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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Adenozyna jest endogennym nukleozydem purynowym odgrywajacym wazna role w wielu
procesach biochemicznych organizmu. Dziata na wiele uktadéw, takich jak sercowo-naczy-
niowy, moczowo-plciowy, immunologiczny, nerwowy czy oddechowy, poprzez wigzanie sie z
receptorami adenozyny: A, A,,, A, i A,. Adenozyna znalazta zastosowanie jako lek przeciw-
arytmiczny w napadowym czestoskurczu nadkomorowym, jednak z powodu jej krétkiego czasu
péttrwania we krwi istniejg ograniczenia w stosowaniu tego nukleozydu. W celu poprawy jego
wiasciwosci farmakokinetycznych zsyntetyzowano i przebadano wiele analogéw i koniugatéw
adenozyny. Niektére z nich zostaly zarejestrowane jako leki, a inne znajduja sie w trakcie badai
klinicznych. Otrzymane zwiazki wykazuja dziatanie nie tylko przeciwarytmiczne, przeciwbdlo-
we, przeciwcukrzycowe, przeciwzapalne czy przeciwnowotworowe, ale réwniez wptywaja na
przebieg wielu choréb o podtozu immunologicznym, takich jak zapalenie stawdw, zapalenie
nerek, zapalenie blony naczyniowej oka czy szoku wywotanego endotoksynami. W artykule
omdwiono analogi i koniugaty adenozyny o potencjalnych wtadciwosciach biologicznych, w
tym przeciwwirusowych i przeciwnowotworowych.
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Summary

Adenosine is an endogenous purine nucleoside that plays an important role in many bioche-
mical processes. It acts through the four types of adenosine receptors: A , A ,, A, A, which are
located i.a. in the immune, nervous, circulatory, respiratory or urinary system. Adenosine is
used as an antiarrhythmic agent in the treatment of paroxysmal supraventricular tachycardia.
However, due to a very short blood half-time other clinical applications are limited. In order
to overcome this obstacle many analogues and conjugates of adenosine with better pharma-
cokinetic properties have been synthesized. Some of them have been successfully registered
as drugs, but there is still a big number of adenosine analogues in clinical trials or preclinical
studies. Synthesized compounds demonstrate not only antiarrhytmic, antinociceptive, anti-
dibetic, antiphlogistic or antiviral actions but also influence the course of immune diseases,
such as rheumatoid arthritis, nephritis, uveitis or endotoxin shock. This article is focused on
novel adenosine analogues and conjugates with potential biological properties.

adenosine - adenosine analogues - adenosine conjugates - biological activity - purine nucleosides
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WPROWADZENIE

nozyna; ADP - adenozyno-5"-difosforan; AIF — czynnik indukujacy apoptoze (apoptosis inducing
factor); ATP - adenozyno-5'-trifosforan; AMP - adenozyno-5-monofosforan; Ap,A - pigciofosforan
diadenozyny; dAMP - 2'-deoksyadenozyno-5-monofosforan; cADPR - cykliczne adenozyno-5'-difos-
foranorybozo analogi; 2-CdA - kladrybina, 2-chloro-2'-deoksyadenozyna; dCF — pentostatyna, 2'-de-
oksykoformycyna; CGS 21680 - 2-p-(2-karbonyloetylo)fenetyloamino-5"-N-etylokarboksamidoade-
nozyna; CPA - Né-cyklopentyloadenozyna; dAdo - 2'-deoksyadenozyna; dATP - 2'-deoksyadenozyno
trifosforan; DNA - kwas 2'-deoksyrybonukleinowy; DP - dipirydamol; GC/MS-SIM - chromatografia
gazowa potaczona ze spektrometrig masowa w trybie selektywnego monitorowania jonéw; GPCR -
receptory sprzezone z biatkami G (G protein-coupled receptors); HCV - wirus zapalenia watroby typu
G ENT - réwnowagowe transportery nukleozydéw (equilibrative nucleoside transporters); hENT
— ludzkie rownowagowe transportery nukleozydéw (human equilibrative nucleoside transporter);
HIV - ludzki wirus niedoboru odpornosciowego (human immunodeficiency virus); HPLC — wysoko-
sprawna chromatografia cieczowa; IB-MECA - N®-(3-jodobenzylo)adenozyno-5"-N-metylouronamid;
IL10 - interleukina 10; Jurkat — ludzka linia nowotworowa powstata z komoérek limfoblastoidalnych
T; JTC - komorki limfocytow T linii Jurkat (Jurkat T cells); NBMPR - nitrobenzylomerkaptopuryna;
NBTI - nitrobenzylotioinozyna; pnp-TMP - ester p-nitrofenylowy 5'-monofosforanu tymidyny; NPP
- pirofosfataza/fosfodiesteraza nukleotydowa (nucleotide pyrophosphatase/ phosphodiesterase);
NTPDaza - fosfohydrolaza di- i trifosfonukleozyddw (nucleotide triphosphate diphosphohydrolase);
8MDP-fluor - 2-dietanoloamino-4,8-diheptametyleneimino-2-(N-amino-etylo-N-etanoloamino)-6-(N
,N-dietanoloamino)pirymidol5,4-d]pirymidino-fluoresceiny; 8-okso-dG - 8-okso-2'-deoksyguanozy-
na; PGE2 - prostaglandyna E2; PNA - analogi nukleozydéw purynowych; RA - receptory adenozyny;
RNA - kwas rybonukleinowy; ROCK - Rho-kinaza; RSV - syncytialny wirus oddechowy (human
respiratory syncytial virus); SAENTA — 5’-S-(2-aminoetylo)-6-N-(4-nitrobenzylo)-5'-tioadenozyna;
SUH - homogenat jaj jezowca (sea urchin egg homogenate); TIL - limfocyty T naciekajace nowotwor
(tumor-infiltrating lymphocytes).

