw jest BMS-354825 (dasatinib; Bristol-
Myers Squibb). Jest to zwiazek o strukturze chemicznej
calkowicie r6znej od struktury STIS71 (ryc. 1). Podobnie
jak pochodne pirydylopirymidynowe, BMS-354825 wiaze
obie formy Abl, nieaktywna i aktywna [42,43]. Stad mozli-
wos$¢ oddziatywania z niektérymi kinazami Src, ktére maja
podobne konformacje form aktywnych. Oczekiwano zatem
wyzszej aktywnosci, ale i mniejszej swoistosci dziatania,
w tym réwniez wzrostu aktywnosci w stosunku do zmu-
towanych postaci kinazy Ber-Abl. Odnotowano stukrotnie
wyzsza aktywnos$¢ hamujaca BMS-354825 w poréwnaniu
do aktywnosci STIS71 w stosunku do kinazy Ber-Abl (ta-
bela 1). Ponadto, zwiazek ten okazat si¢ skutecznym inhi-
bitorem 14 z 15 analizowanych mutantéw kinazy. Wyjatek
stanowita ponownie mutacja T315I, ktéra powodowata po-
wstanie kinazy opornej na dziatanie BMS-354825, nawet
po zastosowaniu mikromolowych stezeri zwiazku [33,47].
Istotna cecha BMS-354825 jest zdolnos¢ do eliminacji ko-
morek BCR-ABL* na wczesniejszych etapach ich rozwoju.
Wykazano, ze pod tym wzgledem zwiazek ten jest bardziej
skuteczny niz STI571, ale podobnie jak STI571 nie usuwa
komérek macierzystych CML [5,29]. Stosowanie BMS-
354825 w kombinacji z STIS71 w mysich liniach komor-
kowych Ba/F3 z ekspresja natywnej lub zmutowanej ki-
nazy Bcer-Abl dawato efekt addytywny [33]. Nawet, jezeli
stezenie STI571 byto wysokie, nie obserwowano efektu
antagonistycznego dziatania obu zwiazkéw w kombina-
cji. Skojarzona terapia moze si¢ okazac bardziej skutecz-
na w usuwaniu komérek biataczkowych. Zastosowanie
BMS-354825 oraz innych pochodnych pirydylopirymidy-
ny, moze by¢ korzystne, gdy rozwéj opornosci na STIS71
wiaze si¢ z podwyzszona aktywnos$cia kinazy Src. Jednak
zahamowanie aktywnosci kinazy Src moze by¢ przyczyna
wystapienia dziatan niepozadanych [7].

Wyniki pierwszych préb klinicznych byty jednak bar-
dzo zachecajace i dowiodty wysokiej skutecznosci leku.
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W badaniach, do ktérych zakwalifikowano 29 pacjentéw
w przewleklej fazie choroby, opornych na terapie STIS71
lub z nietolerancja na ten lek, zastosowano 9 odmiennych
schematéw leczenia z dzienna dawka leku 15-180 mg po-
dawana przez okres do 9 miesigcy [36]. BMS-354825 byt
dobrze tolerowany przez wszystkich pacjentow. Stezenie
leku w surowicy osiagato poziom, ktéry byt wymagany do
zahamowania proliferacji komoérek biataczkowych in vitro.
Po czterech tygodniach stosowania terapii w grupie 26 pa-
cjentéw, ktérym podawano przynajmniej 35 mg BMS-
354825 lub wigcej, w 19 przypadkach (73%) uzyskano cat-
kowita odpowiedz hematologiczna. W grupie 7 pacjentéw,
ktérym podawano mniejsze dawki leku, u dwéch nastapi-
fo gwaltowne pogorszenie stanu zdrowia, u pozostatych
5 zwigkszono dawke BMS-354825. Po okresie dtuzszym
niz 3 miesiace u 11 z 21 pacjentéw uzyskano odpowiedz
cytogenetyczna o réznym natezeniu. U jednego pacjenta
osiagnigto pelna remisje cytogenetyczng. Podobnym bada-
niom poddano grupe 17 pacjentéw z CML w fazie przy-
spieszonej (6) lub kryzy blastycznej (11). Odpowiedz he-
matologiczna uzyskano u 7 pacjentéw w fazie zaostrzenia
blastycznego oraz u 3 w fazie przyspieszonej. OdpowiedZ
cytogenetyczng odnotowano u 4 z 8 pacjentéw w fazie kry-
zy blastycznej, oraz u 1 z 3 pacjentéw w fazie przyspieszo-
nej. Badania wskazuja, ze BMS-354825 moze przetamac
oporno$¢ na STIS71, czgsto obserwowana u pacjentéw w za-
awansowanych stadiach CML [39]. Ostatnio opublikowane
badania potwierdzity te obiecujace wyniki. BMS-354825
podawano pacjentom z CML w réznych fazach rozwoju
nowotworu oraz pacjentom z ALL (Ph+), w dawce dzien-
nej 15-240 mg [40]. Wszyscy pacjenci zakwalifikowani
do badan albo nie tolerowali STI571 lub tez byli na ten lek
oporni. Catkowitag odpowiedZ hematologiczna uzyskano
u 37 z 40 pacjentéw w fazie przewlektej CML, tzw. wigk-
szg odpowiedZ hematologiczna uzyskano u 31 z 44 pacjen-
tow w fazie przyspieszonej, zaostrzenia blastycznego lub
pacjentéw z ALL. OdpowiedZ na BMS-354825 uzyskano
dla wszystkich mutacji Ber-Abl, z wyjatkiem T3151.

