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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Trabektedyna, znana réwniez jako ekteinascydyna 743 (Et-743), jest naturalnym alkaloidem
tetrahydroizochinolinowym, ktéry po raz pierwszy zostat wyizolowany z ostonicy morskiej
Ecteinascidia turbinata Zyjacej w Morzu Karaibskim. Trabektedyna jest jedna z pierwszych sub-
stancji pochodzenia morskiego, ktéra zostata zarejestrowana jako lek w Unii Europejskiej. Sto-
sowana jest u pacjentéw z zaawansowanym miesakiem tkanek miekkich w razie niepowodzenia
konwencjonalnej terapii z uzyciem antracyklin i ifosfamidu oraz w nawrotowym raku jajnika
w potaczeniu z liposomalng doksorubicyna. Mechanizm dziatania trabektedyny oparty jest na
oddziatywaniu z mniejszg bruzdg podwdjnej helisy DNA. Powstanie adduktu trabektedyna-DNA
inicjuje kaskade zdarzen, ktére zaktdcajg prawidtowe funkcjonowanie niektérych czynnikéw
transkrypcyjnych, a takze biatek zaangazowanych w systemy naprawy DNA. Skutkiem tego
jest zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie G,/M, co prowadzi do zaprogramowanej $mierci
komérek - apoptozy. Ponadto liczne doniesienia wskazuja, ze trabektedyna dziata nie tylko
bezposrednio na komérki nowotworowe, ale oddziatuje réwniez na mikrosrodowisko guza,
zmniejszajac wytwarzanie gléwnych mediatoréw zapalnych. Wieloaspektowy mechanizm
dziatania moze wyjasniaé pozytywne wyniki uzyskiwane po zastosowania trabektedyny w le-
czeniu pacjentéw z nowotworami, ktére wykazuja oporno$¢é na konwencjonalne chemiotera-
peutyki. Powszechne zastosowanie ekteinascydyn w terapii jak i badaniach klinicznych, jest
jednak ograniczone wysoka cena preparatéw z tej grupy. Stad tez trwajg intensywne prace
nad poszukiwaniem syntetycznych analogdw tych zwiazkéw o réwnie duzej aktywno$ci wobec
komdérek nowotworowych.

chemioterapia nowotwordw - leki alkilujace - ekteinascydyny - trabektedyna

Summary

Trabectedin, also known as ecteinascidin 743 (Et-743), is a tetrahydroisoquinoline alkaloid
that was originally isolated from the Caribbean sea squirt Ecteinascidia turbinata. Trabectedin
is one of the first anticancer drugs of marine origin that has been approved in the European
Union. The compound is used to treat patients with advanced soft tissue sarcoma in case of
failure of conventional anthracyclines and ifosfamide therapy and in the treatment of recurrent
platinum-sensitive ovarian cancer in combination with pegylated liposomal doxorubicin. The
mechanism of action of trabectedin is based on interaction with the minor groove of DNA do-
uble helix. It triggers a cascade of events that interfere with several transcription factors, DNA
binding proteins and DNA repair pathways, resulting in G,/M cell cycle arrest and ultimately
apoptosis. Moreover, emerging evidence indicates that Et-743 has dual effects. In addition to
induce direct growth inhibition, cell death and differentiation of malignant cells it also affects
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the tumor microenvironment by reducing the production of key inflammatory mediators.
A multifaceted mechanism of action may explain positive results when trabectedin is used
in the treatment of cancer that exhibits resistance to conventional chemotherapeutics. The
widespread use of ecteinascidins in therapy as well as in clinical trials is, however, limited
by the high price of these compounds. Therefore, intensive work is being carried out on the
search for synthetic analogues of ecteinascidins with equally high activity against tumor cells.

cancer chemotherapy - alkylating drugs - ecteinascidins - trabectedin
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EKTEINASCYDYNY — WYSTEPOWANIE | WEASCIWOSCI
LECZNICZE

Mimo znacznego postepu, jaki dokonatl sie w ostat-
nich latach w chemioterapii, radioterapii i immunote-
rapii, nadal nie ma w petni skutecznych metod terapii
przeciwnowotworowej. Utrudnieniem jest szybko poja-
wiajaca sie opornos$é na stosowane leki. Jest to zwig-
zane z nasileniem wyrzutu leku na zewnatrz komérki
z powodu aktywacji btonowej glikoproteiny P. Czesto
obserwuje sie takze inaktywacje leku w wyniku muta-
cji jego punktu uchwytu, wytworzenia alternatywnego
szlaku metabolicznego lub nasilenia naprawy DNA.
Ponadto, ogromnym problemem jest znaczna toksycz-
no$¢ chemioterapeutykéw oraz pojawiajace sie dzia-
tania niepozadane, obnizajace jako$¢ zycia pacjentéw.
Prowadzone obecnie badania sa ukierunkowane gtéwnie
na ulepszanie farmaceutycznych zwiazkéw przeciwno-
wotworowych oraz ich modyfikacje chemiczng w celu
polepszenia profilu leczniczego. Najwieksze nadzieje
wiaze sie z substancjami przeciwnowotworowymi, kté-
rych dzialanie oparte jest o selektywne mechanizmy
molekularne.

