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Stowa kluczowe:

Streszczenie

3-Bromopirogronian (3-BrPA) jest halogenowanym analogiem kwasu pirogronowego, zna-
nym od ponad czterech dekad jako alkilator atakujacy grupy - SH wielu biatek. Do komédrek
zwierzecych dostaje sie tak jak mleczan, tj. dzieki dziataniu transporteréw kwaséw mono-
karboksylowych. Wzrost zainteresowania tym zwigzkiem, w ostatnim czasie, wynika gtéwnie
z nadziei zwigzanej z jego dziataniem antynowotworowym. Polega ono na zaburzaniu meta-
bolizmu energetycznego komérek nowotworowych przez hamowanie aktywnosci enzyméw
szlaku glikolizy (heksokinazy II, dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego, kinazy fos-
foglicerynianowej) oraz taticucha oddechowego (dehydrogenazy bursztynianowej). Znane
sg dwa przypadki klinicznego zastosowania tego zwigzku w leczeniu chorych z nowotworem
w zaawansowanym stadium. Stosujgc 3-BrPA osiagnieto ztagodzenie przebiegu reumatoidal-
nego zapalenia stawéw u myszy SKG. Zwigzek ten dziata takze przeciwpasozytniczo: obniza
zywotno$é Trypanosoma brucei, zmniejsza wewnatrzkomorkowg proliferacje Toxoplasma gondii
i obniza aktywno$¢ metaboliczng Schistosoma mansoni. Ma réwniez wlasciwosci przeciwgrzy-
bicze; silnie dziata zwlaszcza na Cryptococcus neoformans, a takze na Saccharomyces cerevisiae.
Wykazano réwniez jego hamujace dzialanie na enzymy bakteryjne: liaze izocytrynianowg
u Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas indigofera oraz liaze metyloizocytry-
nianowa, dehydrogenaze bursztynianowg i syntaze kwasu acetohydroksylowego Escherichia
coli. Wszedzie tam, gdzie komdrki niepozadane (nowotworowe, pasozytnicze) réznia sie od
prawidlowych intensywniejsza glikoliza i wyzszymi potrzebami energetycznymi istnieje szansa
skutecznego uzycia 3-BrPA. Jednak zwiazek ten dziata na wszystkie komérki i dlatego wydaje
sie, ze jego przyszto$¢ jako farmaceutyku jest zalezna od opracowania odpowiednich metod
jego skutecznego i bezpiecznego stosowania.

3 - bromopirogronian - alkilator - glikoliza - komérki nowotworowe « pasozyty

Summary

3-Bromopyruvate (3-BrPA) is an halogenated analogue of pyruvic acid known for over four de-
cades as an alkylating agent reacting with thiol groups of many proteins. It enters animal cells
like a lactate: via monocarboxylic acid transporters. Increasing interest in this compound, in
recent times, is mainly due to hopes associated with its anticancer action. It is based on the im-
pairment of energy metabolism of tumor cells by inhibiting enzymes in the glycolysis pathway
(hexokinase II, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, phosphoglycerate kinase) and the
oxidative phosphorylation (succinate dehydrogenase). Two cases of clinical application of this
compound in the treatment of advanced cancers were reported. By using 3-BrPA, rheumatoid
arthritis in SKG mice has been reduced. This compound has also antiparasitic activity: lowers
cell viability of Trypanosoma brucei, decreases intracellular proliferation of Toxoplasma gondii
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and reduces the metabolic activity of Schistosoma mansoni. It also has antifungal properties;
particularly it acts strongly on Cryptococcus neoformans, as well as Saccharomyces cerevisiae. An
inhibitory effect on bacterial enzymes was also described on: isocitrate lyase from Escherichia
coli, Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas indigofera and 2-methylisocitrate lyase, succinate
dehydrogenase and acetohydroxylic acid synthase from Escherichia coli. Wherever undesirable
(cancer, parasitic) cells differ from normal by more intense glycolysis and higher energy needs,
there is a good chance of successful 3-BrPA use. However, this compound acts on all cells and
it, therefore, seems that its future as a pharmaceutical is dependent upon the development
of appropriate methods for its effective and safe application.
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FISH - metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ, FLC - rak watrobowokomérkowy w postaci
fibrolamellarnej; GAPDH - dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego; HKII - heksokinaza
II; 1C,, - stezenie inhibitora hamujace proliferacje komorek w 50%; LDH - dehydrogenaza mlecza-
nowa; MCT - transportery kwaséw monokarboksylowych; MIC - minimalne stezenie hamujace;
PDR - opornos¢ plejotropowa; PGK - kinaza fosfoglicerynianowa; pH, - pH wewnatrzkomérkowe;
SDH - dehydrogenaza bursztynianowa; TACE - chemoembolizacja przeztetnicza (transcatheter
arterial chemoembolization); Th17 - limfocyty wytwarzajace interleukine 17; Treg — limfocyty T
regulatorowe; VDAC - zalezny od potencjatu kanat anionowy (voltage dependent anion channel).