W czerwcu 2006 r. Komitet Doradczy FDA zarekomendo-
wat BMS-354825 do stosowania u dorostych z opornoscia
na STI571, we wszystkich stadiach rozwoju CML. Zalecana
dawka leku wynosi 70 mg dwa razy dziennie [28]. Nalezy
oczekiwad, ze podstawowym problemem stosowania BMS-
354825 moga by¢ dziatania niepozadane przedtuzajace-
go si¢ leczenia. Ich podiozem bedzie niewielka swoisto$¢
zwiazku, ktéry moze hamowac aktywnos$¢ wielu kinaz.
Ostateczna przydatnos¢ tego leku moze by¢ oceniona po
dtuzszym okresie stosowania. Jednak ostatnio opublikowa-
ne badania wskazuja, ze ta mata swoisto§¢ BMS-354825
moze byC zaleta i zwigzek ten ma szanse znalezZ¢ zastoso-
wanie w leczeniu choréb kardiologicznych np. przez blo-
kowanie restenozy wynikajacej z nieprawidtowej migracji
i proliferacji komérek migsni gtadkich [3].

INHIBITORY NA BAZIE PURYN

STI571 oraz wigkszos¢ nowych inhibitoréw Ber-Abl, kt6-
rych dziatanie polega na hamowaniu aktywnosci kinazy
przez wiazanie si¢ w miejscu przytaczania ATP, ma hete-
rocykliczny pierscien pirymidynowy. Biorac pod uwage,
ze ATP zawiera purynowa zasadg azotowa, poszukuje si¢
rowniez inhibitoréw bedacych zmodyfikowanymi puryna-
mi. Najbardziej aktywna pochodna w grupie tréjpodstawio-

nych puryn jest AP23464 (ARIAD Pharmaceuticals) (ryc.
1). Wykazano, ze zwiazek ten jest szczegllnie efektyw-
nym inhibitorem proliferacji (IC, =14 nM) i progresji cy-
klu komérkowego, a takze aktywatorem procesu apoptozy
w ludzkich komérkach linii K562 z ekspresja kinazy Ber-
Abl. Podobnego dziatania nie obserwowano w hodowli ko-
morkowej linii Ber-Abl-negatywnej — HL-60, co sugeruje,
ze antyproliferacyjne dziatanie AP23464 moze by¢ zwia-
zane z hamowaniem aktywnosci tej kinazy. Zahamowaniu
fosforylacji onkogennej kinazy, towarzyszyto obnizenie
aktywnosci gtéwnych biatek efektorowych kinazy, w tym
biatka STATS i Crkl. W badaniach aktywnosci AP23464
wzgledem zmutowanych postaci kinazy Ber-Abl (Q252H,
Y253F, E255K, T315I, M351T, H396P) zastosowano my-
sie komorki linii Ba/F3. We wszystkich analizowanych
przypadkach opornosci na STI571, AP23464 wykazat sil-
na aktywnos¢ antyproliferacyjna. Badania rentgenostruk-
turalne dowiodly, ze AP23464 oddziatuje z aktywna, ,,0t-
warta” konformacja kinazy Ber-Abl. Wiasciwe przestrzenne
oddziatywanie AP23464 z kinaza nie wymaga przyjecia
przez petle P Scisle okreslonej konformacji, co powodu-
je, ze AP23464 wykazuje zblizona aktywnos$¢ w stosunku
do wszystkich postaci kinazy z mutacjami w tym regionie
[32]. AP23464 byt nieaktywny w hodowli komérek Ba/F3,
w ktérych w kinazie Ber-Abl wystepuje mutacja T3151.