Przez wiele lat badania, zwigzane z poszukiwaniem
skutecznych chemioterapeutykdéw, koncentrowaly sie
na testowaniu zwigzkéw naturalnych - gtéwnie roélin
i mikroorganizmdw. Bylo to zwigzane z tatwym doste-
pem do tych substancji oraz obserwacjami medycyny
tradycyjnej. Jednak od kilkunastu lat nastapit wyrazny
wzrost zainteresowania potencjatem terapeutycznym
czynnikéw zawartych w organizmach morskich [43,
44], Swiat podwodny jest cennym rezerwuarem unikal-
nych zwigzkéw chemicznych - wcigz poznanych w nie-
wielkim stopniu. W ostatnich latach wytoniono spo$réd
nich wiele nowych zwiazkéw o udowodnionych silnych
wlasciwo$ciach przeciwnowotworowych [82, 84]. Wéréd
tych zwigzkédw nalezy wymienié: trabektedyne (Yon-

delis’, PharmaMar), cytarabine (Cytosar-U", Bedford,
Enzon), czy tez mesylan eribuliny (Halaven’, Eisai Inc.).
Reprezentuja pierwsze wprowadzone do terapii leki
przeciwnowotworowe pozyskane z organizméw mor-
skich [18, 44]. Niestety cena tych preparatéw, zwigzana
z wysokimi kosztami izolacji z organizméw morskich,
ogranicza ich powszechne zastosowanie.

Szczegblnie wazna grupe substancji pochodzenia mor-
skiego o duzej aktywnosci przeciwnowotworowej sta-
nowig zwiazki nalezace do ekteinascydyn (ryc. 1) [9].
Gléwnym przedstawicielem tej klasy chemioterapeuty-
kéw jest alkaloid tetrahydroizochinolinowy - trabekte-
dyna (ryc. 1) [9, 43, 65, 82, 84]. Po raz pierwszy zostala
wyizolowana w postaci ekstraktu w 1969 r. z ostonicy
morskiej Ecteinascidia turbinata (ryc. 2) wystepujacej
w Morzu Karaibskim [65, 77].

Dopiero w 1996 r. w petni wyizolowano i okre$lono
strukture chemiczng trabektedyny. Otrzymywanie
leku z surowca naturalnego jest niestety nieoptacalne
- z jednej tony ostonic otrzymuje sie tylko 1 gram tra-
bektedyny. Obecnie lek wytwarza sie pétsyntetycz-
nie z produktu wyj$ciowego pochodzenia naturalnego,
jakim jest cyjanosafracyna B, ktdéra pozyskuje sie meto-
dami biotechnologicznymi z bakterii Pseudomonas fluore-
scens [9, 65].

Przeprowadzone w pierwszych latach XXI w. bada-
nia przedkliniczne z uzyciem trabektedyny wykazaty
jej duza aktywno$¢ cytotoksyczng in vitro w stezeniach
pikomolowych wobec wielu komérek nowotworowych,
w tym raka jajnika, piersi, stercza, nerki, a takze czer-
niaka i niedrobnokomdrkowego raka ptuc [53, 96]. Sku-
teczno$¢ dziatania trabektedyny potwierdzity réwniez
badania z uzyciem eksplantatéw raka jajnika pobranych
bezposrednio od pacjentéw, a takze heteroprzeszczepéw
tego nowotworu [7, 45].
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hydroksylowa OH)

W Stanach Zjednoczonych w kwietniu 2005 r. FDA (Food
and Drug Administration) przyznala trabektedynie sta-
tus leku sierocego na raka jajnika. W Europie zostata
zatwierdzona w 2007 r. pod nazwa Yondelis do leczenia
pacjentdéw z zaawansowanym miesakiem tkanek miek-
kich (STS) w przypadku niepowodzenia konwencjonal-
nej terapii z zastosowaniem antracyklin i ifosfamidu [8,
9,13, 14, 23, 44]. W 2009 r. zostata réwniez zarejestro-
wana we wskazaniu do nawrotowego raka jajnika z lipo-
somalng doksorubicyna [18, 44, 53, 60]. Oporno$¢ na
trabektedyne jest zwiazana z niewielka efektywnoscia
systemu NER (nucleotide excision repair), co uczula te
nowotwory na dzialanie pochodnych platyny [15, 18, 72].

Wiele prowadzonych badan koncentruje sie na oce-
nie dziatania trabektydyny z innymi chemioterapeuty-
kami [16, 52, 83]. Testy przeprowadzone w warunkach in
vitro i in vivo wskazuja na addytywne lub synergistyczne

dziatanie trabektedyny w potaczeniu z doksorubi-
cyna [18]. Synergistyczne dzialanie stwierdzono réwniez
w czterech liniach komérkowych raka piersi (MCF-7,
MDA-MB-231, MDA-MB-436, HCC-1937) po zastosowaniu
trabektedyny z olaparybem [5]. Olaparyb (AZD 2281) jest
pierwszym zarejestrowanym w Europie i USA inhibito-
rem PARP we wskazaniu do leczenia pacjentek z rakiem
jajnika [58]. Zadowalajgce wyniki uzyskano po zasto-
sowaniu trabektedyny ze zwigzkami platyny w liniach
komérkowych ludzkiego raka jajnika (Igrov-1 i A2780),
okreznicy (HCT116), piersi (MCF-7) oraz w komérkach
miesakéw (TE671, U-20S i Saos-2) [18]. Dalsze badania in
vivo z uzyciem mysich modeli ksenoplantéw ludzkiego
raka jajnika oraz miesakdw, potwierdzity aktywno$é
przeciwnowotworowg trabektedyny z cisplatyng [16].
Podobnie, silne dziatanie przeciwnowotworowe
w warunkach in vivo otrzymano stosujac trabektedyne
z oksaliplatyng lub paklitakselem [18, 90]. Uzyskane
dobrze rokujgce wyniki zachecaja do dalszych pogtebio-
nych badari [16, 83, 90].