Adenozyna (1) jest endogennym nukleozydem purynowym
zbudowanym z reszty adeniny i rybozy potaczonych wig-
zaniem B-N°-glikozydowym (ryc. 1). Odgrywa wazna role
w ludzkim organizmie wplywajac na wiele proceséw bio-
chemicznych, np. transport energii (ATP i ADP), przekazy-
wanie informacji genetycznej (sktadnik RNA), jako neuro-
przekaznik hamujacy w osrodkowym uktadzie nerwowym,
a takze uczestniczy w reakcjach metylacji jako S-adenozy-
lometionina [37]. Przylaczenie grupy fosforanowej do ADP
oraz jej odlaczenie od powstatej czasteczki ATP stanowi
wazny uktad w reakcjach fosforylacji katalizowanych en-
zymatycznie. ADP moze by¢ dalej hydrolizowany do AMP
i nieorganicznego fosforanu z uwolnieniem energii.

Adenozyna dziata na wiele uktaddéw, takich jak naczynio-
wo-sercowy, moczowo-plciowy, immunologiczny, nerwowy
czy oddechowy, poprzez wigzanie si¢ z receptorami ade-

nozyny: A, A,,, A, i A, zlokalizowanymi na powierzchni

komérek [20,42,43]. Receptory adenozyny (RA) naleza do
najwiekszej i najbardziej zréznicowanej rodziny recepto-
réw, tzw. receptordw sprzezonych z biatkami G (GPCR) od-
powiedzialnych za przekazywanie sygnaléw do wnetrza
komérki. Uczestniczg one w przekazywaniu informacji
przez zewngtrzkomdrkowe czasteczki sygnatowe: hormo-
ny, przekazniki neuronalne, biatka, peptydy, aminy, lipidy,
nukleotydy czy pochodne aminokwaséw i kwaséw ttusz-
czowych [49]. W odpowiedzi na zwigzanie adenozyny re-
ceptory te kontrolujg odczuwanie bélu, reguluja przeptyw
krwi przez mézg, wptywaja na sen, a takze na funkcje odde-
chowe. Waznym aspektem dziatania adenozyny jest wptyw
na uktad odpornos$ciowy nie tylko stymulujaco, ale réwniez
immunosupresyjnie. Metabolizm zewngtrzkomdrkowych
nukleotydéw jest waznym elementem regulacji aktywno-
$ci uktadu odpornosciowego. ATP na zewnatrz komérki
ma silne wlasciwosci immunoregulacyjne. Opisane bada-
nia udowodnity, ze komérki Toeq rozktadajg ATP dzieki eks-

1190



Samsel M. i wsp. — Adenozyna, jej analogi i koniugaty

CO ,
NHz N 0
N B
N Cl
4
<NfN\/ N/ )=N I
o N, )NH A\
0 —N
NH N o N>\_/27NH
HO OH 0 P
OH OH . P -
Tecadznoson CI-IB-MECA HO  OH
4
ZR 1121
I/-< >0— ~
NH 0
) N )I NZE SN
</ | /) 0 k\ | \>
HO NTON ){ 0 N7 TN
© 0 S/\/ 0
S/\/0
OH OH OH OH O o
5 6 7
MDL73811

Ryc. 1. Przykfady analogéw adenozyny

presji na swojej powierzchni enzyméw: 1-hydrolazy tri-
fosforano nukleotydéw (CD39) oraz ekto-5"-nukleotydazy
(CD73). Pierwszy z tych enzymdéw rozktada ATP do AMP i
adenozyny, a drugi do adenozyny. Oba produkty, a przede
wszystkim adenozyna, sg zdolne do niezwykle silnego za-
hamowania odpowiedzi odpornosciowej poprzez dziatanie
natyp 1A,, receptora adenozyny, ktéry wystepuje na po-
wierzchni aktywowanych limfocytéw efektorowych i pa-
mieci [4,10]. Adenozyna przez dziatanie na receptory A, i
A, zapobiega takze prezentacji antygendw przez komorki
dendrytyczne hamujac ich dojrzewanie [3]. Badanie mole-
kularnych mechanizméw regulacji biosyntezy, np. recep-
tora A,,, ma duze znaczenie w poznaniu funkcjonowania
mdézgu, mechanizméw powstawania réznorodnych scho-
rzen neurologicznych oraz w leczeniu choroby Parkinso-
na [15]. Z kolei receptor A, okazat sie obiecujgcym celem
molekularnym do rozwoju nowych terapeutycznych czyn-
nikéw przeciwnowotworowych i przeciwzapalnych oraz
stosowanych w leczeniu astmy, niedokrwieniu czy jaskrze
[21]. Adenozyna dziata takze przeciwbdlowo w nocycepcji
(proces rozpoznawania uszkodzenia tkanek wywotanego
przez bodZce mechaniczne, termiczne lub chemiczne; in-
formacja o uszkodzeniu jest przekazywana do o$rodkowego
uktadu nerwowego) i tagodzi objawy bélu neuropatycznego
przy uszkodzeniu nerwu u gryzoni. U ludzi wykazano, ze
adenozyna podana dozylnie dziata przeciwbdlowo w bélu
pooperacyjnym i neuropatycznym [28].

