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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Docetaksel (Taxotere) jest nowym, péisyntetycznym taksoidem, otrzymywanym z 10-deacetylo-
bakatyny, naturalnej substancji, uzyskiwanej z igiet cisu pospolitego (Taxus baccata). Lek nalezy
do grupy zwiazkow bedacych inhibitorami mitozy i jest szeroko stosowany zaréwno w monote-
rapii, jak i w polaczeniu z innymi lekami przeciwnowotworowymi, w réznych typach nowotwo-
row. W artykule przedstawiono istniejace schematy chemioterapii z zastosowaniem docetakselu,
jego farmakokinetyke i metabolizm. Oméwiono budowg, dynamike i funkcje¢ mikrotubul, ktére
sa gléwnym celem dziatania docetakselu w komérce. Mikrotubule sa dynamicznymi struktura-
mi, zbudowanymi z heterodimeréw o~ i B-tubuliny. Ich zachowanie si¢ w komdrce nosi nazwe
dynamicznej niestabilnosci. Proces ten zwiazany jest ze zdolnos$cia tubuliny do hydrolizowania
GTP. Hydroliza GTP do GDP powoduje odtaczenie si¢ heterodimeréw o- i B-tubuliny (depoli-
meryzacje) i skrécenie mikrotubuli. Przytaczenie do mikrotubul heterodimeréw o- i B-tubuliny
ze zwiazanym GTP prowadzi natomiast do ich polimeryzacji i wydtuzenia. Procesy polimeryza-
cji i depolimeryzacji mikrotubul maja podstawowe znaczenie dla podziatu mitotycznego komor-
ki. Docetaksel taczy si¢ z B-tubulina, przez co hamuje depolimeryzacj¢ mikrotubul i stabilizuje
je. Naruszenie dynamicznej niestabilnosci mikrotubul powoduje zatrzymanie komérek w mito-
zie, na granicy metafazy i anafazy, co prowadzi do apoptozy lub innego typu $mierci komoérko-
wej. Dzialanie docetakselu jest fazowo specyficzne. Lek oddziatuje na fazy S, M oraz dodatkowo
na faze¢ G2 cyklu komérkowego. W artykule przedstawiono obecny stan wiedzy na temat mole-
kularnych mechanizméw oddziatywania docetakselu na cykl komérkowy i dynamike mikrotu-
bul. Oméwiono krétko takze najnowsze dane dotyczace taksanéw II i III generacji.

docetaksel * mikrotubule ° tubulina * taksany Il i lll generacji

Summary

Docetaxel (Taxotere), a new semisynthetic taxoid, is a mitotic inhibitor, widely used in monothe-
rapy or in combination with other anticancer drugs against many types of cancer. The structu-
re and dynamics of microtubules as the main target for docetaxel activity inside the cell and the
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taxane-binding site on B-tubulin are discussed. Microtubules are highly dynamic assemblies of
o- and B-tubulin. They readily polymerize and depolymerize in cells and these dynamic behavio-
urs are crucial to cell mitosis. Microtubule instability is attributed to their capability to hydroly-
ze GTP to GDP, which causes their depolymerization. Addition of new o-,3-tubulin heterodimer
bound to GTP leads to tubulin polymerization, which increases the length of the microtubule.
Docetaxel alters the polymerization dynamics of microtubules, which causes blockage of cell
mitosis, and consequently induces apoptotic and non-apoptotic cell death. Docetaxel specifical-
ly acts on the S, M and G2 phases of the cell cycle. This paper reviews the current state of know-
ledge related to the molecular mechanisms of docetaxel action on the cell cycle and microtubule
dynamics. In addition, a brief survey of the present state of research on the new generation (2™
and 3") of taxanes is presented.
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niezmienionej) (area under the curve); CYP3A - izoenzym cytochromu P-450, rodzina 3, podrodzina

A (cytochrome P450, family 3, subfamily A); CYP3A4 - izoenzym cytochromu P-450, rodzina 3,
podrodzina A, izoforma 4 (cytochrome P450, family 3, subfamily A, isoform 4); DTX - docetaksel
(docetaxel); MAPs - biatka towarzyszgce mikrotubulom (microtubule-associated proteins);
MDR - oporno$é wielolekowa (multidrug resistance); MPF - czynnik promujacy mitoze
(maturation/mitosis promoting factor); MSAs - zwigzki stabilizujgce mikrotubule (microtubule-
stabilizing agents); MTD - maksymalna tolerowana dawka (maximum tolerated dose);

MTOC - centrum organizacji mikrotubul (microtubule - organizing centre); PTX - paklitaksel
(paclitaxel); SAC - punkt kontrolny formowania wrzeciona kariokinetycznego (spindle assembly
checkpoint); y-TuRC - kompleks pierScieniowy gamma tubuliny (gamma-tubuline ring complex).

WPROWADZENIE

Taksany (inaczej taksoidy) to jedne z najbardziej skutecz-
nych lekéw przeciwnowotworowych nowej generacji. Naleza
do inhibitoréw mitozy i stosowane sg zar6wno w monote-
rapii, jak i w skojarzeniu z innymi lekami przeciwnowo-
tworowymi [1,41]. GIéwnym miejscem ataku taksandw sa
mikrotubule cytoszkieletu komdrkowego. Interakcje pomig-
dzy taksanami i mikrotubulami zaburzaja funkcje wrzecio-
na podziatowego, uniemozliwiaja prawidlowe rozdzielenie
chromatyd siostrzanych i chromosoméw homologicznych
podczas podzialu komérki, co prowadzi do zahamowania
mitozy. Dziatanie taksanéw, tak jak innych inhibitoréw mi-
tozy, jest fazowo specyficzne i dotyczy faz S, G2 i M cy-
klu. Zatrzymanie cyklu komérkowego w G2/M uruchamia
wiele mechanizmow, kierujacych komorke na droge apop-
tozy [96]. Taksany moga takze wywotywac katastrofg mi-
totyczna komoérek nowotworowych [52].

Taksany uzywane sa w terapii neoadiuwantowej, majacej na
celu remisj¢ zmian pierwotnie nieoperacyjnych, oraz w te-
rapii adiuwantowej, stosowanej po leczeniu chirurgicznym
w celu wydtuzenia czasu przezycia. Obecnie chemioterapia

przedoperacyjna jest postgpowaniem standardowym w le-
czeniu miejscowo zaawansowanego raka piersi oraz raka
zapalnego. Dotychczasowe badania eksperymentalne i ko-
hortowe wskazuja na wyrazne korzysci wynikajace ze sto-
sowania tego typu terapii m.in. ze wzgledu na ogranicze-
nie szybkosci wzrostu guza pierwotnego po operacji oraz
spadek ryzyka rozwoju opornosci wielolekowej (multi-
drug resistance — MDR) w guzie pierwotnym [7,22,33].
Syntetyzowane sa takze liczne nowe pochodne taksanéw,
definiowane jako taksany II i III generacji. Znajduja si¢
one jednak wciaz w fazie badan [56,84].

