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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Aktynomycyna D jest znanym antybiotykiem z grupy aktynomycyn, wykazujacym duza aktyw-
no$¢ przeciwbakteryjna i przeciwnowotworowa. W 1954 r. zostata wprowadzona do leczenia
klinicznego jako lek przeciwnowotworowy, okazata si¢ efektywnym chemioterapeutykiem w le-
czeniu wielu rodzajéw nowotwordw. Stosowana jest réowniez szeroko jako uzyteczne narzedzie
w biochemii i biologii molekularnej. Do tej pory — wedlug internetowej bazy bibliograficzne;j
MEDLINE - ukazato si¢ ponad 3300 publikacji dotyczacych aktynomycyn, gtéwnie aktynomy-
cyny D, a niniejsza praca jest przegladem informacji dotyczacych pogladéw na temat mechani-
zmoOw dzialania tego zwiazku. W literaturze zaproponowano kilka mechanizméw dziatania ak-
tynomycyny D odpowiedzialnych za jej duza aktywnos¢ cytotoksyczng i przeciwnowotworowa,
zwigzanych z funkcjonowaniem DNA i prowadzacych do zahamowania syntezy RNA, a w kon-
sekwencji do zablokowania syntezy biatek. Dwa gléwne proponowane mechanizmy dziatania ak-
tynomycyny D to interkalacja zwiazku do DNA: pierscien fenoksazonowy zwiazku uklada sie
migdzy pary zasad w DNA o sekwencji GpC, a pierscienie laktonowe polipeptydéw zajmuja po-
zycj¢ w matym rowku helisy DNA. Drugim mechanizmem jest blokowanie przez aktynomycyne
D kompleksow rozszczepialnych topoizomerazy I i Il z DNA na zasadzie wnikania leku w struk-
tur¢ DNA w miejscu przylaczania si¢ topoizomerazy. Ponadto, powolna dysocjacja aktynomycy-
ny D z kompleksow z DNA, jej fotodynamiczne dziatanie i tworzenie wolnych rodnikéw, a takze
inne dziatania biochemiczne aktynomycyny D moga by¢, jak si¢ sugeruje, waznymi czynnikami
decydujacymi o aktywnosci biologicznej tego zwiazku. W literaturze nie ma przekonywajacych
dowodow, ktdre jednoznacznie wskazywalyby na jeden z przedstawionych mechanizméw dzia-
lania, jako gtéwny mechanizm odpowiedzialny za aktywnos¢ biologiczna aktynomycyny D.

aktynomycyna D * mechanizm dziatania * oddziatywanie z DNA - interkalacja
aktywnos¢ biologiczna

Summary

Actinomycin D is a well-known antibiotic of the actinomycin group that exhibits high antibacte-
rial and antitumor activity. Actinomycin D has been widely used in clinical practice since 1954 as
an anticancer drug for treating many tumors and it is also a useful tool in biochemistry and mole-
cular biology. According to the Internet bibliographic database — MEDLINE, actinomycins, and
mainly actinomycin D, have been the subject of about 3300 science papers so far, and this paper
is a review of the information concerning the mechanisms of action of actinomycin D. There are
several mechanisms of its action that are responsible for its cytotoxic and antitumor action, the-
se being associated with DNA functionality, leading to RNA and, consequently, protein synthe-
sis inhibition. The two main mechanisms are intercalation to DNA and the stabilization of cle-
avable complexes of topoisomerases I and II with DNA, in which a phenoxazone ring localizes
between GpC base pair sequence in DNA and polypeptide lactones rings occupy a position in
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the minor groove of the DNA helix or the drug penetrates to a place in the DNA structure whe-
re topoisomerase binds with DNA, respectively. Moreover, the slow dissociation of actinomycin
D from DNA complexes, its photodynamic activity and free radical formation, as well as other
biochemical effects of activity of actinomycin D may be, as suggested, important factors that in-
fluence the biological activity of this drug. In the literature not enough convincing evidence has
been proposed that could indicate one particular mechanism of action as responsible for the bio-

logical activity of actinomycin D.
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1. WprowADZENIE