W pracy zwrdcono uwage na niedawno opisane analogi
i koniugaty adenozyny o potencjalnych wtadciwosciach
farmakologicznych.

ANALOGI ADENOZYNY

Wiele zwiazkéw dziatajacych na RA i bedacych analoga-
mi adenozyny zostato zakwalifikowanych do badan kli-
nicznych. AgonistaRA A, tecadenoson (2), znajduje sie w
111 fazie badan klinicznych w zapobieganiu napadowego
czestoskurczu nadkomorowego i II fazie badat w lecze-
niu migotania przedsionkéw [5]. Agonista receptora A,,
Cl-IB-MECA (3), ktérego dziatanie wykazano na zwierze-
cych modelach reumatoidalnego zapalenia stawéw oraz
innych autoimmunologicznych dolegliwo$ciach, znajduje
sie w II fazie badan klinicznych. Agonista tego receptora
jest takze ZR 1121 (4) o podobnej aktywnosci, ale okoto
100 razy wiekszej selektywnosci w stosunku do recepto-
réw A,/A, (ryc. 1) [55]. Innymi obiecujacymi analogami
adenozyny o potencjalnym zastosowaniu w lecznictwie sg
zwigzki 5-7, badane w kierunku leczeniu toksoplazmozy
(5), $piaczki afrykanskiej (MDL73811, 6) czy wirusowego
zapalenia watroby typu C (7) (ryc. 1) [43].

Jednym z zagrozeti epidemiologicznych ostatnich lat jest
wirusowe zapalenie watroby typu C. Duza zmienno$¢ wi-
rusa utrudnia prace nad szczepionka, a stosowane leki nie
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Ryc. 3 Analogi adenozyny o potencjalnej

sg wystarczajaco skuteczne.

aktywnosci przeciwwirusowej

W leczeniu podawany jest

natywny interferon alfa (powstaly w wyniku stymulacji
ludzkich leukocytéw), rekombinowany (otrzymany me-
todami inzynierii genetycznej) i pegylowany (potaczony
z glikolem polietylenowym, zmniejszajac jego wydalanie

przez nerki) oraz rybawiryna,

lek przeciwwirusowy stoso-

wany z interferonem [13]. W ostatnich latach prowadzone
sg intensywne badania nad opracowaniem nowych lekéw

przeciw zakazeniu HCV.

W badaniach klinicznych znajduje sie m.in. analog ury-
dyny PSI17977 (8) rozwazany jako nukleozydowy inhibitor
I generacji oraz 3’,5’-cykliczny fosforan PSI-938 (9) o du-
zej aktywnosci anty-HCV (ryc. 2) [46,54]. Gadthula i wsp.
otrzymali pochodng cyklopropylo-spirokarbocykliczng
adenozyny (10) (ryc. 2) wykazujgca znaczacg aktywno$é

przeciw HCV [12].

Stwierdzono, ze 2’-b-C-(hydroksymetylo)adenozyna (11)
(ryc. 3) wykazuje duza aktywno$¢ anty-HCV. Zastapienie
grupy hydroksylowej innym podstawnikiem nie miato
wplywu na aktywno$é 2’-b-C-metyloadenozyny (12) [52].
Otrzymano takze 3’-C-(hydroksymetylo)-podstawione nu-

kleozydy, badania sa w toku

[34]. Zsyntetyzowano wiele

nukleozydowych analogéw z podstawnikiem C-(hydroksy-
metylowym) o potencjalnej antywirusowej aktywnosci, np.
Chavain i Herdewijn otrzymali 2’-deoksy-2’-a-C-(hydrok-

symetylo)adenozyne (13) (ryc. 3), ktdéra testowali przeciw
HCV, HIV i RSV jednak bez znaczacego sukcesu [7].

Wigzania -N-glikozydowe w nukleozydach i nukleotydach
moga wystepowaé w dwéch konformacjach, syn i anty. W
naturalnych nukleozydach dominuje konformacja anty,
poniewaz syn jest niekorzystna energetycznie. Lee i wsp.
opisali analogi adenozyny 14a i 14b (ryc. 4) jako poten-
cjalne ligandy receptora A, [26]. Nie wykazaty one jednak
znaczacego powinowactwa do receptora A, wskazujac, ze

OH OH

14a: R=H
14b: R=Me

Ryc. 4 Struktura potencjalnych ligandéw receptora A3
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powstanie zbyt wielu konformacji spowodowanych swo-
bodna rotacja indukuje niekorzystne interakcje z miejscami
wigzania z receptorem.