MECHANIZM WIAZANIA TRABEKTEDYNY Z DNA

Trabektedyna wykazuje unikatowy mechanizm dziata-
nia w poréwnaniu z innymi lekami cytostatycznymi [17,
18]. W przeciwienistwie do wiekszo$ci lekéw alkiluja-
cych, wiazacych sie z atomami N7 i 06 guaniny, oddzia-
tuje w matej bruzdzie DNA i alkiluje guanine w pozycji
N2 [11, 61, 70, 73]. Mechanizm tworzenia kowalencyj-
nego adduktu wymaga reakcji trabektedyny z DNA
z udziatem kationu iminowego powstatego w wyniku
wewnatrzczasteczkowej dehydratacji w obrebie ugrupo-
wania karbinoloaminowego - obecnego w podjednosce
A trabektedyny [70] (ryc. 3). Badania zaleznosci struk-
tura-aktywno$¢ (SAR, structure-activity relationship)
wykazaly, ze ugrupowanie karbinoloaminowe jest wazne
w farmakologicznej skutecznosci leku. Pochodne trabek-
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tedyny, pozbawione tej reaktywnej grupy - np. Et-745,
charakteryzowaly sie 100-krotnie mniejsza aktywno-
$cig [11]. Natomiast badania NMR kompleksu trabekte-
dyny z DNA ujawnily, ze jedynie podjednostki A i B sg
odpowiedzialne za rozpoznanie sekwencji nukleotydo-
wych w obrebie matej bruzdy DNA, podczas gdy podjed-
nostka C znajduje sie na zewnatrz bruzdy i utozona jest
prostopadle w stosunku do rdzenia A-B [17, 18]. Poczat-
kowo uwazano, ze rola pier$cienia C jest podstawowa
w aktywno$ci przeciwnowotworowej trabektedyny
przez hamowanie wigzania czynnikéw transkrypcyj-
nych i naprawczych w miejscu uszkodzenia DNA. Jednak
jak wykazaly najnowsze badania, obecno$¢ pierscie-
nia C nie jest konieczna do duzej aktywnosci. Badania
dos$wiadczalne potwierdzily, ze syntetyczne pochodne
trabektedyny o uproszczonej budowie nadal zachowuja
wiadciwosci przeciwnowotworowe na poziomie war-
tosci IC,, wynoszacych kilka mikromoli [22, 86]. Bada-
nia prowadzone w naszym o$rodku badawczym nad
nowymi pochodnymi oktahydropirazyno [2,1-a:5,4-a’]
diizochinoliny wykazaly, ze maja duza aktywnosé cyto-
toksyczna wobec ludzkich komérek raka sutka MCF-7
i MDA-MB-231 [36, 50].

Utworzony addukt trabektedyna-DNA (ryc. 3) jest dodat-
kowo stabilizowany przez oddziatywania van der Waalsa
oraz jedno lub wiekszg liczbe wigzat wodorowych [70].

Wiazania te powstaja miedzy podjednostkami A i B tra-
bektedyny, a sgsiadujacymi nukleotydami tej samej lub
przeciwlegtej nici B-helisy DNA. Swoisto$¢ nukleoty-
dowa trabektedyny jest zwigzana z obecno$cia guaniny
w centralnej pozycji trypletéw 5’-puryna-GC i 5’-piry-
midyna-GG. Faworyzowane sa tréjki TGG, CGG, AGC,

OCH;

CHjy

H NH N

Ryc. 3. Struktura adduktu trabektedyna-DNA

GGC, podczas gdy sekwencja CGA jest catkowicie wyklu-
czona [70]. Powstaly addukt rozszerza matg bruzde, co
sprawia, ze helisa DNA zagina sie do duzej bruzdy. Uwal-
nia to kaskade zdarzeti majacych na celu naprawe uszko-
dzonego DNA [61]. Komérka uruchamia mechanizmy
naprawcze, w tym system naprawczy NER (nucleotide
excision repair), opierajacy sie na wycinaniu uszkodzo-
nych sekwencji nukleotydéw [70].

WPLYW TRABEKTEDYNY NA PROCESY NAPRAWY
USZKODZEN DNA

Wérdd mechanizméw naprawy DNA wyrdznia sie:
naprawe przez wycinanie zasad (BER, base excision
repair), przez wycinanie nukleotydéw (NER, nucle-
otide excision repair), naprawe niesparowanych zasad
(MMR, mismatch repair), rekombinacje homologiczng
(HR, homologous recombination repair), a takze tacze-
nie niehomologicznych zakoriczeri (NHEJ, non homo-
logous end joining) [46, 63]. Aktywacja okreslonego
mechanizmu zalezy od typu powstatego defektu. Szlaki
BER, NER i MMR odrywaja istotna role w naprawie takich
uszkodzen jak: jednoniciowe pekniecia DNA (SSB, single
strand breaks), btedy replikacji, insercje, delecje oraz
addukty [46]. W naprawie dwuniciowych peknie¢ DNA
(DSB, double strand breaks) bierze udziat rekombina-
cja homologiczna oraz proces taczenia niehomologicz-
nych zakoriczeri [87]. Rekombinacja homologiczna moze
zachodzi¢ w fazach S i G, cyklu komérkowego, a tacze-
nie niehomologicznych zakoticzen - w kazdej fazie cyklu
komérkowego, takze w komdrkach bedacych w fazie
G, [63,87].

System naprawy DNA przez wycinanie nukleotydéw
umozliwia usuwanie wielu uszkodzeni podwdjnej helisy
DNA, ktére prowadza do znieksztatcenia jej drugorze-
dowej struktury lub blokuja procesy replikacji i trans-
krypcji [87]. NER moze przebiega¢ dwoma odmiennymi
szlakami. Jeden z nich jest sprzezony z transkrypcja
(TCR, transcription coupled repair) i bierze udziat w usu-
waniu uszkodzeri blokujacych synteze mRNA - prowa-
dzong przez polimeraze RNA II. Drugi natomiast jest
niezalezny od transkrypcji (GGR, global genomic repair)
i eliminuje nieprawidlowosci z nietranskrybowanych
fragmentéw genomu [40, 87].