Aktynomycyna D jako znany antybiotyk i zwiazek prze-
ciwnowotworowy jest od wielu dziesigcioleci przedmio-
tem zainteresowan wielu badaczy z dziedziny biochemii
i medycyny. Dotad, wedlug internetowej bazy bibliograficz-
nej MEDLINE, ukazato si¢ ponad 3300 publikacji z dany-
mi o aktynomycynach, a w szczeg6lnosci aktynomycynie
D. Jednakze, ostatnie prace przegladowe dotyczace akty-
nomycyny D ukazaty si¢ w latach 70 ub.w., stad zebranie
i podsumowanie informacji na temat mechanizméw dzia-
tania tego antybiotyku jest uzasadnione.

Czasteczka aktynomycyny D (ryc. 1) odkryta zostata przez
Waksmana i Woodruffa w 1940 r. w kulturach Actinomyces
antibioticus. Sktada si¢ z dwoch identycznych cyklicznych
taricuchéw pieciopeptydowych o i B zwiazanych z pierscie-
niem fenoksazonowym, a taricuch polipeptydowy tworza
kolejno nastgpujace aminokwasy: L-treonina (Thr), D-wa-
lina (D-Val), L-prolina (Pro), sarkozyna (Sar), L-metylo-
walina (MeVal). Grupa hydroksylowa L-treoniny bierze
udziat w wigzaniu estrowym z karboksylowa grupa L-me-
tylowaliny tworzac pierscienl laktonowy [33,52].

Tréjwymiarowa struktura czasteczki aktynomycyny D opi-
sana zostata bardzo szczegétowo przez Lacknera [47] i in-
nych badaczy [30,72]. Znaleziono trzy niezalezne struktury
aktynomycyny D, ktérych geometria jest prawie identyczna,
a nieznaczne réznice wynikaja z mozliwosci niewielkich
zmian konformacyjnych taiicuchéw peptydowych w obrg-
bie wiazania faczacego je z chromoforem, a to ma wplyw
na niewielkie zmiany w dtugosci wewnatrzczasteczkowych
wigzan wodorowych. Laricuch peptydowy o czasteczki ak-
tynomycyny D lezy powyzej, a faricuch B ponizej ptaszczy-
zny pierScienia fenoksazonu. Konformacja wiazan peptydo-
wych pomigdzy kolejnymi aminokwasami jest nastgpujaca:
trans pomig¢dzy L-treoning i D-walina, cis pomigdzy D-wa-
ling i L-proling, cis pomigdzy L-prolina i sarkozyng oraz

trans pomigdzy sarkozyna i L-metylowaling. Struktura ak-
tynomycyny D jest stabilizowana przez dwa silne wiaza-
nia wodorowe o dlugosciach okoto 3 A, taczace grupe NH
reszty D-waliny jednego z pierscieni peptydowych z kar-
bonylowym tlenem D-waliny drugiego z pierscieni pepty-
dowych [30,38,47,72,79]. Gdyby wszystkie wiazania pep-
tydowe w tadcuchach peptydowych aktynomycyny D byty
w konformacji {rans, tworzenie wewnatrzczasteczkowych
wiazai wodorowych bytoby niemozliwe [51]. Zadne inne
wigzania wodorowe nie stabilizuja struktury aktynomycy-
ny D, gdyz w resztach wszystkich innych aminokwaséw
grupy aminowe sg metylowane lub wchodza w sktad pier-
Scienia iminokwasu proliny.