Stosowane klinicznie taksoidy paklitaksel (Taxol) i doce-
taksel (Taxotere) naleza do taksanéw I generacji. Mimo
podobnej budowy oba leki znacznie r6znia si¢ aktywno-
$cig przeciwnowotworowa i toksycznoscia. Dotychczasowe
badania wykazaty, ze docetaksel (DTX), dzigki swoim
unikalnym wtasciwosciom i szerokim zakresie dziatania,
przewyzsza skutecznoscig paklitaksel (PTX). Wigksza
aktywnos$¢ przeciwnowotworowa docetakselu moze wy-
nika¢ z jego liniowej farmakokinetyki i dluzszej retencji
w komorce [67]. W poréwnaniu z paklitakselem, docetak-
sel charakteryzuje si¢ takze wigkszym powinowactwem
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tancuch boczny

Ryc. 1. Struktura chemiczna taksandw

pierscien oksetanowy

Tabela 1. Podstawowe réznice w budowie chemicznej docetakselu

i paklitakselu
Docetaksel Paklitaksel
R=(CH,),C0- R=CH,-
R'=H- R'=CH,(0-

do miejsc wigzania si¢ z tubulina, przez co jest bardziej
cytotoksyczny. W warunkach in vitro réwniez wykazano
1,3-12 razy wigksza cytotoksyczno$s¢ DTX w réznych li-
niach komérek cztowieka i myszy [66].

Bupowa CHEMICZNA TAKSANGW

Réznice w budowie chemicznej docetakselu i paklitakse-
lu wptywaja w spos6b istotny na ich wtasciwosci przeciw-
nowotworowe (ryc. 1). Obecnie stosowane leki sa potsyn-
tetycznymi pochodnymi 10-deacetylobakatyny, zwiazku
uzyskiwanego z igiet cisu pospolitego (Taxus baccata)
(pierwotnie paklitaksel otrzymywano z kory cisu krétko-
listnego (Taxus brevifolia), co ze wzgledu na rzadkie wy-
stgpowanie tego gatunku i jego wyjatkowo powolny wzrost
byto wysoce nieoptacalne) [10].

W czasteczce docetakselu i paklitakselu mozna wyréznicé
czes¢ rdzeniowa, sktadajaca sig z 14-cztonowego pierscie-
nia taksanowego oraz przytaczonego do niego w pozycji 4
i 5 pierscienia oksetanowego. Do czgsci rdzeniowej w po-
zycji 13 pierscienia taksanowego przyltaczony jest estro-
wo rozbudowany taficuch boczny. Odgrywa on decydu-
jaca rolg w aktywnosci przeciwnowotworowej taksanow
[69]. Piersciert taksanowy zawiera ponadto 2 podstawni-
ki boczne: acetylowy w pozycji 4 1 benzoilowy w pozycji
2. Odmienna budowa docetakselu i paklitakselu wynika
z obecnosci réznych podstawnikéw w pozycji 10 pierscie-
nia taksanowego oraz w pozycji 5’ bocznego tanicucha.
Charakterystyczne dla paklitakselu grupa acetylowa przy
weglu 10 1 podstawnik fenylowy przy weglu 5° zostaty
w czasteczce docetakselu zastapione odpowiednio grupa
hydroksylowa i grupa alkoksylowa (tabela 1). Docetaksel
(N-benzoilo-N-tert-butoksykarbonylo-10-deacetylo-taksol)
ma masg czasteczkowa 807,9, jest lipofilny i nierozpusz-
czalny w wodzie [13].

SCHEMATY PODAWANIA, FARMAKOKINETYKA | METABOLIZM
DOCETAKSELU

Stosowane w monoterapii dawki docetakselu zawarte sa
w przedziale 35 mg/m>-100 mg/m?, w zaleznosci od sposo-
bu podawania. Lek najczesciej aplikowany jest w jednogo-
dzinnym wlewie dozylnym, co 21 dni. Liczba cykli zalezy
od stanu pacjenta i stopnia zaawansowania choroby [35,72].
Istnieja réwniez tygodniowe schematy podawania, wtedy
dawka DTX zredukowana jest do 35-40 mg/m? DTX sto-
sowany jest co tydzien przez 6 kolejnych tygodni, po czym
nastgpuje 2-tygodniowa przerwa lub lek podawany jest co
tydzien przez kolejne 3 tygodnie, po czym nastepuje ty-
godniowa przerwa [18,26,82]. Przy dawce zredukowane;j
czas infuzji moze wynosi¢ 30 min lub 1 h [2,45]. W prak-
tyce szuka si¢ takiego schematu podawania leku, ktéry ce-
chuje si¢ duza skuteczno$cia oraz najmniejszym ryzykiem
pojawienia si¢ dziatai niepozadanych [38].

Maksymalna tolerowana dawka (MTD) docetakselu wy-
nosi 100 mg/m?. Po krétkim dozylnym podaniu dawki
MTD stwierdza si¢ liniowa farmakokinetyke leku, we-
dlug modelu tréjkompartmentowego, o nastgpujacych
okresach potowicznego péttrwania: t1/20 4-5 min, t1/2f3
3660 min oraz t 11,1 godz. Docetaksel charakteryzuje
si¢ dos¢ duza objetoscia dystrybucji, wynoszaca 113 L.
Pole pod krzywa stezenia leku (area under the curve —
AUC) jest wprost proporcjonalne do podanej dawki i nie
zalezy od klirensu docetakselu [8]. Stwierdzono, ze przy
podaniu DTX w schemacie tygodniowym (po jednym cy-
klu chemioterapii) w dawce 35 mg/m?, stezenie leku w su-
rowicy krwi, bezposrednio po podaniu, wynosito 1 nM
i utrzymywalo si¢ przez 7 dni. Po podaniu DTX w daw-
ce 75 mg/m?* wedtug schematu trzytygodniowego, stgze-
nie leku w surowicy utrzymywato si¢ na poziomie 0,5
nM przez 21 dni [6].

Przeprowadzone dotychczas badania wykazuja, iz zarow-
no u ludzi, jak i u szczuréw powstaja takie same meta-
bolity docetakselu, co moze sugerowaé, ze metabolizm
leku przebiega w taki sam, albo bardzo podobny spo-
séb [59,78]. Metabolizm docetakselu zachodzi gtéwnie
w watrobie z udzialem monooksygenaz z rodziny cyto-
chromu P-450. Najwigksza role w tym procesie odgry-
wa podrodzina CYP3A cytochromu P-450 i nalezace do
niej izoformy CYP3A4 oraz CYP3AS5 [83]. W wyniku
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Rdzen czasteczki

Ryc. 2. Metabolizm docetakselu (wg [78] —zmienione)

tancuch boczny

Czasteczka R
CH.
docetaksel N o Ch,
& 0 CH;
hydroksylacja grupy CH.
tert-butylowej —ETO—<--..,6H20H
0 CH;
0
2 diastereoizomery O
hydroksyoksazolidynonowe —N —~=CH,
CH
OH
O
%—0
oksazolidynodion-2,4 —N —=CH,
é 2
0]

dziatania tego enzymu powstaja 4 metabolity o znacz-
nie mniejszej cytotoksycznosci niz czasteczka macierzy-
sta [50]. W pierwszym etapie metabolizmu jedna z grup
metylowych reszty tert-butylowej taiicucha bocznego
w pozycji 13 ulega hydroksylacji do reszty alkoholowe;j.
Hydroksypochodna ulega cyklizacji poprzez niestabilny
aldehyd do dwdch diastereoizomeréw hydroksyoksazoli-
dynonowych lub moze tez ulec utlenieniu i cyklizacji do
oksazolidynodionu (ryc. 2). Nie zidentyfikowano natomiast
metabolitéw zwiazanych z hydroksylacja 14-cztonowego
pierscienia rdzenia czasteczki. Powstate metabolity wy-
dalane sa z organizmu, gtéwnie z zétcia, i w znikomym
stopniu z moczem. Dotychczas nie udowodniono ekspe-
rymentalnie mozliwosci sprzegania metabolitéw doce-
takselu z kwasem glukuronowym ani z jakakolwiek inng
czasteczka [14,70].