Istnieja liczne doniesienia, ze trabektedyna moze
swoiscie oddziatywaé na proces TC-NER (transcrip-
tion-coupled nucleotide excision repair) [21, 41, 61,
91, 92], ktéry w prawidtowych warunkach jest zaan-
gazowany w naprawe uszkodzehh DNA powstatych
w wyniku: promieniowania UV, dziatania cisplatyny
i jej pochodnych. Pierwszy etap TC-NER to rozpozna-
nie uszkodzenia, a nastepnie wytworzenie naprawczego
kompleksu otwartego, umiejscowionego w jego poblizu.
W powstawanie kompleksu inicjujacego sg zaangazo-
wane biatka nalezace do rodziny XP (Xeroderma pigmen-
tosum) oraz inne czynniki systemu NER, takie jak TFIIH,
czy RPA (replication protein A) [87]. Najbardziej prawdo-
podobna hipoteza sugeruje, ze czasteczka trabektedyny,
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tworzaca kowalencyjny addukt z DNA, wytapuje czynniki
wchodzace w sktad kompleksu NER; powstaje duzy, tréj-
sktadnikowy kompleks cytotoksyczny [11]. To powoduje
zaktécenia w procesie ochrony nieuszkodzonej nici DNA
przed dziataniem endonukleaz. Dochodzi do naciecia
przez endonukleaze XPF/ERCC1 fragmentu DNA umiej-
scowionego na nici przeciwnej do miejsca uszkodzonego
i prowadzi do powstania jednoniciowych peknie¢ DNA
(SSB) w transkrybowanych genach, a koticzy sie $mier-
cig komdrki [11, 24, 41, 91, 92]. Potwierdzeniem przed-
stawionej hipotezy sg badania, w ktérych wykazano, ze
linie komérkowe z deficytem réznych biatek systemu
NER sa mniej wrazliwe na dziatanie trabektedyny [10,
21, 92]. Brak ekspresji funkcjonalnych biatek XPG w tych
liniach komdrkowych wywotuje oporno$¢ na trabekte-
dyne [92, 94].

Inne badania sugerujg istotng role rekombinacji homo-
logicznej (HR) w mechanizmie przeciwnowotworowego
dziatania trabektedyny [41, 61, 85, 89, 93]. W procesie HR
do naprawy uszkodzeri DNA jest wykorzystywana infor-
macja genetyczna siostrzanej chromatyny lub homolo-
gicznego chromosomu [69]. Gtéwna role odgrywaja tu
biatka kompleksu MRN (complexMRE11, RAD50 i NBS1)
oraz biatko CtIP (BRCA1 C-terminal interacting pro-
tein) [80]. Wymienione biatka biora udzial w powsta-
waniu krétkich odcinkéw jednoniciowego DNA (ssDNA,
single stranded DNA), inicjujac naprawe uszkodzeri
w wyniku rekombinacji homologicznej. Z udziatem czyn-
nikéw BRCA1 (breast cancer type 1 susceptibility pro-
tein), BRCA2 (breast cancer type 2 susceptibility protein)
oraz RAD51 dochodzi do ligacji krétkich odcinkéw jed-
noniciowego DNA z nieuszkodzong matryca. W wyniku
dzialania polimeraz, nukleaz, helikaz oraz innych pro-
tein nastepuje naprawa uszkodzen [78, 80].

W kilku badaniach wykazano, iz w komérkach pozbawio-
nych czynnikéw zaangazowanych w proces HR skutek
dziatania trabektedyny jest istotnie silniejszy w poréw-
naniu do komdérek ze sprawnie przebiegajaca rekombi-
nacjg homologiczna [61, 85].Takie réznice nie zostaty
zaobserwowane w komdérkach z uszkodzonym syste-
mem NHE] [85]. Zaburzenia funkcjonowania procesu HR
powodowaty zahamowanie naprawy istniejacych niepra-
widtowosci - dwuniciowych peknie¢ DNA podczas fazy
S cyklu komérkowego. To indukowato wprowadzenie
komérek na droge programowanej $mierci komérki [85,
93]. Szczegblna wrazliwo$é komérek z uposledzonym
systemem HR na dzialanie trabektedyny wydaje sie réw-
niez potwierdzona w badaniach klinicznych [12, 51, 57,
60, 81]. U pacjentéw z miesakiem tkanek miekkich, pod-
danych leczeniu trabektedyng, zaobserwowano stabsze
dzialanie terapeutyczne w przypadku ekspresji marke-
réw nowotworowych BRCA1 i BRCA2 [61].

Istotne badania, majace na celu doktadniejsze poznanie
mechanizmu przeciwnowotworowego dziatania dwéch
alkaloidéw tetrahydroizochinolinowych, przeprowadzili
Feuerhahn i wsp. Wykazali, ze trabektedyna i Zalypsis
(syntetyczny analog trabektedyny) tworzac wigzania

kowalencyjne z jedna z nici DNA stymuluja, w sposéb
zalezny od stezenia, nukleaze XPF/ERCC1 do ciecia
nici znajdujacej sie po przeciwnej stronie adduktu [24].
Ponadto stwierdzono, ze pod wptywem dzialania tych
zwiazkéw dochodzi do uposledzenia procesu syntezy
RNA. Bylo to spowodowane m.in. zahamowaniem wig-
zania czynnikéw transkrypcyjnych, takich jak Sp1 do
DNA, a takze zatrzymaniem elongacji polimerazy RNA II
w miejscu uszkodzenia. Uzyskane podczas eksperymen-
téw wyniki potwierdzono za pomoca symulacji z uzy-
ciem modelowania molekularnego [24].