Wsrep

3-Bromopirogronian (3-BrPA) jest halogenowanym ana-
logiem kwasu pirogronowego, wykazujacym cechy elek-
trofilowego alkilatora. Poczatkowo, ze wzgledu na jego
duza reaktywno$¢ wobec grup tiolowych, wykorzysty-
wany byt w technikach analitycznych znakowania biatek
[4,51]. W 1969 r. zespdt Bakera i Rabina po raz pierwszy
donidst o wptywie 3-BrPA na aktywno$¢ enzymu - dehy-
drogenazy glutaminianowej [3]. W 1976 r. Fonda, badajac
mechanizm inhibicji dekarboksylazy glutaminianowej,
dostarczyta dowodéw na alkilujgce dziatanie 3-BrPA na
reszty cysteiny w biatkach [20]. Wladciwosci te zostaly
potwierdzone wynikami badati nad wptywem 3-BrPA na
aldolaze 2-keto-3-deoksy-6-fosfoglukonianowa [35] oraz
na kompleks dehydrogenazy pirogronianowej u Escheri-
chia coli [1].

Inne doniesienia poszerzaty wiedze o zakresie dziatania
omawianego zwigzku na enzymy szlakéw metabolicznych
komérki, a zwlaszcza: glikolizy - heksokinaze 11 (HKII)
[23,60], dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego
(GAPDH) [21,53], kinaze fosfoglicerynianowa (PGK) [42]
oraz fosforylacji oksydacyjnej - dehydrogenaze burszty-
nianowa (SDH) [42,49]. Dziatanie ma szczegSlny wpltyw

na metabolizm komérek nowotworowych, wykazujacych
tzw. ,.efekt Warburga”, czyli pozyskujacych energie gtéw-
nie w wyniku glikolizy, mimo obecnosci tlenu [14,58]. Jako
pochodna pirogronianu, 3-BrPA pokonuje bariere bto-
nowa ta sama droga - z udzialem transporteréw kwaséw
monokarboksylowych (MCT), ktére ulegaja nadekspre-
sji w komérkach nowotworowych [22]. Ow selektywny
wychwyt oraz inhibicja gléwnych enzymdéw odmien-
nego, w poréwnaniu do zdrowych komérek, metaboli-
zmu energetycznego komérek nowotworowych wskazuja
na potencjat 3-BrPA, jako stosunkowo nietoksycznego -
w poréwnaniu z innymi, dotychczas stosowanymi, zwiaz-
kami alkilujgcymi - wybidrczego i obiecujgcego preparatu
przeciwnowotworowego [30,40,41].

Opublikowano takze dwie prace kazuistyczne dotyczace
préb leczenia zaawansowanych nowotwordéw z zastoso-
waniem 3-BrPA [18,31].

3-BrPA znajduje zastosowanie jako zwigzek o wlasci-
wosciach przeciwpasozytniczych. Dowiedziono, iz
powoduje inhibicje ruchliwoéci i obniza zywotno$é Try-
panosoma brucei [5] oraz zmniejsza wewnatrzkomérkowa
proliferacje Toxoplasma gondii [13], jak réwniez obniza
aktywno$¢ metaboliczng Schistosoma mansoni [34].
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Wykazano réwniez jego przeciwgrzybicze wlasnosci;
opisano bdjcze dzialanie na wiele szczepéw patogen-
nych, zwlaszcza na Cryptococcus neoformans [17] oraz
hamujace na proliferacje wielu szczepéw Saccharomy-
ces cerevisiae [33], mogacych by¢ potencjalng przyczyna
zakazeri oportunistycznych [43].

Podejmowane sa badania nad wplywem 3-BrPA na
enzymy bakteryjne waznych szlakéw metabolicznych
- liaze izocytrynianowa w cyklu kwaséw tréjkarboksy-
lowych u Escherichia coli [29], Mycobacterium tuberculosis
[50] i Pseudomonas indigofera [47], liaze 2-metyloizocytry-
nianowg wystepujaca w cyklu metylocytrynianowym
[25,56], kompleks dehydrogenazy bursztynianowe;j
w procesie dekarboksylacji oksydacyjnej [1] oraz syntaze
kwasu acetohydroksylowego w szlaku biosyntezy amino-
kwaséw rozgatezionych Escherichia coli [44,52].