DzIALANIE DOCETAKSELU NA MIKROTUBULE

Budowa mikrotubul

Docetaksel w komorce dziata gtéwnie na mikrotubule, dy-
namiczne rurkowate struktury zbudowane przewaznie z 13
réownolegtych protofilamentéw. Liczba protofilamentéw
moze si¢ wahaé od 9 do 16 [12]. Maja one ksztatt cylindra
o Srednicy okoto 25 nm i osiagaja dtugos¢ do kilkunastu
mikrometréw. Protofilamenty powstaja w wyniku polimery-
zacji globularnych biatek o-tubuliny (m.cz. 55 000-57 000
Da) i B-tubuliny (m.cz. 53 000 Da). Biatka te tacza sie ze
soba wigzaniem niekowalencyjnym tworzac heterodimer
wielkosci 3,5x4 nm. Jest on podstawowa jednostka struk-
turalng protofilamentu. Heterodimery w protofilamencie
uktadaja si¢ liniowo i naprzemiennie w ten sposob, ze na
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centrososm
{centrum organizacji mikrotubul - MTOC)

mikrotubule

_

Ryc. 3. Budowa i umiejscowienie mikrotubul w komdrce (schemat)

jednym z jego konicéw znajduje si¢ o-tubulina, a na dru-
gim B-tubulina [4,53]. Zréznicowana struktura chemicz-
na koricow protofilamentéw nadaje mikrotubulom struk-
turalng biegunowos¢, ktéra jest niezwykle istotna zaréwno
dla montazu i demontazu mikrotubul, jak i dla petnionych
przez nie funkcji, zwtaszcza w okreslaniu kierunku trans-
portu wewnatrzkomérkowego, zwiazanego ze strukturami
btonowymi komorki.

W komoérkach zwierz¢cych mikrotubule formowane sa
w centrosomach, ktére petnig rolg centrum organizacji mi-
krotubul (microtubule-organizing centre — MTOC) i re-
gulatora progresji cyklu komérkowego. Za zakotwiczenie
mikrotubul i inicjacje¢ nukleacji (polimeryzacje¢ heterodi-
meru o-, B-tubuliny) odpowiedzialnych jest kilka biatek
(y-tubuliny, pericentryna i nineina), umiejscowionych w pe-
ricentriolarnym materiale centrosomu, w poblizu centriol.
Tworza one strukturg pierscieniowa, tzw. pierscieni nukle-
acyjny zbudowany y-tubuliny (kompleks y-TuRC) (gam-
ma-tubuline ring complex), z ktérego ,,wyrastaja” nowo
powstajace mikrotubule [20,89]. Kompleks y-TuRC swoja
strukturg chemiczna nasladuje budowe korica (+) mikrotu-
bul, umozliwiajac tym samym przytaczenie si¢ konca (-)
heterodimeru o-, B-tubuliny do pierscienia nukleacyjnego
i dalsza polimeryzacje przez dodawanie kolejnych hetero-
dimeréw [25,51]. Rosnaca mikrotubula przytaczona jest do
pierscienia nukleacyjnego koricem (—), a koniec (+), znaj-
dujacy si¢ w cytoplazmie, skierowany jest w strong btony
komérkowej (ryc. 3). Zakotwiczenie mikrotubuli w MTOC
dziata stabilizujaco, gdyz umozliwia jej szybkie przyrasta-
nie od strony kornca (+) [61]. Mikrotubule nie zawsze sa
tworzone w potaczeniu z kompleksem y-TuRC centroso-
mu (np. aksony, dendryty). W pewnych warunkach centra
nukleacji mogg powstawaé spontanicznie w réznych re-
gionach komorki [94].

W komorce mikrotubule tworza cztery rodzaje struktur:
sie¢ interfazowa, wrzeciono podziatowe, aksony rzesek
i wici oraz centriole. W cytoplazmie komorki interfa-
zowej mikrotubule wystgpuja w postaci pojedynczych
lub rozproszonych wiazek, utozonych wzdluz diugiej
osi komorki.

Oprécz o, B i y-tubuliny zidentyfikowano jeszcze inne
rodzaje tubuliny, sa to: 8-, &-, {- i n-tubulina, ktére bio-
ra udzial w tworzeniu wrzeciona podziatowego. Nie wy-
stepuja one jednak we wszystkich organizmach eukario-
tycznych, np. u cztowieka nie znaleziono {- i m-tubuliny.
Znane sa rézne izoformy wymienionych rodzajéw tubu-
liny. W komoérkach cztowieka sa to: TUBATA, TBAIB,
TUBAI1C, TUBA3C, TUBA3D, TUBA3E, TUBA4A
i TUBAS a-tubuliny; TUBB, TUBB1, TUBB2A, TUBB2B,
TUBB2C, TUBB3, TUBB4, TUBB4Q i TUBB6 B-tubuliny;
TUBGI1, TUBG2, TUBGCP2, TUBGCP3, TUBGCP4,
TUBGCPS5, TUBGCP6 y-tubuliny oraz TUBD1 &-tubuliny
i TUBE] e-tubuliny [16]. Wyrdznia si¢ ponadto 7 izotypéw
[B-tubuliny, ktére wykazuja rézna ekspresje, funkcje i struk-
ture (gléwnie C-konicowej sekwencji aminokwasow) [44].

Homologiem tubuliny (10—18% homologiczno$¢ na pozio-
mie aminokwaséw) w komdrkach prokariotycznych jest
biatko FtsZ. Wystegpuje ono réwniez w plastydach i mito-
chondriach niektérych organizméw eukariotycznych. Pod
wzgledem struktury trzeciorzgdowej FtsZ wykazuje duze
podobieristwo do tubuliny, a jego polimeryzacja, podob-
nie jak polimeryzacja tubuliny, jest zalezna od GTP [42].

Funkcje mikrotubul w komérce

Mikrotubule wraz z mikrofilamentami i filamentami posred-
nimi tworza cytoszkielet komorki eukariotycznej. Petnia
Ww niej m.in. role masztéw rozporowych, gdyz sa jedynym
elementem cytoszkieletu zdolnym do przenoszenia napre-
zen Sciskajacych. Stanowig takze szlaki, wzdiuz ktérych
odbywa sig transport wewnatrzkomérkowy i przemieszcza-
ja sie dyneiny, kinezyny i miozyny — enzymatyczne biatka
motoryczne (biatka kroczace, transportujace, motory mo-
lekularne), wykazujace zdolno$¢ do generowania ruchu
za pomocg wykorzystania energii chemicznej pochodza-
cej z hydrolizy ATP [91]. Mikrotubule, wraz z towarzysza-
cymi im bialkami motorycznymi, odgrywaja istotna role
W rozmieszczeniu i utrzymywaniu stalego potozenia nie-
ktorych organelli komérkowych, np. mitochondriéw, pla-
stydéw, cystern w diktiosomie itp., a takze w procesach
zwigzanych ze zmiang ksztattu komorki, takich jak ruch,
podzial, réznicowanie, transformacja nowotworowa czy
apoptoza [36]. Mikrotubule biora takze udzial w kaska-
dzie reakcji sygnalizacyjnych w komorce. Stwierdzono,
ze odpowiedZ komorki na sygnaty zewnatrzkomoérkowe,
przekazywane za posrednictwem receptoréw znajdujacych
si¢ na powierzchni komoérki, odbywa si¢ m.in. z udziatem
czasteczek zaliczanych do rodziny biatek Rho, przejawia-
jacych aktywnos¢ GTP-azowa. Szlak sygnalowy z wyko-
rzystaniem tych biatek wptywa na dynamike mikrotubul,
ktora z kolei jest waznym sygnalem w procesach podzia-
tu komérki, jej polaryzacji czy ruchu [30].