2. WeaSciwosScl BIOLOGICZNE AKTYNOMYCYNY D

Aktynomycyna D okazata si¢ efektywnym chemioterapeu-
tykiem i w roku 1954 wprowadzono ja do leczenia jako lek
przeciwnowotworowy, stosowany zaréwno oddzielnie, jak
i z winkristyna, antracyklinami czy w potaczeniu z radio-
terapia [65]. Skuteczny w leczeniu raka Wilmsa, migsaka
Ewinga, neuroblastomy oraz nowotwordw trofoblastycz-
nych, przede wszystkim u dzieci [23,33]. Aktynomycyna
D stosowana jest rowniez jako narzedzie w badaniu wie-
lu proceséw komoérkowych, np. biosyntezy makromolekut
komoérkowych, transporcie RNA czy replikacji wiruséw
[33,36,52,99]. Ponadto, pochodna aktynomycyny D, 7-ami-
noaktynomycyna D, ze wzgledu na swoje silne wtasciwosci
fluorescencyjne, znalazta szerokie zastosowanie w bada-
niach cytochemicznych i cytometrycznych [64,73,82].

Aktynomycyna D przenika szybko przez btony komoérko-
we na zasadzie biernej dyfuzji i gromadzi si¢ selektywnie,
przede wszystkim w jadrach komérek ssakéw w okoto 91%,
podczas gdy w cytoplazmie w 5,5%, w mitochondriach
w 2,3%, a w mikrosomach w 1,2%. Ponadto, aktynomy-
cyna D wywotuje znaczne zmiany w jadrze i chromatynie,
tj. kondensacje jadra, segregacj¢ chromatyny i rozdziele-
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Ryc. 1. Wzor aktynomycyny D

nie jej komponentéw oraz wykazuje pewna tendencj¢ do
koncentracji w koricach chromosoméw i w poblizu cen-
tromeru [33,35,52,98].

Aktynomycyna D wywotuje, zalezne od czasu inkubacji
i dawki zwiazku, zmiany w cyklu komérkowym, zmniej-
szajac szybkos¢ przechodzenia komorek przez faze S i za-
trzymanie w fazie G, cyklu komérkowego [68]. Komorki
w fazie S i G, sa najbardziej wrazliwe, nawet na krétkie
dziatanie aktynomycyny D, co moze by¢ zwiazane z wpty-
wem tego zwiazku na dziatanie topoizomerazy II [97].

Aktynomycyna D jest induktorem apoptozy [32,44,59]
wywolujac ten proces w komérkach prawidiowych i no-
wotworowych, a takze w komérkach, ktére rzadko ulegaja
apoptozie [70]. Przypuszcza si¢, ze molekularny mecha-
nizm indukcji apoptozy przez aktynomycyne D, jest zalez-
ny od Sciezki prowadzacej do §mierci komorki, zwiazanej
z aktywacja biatka powierzchniowego FAS [31] lub jest
zwiazany z aktywacja $ciezki apoptotycznej JNK/SAPK
i zwigkszona ekspresja biatka Bax [44]. W komdrkach od-
powiedzi immunologicznej indukcja apoptozy przez ak-
tynomycyng D, jest prawdopodobnie zwigzana z ekspre-
sja antygenu powierzchniowego CD69 [56]. Dodatkowo,
obecnos¢ wewnatrzkomorkowego ATP jest niezbgdna do
indukcji apoptozy przez aktynomycyng D [20].

Nie ma korelacji pomigdzy cytotoksycznym dzialaniem ak-
tynomycyny D, a stgzeniem leku w tkance. Cytotoksycznos¢
zalezy bardziej od przedtuzonego zatrzymania antybiotyku
w komorcee, czyli od zdolnosci komorki do akumulowania
i przetrzymywania leku, a transport do komorki jest réz-
ny dla réznych rodzajéw nowotwordw i typéw komorek.
Komorki nowotworowe sg bardziej wrazliwe na dziatanie
aktynomycyny D od komérek prawidtowych, a nowotwory
wysigkowe sa lepiej hamowane przez aktynomycyng D niz
nowotwory lite, chociaz niektdére biataczki sag hamowane
tylko w niewielkim stopniu, a wiele nowotworéw jest nie-
wrazliwych na dziatanie aktynomycyny D [52,87].