Dotychczasowe badania dowiodly, iz 3-BrPA dziata alkilu-
jaco na enzymy pochodzace zaréwno z komérek organi-
zméw eukariotycznych ssakéw (szczegdlnie na komérki
nowotworowe, ze wzgledu na ich odmienny metabo-
lizm), przywr, pierwotniakéw i grzybéw oraz na enzymy
o pochodzeniu prokariotycznym, hamujac procesy gliko-
lizy i oddychania komérkowego, obnizajgc poziom ATP
i prowadzac do $mierci komdrek.

Tabela 1. Wykaz enzyméw hamowanych przez 3-BrPA

3-BROMOPIROGRONIAN — BUDOWA | REAKCJA

3-BrPA, o wzorze strukturalnym przedstawionym na
ryc.1, jest syntetyczng pochodna kwasu pirogronowego.
Jako jego strukturalny analog moze wnika¢ do komérki
ta sama drogg. Za pobdr 3-BrPA do komérki odpowiadaja
transportery kwaséw monokarboksylowych - MCT1,
kodowane przez gen SLC16A1 [6]. U drozdzy Saccharomy-
ces cerevisiae gtéwnym no$nikiem 3-BrPA jest transporter
Jenlp, jednak nie ma on homologicznego odpowiednika
w organizmie ludzkim [33].

Alkilacja z zastosowaniem 3-BrPA opiera sie na reak-
cji substytucji nukleofilowej S 2 (ryc.2). Elektroujem-
no$¢ atomu bromu wzmaga reaktywno$¢ sasiedniego
wegla grupy a-karbonylowej wobec nukleofili i czaste-
czek wody. Atom bromu w opisywanym zwigzku zostaje
zastapiony przez reagenta nukleofilowego, bedacego
donorem elektrondw, jaka jest grupa tiolowa np. w biat-
kach [19,24].

Stabilno$¢ zwigzku jest $cisle zwigzana z odczynem $ro-
dowiska. 3-BrPA charakteryzuje sie krétkim czasem pét-
trwania (okoto 77 min) w warunkach fizjologicznych, tj.
w pH 7,4. Okres znacznie sie wydtuza po obnizeniu war-
tosci pH, jak to sie dzieje w tkankach zmienionych nowo-

Enzym Szlak metaboliczny Reprezentatywne Zrédta enzyméw Referencje
ludzkie komorki nowotworowe SKOV-3, MDA-
HKII MB-231, [23,60]
MDA-MB-435
o Trypanosoma brucei, krélicze komérki
Glikoliza nowotworowe Vx-2, ludzkie komérki
GAPDH nowotworowe HepG2, Hep3B, SK-Hep1, [5,21,53]
pierwotne ludzkie komorki nowotworowe raka
jelita grubego
PGK ludzkie komorki nowotworowe HepG2 [42]
SDH tancuch oddechowy ludzkie komdrki nowotworowe HepG2 [42,49]
o . Escherichia coli, Pseudomonas indigofera ,
Liaza izocytrynianowa (ykl Krebsa Mycobacterium tuberculosis [29,47,50]
Syntaza kwasu acetohydroksylowego Biosynteza anynokwasow Escherichia coli [44,52]
rozgatezionych
Kompleks dehydrogenazy pirogronianowej Dekarboksylacja Escherichia coli 1]
P ydrogenazy pirog ) oksydacyjna
Aldolaza 2-keto-3-deoksy-6-fosfoglukonianu  Szlak Entnera-Doudoroffa Pseudomonas putida [35]
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Ryc. 1. Wzér strukturalny 3-bromopirogronianu

tworowo, w ktérych pH ptynu zewnatrzkomérkowego
osiaga warto$ci 6,5-7,0 [24].

Wplyw na metabolizm energetyczny komérek
nowotworowych

Metabolizm komdrek nowotworowych oparty jest gtéw-
nie na intensywnej glikolizie zachodzacej w warun-
kach tlenowych [14]. Taki sposéb pozyskiwania energii
przez komérki nowotworowe jest korzystny w warun-
kach mikro$rodowiska tworzonego przez rozwijajacy
sie nowotwdr, w ktérym dochodzi do hipoksji i kwasicy.
Otto Warburg, w latach 20 ub.w., zauwazyl, ze tkanki
guza watroby przejawiajag wzmozona aktywno$¢ gliko-
lityczna, mimo obecnosci tlenu [58]. Zjawisko réwniez
zaobserwowano w wielu innych typach nowotworéw
i opisano jako ,.efekt Warburga”. Na jego wystapienie
wplyw maja defekty metaboliczne w mitochondriach,
cze$ciowo spowodowane mutacjami lub delecjami
w mtDNA, prowadzacymi do zdefektowania biatek tan-
cucha oddechowego, nieprawidtowej ekspresji enzy-
méw metabolicznych oraz niedotlenienia komérek.
Jest to spowodowane szybkim wzrostem i ekspansja
guza, wyprzedzajacymi zwykle generacje unaczynienia,
a zatem niedostatecznym ukrwieniem tkanki zmienio-
nej nowotworowo [59]. Obecnie wiadomo, ze komdrki
nowotworowe wykazuja rézny stopieri nasilenia procesu
glikolizy w zaleznosci od rodzaju komdrki i warunkdéw
jej wzrostu. W warunkach tlenowych do 60% wytworzo-
nego przez komérki nowotworowe ATP pochodzi z prze-
mian glikolitycznych, podczas gdy prawidtowe komdrki
generujg wiekszo$¢ ATP przez cykl kwaséw trédjkarbok-
sylowych i fosforylacje oksydacyjna w mitochondriach
[11,38].