Budowa heterodimeru o-, B-tubuliny oraz miejsca
przylaczania sie¢ docetakselu

Kazdy z monomeréw heterodimeru a-, B-tubuliny ma trzy
gtéwne domeny funkcjonalne: N-koficowa, ktéra uczest-
niczy w procesie taczenia si¢ mikrotubul z nukleotydami
(GTP lub GDP), centralna, zaangazowana w naprzemienne
utozenie heterodimeréw o-, B-tubuliny, tworzacych taiicuch
zwany protofilamentem oraz C-koicowa, niezbedna w pro-
cesie przytaczania si¢ zwiazanych z mikrotubulami biatek
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Ryc. 4. Struktura krystalograficzna dimeru tubuliny
Z zaznaczeniem miejsc wigzania sie
znukleotydami (miejsce E oraz N) i z taksanami
— opis w tekscie (wg [15] — zmieniono)

MAPs (microtubule-associated proteins) (ryc. 4). Biatka
MAPs wystepuja na powierzchni mikrotubul i uczestnicza
w procesie ich taczenia si¢ migdzy soba [58].

Domena N-koncowa zawiera reszty 1-205 i tworzy struk-
turg¢ zwang motywem Rossmanna (Rossman fold). Wraz
z sze§cioma réwnolegtymi harmonijkami 3 (B1-B6) oraz
helisami oo (HI-H6) bierze ona udzial w procesie tacze-
nia si¢ mikrotubuli z GTP lub GDP. Domeng centralng bu-
duja reszty 206-381, tworzace cztery rézne harmonijki 3
(B7-B10) oraz cztery helisy o0 (H7-H10). Istotnym elemen-
tem domeny centralnej jest pgtla, zawierajaca aminokwasy
272-288, zwana petla M, taczaca harmonijke B7 z helisa
HO. Petla M odrywa wazna rolg w stabilizacji heterodime-
ru oraz caltego protofilamentu. Domena C-koricowa rozpo-
czyna si¢ od reszty 382, koriczy aminokwasem 440 i skta-
da si¢ z dwoch przeciwréwnolegtych helis (H11 i H12)
[15,37,58]. Reszta 385 odgrywa wazna funkcje w procesie
przylaczania si¢ biatek MAPs, takich jak tau, Map2, stat-
mina, CENP-E (kinezyna 7) i kinezyna EgP [48] (ryc. 4).

W strukturze heterodimeru a-, B-tubuliny wystepuja po-
nadto dodatkowe, niewielkich rozmiaréw o helisy. W tu-
bulinie-a sa to helisy H3’, H11’, natomiast w tubulinie-§
H1’, H2’, H2’’, H3’, H9’ i H11’ [43].

Docetaksel wiaze si¢ z domena centralng tubuliny-3, w ob-
szarze obejmujacym hydrofobowa szczeling umiejscowio-
na blisko powierzchni biatka [15,63,77]. Miedzy tubuling

a taksanem wystepuje wiele oddzialywan niekowalencyj-
nych, do ktérych zaliczy¢ mozna oddziatywania hydrofobo-
we, sity Van der Waalsa oraz wigzania wodorowe (ryc. 5).

Model przestrzennego dopasowania taksanéw do tubuli-
ny-B, zaproponowany przez Rao i wsp. [63], zaktada, ze
podstawnik w pozycji 3’ taksanéw po przytaczeniu taksanu
do tubuliny-} znajduje si¢ w bliskim kontakcie z aminokwa-
sami 1-31, natomiast ugrupowanie benzoilowe, wystgpujace
W pozycji 2, umiejscowione jest w poblizu aminokwaséw
217-233. Dodatkowo grupa hydroksylowa w pozycji 7 pier-
$cienia taksanowego tworzy wiazanie z 282 argining [63].

W 2001 r. opisano miejsce ,,dokowania si¢” paklitakselu
do hydrofobowej szczeliny wystepujacej w tubulinie-f3.
W procesie tym zaangazowane sa: helisa H1, petla faczaca
helisy H6 i H7, helisa H7, pgtla M oraz petla taczaca struk-
tury 3: B9 i B10. Walina 23 oraz asparagina 26, wchodza-
ce w sktad aminokwaséw budujacych helise H1, tworza
hydrofobowe oddzialywanie z podstawnikiem w pozycji
3’ tafcucha bocznego czasteczki leku. Podobnie alanina
233 oraz seryna 236, wystgpujace w helisie H7 znajdu-
ja si¢ w bliskim kontakcie z tym podstawnikiem. Grupa
benzoilowa w pozycji 2 pierscienia taksanowego znajdu-
je si¢ w hydrofobowym srodowisku utworzonym przez na-
stgpujace aminokwasy: leucyng 217 i 219, w petli taczacej
helis¢ H6 z H7 oraz histydyne 229 i leucyng 230, znaj-
dujace sie w helisie H7. Dodatkowe oddziatywanie utwo-
rzone jest przez fenyloalaning 272 harmonijki B: B7 [77].
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Ryc.5.Szczegétowa budowa miejsca wigzania
taksanow z [3-tubuling — opis w tekscie (wg
[77] za zgoda autoréw)

Stwierdzono, ze mutacja powodujaca zamiang tego ami-
nokwasu w waling skutkuje pojawieniem si¢ czgsciowe;j
opornosci na paklitaksel in vitro [21]. Pier§cien oksetano-
wy taksanu wplywa na aminokwasy: proling 274, leucy-
ng 275, treoning 373, seryng 277 i argining 278 petli M.
Szczelina, w ktérej umiejscawia si¢ taksan ograniczona
jest przez nastgpujace aminokwasy petli taczacej harmo-
nijki B: B9 z B10: prolina 360, arginina 369, glicyna 370
i leucyna 371 (ryc. 5) [43,77].