Eliahu i wsp. zaprojektowali diadenozyno-polifosfono-
we analogi 15a-d jako potencjalne inhibitory NPP (ryc.

5) [11]. Aktywno$¢ tych enzyméw wptywa na regulacje
mineralizacji ko$ci, réznicowanie komérek, a ekspresja
NPP3 zwigzana jest z powstawaniem nowotworu i jego
przerzutami. Pochodne 15e opisano wczes$niej, zawie-
raja one fosfonowa i/lub boranofosfonowa grupe i/lub
w pozycji 2’-H zamiast grupy 2’-OH. W poréwnaniu do

NH2 NH,
N
k T B R R ¢T )
o =
P _BP| ¥ S Ep o. N>y
\\/ N0 X Yo Yo X Yo
yL . @ @ |HE L ®
v OH HO Y
15a-e
15a: Y=0H; X=CH,, n=1
15b: Y=H; X=CHy, n=1
15¢: Y=0H; X=CH,, n=0
15d: Y=H; X=CHy, n=0
15e: Y=0H; X=0, n=1
Ryc. 5 Struktura potencjalnych inhibitoréw NPP
OC&i
Rs 3 Rs
/
HN
Nf%
N
¢ HO /'\ J
HO NS PR HO
R
R !
OH OH Or o OH
16a-n 17a-c 18a,b
16a: Ry=H; Ry=H, Ry=OH 17a: Ry=H; Ry=H 18a: R3=OH
16b: Ry=H; Ry=H, R3=OCHj 17b: R4=CHg; R,=H 18b: Ry=NH,
’ , 17c: R1=CH3; R>=NH,

16¢: R4=H; R;=NH,, R3=OH
16d: R1=H; R2=NH2, R3=OCH3
16e: R1:H; R2:H, R3:NH2

16f: R4=H; R,=Cl, R3=NH,

169 R1=H; R2=NHNH2, R3=NH2
16h: R1:H; R2:NH2, R3:NH2
16i: R1=CH3; R2=H, R3=OH

16] R1=CH3; R2=H, R3=OCH3
16k: R1=CH3; R2=NH2, R3=OH
16l: R1:CH3; RZZNHz, R3:OCH3
16m: R1=CH3; R2=H, R3=NH2
16n: R1:CH3; R2:NH2, R3:NH2

Ryc. 6 Pochodne AS-aminopuryno-9-B-D-rybonukleotydéw o badanej aktywnosci antyproliferacyjnej
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ATP nie byly one hydrolizowane przez ludzkie NTPDa-
zyl, -2, -3 1 -8 (< 5% hydrolizy) oraz przez ekto-5’-nu-
kleotydaze, w matym stopniu ulegaty hydrolizie przez
NPP1 i 3 (= 13%) [31]. Nie wplywaly tez na aktywno$¢
NTPD-azyl i -8, a 15a i 15b nie hamowaly ekto-5’-nu-
kleotydazy. Otrzymane analogi znaczaco redukowaty
poziom hydrolizy pnp-TMP, swoistego substratu NPP,
zaréwno komérek linii miesaka kosciopochodnego jak
i raka okreznicy. Zwiazek 15b jest pierwszym opisanym
swoistym inhibitorem NPP i moze mie¢ potencjalne za-
stosowanie w opracowaniu terapii nowotwordw, prze-
rzutdéw czy artretyzmu.

Cappellacci i wsp. otrzymali serie N®-aminopuryno-9-
B-D-rybonukleotydéw i rybozomodyfikowanych 3’-C-
-metylo analogéw podstawionych w pozycji N° grupami:
hydroksylowa, metoksylowa, aminowg oraz w pozycji
C2(N°) (ryc. 6), ktére byly testowane na liniach komdr-
kowych ludzkiej biataczki, nowotworu macicy, jelita oraz
piersi [6]. N°-hydrazyno-9-B-D-rybofuranozylopuryna
(16e) wykazata najlepsza antyproliferacyjng aktyw-
nos$¢ w niewielkich mikromolarnych lub submikromo-
larnych stezeniach na wszystkich testowanych liniach.
Wykazano, ze aktywno$¢ tego nukleozydu jest czescio-
wo zwigzana z hamowaniem reduktazy rybonukleoty-

dowej. Modyfikacja pozycji C2 lub 3’-C - metylowanie w
N podstawionych analogach adenozyny prowadzi do
obnizenia, a nawet utraty aktywnos$ci.