Ponadto badania dowiodty, iz w zaleznosci od uzytego
stezenia wyréznia sie dwa gtéwne mechanizmy dziatania
trabektedyny wobec komérek nowotworowych, ktére
warunkuja jej silne wladciwo$ci antynowotworowe [29].
Pierwszy z nich jest zalezny od transkrypcji, wystepuje
w zakresie stezeti 1-10 nM i prowadzi do zahamowa-
nia cyklu komérkowego z akumulacja komérek w fazie
G,/M. Natomiast podczas stosowania leku w wyzszych
stezeniach (10-100 nM) jest uruchamiany, niezalezny od
transkrypcji, mechanizm wiodacy do programowanej
$mierci komdrki. Omawiane witasciwosci cytostatyczne
i proapoptotyczne trabektedyny wynikaja zatem z akty-
wacji dwéch réznych $ciezek sygnatowych [29].

WEASCIWOSCI PROAPOPTOTYCZNE TRABEKTEDYNY

Trabektedyna wykazuje silne, zalezne od zastosowanej
dawki, wtasciwos$ci cytostatyczne i proapoptotyczne
w réznych liniach komdrek nowotworowych [1, 6, 20,
29, 33]. U podstaw takiego dziatania lezy aktywacja
dwéch réznych $ciezek sygnatowych: szlaku zaleznego
od transkrypcji prowadzacego do zatrzymania cyklu
komérkowego z akumulacjg komérek w fazie G,/M oraz
drogi niezaleznej od transkrypcji - indukujacej apop-
toze [1, 29].

Apoptoza, zwana réwniez programowang $mier-
cia komérki, to ewolucyjnie zachowany proces, ktéry
w warunkach fizjologicznych stuzy do eliminacji zbed-
nych lub uszkodzonych komérek, a tym samym odgrywa
istotng role w utrzymaniu homeostazy w organi-
zmie [28, 35, 54]. W czasie apoptozy dochodzi do obkur-
czenia i zaokraglenia komérki, kondensacji chromatyny
oraz fragmentacji jadra [34, 35, 71, 98]. Blona komérkowa
zachowuje integralno$¢ az do koticowego etapu procesu,
kiedy nastepuje formowanie i rozpad komérki na ciatka
apoptotyczne [34, 79]. Zaburzenia apoptozy powoduja
réznorodne zmiany patologiczne zwigzane z inicja-
cja, promocja i progresja kancerogenezy, a takze wigza
sie z niepowodzeniem stosowanego leczenia [28, 35].
Apoptoza, w przeciwienistwie do nekrozy, nie wywotuje
stanu zapalnego. Proces ten jest preferowanym sposo-
bem $mierci komdrki w terapii przeciwnowotworowe;j.
Regulacja szlakéw apoptotycznych i selektywna induk-
cja apoptozy przez substancje lecznicze skupia obecnie
uwage wielu badaczy jako obiecujace podejécie w tera-
pii choréb nowotworowych [26, 27, 28, 35, 42, 66, 75, 82,
97, 98].
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Zainicjowanie apoptotycznej $mierci komérki moze
przebiegaé w dwojaki sposéb - zalezny od receptoréw
(szlak zewnatrzpochodny) oraz z udziatem mitochon-
driéw (szlak wewnatrzpochodny) [27, 28, 34, 71, 75, 82,
98, 100].

Zewnatrzpochodny szlak apoptozy rozpoczyna sie na
powierzchni komérki, gdy swoisty ligand wigze sie
z odpowiednim receptorem, ktéry zawiera cytopla-
zmatyczng domene $mierci - DD (death domain) [27,
42,71, 75, 82, 98, 100]. Do takich receptoréw zaliczane
sg m.in.: TNFR-1, TNFR-2, CD95, Fas/CD95, CD40, TRAIL-
-R1, TRAIL-R2. Nalezg do nadrodziny TNFR (tumour
necrosis factor receptor). Po zwigzaniu odpowiedniego
liganda $mierci (TNF, TRAIL czy FasL) receptory groma-
dza sie w klastry w btonie komdrkowej i promuja rekru-
tacje biatek adaptorowych. Biatka adaptorowe takze
zawierajg efektorowg domene $mierci DED (death effec-
tor domain), dzieki ktérej wchodzg w interakcje z pro-
kaspaza-8 [27, 35, 42, 44, 62, 71, 75, 98, 100]. Receptor,
biatko adaptorowe i prokaspaza tworza tréjsktadnikowy
kompleks sygnatowy DISC (death inducing signaling
complex) [27, 62, 71, 75, 98]. W jego obrebie zachodzi
autokatalityczna aktywacja kaspazy-8, powodujac uru-
chomienie kaskady kaspaz wykonawczych i nastepnie
$mierci komérki [27, 42, 75, 79, 98].