Przedstawiony w 2006 r. model przestrzennego utozenia
taksanow w hydrofobowej kieszonce zaktada, ze leki z tej
grupy po przytaczeniu si¢ do B-tubuliny przyjmuja forme
litery T zwana réwniez ,,forma motyla” (butterfly model)
[3]. Model ten ttumaczy oddziatywania wystgpujace mig-
dzy taksanami a tubuling, zaktadajac, ze biora w nich udziat
zarOéwno pierscien taksanowy, jak i tancuch boczny leku.
Stwierdzono, ze ugrupowania znajdujace si¢ w pozycji 3’
1 w pozycji 2 czasteczki taksanu oddziatuja hydrofobowo
z fragmentami helis H1, H6 i H7 oraz z petla wystepuja-
ca miedzy helisami H6 i H7. Dodatkowe oddziatywanie
pojawia si¢ migdzy podstawnikiem w pozycji 3* a struk-
turami B8 1 B10. Istotna dla aktywnosci taksanéw grupa
hydroksylowa, znajdujaca si¢ w pozycji 2’ taiicucha bocz-
nego tworzy wiazanie wodorowe z grupa NH petli faczace;j
struktury B9 i B10. Dodatkowo grupa metylowa w pozycji
12 gtéwnego pierscienia taksanéw lokuje si¢ blisko leucy-
ny 371 umiejscowionej w tej petli. Grupa metylowa w po-
zycji 8 pierscienia taksanowego skierowana jest w strong
petli M i oddziatuje sitami Van der Waalsa z dwoma ami-
nokwasami, tj. treoning 276 i glicyng 281, ktére znajduja
sig blisko korica C B-tubuliny. Grupa acetylowa w pozycji

4 pierscienia taksanowego znajduje si¢ bezposrednio nad
szczelina utworzong przez 10 aminokwaséw, z ktérych
czes$¢ wystepuje w petli M [3,53,77]. Ostatnie badania
potwierdzaja, ze taksan, po przytaczeniu si¢ do tubuliny,
przyjmuje ksztatt litery T [93].

Dynamiczna niestabilno$¢ mikrotubul a mechanizm
dzialania docetakselu

Mikrotubule w komérce znajduja sig¢ w stanie dynamiczne;j
niestabilnosci. Ulegaja ciagtemu wydtuzeniu (polimeryza-
cji) lub skracaniu (depolimeryzacji), moga tez catkowicie sig
rozpas¢ lub zacza¢ formowac od nowa (ryc. 6). Dynamiczna
niestabilno$¢ mikrotubul wynika ze zdolnosci tubuliny do
przylaczania i hydrolizowania guanozynotrifosforanu (GTP)
i ma istotne znaczenie dla prawidtowego funkcjonowania
komdrki. Stwierdzono, ze przylaczenie si¢ docetakselu do
mikrotubul zaburza ich organizacj¢ i powoduje zachwianie
rownowagi dynamicznej niestabilnosci na skutek przewagi
proceséw polimeryzacji nad depolimeryzacja. Dochodzi do
zaburzenia wielu proceséw, w ktérych mikrotubule odgry-
waja gléwna rolg, takich jak podzial komérki czy transport
substancji [40]. Ze wzgledu na spos6b dziatania docetaksel
zaliczany jest zatem do zwiazkow stabilizujacych mikrotu-
bule MSAs (microtubule-stabilizing agents) [96].

W heterodimerze istnieja dwa miejsca wigzace GTP: miej-
sce zdolne do hydrolizy GTP, tzw. miejsce E (exchangeable
site) w B-tubulinie i niemajace takiej zdolnosci miejsce N
(non-exchangeable site) w o-tubulinie [47]. Gléwne Zrédto
energii w procesie polimeryzacji mikrotubul stanowi hy-
droliza GTP. Wolne heterodimery o-, B-tubuliny tacza si¢
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z czasteczka GTP i w tej postaci dotaczane sa do rosnacej
(polimeryzowanej) mikrotubuli. Procesy zachodzace w ob-
rebie miejsca E moga mie¢ dwojaki charakter. W zalezno-
Sci od warunkéw (np. dostgpnosé GTP i wolnej tubuliny)
hydroliza GTP moze zachodzi¢ przed lub po dotaczeniu
nastgpnego heterodimeru do rosnacej mikrotubuli. Proces
hydrolizy przebiega wolno, gdy nukleotyd potaczony jest
z niezwiazanym z mikrotubula (wolnym) heterodimerem
o, B-tubuliny lub gdy mikrotubula rosnie powoli. Wtedy
zwiazana z heterodimerem o, B-tubuliny czasteczka GTP
moze ulec hydrolizie do GDP zanim przylaczy si¢ kolej-
ny heterodimer. Odlaczenie si¢ od protofilamentéw kon-
cowych podjednostek, zwiazanych z GDP, moze spowodo-
wacé depolimeryzacj¢ i skrocenie mikrotubuli.

W warunkach nadmiaru wolnego GTP i wolnej tubuliny
proces dotaczania kolejnych podjednostek a-, B-tubuliny-
GTP do korica (+) protofilamentéw zachodzi szybko i zwia-
zane GTP nie zdazy ulec hydrolizie. Przytaczone pod-
jednostki zakrywane sa wigc sukcesywnie przez kolejne
GTP-heterodimery. W wyniku tego powstaje fragment pro-
tofilamentu zawierajacy przylaczony GTP. Fragment ten
petni role ochronnej ,,czapeczki” (GTP-cap), ktéra blokuje
odlaczania si¢ wewngtrznych heterodimeréw zwiazanych
z GDP i tym samym promuje polimeryzacj¢ i wydluzanie
si¢ mikrotubul. Reszta protofilamentéw, od strony korica
minus, zawiera heterodimery potaczone z GDP [34, 87].

Konformacja heterodimeru a-, B-tubuliny zalezy od tego
czy B-tubulina potaczona jest z dinukleotydem czy z tri-
nukleotydem. Po zwiazaniu si¢ z GTP przybiera konfor-
macj¢ prosta (niezakrzywiona). Gdy ulegnie hydrolizie
do GDP przyjmuje konformacj¢ zakrzywiona, tzw. forme
D. Heterodimery ze zwiazanym GDP sa bardzo niestabil-
ne i odlaczaja si¢ od mikrotubuli. W wyniku tego ulega
ona depolimeryzacji i skréceniu. Utrata kolejnych hete-
rodimeréw moze przebiega¢ do catkowitego zaniku fila-
mentu. Mikrotubula moze tez ulec tylko czgsciowej depo-
limeryzacji i ponownie zaczac¢ si¢ wydtuzaé [49]. Procesy
polimeryzacji i depolimeryzacji mikrotubul i ich pozorne
nieuporzadkowanie znajduja si¢ pod stata kontrola wielu
biatek. Grupa biatek towarzyszacych mikrotubulom — MAPs

bierze udzial w stabilizacji struktury mikrotubul poprzez
taczenie polimeréw i utatwianie oddziatywan z innymi
sktadnikami komérki. Biatko Map-4 przytaczajac si¢ do
mikrotubul inicjuje proces ich polimeryzacji i przyspiesza
proces nukleacji, czyli formowania si¢ nowych komplek-
sow w miejscu MTOC, a jednoczesnie hamuje odiacza-
nie si¢ tubuliny z koiicéw miktotubul. Fosforylacja biatek
MAPs w wyniku obrébki potranslacyjnej prowadzi do ich
odtaczania si¢ od miktotubul, co wywotuje niestabilnos¢
tych struktur [31]. Do MAPs naleza tez niskoczasteczko-
we biatka tau, ktére posrednicza zaréwno w wiazaniu si¢
mikrotubul migdzy soba, jak i z innymi elementami cy-
toszkieletu [86]. Wazna role w utrzymaniu funkcji mikto-
tubul w komérce odgrywaja dwie grupy biatek, dyneiny
i kinezyny, wykazujace aktywnos$¢ ATP-az. Dzigki ener-
gii uzyskanej z hydrolizy ATP bialka te zmieniaja swo-
ja konformacje i moga si¢ przesuwaé wzdtuz mikrotubul.
Zmiana umiejscowienia dyneiny na mikrotubuli ma zna-
czenie w procesach ruchu migawek i rzgsek oraz w proce-
sach transportu zwiazkéw chemicznych w komorce [80].