Ottria i wsp. opisali aktywno$¢ cytotoksyczna in vitro ana-
logéw Né-alkilo-adenozyny (19a-n) (ryc. 7) [32]. Zwiazki te
sg pochodnymi znanej cytokininy izopentenyloadenozy-
ny (190) wystepujacej nie tylko w ro$linach, ale réwniez
w komérkach zwierzecych. Badano ich antyproliferacyjna
aktywnos¢ na komdrkach nowotworowych T24 pecherza.
Okazalo sie, ze niektére z nich wykazuja antyproliferacyj-
na aktywno$¢, ale nie wptywaja na inwazje komérek i ak-
tywno$¢ metaloproteaz macierzy zewnatrzkomdrkowe;j.
Proteoliza sktadnikéw macierzy zewnatrzkomdrkowej jest
waznym procesem zachodzacym w czasie inwazji nowo-
tworu na otaczajacg tkanke i w procesie przerzutéw. Odno-
szac sie do wynikéw badati zasugerowano, ze mechanizm
dziatania pochodnych izopentyloadenozyny jest zwigzany
z wplywem na proces replikacji DNA.

Poszukujgc nowych potencjalnych lekéw przeciwwiruso-
wych i przeciwnowotworowych opisano nukleozydowe
analogi, w ktérych modyfikowano strukture cukru [19].
Yu i Carlsen otrzymali benzoilowe analogi adenozyny za-
wierajgce pierscieri 1,4-dioksanowy (20 i 21) (ryc. 8) oraz
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Ryc. 8 Nukleozydowe analogi o zmodyfikowanej strukturze cukru

zsyntetyzowali odpowiednie uracylo-adeninowe dinukle-
otydy (22) [53].

Cykliczne adenozyno-5’-difosforanorybozo analogi
(cADPR) (23a-h) (ryc. 9) badano na aktywno$¢ uwalniania
jonéw wapnia Ca?*w testach SUH iJTC [30]. cADPR indukuje
uwalnianie jonéw Ca?, ktére uczestnicza w wielu waznych
procesach, m.in. sekrecji insuliny, migracji komérek, regu-
lacji cyklu komérkowego czy przekazywaniu sygnatu przez
tlenek azotu [50]. Badania wykazaly, ze aktywno$¢ analo-
géw cADPR zalezy $cisle od konformacji rybozy. Zwiazki o
konformacji C2’endo/syn wykazuja agonistyczna lub anta-
gonistyczng aktywnos¢, a zwigzki w konformacji C3’endo
sa nieaktywne badZ wykazuja cechy stabych agonistéw.
Zasada ta odnosi sie jedynie do SUH.

W chorobach nowotworowych proces transformacji no-
wotworowej komoérki zwiazany jest z dzialaniem czyn-
nikéw wywotujacych mutacje. Jedng z bezposrednich
przyczyn powstawania mutacji jest 8-okso-2’-deoksygu-
anozyna (8-okso-dG) powstajaca w DNA pod wptywem
czynnikéw oksydacyjnych (rodnik hydroksylowy, tlen
singletowy czy wzbudzone fotouczulacze). W wielu pra-
cach przedstawiono podwyzszone stezenie 8-okso-dG w
DNA réznych komérek nowotworowych [17,24]. 8-Okso-
-dG jest najcze$ciej uzywanym markerem uszkodzen
oksydacyjnych DNA, oznaczanym zaréwno w DNA jak i
w moczu, z ktérym jest wydalana z ustroju jako produkt
naprawy DNA. Do oznaczania §ladowych ilo$ci 8-okso-
-dG w preparatach DNA stosuje sie HPLC oraz GC/MS-
-SIM, rzadziej do detekcji 8-oksyguaniny w DNA stosu-

je sie techniki immunologiczne [14,40,44]. Opracowano
réwniez po$rednie metody oznaczania ilosci 8-oksogu-
aniny w DNA z uzyciem Fapy-DNA glikozydazy; opisano
wykrywanie 8-okso-dG metoda fluorescencyjna [9,51].
Selektywna detekcja 8-okso-dG w DNA bez chemicznej
czy enzymatycznej ingerencji jest cennym narzedziem
w badaniach genetycznych. Taniguchi i wsp. zaprojekto-
wali i zsyntetyzowali nienaturalne nukleozydowe analogi,
pochodne adenozyno-1,3-diazafenoksazyny (Adap) (28)
(ryc. 10) w celu selektywnego rozpoznawania 8-okso-dG
w DNA [48]. Badania te wykazaty, ze Adap ma duze selek-
tywnie stabilizujace dziatanie w dupleksie zawierajacym
pare zasad Adap-8-okso-dG. Dlatego fluorescencyjne wta-
$ciwosci Adap mogg by¢ wykorzystane do selektywnej
identyfikacji 8-okso-dG w dupleksie DNA. Przedstawiono
chemiczng synteze oligonukleotydéw Adap-8-okso-dG
z uzyciem automatycznego syntetyzatora DNA. Jest to
pierwsze doniesienie opisujace nienaturalne nukleozydy
o duzej selektywnosci w stosunku do 8-okso-dG w DNA.