Niestety, adaptacja metaboliczna w odpowiedzi na te
czynniki najcze$ciej wiaze sie ze zmniejszeniem wrazli-

wosci na powszechnie stosowane $rodki przeciwnowo-
tworowe. Jednoczesnie, dw swoisty profil metaboliczny,
umozliwia badanie takich zwigzkdw, ktérych dziatanie
ukierunkowane jest na glikolize w nowotworach, umoz-
liwiajac osiagniecie zaréwno selektywnosci, jak i sku-
tecznosci terapeutycznej. Jednym z nich jest 3-BrPA,
dziatajagcy hamujgco na gtéwne enzymy szlaku glikoli-
tycznego - HKII [23,60], GAPDH [21,53] i PGK [42].

Heksokinaza jest enzymem z klasy transferaz katalizuja-
cym ATP-zalezng fosforylacje glukozy do glukozo-6-fos-
foranu. Reakgcja jest fizjologicznie nieodwracalna i jest
pierwszym stopniem regulacji glikolizy. HKII jest jedna
z czterech izoform tego enzymu (I-1V), ktéra w odréz-
nieniu od 1 i 111, zachowuje zdolno$¢ katalityczna w obu
domenach, podwajajac szybko$¢ tworzenia sie glu-
kozo-6-fosforanu [55]. Wystepuje u ssakéw gtéwnie
w tkankach insulinowrazliwych: mieéni szkieletowych,
ttuszczowej i w sercu, a jej nadekspresje stwierdzono
w wielu typach nowotwordéw [15,46,60]. Metodg flu-
orescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) wykazano, ze
w guzach nastepuje co najmniej pieciokrotna amplifi-
kacja genu kodujacego HKII [45]. HKII wiaze sie z blong
mitochondrialng przez zalezny od potencjatu kanat
anionowy (VDAC) [38]. Badania z zastosowaniem tech-
nik immunoprecypitacji bialek wskazuja na tworzenie
sie komplekséw HKII z czynnikiem indukujacym apop-
toze (AIF).

Badania z wykorzystaniem m.in. techniki Western
blotting, przeprowadzone na lizatach komérek HL-60
(linia komdrkowa ludzkiej ostrej biataczki promielocy-
tarnej) inkubowanych z 3-BrPA (100 uM; 1,3,5 h) wyka-
zuja, iz po jego zastosowaniu prazek HKII przesuwa
sie znaczaco w kierunku wyzszej masy, co potwierdza
kowalencyjna modyfikacje HKII w obrebie reszt cyste-
iny, poniewaz dzialanie tego alkilatora skierowane jest
na grupy sulthydrylowe. Modyfikacja hamuje aktyw-
no$¢ enzymatyczna HKII, a takze powoduje jej oddyso-
cjowanie od mitochondriéw [12]. Jednak Shoshan [51]
uwaza, ze inhibicja HKII per se nie powoduje indukowa-
nej $mierci komdrki. Kluczowa moze sie okazad trans-
lokacja AIF spowodowana oderwaniem sie komplekséw
AIF/HKII od blony mitochondrialnej i uwolnieniem
w ten sposdb czynnika indukujacego apoptoze do cyto-
solu [12,28].

Innym enzymem glikolitycznym modyfikowanym przez
3-BrPA jest GAPDH, zalezna od NAD* oksydoreduktaza
katalizujaca reakcje utleniania aldehydu 3-fosfoglice-
rynowego do 1,3-bisfosfoglicerynianu. Biatko zawiera

o) o
R—SH + Br/%OH . R—s/ﬁfu\o"' + H—Br
o) o

Ryc. 2. Schemat reakdji alkilacji z zastosowaniem 3 — BrPA
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reszte cysteiny (Cys152) w centrum katalitycznym.
Wysoki poziom mRNA oraz ekspresji GAPDH wykryto
m.in. w nowotworach jelita grubego [53], ptuc [54]
i trzustki [36], natomiast nadekspresje genu kodujacego
to biatko stwierdzono w péznym stadium patologicznym
ludzkiego raka stercza [48].