Protofilamenty formujace mikrotubule sa proste i uktada-
ja sie réwnolegle. Potaczone z GDP heterodimery a-, -
tubuliny, ktére przybieraja konformacje zakrzywiona (po-
sta¢ D) utrzymywane sa w konformacji wyprostowanej
w protofilamentach na skutek oddziatywari z heterodime-
rami sasiednich protofilamentéw.

Wyréznia si¢ dwa rodzaje oddziatywan: poprzeczne i po-
dtuzne. Stwierdzono, ze mechanizm dziatania taksanéw na
mikrotubule polega m.in. na wzmocnieniu istniejacych od-
dziatywan, zaréwno poprzecznych jak i podtuznych mig-
dzy heterodimerami o, B-tubuliny [5,17].

Poprzeczne oddziatywania pomigdzy heterodimerami od-
bywaja si¢ z udzialem pgtli M jednego heterodimeru i pg-
tli taczacej helis¢ H1 z harmonijka B2 (H1-B2). Wazne
dla utrzymania oddziatywari poprzecznych sa réwniez he-
lisy H3 i H10 oraz petla taczaca struktury: H2-B2 (ryc. 7).
Potaczenia podtuzne migdzy heterodimerami budujacymi
protofilament utrzymywane sa za pomoca oddziatywan
migdzy helisag H10 i helisa H3 [32,39].
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petla H1- B2

Ryc. 7. Miejsce pofaczenia miedzy sasiadujacymi
heterodimerami — opis w tekécie (wg [15] —
zZmienione)

Stwierdzono, ze DTX wptywa stabilizujaco na mikrotu-
bule przez oddziatywanie na petle M tubuliny-f3. Petla ta
moze ulega¢ r6znym zmianom konformacyjnym, w zalez-
nosci od stanu uporzadkowania mikrotubul. Czgsci gérna
i dolna petli M dziataja jak zawiasy, umozliwiajace zmia-
ne kata polaczenia sasiadujacych heterodimeréw. Zmiana
struktury przestrzennej pgtli M pociaga za soba zmiang tego
kata. Stwierdzono, ze pegtla M w a-tubulinie stabilizowana
jest przez dtuga petle aminokwasowa, taczaca strukturg B9
z B10. Pgtla M w B-tubulinie nie jest stabilizowana, a jej
ruchomos$¢ ma istotny wptyw na utrzymanie stanu dyna-
micznej niestabilno$ci mikrotubul. Zmniejszenie ruchomo-
Sci skutkuje zahamowaniem depolimeryzacji mikrotubul
[43]. Docetaksel stabilizuje konformacje petli M, odgrywa
wiec w B-tubulinie role petli taczacej strukture B9 z B10
[77]. Badania z wykorzystaniem komputerowego modelo-
wania ruchomosci poszczegdlnych sktadowych heterodime-
ru ujawnity, ze po przytaczeniu taksanu do B-tubuliny na-
stapit drastyczny spadek sprezystosci struktur znajdujacych
si¢ w otoczeniu leku. Zaobserwowano gtéwnie usztywnie-
nie w okolicy aminokwaséw 214-224 oraz 272-285 (petla
M). Zauwazono réwniez ograniczenie mozliwosci zmian
konformacyjnych m.in. w rejonie zawierajacym amino-
kwasy 35-44, wchodzace w sktad petli taczacej helisg H1
ze struktura B2 [37].

Zaburzenie proceséw polimeryzacji i depolimeryzacji, spo-
wodowane przez docetaksel, wynika¢ moze réwniez z za-
hamowania zmian strukturalnych helisy H3. Konformacja
helisy H3 jest wrazliwa na hydrolize¢ GTP. Gdy w miej-
scu E wystepuje GTP potaczenie z sasiadujacym hetero-
dimerem — zachodzace z udziatem helisy H3 — jest mocne,
a wraz z hydroliza GTP nastgpuje ostabienie oddziatywan
i moze dojs$¢ do odrywania si¢ heterodimeru od mikrotu-
buli. Docetaksel stabilizujac konformacje helisy H3 spra-
wia, ze staje si¢ ona niepodatna na zmiany spowodowa-
ne hydroliza GTP. Jednak dziatanie taksanu stabilizujace
mikrotubule moze wynikaé¢ z usztywnienia okreslonej

konformacji petli H1-S2 promujacej polaczenia poprzecz-
ne migdzy heterodimerami [37,92].

Znaczenie mikrotubul w cyklu komérkowym i jego
zaburzenia pod wplywem docetakselu

Mikrotubule odgrywaja szczegdlna role w procesie po-
dziatu komérki i segregacji chromosoméw do komérek po-
tomnych [49]. Wyréznia si¢ trzy typy mikrotubul: kineto-
chorowe, ktérych funkcja polega na taczeniu si¢ koricem
(+) z kinetochorami chromatyd siostrzanych, migdzybie-
gunowe, ktérych korice wystaja z przeciwnych biegunéw
komoérki oraz gwiazdziste (astralne), biorace udziat w za-
kotwiczeniu wrzeciona podzialowego we wlasciwym miej-
scu w komorce. Lacza one centrosomy z czescia podbto-
nowa, tym samym biorg udziat w ich stabilizacji. W chwili
wejscia komoérki w fazg podziatu interfazowe mikrotubu-
le, ktore stanowity stabilny element cytoszkieletu, bioracy
udzial w transporcie zwiazkéw w komorce, ulegaja depo-
limeryzacji. W ich miejsce pojawiaja si¢ nowe mikrotubu-
le, znacznie bardziej dynamiczne, tworzace wtdkna wrze-
ciona podziatlowego [24].

W komérkach eukariotycznych proces mitozy rozpoczyna
si¢ wraz z pojawieniem si¢ czynnika promujacego fazg mi-
tozy — MPF (maturation/mitosis promoting factor) utwo-
rzonego z komplekséw mig¢dzy podjednostka regulatorowa
cykliny B1 i zalezna do cyklin kinaza (cdk1) p34 , , [54].
We wczesnej profazie chromosomy ulegaja kondensacji
i wyodrebniaja si¢ chromatydy siostrzane. Biatka aparatu
podziatowego np. kinezyna Eg5 (KSP) uczestniczg w pro-
cesie rozdzielania si¢ chromosomoéw i formowania dwu-
biegunowych wiékien podziatowych [74].

U wigkszosci komoérek zwierzecych kazde widkno podzia-
fowe jest tworzone w obrgbie centrosomu, ktéry utatwia
wlasciwa organizacje przestrzenna mikrotubul. Docetaksel
powoduje zaburzenia organizacji centrosomu. Stwierdzono,
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Ryc. 8. Schemat dziatania docetakselu na komorki, w zaleznosci od
stezenia — opis w tekscie

nekroza

stezenie leku

ze lek ten byt najbardziej cytotoksyczny dla nowotworo-
wych komérek linii HeLa w fazie S cyklu komérkowego.
W komérkach tych docetaksel spowodowal odiaczenie sig
od centrioli otaczajacej je macierzy, co skutkowato pojawie-
niem si¢ w fazie G2 wrzeciona o zaburzonej strukturze [60].