Wiele linii komérkowych opornych na dziatanie aktyno-
mycyny D, wykazuje réwniez opornos¢ krzyzowa i/lub
opornos¢ wielolekowa na zwiazki, takie jak mitramycyna,
winblastyna, winkrystyna, daunomycyna, mitomycyna C
czy adriamycyna, bleomycyna, etopozyd i VM 26, ale nie
wykazuje opornosci krzyzowej na cisplatyne i metotrek-
sat. Jest to zwiazane z transportem przez btong komoérko-

wa 1 funkcjonowaniem oraz regulacja odpowiedzialnych
za ten transport glikoprotein, a przede wszystkim glikopro-
teiny P, co w przypadku komoérek opornych wiaze si¢ ze
zwigkszonym wypompowywaniem aktynomycyny D i in-
nych zwiazkéw z komérek [6,24,63].

3. MECHANIZMY DZIALANIA AKTYNOMYCYNY D

3.1. Niekowalencyjne wigzanie aktynomycyny D z DNA

Aktynomycyna D wiaze si¢ z podwéjna helisa DNA za-
réwno in vitro, jak 1 in vivo, tworzac odwracalne komplek-
sy. Z jednoniciowym DNA [37,89] lub RNA, z dwunicio-
wym RNA oraz z hybrydami DNA-RNA, aktynomycyna
D nie wiaze sig¢ wcale lub bardzo stabo [79,83,84], a swo-
istos$¢ wigzania aktynomycyny D do podwdjnej helisy DNA
jest prawdopodobnie spowodowana wymogami steryczny-
mi taiicuchéw peptydowych antybiotyku, rozpoznajacych
prawoskretng posta¢ B DNA [79]. Aktynomycyna D moze
sig¢ rowniez wiazaé z lewoskretng postacia Z DNA, ale kon-
formacja DNA w miejscu wiazania AMD ulega konwer-
sji do prawoskretnej [34,48,92]. Ponadto, aktynomycyna D
hamuje rozw6j DNA wiruséw, w przeciwienstwie do RNA
wiruséw [33]. Na tej podstawie uznano, ze celem moleku-
larnym cytotoksycznego dzialania tego zwigzku w komor-
kach jest dwuniciowy DNA.

3.1.1 Miejsce wiqzania i struktura kompleksu
aktynomycyny D z DNA

W 1972 roku Sobell i Jain, wykorzystujac metody krysta-
lograficzne, okreslili strukturg kompleksu jednej czasteczki
aktynomycyny D z dwoma czasteczkami deoksyguanozyny
i dwunastoma czasteczkami wody, co pozwolito ustali¢, ze
aktynomycyna D interkaluje pomigdzy dwie zasady guani-
ny, podczas gdy obie podjednostki pigciopeptydowe moga
si¢ uktada¢ w mniejszym rowku helisy DNA [38].

W kompleksie tym deoksyguanozyna wiaze si¢ silnie z ak-
tynomycyna D w stosunku 2:1, a pierscien fenoksazonowy
antybiotyku jest ,,wcis$nigty” pomigdzy dwa pierscienie de-
oksyguanozyny, podczas gdy taiicuchy polipeptydowe znaj-
duja si¢ wzgledem siebie po przeciwnych stronach chro-
moforu. L-treonina, znajdujaca si¢ w kazdym z tadcuchéw
polipeptydowych, tworzy silne wiazania wodorowe (2,80 A,
2,82 A) pomigdzy jej karbonylowym atomem tlenu, a grupg
2-amino guaniny lezacej naprzeciwko taricuchéw polipep-
tydowych. Tworzone sg réwniez stabsze wiazania wodoro-
we (3,15 A, 3,25 A), taczace azot w pozycji N, pierscienia
guaniny z grupa NH, nalezaca do tej samej co poprzednio
reszty L-treoniny. Istnieje ponadto wiele korzystnych od-
dziatywan typu Van der Waalsa, gdyz reszty cukrowe de-
oksyguanozyny znajduja si¢ w sterycznej bliskosci grup
izopropylowych reszt L-metylowaliny. Charakterystyczna
wlasciwoscia tego kompleksu jest jego niemal catkowita
symetrycznos$¢. Podwdéjna oS symetrii biegnie wzdtuz linii
faczacej centralne atomy O i N w pierscieniu fenoksazo-
nu, a zatem symetria aktynomycyny D pokrywa si¢ z sy-
metrig helisy DNA [38,79].