Nukleozydy i ich analogi przemieszczaja sie przez btony
plazmatyczne dzieki specyficznym biatkom, tzw. transpor-
terom nukleozydowym. Mozemy wyrdzni¢ transport bier-
ny no$nikowy (sodium-independent equilibrative nucleosi-
de transport) albo transport Na*-zalezny droga aktywnego
symportu z jonami sodu (sodium-dependent concentrati-
ve nucleoside transport) [35]. Transportery Na‘-niezalez-
ne przemieszczaja nukleozydy przez btone komérkowa w
obu kierunkach na zasadzie dyfuzji zgodnie z gradientem
stezen. Zidentyfikowano cztery transportery nalezace do
systemu Na*—niezaleinego: ENT1, ENT2, ENT3 oraz ENT4.
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Ryc. 11 Struktura zwigzkéw uzywanych do monitorowania inhibicji ENT1 lub ENT2

Transportery ENT1 i ENT3 zostaty zaliczone do systemu es
(equilibrative-sensitive) na podstawie wrazliwo$ci na NBTI
i ich selektywnosci substratowej. Natomiast ENT2, ktéry
nie jest hamowany przez ten inhibitor, nalezy do systemu ei
(equilibrative-insensitive) [35]. Wszystkie izoformy trans-
portuja adenozyne wykazujgc znaczne réznice w transpor-
cie innych nukleozydéw. Transportery ENT ulegaja potran-
slacyjnej modyfikacji przez glikozylacje. hENT1 ma jedno
miejsce glikozylacji, natomiast hENT2 dwa. Brak glikozy-
lacji zmienia wrazliwo$¢ transportera hENT1 na inhibicje
przez NBTI i zwiazki rozszerzajace naczynia wieticowe, np.
dipirydamol, dilazep. W przypadku hENT2 N-glikozylacja
nie ma wptywu na kinetyke transportu nukleozyddw, ale
jest niezbedna do wladciwego umieszczenia tego biatka w
blonie plazmatycznej [35].

Lin i Buolamwini zaprojektowali, zsyntetyzowali i prze-
badali koniugaty 8MDP-fluor (29) (ryc. 11) jako nowe flu-

orescencyjne sondy réwnowagowych transporteréw nu-
kleozydéw do monitorowania inhibicji ENT1 i ENT2 [27].
Zdolno$¢ wigzania 8MDP-fluor (29) przez ETN1 i ENT2
tego inhibitora wynosi odpowiednio K, 52,1 nM i 285 nM
(K, = warto$¢ statej inhibicji). Koniugaty 8MDP-fluor z
powodzeniem moga by¢ uzyte jako sondy w analizie cy-
tometrycznej dla ENT1w poréwnaniu do 5-(SAENTA)-X8-
-fluoresceina (SAENTA-fluor, SF) (30) oraz NBMPR (31).
Wezeéniej autorzy zsyntetyzowali serie analogéw dipi-
rydamoli (DP, 32) i na podstawie analizy struktura-ak-
tywno$¢ wyselekcjonowali zwigzek 33 (8MDP) (ryc. 11),
dla ktérego K, wynosita odpowiednio 14,5 nM i 308 nM
przeciw hENT1 i hENT2 [27]. Zwiazki te (§MDP-fluor, 29)
sg pierwsza fluorescencyjna sonda na bazie dipirydamolu
dla ENT1, a mozliwe, ze réwniez dla ENT2.

Hofer i wsp. opisali role agonistéw receptoréw adenozy-
ny w regulowaniu hemopoezy [16]. Poréwnano trzy syn-
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tetyczne analogi adenozyny: CPA, CGS 21680 i IB-MECA.
Okazato sie, ze stymulacyjne efekty hemopoezy IB-MECA,
selektywnego agonisty receptora adenozyny A,, suge-
ruja mozliwo$¢ zastosowania go w klinicznej praktyce
hematologicznej jako sposéb farmakologicznego trakto-
wania mielosupresji (zmniejszenia liczby komdrek szpiku
kostnego) o réznej etiologii. Obecne badania wskazujg
na mozliwo$¢ terapeutycznego zastosowania IB-MECA
nie tylko w mielosupres;ji, ale wykazuje on réwniez dzia-
tanie przeciwnowotworowe, kardioprotekcyjne, neuro-
protekcyjne i przeciwzapalne. Zwigzek ten znajduje sie
w 11 fazie badati klinicznych reumatoidalnego zapalenia
stawdw [45].

Analogi nukleozydéw purynowych (PNA), np. fludara-
bina (34), kladrybina (2-chloro-2’-deoksyadenozyna,
2-CdA, 35) czy pentostatyna (2’-deoksykoformycyna,
dCF, 36) (ryc. 12) sa stosowane w leczeniu chorych z
nowotworami uktadu krwiotwérczego [25]. Johnston

opisat mechanizm dziatania pentostatyny i kladrybiny
na biataczke wtochatokomérkowa (hairy cell leukemia),
ktéra charakteryzuje sie splenomegalia, pancytopenia
i reaktywnym widknieniem szpiku [24]. Mechanizm
dzialania tych lekéw nie jest jeszcze doktadnie poznany
inaten temat wysuwane sa rézne hipotezy. Wiadomo,
ze w komérkach proliferujacych, cytotoksyczno$é PNA
zwigzana jest gtéwnie z zahamowaniem syntezy deok-
synukleotydéw, podstawowych w procesie replikacji i
naprawy DNA. PNA sa inhibitorami ludzkich polimeraz
DNA zaburzajac przekazywanie informacji genetycznej.
Zaburzenia réwnowagi deoksynukleotydéw powoduja
aktywacje endonukleaz i powstawanie dwuniciowych
peknie¢ DNA prowadzgc do apoptozy, ktéra przebiega
w sposéb mitochondrialny i jest aktywowana przez
biatko p53 oraz biatka z rodziny bcl-2. Nalezy réwniez
bra¢ pod uwage mechanizm oparty na indukcji apop-
tozy niezaleznej od kaspaz, z udziatem czynnika mito-
chondrialnego AIF [41,42]. dCF jest silnym inhibitorem
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Ryc. 13 Przykfady koniugatow adenozyny