Klasyczna hipoteza ttumaczaca tworzenie wrzecion po-
dziatowych (tzw. koncepcja search-and-capture) zaktada,
ze mikrotubule wyrastajace promieniscie z centrosomow,
nieustannie eksploruja przestrzen komorki w trakcie kolej-
nych cykli polimeryzacji i depolimeryzacji. W przypadku
kontaktu konca (+) mikrotubuli z kinetochorem dochodzi
do stabilizacji mikrotubuli na skutek zahamowania jej de-
polimeryzacji, co powoduje powstanie stosunkowo trwate-
go potaczenia chromosomu z biegunem komorki. Z cza-
sem coraz wigcej mikrotubul tworzy podobne potaczenie
wykorzystujac pule wolnej tubuliny w komérce, jednocze-
$nie maleje liczba mikrotubul astralnych. W efekcie for-
muje si¢ typowe wrzeciono: chromosomy potaczone sa
wiazkami mikrotubul (chromosomalnych i kinetochoro-
wych) z oboma biegunami komoérki [64].

Wykazano, ze w komoérkach traktowanych docetakselem
powstaje wrzeciono kariokinetyczne o zmienionej struk-
turze, co wptywa na funkcjonowanie aparatu mitotyczne-
go. Nieprawidlowe tworzenie si¢ wrzeciona kariokinetycz-
nego moze wynikaé z zaburzen w organizacji centrosomu
wywotanych przez docetaksel. Na jednym biegunie komor-
ki tworza si¢ dwa centrosomy, podczas gdy drugi biegun

pozostaje bez centrosomu. W wyniku tego nastepuje nie-
prawidiowy rozdziat chromosoméw do komoérek potom-
nych. Efektem koficowym jest utworzenie aneuploidalnych
komérek potomnych [71]. Docetaksel moze réwniez wpty-
wac na bialka, ktérych funkcja jest stabilizacja oddziaty-
wan migdzy centrosomami a mikrotubulami. Wykazano,
ze istotnym biatkiem, bioracym udziat w tej stabilizacji jest
biatko NuMa (nuclear mitotic apparatus). Paoletti i wsp.
[60] wykazali, ze w komdrkach linii HeLa, traktowanych
DTX, biatko to preferencyjnie umiejscawia si¢ na biegu-
nie pozbawionym centrosoméw. Nieréwnomierny rozktad
NuMa z przewaga czasteczek na biegunie pozbawionym
centrosoméw w wyniku dziataniu DTX wykazaly réwniez
badania Sakaushi i wsp. [71]. Usytuowanie biatka NuMa
na jednym z biegunéw komérki ma znaczenie w jej asy-
metrycznym podziale [62].

Poprawnos$¢ potaczen migdzy kinetochorami i mikrotubu-
lami tworzacymi wrzeciono jest nadzorowana przez kom-
pleks biatek kontrolujacych powstawanie wrzeciona kario-
kinetycznego SAC (spindle assembly checkpoint). W chwili
pojawienia si¢ stabilnego potaczenia, komérka wkracza
w anafaze, w ktdrej nastgpuje podziat chromosoméw [65].
Funkcja punktu kontrolnego SAC jest uposledzona w ko-
morkach nowotworowych, dlatego tez moga przezwycie-
zy¢ zatrzymanie cyklu na tym etapie [52,90]. W rezulta-
cie komorka opuszcza fazg¢ mitozy z opéZnieniem w tzw.
poslizgu mitotycznym (mitotic slippage), wkracza w faze
pseudo-G1 bez cytokinezy i zostaje zatrzymana w punk-
cie kontrolnym (restrykcyjnym) G1/S. Tym samym nie
moze wejs¢ w faze S, co zapobiega procesowi poliploidy-
zacji. Poslizg mitotyczny indukuje proces apoptozy [79].

Docetaksel aktywuje punkt kontrolny SAC. Jest to spowo-
dowane nieprawidlowa strukturg i dynamika mikrotubul,
wywotana przytaczeniem si¢ leku do B-tubuliny. W zalez-
nosci od stezenia leku w komoérce obserwuje si¢ dwa me-
chanizmy dzialania, wynikajace z aktywacji punktu SAC
(ryc. 8). Mate stezenia leku (2—-4 nM) powoduja krétko-
trwale zatrzymanie komérki w punkcie SAC i anomalie
w podziale mitotycznym, prowadzace do aneuploidalno-
Sci komorki. Przy wigkszych stgzeniach leku (100 nM) na-
stgpuje natomiast dtuzsze zatrzymanie komoérki w punk-
cie kontrolnym SAC, skutkujace poslizgiem mitotycznym
i opéznionym wyjsciem z mitozy. Powoduje to przejscie
komorek tetraploidalnych w fazg pseudo-G1 i uruchomie-
nie szlaku apoptozy [29].

Badania z zastosowaniem 100 nM stezenia DTX w komor-
kach linii MCF-7 wykazaly, ze w pierwszych godzinach
hodowli nastgpowal wzrost ekspresji genéw kodujacych
biatka uczestniczace w regulacji funkcji punktu kontrol-
nego SAC. Do biatek tych naleza m.in. BUB1 i MAD2LI1.
Hamuja one aktywnos$¢ kompleksu promujacego anafazeg
do czasu uzyskania prawidtowego potaczenia chromoso-
méw z wrzecionem mitotycznym. Po 48 godz. hodowli za-
obserwowano spadek ekspresji tych gendw, co sugeruje, ze
nastapit poslizg mitotyczny. Uwaza si¢ rowniez, ze jest on
wynikiem zmienionej transkrypcyjnej regulacji genéw, ko-
dujacych biatka punktu kontrolnego G2/M oraz SAC [11].

Stwierdzono, ze komdrki pozbawione biatek p53, p21 albo
pRb i przejsciowo zatrzymane w fazie M cyklu komérkowe-
go na skutek uszkodzeri wrzeciona kariokinetycznego, po
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poslizgu mitotycznym wkraczaja w fazg S, mimo Ze punkt
kontrolny SAC dziata poprawnie. Prowadzi to do poliplo-
idyzacji materiatu genetycznego. Zalezny od biatek p53
i pRb punkt kontrolny G1 jest zatem niezbgdny w ochro-
nie komérek przed poliploidalnoscia [85].

INNE MECHANIZMY DZIALANIA DOCETAKSELU

Docetaksel oddziatuje na wiele struktur komérkowych
i aktywuje szlaki przekaZnictwa sygnatéw prowadzacych
do apoptozy. Dziatanie docetakselu na komoérki wywotu-
je ich sSmier¢ gtéwnie poprzez szlak apoptotyczny, ktéry
moze by¢ niezalezny od zatrzymania komoérki w punktach
kontrolnych cyklu, a zwiazany z rozregulowaniem funkcji
biatek zwigzanych z cyklem komérkowym, w tym szcze-
g6lnie biatka p34 ., aktywacja szlakéw kinazy fosforylu-
jacej N-terminalng cze$¢ biatka Jun-JNK (jun N-terminal
kinase) i kinazy Raf-1 oraz indukcja biatek rodziny Bcl-2
[46]. W wyniku aktywacji tego szlaku nastgpuje proces
fosforylacji biatka Bcl-2, ktérego funkcja jest hamowa-
nie apoptozy. Po przytaczeniu reszty fosforanowej biatko
ulega inaktywacji i komoérka zostaje skierowana na szlak
apoptozy. Stwierdzono, ze docetaksel indukuje fosforyla-
cj¢ biatka Bcl-2 w wigkszym stopniu niz paklitaksel, stad
obserwowane jest nasilenie procesu apoptozy w komor-
kach traktowanych docetakselem [27].