Sobell i Jain, na podstawie struktury kompleksu aktynomy-
cyny D z deoksyguanozyna [38] i w oparciu o obliczenia
komputerowe, zaproponowali szczegétowy model wiaza-
nia aktynomycyny D z helikalnym DNA [81]. W modelu
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tym, heksanukleotyd o sekwencji ATGCAT, ktory jest au-
tokomplementarny i przybiera strukturg podwéjnej helisy
DNA, tworzy z czasteczka aktynomycyny D przestrzenna
konformacjg, tozsama z otrzymana dla kompleksu akty-
nomycyna D-deoksyguanozyna. Obie reszty cukrowe, de-
oksyguanozyna i deoksycytydyna na tej samej nici DNA
ulegaja rotacji, zmieniajac kat skrecenia helisy postaci B
DNA z 36° do okoto 15°, tworzac w ten sposéb wystarcza-
jaca ilos¢ miejsca do interkalacji chromoforu aktynomy-
cyny D pomigdzy pary zasad DNA. Wyjasnia to, dlaczego
aktynomycyna D wiaze si¢ najlepiej do polinukleotydu po-
ly(dG-C),, zawierajacego sekwencje GpC. Laficuchy pep-
tydowe aktynomycyny D leza w matym rowku helisy DNA
zajmujac dtugos¢ 6 par zasad i oddziatuja z nia, podobnie
jak w kompleksie aktynomycyna D-deoksyguanozyna, po-
przez cztery wigzania wodorowe i liczne oddziatywania Van
der Waalsa. Dlugos¢ wigzart wodorowych rézni si¢ jednak
nieznacznie, gdyz taricuchy peptydowe, ulegaja niewiel-
kim zmianom konformacyjnym, ktére nie byty obserwo-
wane w kompleksie aktynomycyna D-deoksyguanozyna.
Ponadto, grupa aminowa w pozycji C, chromoforu aktyno-
mycyny D moze tworzy¢, poprzez mostek wodny, wigzanie
wodorowe z tlenem grupy fosforanowej faiicucha cukrowo-
fosforanowego DNA. Dodatkowo, mozliwe jest tworzenie
wigzania wodorowego tej samej grupy aminowej z tlenem
pierscienia pentozowego deoksycytydyny.

Interkalacyjny model wigzania aktynomycyny D z DNA
zaproponowany przez Sobella i Jaina, potwierdzity wyniki
licznych badan naukowych [19,100], a wsrdd nich szcze-
gbélowe badania z wykorzystaniem magnetycznego rezo-
nansu jadrowego: Patela [62] nad struktura kompleksu ak-
tynomycyny D z nukleotydami w roztworach wodnych,
Krugha i wsp. [18,46] nad kompleksami aktynomycyny D
z r6znymi nukleotydami oraz wyniki badan rentgenogra-
ficznych [84] kompleksu aktynomycyny D z heksanukle-
otydem d(ATGCAT), a przede wszystkim uzyskanie przez
Tukasagawe [40] struktury krystalograficznej kompleksu
aktynomycyny D z oktamerem d(GAAGCTTC).