ADA i po jego podaniu stwierdzono kumulacje dAdo i
Ado w plazmie. dAdo jest fosforylowany przez kinaze
deoksycytydyny w limfocytach do dAMP, ktéry nastep-
nie jest przeksztatcany do dATP. Natomiast 2-CdA jest

odporna na degradacje przez ADA i kumulowana jest w
limfocytach jako CAATP. Oba dATP i CAATP prowadza do
peknieé (uszkodzer)) DNA w limfocytach, czego rezulta-
tem jest aktywacja biatka p53, uwalnianie cytochromu
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¢ z mitochondrii i apoptoza. U niektdérych pacjentéw z
mutacja biatka p53 indukcja nekrozy przez aktywacje
polimerazy poly(ADPryboza) moze odgrywaé wazng
role w aktywno$ci tych analogéw.

Coombs i wsp. opisali analogi adenozyny jako potencjalne
modyfikatory zapobiegajace i/lub leczace infekcje w wy-
niku modulowaniu funkcji receptoréw Toll-podobnych,
ich podstawowych mechanizmdw i translacji oportuni-
stycznych [38].

Su badat odczulenie receptoréw i hamowanie efektéw
supresyjnych prostaglandyny E2 (PGE2) i adenozyny na
aktywno$¢ cytotoksyczng limfocytéw T, naciekajacych
nowotwdr (tumor-infiltrating lymphocytes, TIL) wobec
komdérek ludzkiego czerniaka [47]. W badaniach wyko-
rzystano pochodna adenozyny, 2-chloroadenozyne, ze
wzgledu na jej odporno$é na dziatanie ADA. Indukowanie
opornosci TIL na supresyjne dziatanie PGE2 i adenozyny
w nowotworowych komdrkach jest obecnie nowg strate-
gia adoptywnej immunoterapii.

Jednym z analogéw purynowych jest klofarabina sto-
sowana w leczeniu nawrotowej ostrej biataczki limfo-
blastycznej. Po dotarciu do komérek docelowych ulega
ona sekwencyjnej fosforylacji za posrednictwem ki-
naz wewnatrzkomérkowych do mono- i difosforanéw
oraz aktywnego 5’-trifosforanu. Klofarabina wykazuje
duze powinowactwo do kinazy deoksycytydynowej oraz
wieksza oporno$é na rozktad w koméree przez deami-
naze adenozynowg i mniejsza podatnos$¢ na rozpad fos-
forolityczny. Powinowactwo klofarabiny trifosforanu
do polimerazy DNA« i reduktazy rybonukleotydowej
jest podobne lub wieksze niz 2’-deoksyadenozyno tri-
fosforanu. Aye i Stubbe opisali klofarabiny 5°-di i tri-
fosforan (37) (ryc. 12) hamujacy ludzka reduktaze ry-
bonukleotydowg poprzez zmiane jej czwartorzedowej
struktury [1]. Jest to pierwszy przyktad heksameryzacji
alfa indukowanej przez analog difosforanu nukleozy-
du, ktéry odwracalnie wiaze sie do aktywnej strony
enzymu.

KoNuGaTy ADENOZYNY

Waznym uzupelnieniem stosowanych chemioterapeuty-
kéw sa polaczenia oparte na makroczasteczkach. Swiad-
czy o tym kilka dostepnych na rynku koniugatéw nosnik-
-biatko oraz rosngca liczba znajdujacych sie w badaniach
klinicznych koniugatéw nosnik-lek. W ten nurt badan
wpisuje sie réwniez synteza koniugatéw adenozyny, ktére
stanowia nowy kierunek w poszukiwaniu lekéw o wzmoc-
nionym dziataniu.

W celu uzyskania zwigzku o wzmocnionym dziataniu
kardioprotekcyjnym w stanach niedokrwiennych serca
otrzymano koniugat zbudowany z agonisty receptora ade-
nozyny A, (pochodnej IB-MECA) i receptora A, (pochod-
nej ADAC) (ryc. 13) [22]. Dwie pochodne zostaty potaczo-
ne poprzez grupe tiomocznikowi, a powstalty podwéjny
agonista aktywowat jednoczesnie receptory A, oraz A,

wywotujgc silny efekt kardioprotekcyjny. Zastosowano
zakres stezen, przy ktérym reagowaly tylko miocyty z
oboma typami receptoréw. Wyniki badan wskazuja, ze
koniugat dziata synergistycznie.