Ganapathy-Kanniappan i wsp. w 2009 r. przedstawili
dowody na kowalencyjng modyfikacje GAPDH przez
dotaczenie reszty pirogronianu pochodzgcej z 3-BrPA.
W tescie in vitro (przeprowadzonym na oczyszczonym
biatku) aktywno$¢ tego enzymu gwattownie spadta po
inkubacji z alkilatorem w stezeniu 100 uM. Ten sam
zespdt przeprowadzit réwniez badania na trzech liniach
komérkowych ludzkiego raka watrobowokomérkowego:
HepG2, Hep3B i SK-Hep1 oraz linii kréliczego nowo-
tworu watroby VX-2, z ktérych jednoznacznie wynika,
iz aktywno$¢é GAPDH we wszystkich lizatach komdrko-
wych poddanych dziataniu 3-BrPA w réznych stezeniach
wykazywata spadek zalezny od dawki tego alkilatora
[21]. Inny zespdt badawczy dowiddt, iz traktowanie
komérek HepG2 3-BrPA o stezeniu 150 uM przez 30 min
w 37°C jest wystarczajace do nieodwracalnej modyfika-
cji i hamowania aktywno$ci GAPDH o 90%, podczas gdy
przezywalno$é komérek w tych warunkach byta jesz-
cze niemal stuprocentowa [42]. Wprawdzie nie zbadano
dotad szlakéw sygnatowych taczacych inhibicje GAPDH
z wej$ciem komérki w proces apoptozy, jednak za bar-
dzo prawdopodobne mozna uznaé, iz alkilacji poddana
zostaje reaktywna reszta Cys152. Modyfikacja moze by¢
przyczyna translokacji enzymu do jadra komérkowego
i jego bezposredniej ubikwitynacji i degradacji [10].

Enzymem, ktdérego wrazliwo$¢ na dzialanie 3-BrPA
udowodniono, jest PGK. Jest biatkiem enzymatycznym
z klasy transferaz, katalizujagcym konwersje 1,3-bis-fos-
foglicerynianu do 3-fosfoglicerynianu.

Pereira da Silva i wsp., badajac wplyw 3-BrPA na wybrane
enzymy glikolityczne w ludzkich komérkach HepGz2,
wykazali 70% spadek aktywno$ci PGK po inkubacji
z 3-BrPA (150 uM, 30 min, 37°C) w stosunku do kontroli
[42]. W 1995 r. Jones i wsp. doniesli o wptywie 3-BrPA na
aktywno$¢ metaboliczng plemnikéw dzika euroazjatyc-
kiego (Sus scrofa) podkreslajac znaczng inhibicje GAPDH
(80% utrata aktywnosci po 30 s inkubacji z 0,5 mM 3-BrPA)
i PGK (80% hamowanie w identycznych warunkach) [27].

Wydaje sie, ze 3-BrPA moze wptywaé na metabolizm
energetyczny komdérki takze poza szlakiem glikolizy.
Dowodzg tego wyniki badan przeprowadzonych nad
wplywem tego zwiazku na SDH. Enzym ten jest biatkiem
zelazo-siarkowym, tworzy kompleks II taricucha odde-
chowego, przemiany zachodzacej w wewnetrznej btonie
mitochondrialnej. Katalizuje reakcje w cyklu kwaséw
tréjkarboksylowych, utleniania bursztynianu do fuma-
ranu, przy jednoczesnej redukcji ubichinonu.

W 1971 r. przedstawiono dowody na nieodwracalna inhi-
bicje SDH przez 3-BrPA [49]. Podczas badari nad metabo-

lizmem energetycznym komérek linii HepG2 wykazano
réwniez, iz zwigzek hamuje aktywno$¢ SDH w okoto 70%
w stezeniu 150 uM, po pétgodzinnej inkubacji w medium
pozbawionym glukozy [42].

Przedstawione wtasciwosci 3-BrPA zachecity badaczy
do podjecia préb zastosowania go do walki z komér-
kami nowotworowymi. Badania nad wplywem 3-BrPA
na metabolizm energetyczny przeprowadzano na wielu
nowotworowych liniach komérkowych oraz na mode-
lach zwierzecych. Ich szczegétowe omdwienie znajduje
sie w pracy przegladowej ,, The anticancer agent 3-bro-
mopyruvate: a simple but powerful molecule taken from
the lab to the bedside” [2]