Do aktywacji wewnetrznego szlaku apoptozy dochodzi
pod wptywem wielu czynnikéw, takich jak: wzrost steze-
nia jonéw wapniowych (Ca?'), reaktywnych form tlenu
ROS (reactive oxygen species) oraz uszkodzeti DNA [26,
76, 98]. Wymienione zmiany powoduja zalamanie mito-
chondrialnego potencjatu blonowego, a konsekwencja jest
wzrost przepuszczalno$ci blon mitochondrialnych [44,
56, 76, 98, 101]. Skutkiem jest uwolnienie cytochromu c
z przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw do cyto-
zolu [44, 76, 95]. W cytoplazmie biatko to taczy sie z czyn-
nikiem Apaf-1 (apoptosis protease-activating factor 1)
oraz prokaspazg-9. W ten sposéb powstaje wielobiatkowy
kompleks zwany apoptosomem, ktéry aktywuje kaspazy
efektorowe [26, 54, 56, 75, 76, 98]. Wraz z cytochromem
¢ z mitochondrium uwalniane sg réwniez inne biatka,
np. Smac/DIABLO (second mitochondria-derived activa-
tor of caspase/direct inhibitor of apoptosis-binding pro-
tein with low pI) oraz Omi/HtrA2 [54, 75, 98]. Ich rola jest
hamowanie aktywnosci biatek nalezacych do rodziny
inhibitoréw apoptozy - IAPs (inhibitors of apoptosis pro-
tein family) [38, 71, 75, 95, 98]. Ponadto, wewnatrzpo-
chodny szlak apoptozy jest regulowany przez grupe biatek
zrodziny Bcl-2, wéréd ktérych wyrdznia sie czynniki pro-
apoptotyczne (Bax, Bak) oraz czynniki antyapoptotyczne
(Bcl-2, Bcl-X , Mc1-1, XIAP). Aktywnos¢ tych biatek jest
kontrolowana przez czynniki nalezace do podrodziny
BH3, takie jak: Bim, Bid, Puma (p53 upregulated modula-
tor of apoptosis), czy Noxa [26, 47, 56, 75, 101].

Trabektedyna jest opisywana jako czynnik o silnych wta-
$ciwosciach proapoptotycznych [4, 6, 20, 29, 55, 97]. Jedna
z pierwszych prac, dotyczacych mechanizmu apoptozy
w komérkach poddanych dziataniu trabektedyny, wyka-

zala, ze zwiazek ten jest zdolny do indukcji programo-
wanej $mierci komérki, ktéra ostatecznie prowadzi do
miedzynukleosomalnej fragmentacji DNA [29]. Badania
zostaly przeprowadzone z uzyciem komérek biataczek
ludzkich HL-60 i HeLa. Uzyskany wynik byt niezalezny
od transkrypcji i receptora Fas/CD95, ale angazowat
kinazy JNK (c-Jun N-terminal kinases), mitochondria
oraz kaspaze-3 [29]. W komérkach poddanych dziataniu
trabektedyny po krétkim czasie obserwowano uwalnia-
nie cytochromu ¢ z mitochondriéw. W przeprowadzo-
nym eksperymencie zaobserwowano réwniez zniesienie
tego efektu w komérkach z nadekspresja biatka Bcl-2.
Zaréwno aktywacja kinaz JNK, jak réwniez wyptyw cyto-
chromu c z przestrzeni miedzyblonowej mitochondrium
to pierwszy etap apoptozy indukowanej trabektedyna.
Opisane zmiany wykrywano juz w ciagu pierwszych 6
godzin ekspozycji na testowany zwigzek [29]. Potwier-
dzeniem wplywu trabektedyny na wewnatrzpochodny
szlak apoptozy oraz braku aktywacji szlaku zewnatrzpo-
chodnego byto badanie z zastosowaniem blokera recep-
tora Fas [29]. Taki uktad do$wiadczalny nie prowadzit do
zahamowania aktywacji apoptozy indukowanej przez
trabektedyne w komdrkach linii Jurkat, co wykluczyto
udziat tego receptora w mechanizmie dziatania leku [29].
Jednak od kiedy wykazano, ze aktywno$¢ trabektedyny
jest zwigzana z systemem naprawy DNA przez wycinanie
nukleotydéw (NER) powodujgcym powstawanie letalnych
peknied nici DNA [91, 92], ponownie zaczeto uwzgledniaé
udziat zewnetrznego szlaku indukcji apoptozy w mecha-
nizmie dzialania leku [55]. Obecnie wiadomo réwniez, ze
czynniki prowadzace do uszkodzen w obrebie DNA moga
indukowa¢ $mier¢ komérki przez ligandy Fas i TRAIL [20].

Badania przeprowadzone na liniach komérkowych raka
sutka MCF-7 i MDA-MB-453 wykazaly, ze trabektedyna
obniza przezywalno$¢ komérek, indukuje zmiany morfo-
logiczne zwigzane z procesem apoptozy oraz degradacje
DNA, a takze generuje wytwarzanie reaktywnych form
tlenu - ROS [4]. W tym samym badaniu przeanalizowano
zmiany w ekspresji bialek zwigzanych z procesem pro-
gramowanej $mierci komérki. Dowiedziono, ze trabek-
tedyna wywotuje selektywng aktywacje zewnetrznego
oraz wewnetrznego szlaku apoptozy w liniach komdr-
kowych ludzkiego raka sutka o réznych genotypach.
W komérkach MCF-7, poddanych dziataniu trabekte-
dyny, wykazano wyzszy poziom bialek zaangazowanych
w zewnetrzny szlak apoptozy (TRAIL-R1/DR4, TRAIL-R2/
DRS5, FAS/TNFRSF6, TNF RI/TNFRSF1A i FADD) w poréw-
naniu do komérek kontrolnych. Natomiast w komér-
kach MDA-MB-453 odnotowano spadek ekspresji biatek
antyapoptotycznych Bcl-2 i Bcl-X| i wzrost ekspresji
czynnikéw stymulujacych apoptoze - Bax i Bad, a takze
cytochromu ¢, biatka Smac/DIABLO i aktywnej postaci
kaspazy-3 [4].