Kinazy proteinowe wpltywajg m.in. na regulacje dynamiki
cytoszkieletu aktynowego, Rho-kinaze (ROCK) powodu-
jac formowanie sie wiékien aktyny. Nadmierna aktywa-
cja ROCK skutkuje wzrostem ci$nienia oraz zaburzenia-
mi sercowo-naczyniowymi. Mozliwo$¢ hamowania kinaz
proteinowych ma nowy inhibitor, koniugat adenozyny z
oligoargining ARC-341 (39) (ryc. 13) [39]. Oddzialuje on
jednocze$nie z miejscem wigzania ATP oraz substratu ki-
nazy. ARC-341 skutecznie hamowat ROCK, nie wykazywat
cytotoksycznosci i wstrzymywal zmiany w organizacji
cytoszkieletu aktynowego.

Polaczenie pochodnej adenozyny z pochodng fentanylu
dato zwigzek o wtasciwosciach antagonistycznych w sto-
sunku do receptoréw adenozyny A, oraz opioidowego m
(40) (ryc. 13) [29]. Powinowactwo do receptoréw byto nie-
wielkie, ale wystarczajgce do wywotania efektu biologicz-
nego w rozsadnych dawkach. Koniugat ten moze znalez¢
zastosowanie w zapobieganiu obnizenia ci$nienia krwi w
czasie szoku septycznego, a takze w terapii zwigzanej z
odstawieniem narkotykéw.

Inhibitory dehydrogenazy monofosforanu inozyny maja
zastosowanie m.in. jako leki immunosupresyjne oraz
potencjalne zwiazki przeciwnowotworowe [8,36]. Chen
i wsp. opisali koniugat powstaly z potgczenia adenozyny
z pochodna alkoholu mykofenolowego tacznikiem bisfos-
foranowym (41) (ryc. 13) [8]. Nasladuje on budowa dinu-
kleotyd nikotynamidoadeninowy, ale nie ma zdolnosci
do przenoszenia wodoru. Oprécz wlasciwo$ci immunosu-
presyjnych byt badany jako potencjalny czynnik przeciw
ludzkiej biataczce [33].

Potaczenia pochodnych adenozyny z klasterem boru zo-
staty zaproponowane jako potencjalne modulatory aktyw-
nosci neutrofilii [2]. Adenozyna modyfikowana w pozycji
2'-C oraz N® para-karboranowym klasterem (C2B10H11)
efektywnie hamowata wytwarzanie reaktywnych form
tlenu przez aktywowane neutrofile. Wybrane koniugaty
wykazywaty duze powinowactwo do receptora A,, i moga
by¢ rozwazane jako nowy rodzaj zwigzkéw w badaniach
aktywnosci przeciwzapalnej.

Ze wzgledu na duze zapotrzebowanie na nowe leki prze-
ciwko HCV, oprécz wcze$niej wspomnianych w pracy
analogéw adenozyny, zsyntetyzowano koniugaty ade-
nozyny z kumaryna [18]. Czasteczka kumaryny modyfi-
kowana réznymi podstawnikami zostata przytaczona do
rybofuranozydu puryny w pozycji C8- poprzez tgcznik
-SCH,-. Siedem spo$rdd 26 otrzymanych koniugatéw
hamowato replikacje subgenomowego replikonu HCV w
linii komérkowej Huh 5-2. Najlepsze rezultaty uzyskano
dla zwigzkéw 42-44 (ryc. 14), ktérych EC,  odnoszace sie
do hamowania replikacji HCV wynosity odpowiednio
6,6, 5,5 oraz 5,9 uM.
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Ryc. 14 Struktura koniugatéw pochodnych adenozyny z kumaryna

PobsumowaNiE

Modyfikacje struktury adenozyny oraz jej potaczenia z in-
nymi czasteczkami pozwolito otrzymaé zwiazki o intere-
sujacych wlasciwosciach farmakologicznych. Wiele z nich
znalazlo sie w badaniach klinicznych, np. tecadenoson (2),
CI-IB-MECA (3) czy PS17977 (8) [5] . Pochodne adenozyny
wykazuja dziatanie przeciwwirusowe, stanowia nowy kie-
runek w leczeniu HCV [46,54]. Jako inhibitory enzyméw
NPP badane sg diadenozyno-polifosfonowe analogi (15a-
d), akinaz proteinowych koniugaty adenozyny z oligoar-

PismiennicTwo

gining [11,39]. Opisano aktywno$¢ cytotoksyczng analo-
géw adenozyny, m.in. wobec linii komérkowych ludzkiej
biataczki, nowotworu macicy, jelit, piersi, pecherza czy
uktadu krwiotwérczego [6,23,32]. Liczne zastosowania
pochodnych adenozyny, np. kardioprotekcyjne czy immu-
nomodulujace, wynikaja z ich oddziatywati z RA [22,55].

Ze wzgledu na przytoczone wlasciwosci analogéw i koniu-
gatéw adenozyny nadal poszukiwane sg nowe chemiczne
modyfikacje tego nukleozydu, co powinno sie przyczynié
do otrzymania waznych klinicznie zwigzkéw.
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