Oprécz oméwionych wiasciwosci sugerowana jest réw-
niez protekcyjna funkcja 3-BrPA w terapii reumatoidal-
nego zapalenia stawdw. Wykorzystujagc mysi model tej
choroby (myszy SKG) oraz badania in vitro na komérkach
zaangazowanych w proces zapalny (limfocyty wytwa-
rzajace interleukine 17 - Th17, komérki dendryczne -
DCs oraz limfocyty T regulatorowe - Treg) wykazano, ze
mozna ztagodzié ten proces stosujac 3-BrPA. Wykorzy-
stano to, ze podstawowe w tego typu zapaleniu komdrki
Th17 i DCs wykazuja znacznie intensywniejsza glikolize
niz inne z powodu m.in. duzej aktywno$ci HKII. Poda-
nie 3-BrPA, ktdry jest silnym inhibitorem tego enzymu,
spowodowato wygaszenie aktywnosci komérek Th17,
zahamowato aktywacje DCs oraz utatwito réznicowanie
komdrek Treg. Osiggnieto ztagodzenie procesu reumato-
idalnego zapalenia stawéw [39].

3-BROMOPIROGRONIAN — PROBY ZASTOSOWAN KLINICZNYCH

Podjeto takze ryzyko terapeutycznego zastosowania
omawianego alkilatora. Dotychczas udokumentowano
dwie préby zastosowania 3-BrPA u ludzi z nowotwo-
rami. Pierwsza préba [31], pochodzaca z 2012 r., doty-
czyta przypadku regresji pierwotnego guza watroby
w przebiegu zaawansowanego raka watrobowokomor-
kowego w postaci fibrolamelarnej (FLC), w wyniku
podawania 3-BrPA metodg TACE u szesnastolatka.
Pacjent, od postawienia diagnozy przezyl dwa lata,
znacznie dtuzej niz prognozowano. Terapia 3-BrPA
poprawita réwniez jako$¢ jego zycia. Zmart jednak
z powodu przeciazenia watroby, spowodowanego nie-
skuteczna detoksykacjg i brakiem mozliwo$ci usuwania
resztek martwych komérek pozostatych po dziataniu
3-BrPA.

Inny przypadek, opisany w 2014 r. [18], to 28-letni mez-
czyzna ze zdiagnozowanym czerniakiem ztosliwym, w IV
stopniu zaawansowania. 3-BrPA podawano w powol-
nej infuzji dozylnej w celu zmniejszenia ewentualnego
toksycznego dziatania na uktad krwiotwérczy, watrobe
i nerki. Wptyw 3-BrPA na nowotwdr oceniano mierzac
aktywno$¢ LDH w surowicy. Pacjent zmart kilka miesiecy
po rozpoczeciu leczenia z powodu powiktan zwigzanych
z zaawansowanym stadium nowotworu.
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Wptyw 3-BrPA na organizmy pasozytnicze

Podjeto wiele préb na poziomie laboratoryjnym zastoso-
wania 3-BrPA takze do innych dziatati terapeutycznych.
Odnotowano wptyw 3-BrPA na organizmy pasozytni-
cze bedace czynnikiem etiologicznym choréb réwniez
u ludzi: Toxoplasma gondii, Trypanosoma brucei oraz Schi-
stosoma mansoni.

Toxoplasma gondii jest bezwzglednie wewnatrzkomdrko-
wym pierwotniakiem pasozytniczym, ktérego zywicie-
lem posrednim moze by¢ cztowiek, u ktérego wywotuje
toksoplazmoze, natomiast ostatecznym sg zwierzeta
z rodziny kotowatych. Szacuje sie, iz zakazenie tym
pasozytem dotyczy okoto 1/3 ludno$ci $wiata. Infek-
cja pierwotna przebiega zazwyczaj bezobjawowo, jed-
nak zakazenie T. gondii stwarza powazne zagrozenie dla
kobiet w okresie ciazy, ze wzgledu na mozliwo$é powsta-
nia uszkodzen ptodu, a takze u pacjentéw z obnizong
odpornoscia [37].