WPLYW TRABEKTEDYNY NA AKTYWNOSC CZYNNIKA
TRANSKRYPCYJNEGO NF-kB

NF-kB (nuclear factor-kappa B) jest czynnikiem trans-
krypcyjnym, ktéry odgrywa istotna role w wielu pro-
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cesach komérkowych. Przyktadami takich proceséw sa:
rozwdj embrionalny, neurogeneza, proliferacja komér-
kowa, apoptoza, a takze odpowiedZz immunologiczna
na infekcje oraz stany zapalne [64, 68]. NF-kB pobudza
ekspresje docelowych gendéw w odpowiedzi na czynniki
stymulujace, takie jak: antygeny wirusowe i bakteryjne
(lipopolisacharydy - LPS; dsRNA), promieniowanie UV
oraz niektdre cytokiny (np. IL-1p, IL-2 i TNF-a) [59, 99].
W komérce czgsteczka NF-kB wystepuje w postaci homo-
dimeru lub heterodimeru, do ktérego jest przytaczone
biatko inhibitorowe - IxB (inhibitory proteins of NF-kB).
Wskutek stymulacji szlaku zwigzanego z NF-«B, kaskada
sygnalizacyjna prowadzi do aktywacji kinazy kB - IKK
(IxB kinase), ktéra przeprowadza fosforylacje 1kB. Rezul-
tatem jest oddysocjowanie IkB od dimeru NF-«B przez
degradacje proteasomu i powstanie tzw. sygnatu jadro-
wej lokalizacji dimeru [68, 99]. Nastepnie NF-kB jest kie-
rowany do jadra komdrkowego, gdzie przytacza sie do
odpowiednich miejsc wigzgcych i inicjuje transkryp-
cje okreslonych gendw [59, 99]. Dotad zidentyfikowano
okoto 400 gendéw, ktérych ekspresja moze byé zalezna
od czynnika NF-kB. Sg to m.in. geny: cytokin, chemokin,
czgsteczek adhezyjnych, czynnikéw wzrostu, onkoge-
nédw, a takze biatek pro- i antyapoptotycznych [59].

Dysregulacja szlakéw przekaZznictwa NF-kB jest zwigzana
z chorobami o podtozu zapalnym oraz wystepuje w nie-
ktérych nowotworach [64, 99]. Konstytutywng aktywacje
NF-B zidentyfikowano w rakach: piersi, jelita grubego,
stercza, nowotworach skéry i nowotworach uktadu
limfatycznego [59]. Zatem blokowanie przekaZnictwa
sygnatu z udziatem NF-kB w komérkach nowotworo-
wych jest wazna strategig poszukiwania i projektowa-
nia nowych lekéw przeciwnowotworowych. W 2010 r.
na famach czasopisma Biochemical Pharmacology opubli-
kowano prace, w ktérej opisano badania majace na celu
identyfikacje drobnoczasteczkowych inhibitoréw czyn-
nika NF-kB [59]. W zespole Millera i wsp. poczatkowo
przeprowadzono badania przesiewowe 2 800 klinicznie
zatwierdzonych lekéw oraz bioaktywnych zwiazkéw
wybranych z NIH Chemical Genomics Center Pharma-
ceutical Collection (NPC). Na tej podstawie wyselek-
cjonowano 19 czasteczek, ktére hamowaty sygnalizacje
NF-kB przy stezeniu 20 nM. Nastepnie wybrane zwigzki
poddano bardziej szczegbtowym analizom, ktére miaty
na celu poznanie mechanizmu dziatania tych czasteczek.
Wsrdd grupy zwiazkéw o najwyzszej aktywnosci znala-
zla sie trabektedyna. Badania przeprowadzone z uzy-
ciem trabektedyny sugeruja, ze mechanizm jej dziatania
polega na: hamowaniu aktywnosci biatka NF-«B, aktywa-
cji kaspaz wykonawczych 3/7 oraz indukcji uwalniania
LDH z komdrki [59].

WPLYW TRABEKTEDYNY NA MIKROSRODOWISKO GUZA
NOWOTWOROWEGO

Progresja nowotworowa jest zwigzana z powstawa-
niem swoistych wariantéw komérek nowotworowych,
ktére moga rekrutowaé ze szpiku i z krwiobiegu nie-
ktére komdrki hematopoetyczne i mezenchymalne [88,

89]. Wérdd komdrek infiltrujacych guzy nowotworowe
sa m.in.: monocyty, makrofagi, granulocyty, komdrki
tuczne, dendrytyczne, mieloblastyczne komérki supre-
sorowe, a takze fibroblasty. Rekrutowane komérki
z macierza pozakomdrkowa tworza najblizsze otocze-
nie komérek nowotworowych i sg okre§lane mianem
- mikro$rodowiska nowotworu [30, 88]. Pod wptywem
swoistych czynnikéw, wydzielanych przez komérki
nowotworowe, niektdre z rekrutowanych komérek ule-
gaja fenotypowemu ,,przeprogramowaniu”. W ten spo-
séb powstaja swoiste dla nowotworéw makrofagi TAM
(tumor-associated macrophages) [2, 31] oraz fibroblasty
CAF (cancer-associated fibroblasts) [30, 39, 89].

Atrakcyjno$¢ trabektedyny jest zwigzana z tym, iz ma
szerszy zakres dziatania w poréwnaniu do innych sto-
sowanych obecnie chemioterapeutykéw. Intensywne
badania tego zwiazku wykazaly, ze oddziatuje nie
tylko na komérki nowotworowe, ale w znaczacy spo-
séb wplywa takze na mikro$rodowisko nowotworu [2,
3, 15, 30, 31, 61]. Badania przeprowadzone przez Alla-
vena i wsp. wykazaty, ze wsréd wszystkich leukocytéw,
ludzkie monocyty pochodzace z krwi i makrofagi byty
najbardziej wrazliwe na dziatanie trabektedyny [3]. To
odkrycie zapoczatkowato serie eksperymentéw maja-
cych na celu wyjasnienie selektywnosci trabektedyny
wobec jednojadrzastych fagocytéw.