Wyniki innych badan krystalograficznych struktury kom-
pleksu dwoch czasteczek deoksydinuklotydu d(GpC) z jed-
na czasteczka aktynomycyny D przeprowadzonych przez
Tukasagawe i wsp. [83] wykazaly, ze w kompleksie aktyno-
mycyna D-d(GpC), czasteczka d(GpC) nie przybiera kon-
formacji podwdjnej helisy DNA, ale konformacj¢ otwarta
na zewnatrz, tworzac z DNA tzw. kompleks ,,pseudoin-
terkalacyjny”. Niemniej, podobnie jak w modelu Sobella
i Jaina [81], guanina oddzialuje z pierscieniami peptydo-
wymi aktynomycyny D poprzez te same, co w kompleksie
aktynomycyna D-deoksyguanozyna wigzania wodorowe.
Cytozyna jednak nie bierze udzialu w tworzeniu jakichkol-
wiek wigzan wodorowych z czasteczka aktynomycyny D.
Dane te sugerowaty, ze aktynomycyna D moze oddziatywac
z guaninami nalezacymi do dwéch réznych dwuniciowych
tancuchéw DNA, tworzac tzw. niekowalencyjne wiazania
sieciujace DNA, co potwierdzity badania nad zmiang to-
pologii DNA pod wptywem aktynomycyny D [71].

Jak wiadomo, aktynomycyna D wiaze si¢ preferencyjnie
i najsilniej z DNA w miejscach o sekwencji 5’-GpC-3’.
Moze si¢ ona jednak wiaza¢ z DNA réwniez do miejsc
o innych sekwencjach DNA, zawierajacych guaning lub
niezawierajacych jej wcale, zazwyczaj z mniejszym powi-

nowactwem i wydajnoscia [1,94,96]. Jest to zgodne z przy-
puszczeniami Foxa i Waringa [28,29], ktérzy wysungli tzw.
,.shuffling hypotesis”, czyli hipotez¢ zmiany miejsc wia-
zania przez aktynomycyn¢ D na DNA. Wedtug tej hipo-
tezy, aktynomycyna D wiaze si¢ poczatkowo z nieswoista
sekwencja DNA, a pdZniej zmienia swoje miejsce wigza-
nia wzdluz nici DNA, az zlokalizuje preferencyjne miej-
sce wiazania o sekwencji GpC. Sugeruja to rowniez inne
wyniki badan [2], wedtug ktérych w pierwszym etapie an-
tybiotyk rozpoznaje geometri¢ matego rowka, a nast¢pnie
przemieszcza si¢ wzdtuz helisy, az do miejsca o sekwen-
cji GpC, gdzie nastgpuje jego interkalacja i najsilniejsze
zwiazanie si¢ z DNA. Jeszcze inne badania [41], opisuja
trzy rézne sposoby wiazania aktynomycyny D do tej same;j
d(GAAGCTTC) sekwencji DNA. Sugeruje to, ze zaréwno
DNA, jak i taricuchy peptydowe moga przyjmowac korzyst-
na dla interkalacji zwiazku konformacje. Jak wiadomo, he-
lisa DNA ulega¢ moze r6znego rodzaju rozpleceniom, co
powoduje zmiany w geometrii rozpoznawanego przez ak-
tynomycyng D, matego rowka. Jezeli zwiazek interkaluje
do DNA, w ktérym maty rowek jest gteboki i waski, tak
jak w postaci B DNA, taricuchy peptydowe aktynomycy-
ny D nie zmieniaja swojej konformacji, a pierscien fenok-
sazonowy oddzialuje gtéwnie z guanina. Jezeli natomiast
maty rowek jest plytki i szeroki, co jest charakterystyczne
dla DNA w postaci A, piersciert peptydowy o aktynomy-
cyny D dopasowujac si¢ do jego geometrii, ulega zmianom
konformacyjnym w wyniku rotacji wigzania N-C_ treoni-
ny, a pierscien fenoksazonowy oddziatuje nie tylko z gu-
aning, ale i takze z cytozyna.