Stosowane metody leczenia ograniczaja sie do dziata-
nia na tachyzoity, aktywna postaé wegetatywna paso-
zyta, bez lub z niewielkim wpltywem na bradyzoity,
pozostajgce w cystach tkankowych i charakteryzujace
sie skrajnym zmniejszeniem tempa wzrostu. Gléwnym
zrédlem energii bradyzoitéw jest szlak glikolityczny.
W 2015 r. przeprowadzono badania na linii komérkowej
nabltonka nerki makaka Macaca mulatta LLC-MK2, zainfe-
kowanej tachyzoitami szczepu RH T. gondii. Wykazano,
ze 3-BrPA w stezeniu 10 uM jest skuteczny w zwalcza-
niu wewnatrzkomdrkowej proliferacji pasozyta, ktéra
zmniejsza si¢ 0 42% po 24-godzinnym dziataniu. Ponadto
omawiany alkilator nie wykazywatl negatywnego dzia-
tania na komérki LLC-MK2, ktérych przezywalnosé po
6 dniach trwania do$wiadczenia siegata 93%. W cyto-
wanej pracy przedstawiono réwniez wyniki badan nad
tacznym dziataniem 3-BrPA (10 uM) oraz atowakwonu
(50 nM), leku z grupy naftalenéw, stosowanego réwniez
w zakazeniach Toxoplasma gondii u pacjentéw z HIV/
AIDS. taczne dziatanie tych zwiazkéw w 73% hamowato
wewngtrzkomdrkowa proliferacje T. gondii, w poréwna-
niu do hodowli kontrolnej, po 24 godzinach inkubacji.
Zaobserwowano réwniez, iz 3-BrPA indukuje tworzenie
struktur podobnych do cyst tkankowych w komérkach
zakazonych tachyzoitami Toxoplasma gondii [13] i cho¢
autorzy cytowanej pracy nie komentuja tego, mozna sie
domyslad, ze struktury te sa dla zaatakowanych komdé-
rek bezpieczniejsze niz wolna, aktywna postaé pasozyta.

Trypanosoma brucei to pierwotniak pasozytujacy we
krwi kregowcéw, wywotujacy u ludzi zakazng trypa-
nosomoze afrykanska, zwang $piaczka afrykariska oraz
nagane u bydta. Przenoszony jest przez muchy z rodzaju
tse-tse i wystepuje endemicznie w rejonie Afryki sub-
saharyjskiej. Metabolizm pasozyta opiera sie na charak-
terystycznej dla niego odmianie szlaku glikolitycznego
zachodzacego w glikosomach, w ktérym pirogronian jest
uwalniany do krwiobiegu gospodarza [5,57].

W 1993 r. wykazano, ze 3-BrPA, jako inhibitor enzy-
méw glikolitycznych, znaczaco wptywa na metabolizm
T. brucei, zmniejszajac przezywalno$¢ pasozyta. W ste-
zeniu IC, wynoszacym 5,6 UM wstrzymuje wyrzut piro-
gronianu powodujac hamowanie GAPDH, natomiast
w IC, = 13,4 uM zmniejsza ruchliwo$¢ Trypanosoma bru-
cei. Oba procesy sa niemal catkowicie hamowane przez
3-BrPA w stezeniu powyzej 25 uM. Wykazano réwniez,
ze enzym GAPDH, pochodzgcy z komdérek pasozyta, jest
niemal 20-krotnie bardziej wrazliwy na dziatanie 3-BrPA
niz erytrocytarny [5]. Natomiast Vanderheyden i wsp.
opublikowali wyniki badai nad regulacja pH wewnatrz-
komérkowego (pH,) Trypanosoma brucei na réznych eta-
pach rozwoju tego $widrowca. Zdolno$¢ do regulacji pH,
jest podstawowa dla tego pasozyta, bo wiekszo$¢ z jego
enzyméw wykazuje aktywno$¢ w waskim zakresie pH.
Stosowano wiele analogéw pirogronianu, w tym 3-BrPA
(10 mM). Zwiazki te powodowaty znaczacy spadek pH,,
jak réwniez zmniejszaly poziom wyplywu pirogronianu
i H* z komérek. Wyniki potwierdzajg hipoteze, méwiaca,
iz w postaciach bytujacych w krwiobiegu gospodarza
gtéwnym mechanizmem kontroli wewnatrzkomérko-
wego pH jest wyrzut pirogronianu z towarzyszacym mu
wyplywem protonéw [57].

Schistosoma mansoni jest jednym z najbardziej rozpo-
wszechnionych gatunkéw z rodzaju Schistosoma. Ta
rozdzielnoptciowa przywra bytuje w naczyniach krwiono-
$nych zywiciela ostatecznego, ktérym moze by¢ cztowiek.
Jej metabolizm oparty jest gtéwnie na glikolizie. Wywo-
luje schistosomatoze, wystepujaca endemicznie w Afryce,
czesci Ameryki Potudniowej oraz na Karaibach [8].

W ramach badan nad antyschistosomalnym dziataniem
réznych lekéw sprawdzono réwniez dziatanie 3-BrPA.
Zastosowano metode mikrokalorymetrycznag, ktéra
stuzy do pomiaru ilo$ci wytwarzanego ciepta (aktyw-
noéci metabolicznej). Wykazano, iz po zastosowaniu
0,5 mM 3-BrPA aktywno$¢ metaboliczna S. mansoni byta
na granicy detekcji, natomiast w obecnosci glukozy (20
mM) i takiego samego stezenia alkilatora aktywno$¢
wynosita juz okoto 10% warto$ci kontrolnej [34].