INHIBITORY WSPOLZAWODNICZACE O MIEJSCE WIAZANIA
suBsTrATU: ON012380

Ze wzgledu na czeste mutacje w kinazie Ber-Abl induko-
wane przez STI571 oraz niska aktywnos¢ alternatywnych
inhibitoréw w stosunku do niektérych mutantéw kinazy
np. T315I, poszukiwane sa inhibitory o odmiennym spo-
sobie dziatania. Najnowszym osiagnig¢ciem laboratorium
Onconova Therapeutics jest zwiazek o nazwie ON012380
(ryc. 1; tabela 1). W przeciwienistwie do STI571 i innych
opisanych wyzej alternatywnych inhibitoréw kinazy Ber-
Abl, zwiazek ten nie wspdtzawodniczy z ATP, lecz blokuje
miejsce wigzania substratéw kinazy. Badania in vitro wyka-
zaly duza skutecznos¢ ON012380 w hamowaniu aktywnosci
kinazy Ber-Abl, a takze w hamowaniu fosforylacji jej biatek
efektorowych, tj. Crkl i STATS. Interesujace jest spostrze-
zenie, ze ONO12380 hamuje réwniez aktywnos¢ PDGFR
oraz kinazy Lyn [16]. Po zastosowaniu ON012380 w kom-
binacji z STI571 odnotowano synergistyczne wspétdziata-
nie lekéw w hamowaniu autofosforylacji kinazy Ber-Abl,
co wydaje sig¢ oczywistym nastgpstwem wigzania si¢ obu
zwiazkéw w réznych miejscach biatka. Na poziomie hodowli
komérkowych (32Dcl3, K562), efektem dziatania inhibito-
ra ONO012380 bylo znaczace zahamowanie proliferacji ko-
morek oraz indukcja procesu apoptozy. Podanie ON012380
myszom, ktérym wprowadzono komorki linii limfoidalne;j
32Dcl3 z ekspresja zmutowanej kinazy Ber-AblT3151, po-
wodowato znaczace obnizenie liczby komérek biataczko-
wych we krwi. Wysokiemu efektowi terapeutycznemu nie
towarzyszyt efekt toksyczny, nawet po 21 dniach ciagte-
go podawania zwiazku. Jak dotad zwiazek ten nie wszedt
do I fazy badan klinicznych, w ktérych nalezy potwierdzi¢
jego skutecznos¢ i bezpieczenstwo [17,41,47].

Uwaacl KoicowE

Wtérna opornos¢ na STIS71, ktéra rozwija si¢ u niekto-
rych pacjentéw chorych na CML stawia nowe wyzwania
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terapii celowanej. Wydaje sig, ze alternatywne lub uzu-
pelniajace leczenie w wielu przypadkach jest koniecznos-
cia. W oparciu o dane na temat mechanizmoéw dziatania
STI571 i rozwoju opornosci na ten lek trwaja poszukiwa-
nia nowych, niskoczasteczkowych inhibitoréw oraz alter-
natywnych metod leczenia, np. immunoterapii z zastoso-
waniem przeciwciat [29]. Do chwili obecnej nie mozna
stwierdzi¢, ze ktéry$ z nowych, testowanych zwiazkow
bedzie bardziej skuteczny niz STIS71 w terapii prze-
ciw CML. Wyniki badan in vitro sa jednak zachgcajace.
W przypadku niektérych zwiazkéw przeprowadzono row-
niez badania kliniczne, ktére wskazuja na ich duzy poten-
cjal jako alternatywnych inhibitoréw Bcer-Abl. Brak jest
jednak dlugofalowych badan klinicznych, niezbgdnych do
oceny bezpieczenistwa ich stosowania. Na pierwszy plan
wysuwaja si¢ cztery inhibitory: AMN107 (nilotinib), NS-
187, BMS-354825 (dasatinib) oraz ON012380. Wszystkie
hamuja aktywno$¢ Ber-Abl z duzo wigksza wydajnoscia
niz STI5S71 (tabela 1). Pierwsze dwa wykazuja wyzsze
niz STI571 powinowactwo do nieaktywnej konformacji
kinazy BcrAbl, BMS-354825 jest mniej swoistym inhi-
bitorem wiazacym si¢ zaréwno z nieaktywng jak i ak-
tywna konformacja Ber-Abl oraz z niektérymi kinazami
Src, natomiast ON012380 wiaze kinaz¢ Ber-Abl w miej-

PismiENNICTWO

scu przylaczanie substratu, a nie jak wczesniej wymienio-
ne w miejscu wiazania ATP. Wszystkie poza ostatnim nie
moga by¢ stosowane u pacjentéw, u ktérych opornos¢ na
STI571 wynika z obecnosci mutacji prowadzacej do po-
wstania substytucji T3151. Niestety, szacuje si¢, ze wtas-
nie ta mutacja wystgpuje u 20% pacjentéw opornych na
leczenie STI571. Innym problemem moga by¢ trudne do
przewidzenia dziatania niepozadane. Szczegdlnie dotyczy
to inhibitoréw kinaz, ktére charakteryzuje szerszy zakres
dziatania np. BMS-354825. Nie wiadomo réwniez, jakie
beda wyniki badan klinicznych dla ON012380, ktdry jest
zaprojektowany jako swoisty inhibitor kinazy Ber-Abl, ale
ktéry hamuje réwniez inne kinazy. Otwarte pozostaje py-
tanie, w jaki sposéb swoistos¢ dziatania inhibitoréw ki-
naz wptywa na efektywnos¢ leczenia. Co stanowi wigkszy
problem: skutki uboczne bgdace konsekwencja szersze-
go zakresu dzialania, czy szybciej rozwijajaca si¢ opor-
nos¢, bedaca wynikiem selekcji klonéw, w ktérych brak
interakcji z inhibitorem jest konsekwencja mutacji kina-
zy. Wydaje si¢ rowniez, ze do osiagnigcia petnego suk-
cesu w terapii przeciw CML brakuje skutecznej metody
usuwania §ladowych ilosci komérek BCR-ABL-pozytyw-
nych, pozostatych po stosowanej obecnie terapii, w tym
gtownie biataczkowych komérek macierzystych.
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