Trabektedyna przy nizszych stezeniach, powoduja-
cych nieznaczna cytotoksyczno$é, hamuje w warun-
kach in vitro wytwarzanie mediatoréw prozapalnych
CCL2 i interleukiny-6 (IL-6) przez monocyty, makrofagi
oraz makrofagi zwiazane z mikro$rodowiskiem guza
izolowanego podczas biopsji raka jajnika [3]. Modulacja
cytokin i chemokin wystepuje na poziomie transkryp-
cji, co wskazuje, ze wpltyw trabektedyny na regula-
cje transkrypcji moze mie¢ istotne znaczenie nie tylko
w komérkach nowotworowych, ale takze w niektérych
komérkach prawidlowych, ktére wytwarzaja czynniki
niezbedne do wzrostu i progresji guza [32]. CCL2 pelni
gtdéwna role w rekrutacji monocytéw do miejsc zmienio-
nych nowotworowo, podczas gdy IL-6 jest czynnikiem
wzrostu w nowotworach [89]. Podobne wyniki uzyskano
w tluszczakomiesaku §luzowatym - nowotworze szcze-
gdlnie wrazliwym na dzialanie trabektedyny [19, 32].
Zastosowana w stezeniach niewywotujacych dziatania
cytotoksycznego, trabektedyna selektywnie hamowata
wytwarzanie CCL2, CXCL8, IL-6, VEGF (vascular endo-
thelial growth factor) i biatka pentraksyny-3 (PTX3)
w hodowlach komérek pierwotnych oraz liniach komér-
kowych tluszczakomiesaka §luzowatego [32]. Rezultaty
tych badan potwierdzono réwniez z wykorzystaniem
mysiego modelu heteroprzeszczepu tego nowotworu.
U zwierzat eksperymentalnych, ktérym podawano tra-
bektedyne, odnotowano znaczng redukcje w ekspresji
makrofagdéw infiltrujacych CCL2/CXCL8/CD68+ [32].

Aktywno$¢ biologiczna trabektedyny, zwiazana z wpty-
wem na mikro§rodowisko nowotworu, zostata potwier-
dzona réwniez w badaniach klinicznych u pacjentéw
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Lurbinektedyna

Ryc. 4. Struktury chemiczne analogéw trabektedyny

chorych na ttuszczakomiesaka §luzowatego. Terapia
z uzyciem trabektedyny w wielu przypadkach przynio-
sta pozytywna odpowiedz kliniczng juz po kilku cyklach
chemioterapii [37, 88].

SYNTETYCZNE ANALOGI TRABEKTEDYNY

W licznych laboratoriach naukowych trwaja intensywne
prace nad syntetycznymi lub pdtsyntetycznymi analo-
gami ekteinascydyn. Niektdre sposrdd nich, takie jak
Lurbinektedyna czy Zalypsis (ryc. 4) sg juz na Il etapie
badan klinicznych.

Lurbinektedyna (PM01183), podobnie jak trabektedyna,
zawiera pentacykliczny szkielet zbudowany z dwéch
skondensowanych pierécieni tetrahydroizochinoliny
(podjednostki A i B), ktéry odpowiada za rozpoznanie
i wigzanie do DNA. Odmiennym elementem struktury
jest tetrahydro-p-karbolina, ktéra zastepuje obecny
w czgsteczce trabektedyny dodatkowy pierscien tetra-
hydroizochinoliny wchodzacy w sktad podjednostki
C [49].

Zalypsis (PM00104) jest pochodna jorumycyny, uzyskang
W procesie syntezy organicznej. Jorumycyna to natu-
ralnie wystepujacy alkaloid tetrahydroizochinolinowy
wyizolowany z plaszcza i §luzu §limaka nagoskrzelnego
Jorunna funebris, wystepujacego powszechnie w wodach
Pacyfiku [48, 77]. Badania z wykorzystaniem jorumycyny

CH3

CFa

Zalypsis

wykazaly, ze zwiazek ten jest bardzo aktywny in vitro
wobec réznych typéw komérek nowotworowych, w tym
komérek opornych na stymulacje czynnikami proapop-
totycznymi [25, 67]. Silne dziatanie jorumycyny, a takze
sukcesy kliniczne uzyskane podczas stosowania trabek-
tedyny sktonilty do rozpoczecia intensywnych prac nad
chemiczng modyfikacja struktury jorumycyny w celu
uzyskania jej syntetycznego analogu - Zalypsisu [67].
Zalypsis, podobnie jak trabektedyna, zbudowany jest
z pentacyklicznego szkieletu. Nie ma jednak mostka lak-
tonowego, a takze podjednostki C w postaci pier$cienia
tetrahydroizochinolinowego - zamiast tego wystepuje
ugrupowanie kwasu trifluorocynamonowego [77]. Zalyp-
sis jest w 11 fazie badan klinicznych w raku szyjki macicy.
Natomiast Lurbinektedyna wykazata duzg aktywnos¢é
w II fazie badan klinicznych u pacjentek chorych na raka
piersi z mutacjg BRCA1 i BRCA2 oraz u chorych na drob-
nokomérkowego raka ptuc. Ponadto, Lurbinektedyna
i Zalypsis maja mniejsze dziatania niepozadane niz obec-
nie stosowane w chemioterapii zwiazki alkilujgce [48].

Powszechne zastosowanie ekteinascydyn w terapii, jak
i badaniach klinicznych, jest jednak ograniczone wysoka
ceng preparatéw z tej grupy. Stad tez trwajg intensywne
prace nad poszukiwaniem innych syntetycznych analo-
gbw tych zwigzkéw o réwnie duzej aktywno$ci wobec
komérek nowotworowych [36, 50, 74, 103]. Mozna mie¢
nadzieje, ze badania zaowocuja nowg klasg lekéw prze-
ciwnowotworowych dostepng dla ogétu pacjentdw.
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