Przeciwgrzybicze dzialanie 3-bromopirogronianu

Oprécz pasozytéw, takze grzyby staly sie obiektem badan
nad leczniczym zastosowaniem 3-BrPA. W ostatnich
latach opublikowano prace wskazujace na przeciwgrzy-
bicze dziatanie 3-BrPA wobec drozdzy Saccharomyces cere-
visiae oraz patogennego szczepu Cryptococcus neoformans.

Przeprowadzono badania nad mechanizmami cytotok-
sycznosci oraz transportu 3-BrPA w komdrkach drozdzy
Saccharomyces cerevisiae [33]. Ten zazwyczaj niepato-
genny gatunek jest popularnym, eukariotycznym mode-
lem do badati zaréwno genetycznych, jak i z zakresu
biologii molekularnej. W przypadku pacjentéw z deficy-
tami odpornosci drozdzak ten moze powodowaé zakaze-
nia oportunistyczne, kolonizujac m.in. uktad oddechowy,
moczowo-plciowy, czy pokarmowy [43].
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Jako analog pirogronianu, 3-BrPA wnika do komdrek
S. cerevisiae ta sama droga - przez transporter Jenlp.
Dowiedziono, ze zwigzek ten hamuje proliferacje droz-
dzy w minimalnym stezeniu hamujacym wynoszacym
1,8 mM, w pozywce pozbawionej glukozy [33].

Cryptococcus neoformans jest grzybem podstawkowym,
za wirulencje ktérego odpowiadajg: polisacharydowa
otoczka, wytwarzanie melaniny i zdolno$¢ do proli-
feracji w temperaturze 5-40°C [7,16]. Stanowi czynnik
etiologiczny kryptokokozy, choroby bedacej istotna
przyczyng $miertelno$ci pacjentéw z obnizong odpor-
no$cia, zwlaszcza z HIV/AIDS oraz poddanych immu-
nosupresji. Leczenie opiera si¢ na facznym stosowaniu
amfoterycyny B oraz fluorocytozyny lub flukonazolu, co
w poréwnaniu do stosowania wytacznie amfoterycyny B,
jest mniej toksyczne i bardziej skuteczne [17,26]. Na leki
te jednak grzyby szybko nabywaja opornosci [9].

Zespot prof. Stanistawa Utaszewskiego wykazat w 2013
r., iz 3-BrPA moze by¢ obiecujacym lekiem przeciwkryp-
tokokowym, ze wzgledu na duza toksycznos$é na Cryp-
tococcus neoformans w niskich dawkach i nieznaczng
cytotoksyczno$é wobec zdrowych komérek ssaczych.
Nie jest réwniez substratem dla pomp zaangazowanych
w zjawisko opornosci plejotropowej (PDR), zatem nie
moze by¢ usuwany z komérki i nie generuje fenotypéw
opornych. Warto$¢ minimalnego stezenia hamujacego
3-BrPA wobec C. neoformans byta najnizsza sposrdd testo-
wanych 110 szczepdw grzybdéw i wynosita 0,12-0,15 mM.

PismiennicTwo

Zaobserwowano réwniez spadek poziomu wewnatrzko-
moérkowego ATP: 0 20% po 15 min, 40% po 30 min oraz
55% po godzinnej inkubacji z 3-BrPA w stezeniu wyno-
szacym 1/8 MIC [17].

PobsumowaNiE

Whioski ptynace z wynikéw przeprowadzonych dotych-
czas badati nad terapeutycznym zastosowaniem 3-BrPA
sa niejednoznaczne.

Niewgtpliwie 3-BrPA, zwiazek o matej czasteczce i pro-
stej budowie, wzglednie tani w produkcji, ma wtasci-
wosci bardzo istotne z punktu widzenia potrzeb terapii
wielu choréb i niszczenia czynnikéw chorobotwérezych,
takich jak: komérki nowotworowe, pasozyty, grzyby
i bakterie. Naleza do nich: bardzo dobra rozpuszczal-
no$é w wodzie, tatwe wnikanie do komdrek, a nade
wszystko bardzo skuteczne ograniczanie wytwarzania
ATP przez hamowanie gtéwnych szlakéw energotwér-
czych komérki, przede wszystkim glikolizy i, w mniej-
szym stopniu, taficucha oddechowego. Wszedzie tam,
gdzie komérki niepozadane (nowotworowe, pasozyt-
nicze) r6znig sie od prawidlowych intensywniejsza gli-
koliza i wyzszymi potrzebami energetycznymi istnieje
szansa skutecznego uzycia 3-BrPA. Oczywiscie ten zwig-
zek dziata na wszystkie komérki i dlatego wydaje sie, ze
jego przysztoé¢é jako farmaceutyku jest zalezna od opra-
cowania odpowiednich metod jego skutecznego i bez-
piecznego stosowania.
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