Oproécz dziatania cytotoksycznego taksany wykazuja wta-
Sciwosci antyangiogenne [81]. Neowaskularyzacja tkanki
nowotworowej, czyli powstawanie nowych naczyn wioso-
watych na bazie istniejacych, jest niezb¢dnym etapem roz-
woju nowotworu. Badania in vitro i in vivo z zastosowaniem
docetakselu wykazaty, ze lek ten moze blokowaé angio-
genezg i tym samym prowadzi¢ do zahamowania wzrostu
guza oraz tworzenia przerzutéw [32]

PobsumowaNIE

Istniejace obecnie schematy chemioterapii z zastosowaniem
taksanéw charakteryzuja si¢ wysokim ryzykiem wystapie-
nia dziatan niepozadanych. Ponadto pojawiajaca si¢ opor-
no$¢ komorek nowotworowych na stosowane leki powoduje,
ze chemioterapia jest czgsto nieskuteczna [28,68]. Jednym
z czynnikow powodujacych opornos¢ na taksany jest nade-
kspresja biatek z rodziny ABC, zwiazanych z ATP-zalezna
pompa usuwajaca leki poza komérke. Do biatek tych za-
licza si¢ produkt genu MDR1 — glikoproteing P (P-gp),
biatko MRP1 (multidrug resistance-associated protein 1)
oraz biatko BCRP (breast cancer resistance protein) zna-
ne rowniez jako ABCG2 [9]. Opornos¢ komorki na tak-
sany moze takze wynika¢ ze zmian w strukturze tubuliny
i mikrotubul, spowodowanych przez mutacje [88], zmie-
nionej dynamiki mikrotubul [23] i r6znic w ekspresji izo-
typéw tubuliny [76]. U ludzi istnieje 7 izotypéw B-tubuliny:
L 1L, IIL, IVA, IVB, V oraz VI, wykazujace r6zna ekspresje
w zaleznosci od tkanki. Stwierdzono, ze izotypy 11 IVB
wykazuja ekspresj¢ konstytutywna, podczas gdy pozosta-
fe izotypy sa swoiste tkankowo [44]. Badania podstawowe
i kliniczne sugeruja, ze ekspresja okreslonych izotypéw
tubulin jest zwigzana z opornoscia komérek rakowych na
taksany, a ekspresja izotypu III B-tubuliny moze by¢ pro-
gnostycznym czynnikiem w chemoterapii niektérych no-
wotwordéw np. niedrobnokomoérkowego raka ptuc (NSCLC
—non-small cell lung carcinoma). Dlatego tez stosowanie

taksanow u pacjentéw chorych na NSCLC z ekspresja 111
B-tubuliny jest nieskuteczne [75]. Wykazano ponadto, ze
izotypy I oraz IVA moga sig takze przyczyniaé¢ do wyste-
powania opornosci na taksany [58].

Proces nabywania przez komaérki nowotworowe opornosci
na taksany I generacji spowodowat rozwdj badan zwiaza-
nych z nowymi pochodnymi. W zaawansowanej fazie ba-
dan klinicznych znajduja si¢ dwie pochodne taksanéw: laro-
taksel (XRP9881, RPR109881) i ortataksel (BAY59-8862,
IDN5109, SB-T-101131), charakteryzujace si¢ duza cyto-
toksycznoscia wobec komoérek opornych na dziatanie tak-
sanéw I generacji [73,95]. Prowadzone sa rowniez badania
nad innymi taksanami II i III generacji, ktére charaktery-
zuja si¢ zwigkszona cytotoksycznoscia in vitro, wynikaja-
ca ze zmian w budowie czasteczki [57]. Jedng z istnieja-
cych modyfikacji czasteczki paklitakselu jest przylaczenie
w pozycji 10 réznych grup funkcyjnych. Wsréd wielu po-
chodnych, te z grupa benzoilowa lub 4-metoksybenzoilo-
wa w pozycji 10 charakteryzuja si¢ najwyzsza cytotoksycz-
noscig w linii komérkowej ludzkiego nowotworu piersi
LCC6-MDR, wykazujacej zwigkszona ekspresje¢ biatka
P-gp. Pochodna z grupa 4-metoksyfenyloacetoksylowa ce-
chuje si¢ natomiast najwigksza sposréd badanych zwiaz-
kéw cytotoksycznoscia w linii LCC6-WT (Pgp -) [55,56].

Inna modyfikacja polega na zmianie podstawnikéw w po-
zycjach C-3” i N-3’. Wigkszos¢ uzyskanych w ten sposéb
zwiazkéw wykazuje wzmozona cytotoksycznosé zaréw-
no w linii P-gp—, jak i w linii opornej o zwigkszonej eks-
presji P-gp. Na przyktad najmniejsza warto$¢ IC50 w linii
LCC6-WT uzyskano dla pochodnej majacej podstawnik 2
metylopropenylowy 1 w pozycji C-3’ i reszte cyklopen-
tyloksylowa w pozycji N-3°. Dla linii LCC6-MDR byt
to zwiazek z taka sama grupa funkcyjna w pozycji C-3°,
z tym ze w miejscu N-3’ podstawiony byt cykloheksenyl
1. Do taksanéw II generacji naleza réwniez fluorotakso-
idy: C-3"-CF2 oraz C-3" CF3. Czasteczki te w wigkszosci
charakteryzuja si¢ wzmozona, w poréwnaniu z paklitak-
selem i docetakselem, cytotoksycznoscia zarowno wobec
wrazliwych, jak i opornych nowotworowych linii komor-
kowych [55,56].

Zmienione wtasciwosci taksanéw nowej generacji wynikac
moga réwniez z wprowadzenia grup funkcyjnych w pozycji
meta podstawnika benzoilowego, znajdujacego si¢ w pozy-
cji 2 pierscienia taksanowego. Stwierdzono m.in., zZe cza-
steczka z podstawnikiem m-metoksylowym w tym miej-
scu oraz majaca grupg 4-metoksyfenyloacetoksylowa przy
weglu 10, ugrupowanie 1,1 dimetyloetenowe przy weglu 3’
oraz ugrupowanie t-butoksylowe w pozycji N-3° wykazu-
je duza cytotoksycznosé zaréwno wobec wrazliwych, jak
i opornych linii komdrkowych LCC6. Dodatkowo w obre-
bie tej grupy czasteczek wyrdzniono takie, ktére mogly po-
kona¢ barier¢ pompy zwigzanej z biatkiem Pgp. Zwiazki
te zaliczono do taksanéw III generacji [56].

Inna grupa taksanéw nowej generacji to C-sekotaksoidy,
do ktérych zaliczamy IDN 5390. Stwierdzono, ze zwia-
zek ten ze wzgledu na swoja budowe charakteryzuje sig
8-krotnie wigksza cytotoksycznoscia niz paklitaksel wo-
bec nowotworowych linii komérkowych. Zwigkszona cy-
totoksyczno$¢ wynika z odmiennego sposobu oddziaty-
wania z izotypem III B-tubuliny [19].
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Synteza wielu pochodnych taksoidéw II i III generacji, ak-
tywnych w komoérkach rakowych, ktére wykazuja opornosé
wielolekowa (MDR) (w tym takze i na taksany I generacji)
budzi nadziej¢ na bardziej efektywne zastosowanie nowych
inhibitoréw mitozy w onkologii kliniczne;j.
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