Dalsze badania zmierzaty w kierunku jeszcze lepszego zro-
zumienia sposobu oddzialywania aktynomycyny D z DNA
i jego zaleznosci od sekwencji nukleotydéw i konforma-
cji przestrzennej DNA. Badania [50] z wykorzystaniem
7-azydoaktynomycyny D, zwigzku ktéry, w wyniku fo-
tolizy moze tworzy¢ kowalencyjne wigzanie z DNA po-
twierdzily, ze sekwencja GC jest najbardziej reaktywnym
miejscem w DNA dla oddziatywania z aktynomycyna D,
a sasiadujace z miejscem GC nukleotydy maja znaczacy
wplyw na site wiazania aktynomycyny D. Sekwencja 5’-(pi-
rymidyna)GC(puryna)-3’, a szczegdlnie miejsce TGCA jest
najbardziej reaktywne, podczas gdy do sekwencji GGCC
powinowactwo aktynomycyny D jest bardzo mate. Duze
powinowactwo aktynomycyny D zaobserwowano réwniez
do sekwencji TGGGT, ktora jak si¢ przypuszcza odgrywa
znaczacg role w telomerach chromosomow.

Metoda NMR zbadano réwniez struktur¢ komplek-
su aktynomycyny D z oligomerem DNA o sekwencji
d(TCGCGTTTTCGCGA) [8], ktory przyjmuje strukture
spinki do wtoséw (hairpin) i jest waznym elementem dru-
gorzedowej struktury kwaséw nukleinowych oraz miejscem
rozpoznania dla réznych biatek. Jak si¢ spodziewano, ak-
tynomycyna D interkaluje w miejscu o sekwencji GpC, ale
tworzy dwa kompleksy powstajace w réznych ilosciach.

Inne badania wiazania aktynomycyny D z dupleksem
d(AGCGCTT) taczace NMR i modelowanie molekular-
ne [17] wykazaly, ze zwiazek ten interkaluje do granicza-
cych ze soba miejsc wigzania o sekwencji GC. Wiazanie
takie wywotuje wyrazny skret helisy oraz otwarcie i posze-
rzenie matego rowka, niezbgdne do pomieszczenia taficu-
chow peptydowych obu czasteczek aktynomycyny D, gdzie
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pierscienie o skierowane sa do Srodka helisy, a pierscie-
nie B w kierunku konca helisy. Wyniki innych badan [78],
wykazaty réwniez, ze aktynomycyna D czgsto wiaze sig
do graniczacych ze soba miejsc wigzania, co wskazuje, ze
w warunkach fizjologicznych aktynomycyna D preferuje
miejsca wigzania potozone blisko siebie.

Znaleziono réwniez, oligomeryczny dupleks o sekwencji
[d(CGTCGACG)]2 wiazacy silnie aktynomycyng D w sto-
sunku 1:2 i ze stala wigzania rzedu 107 [M™'], z preferen-
cja nie do klasycznej sekwencji 5’-GpC-3’, ale do miejsca
3’-dG [14]. Wskazuje to, ze aktynomycyna D moze réw-
niez wigzac si¢ z DNA w spos6b inny niz klasyczna inter-
kalacja pomigedzy pary GC, a wyniki badan [15,16,76] nad
wiazaniem aktynomycyny D do oligomeréw pozbawionych
sekwencji GpC oraz badania krystalograficzne komplek-
su aktynomycyny D z dekamerem CGATCGATCG [67],
potwierdzity wplyw sasiednich zasad w miejscu 3’-dG na
charakter i sil¢ wigzania aktynomycyny D do DNA.

Inne badania [13,90,91] wykazaty, ze aktynomycyna D sta-
bilizuje réwniez jednoniciowe DNA (ssDNA) przyjmujace
drugorzedowa strukturg spinki do wloséw, a stabilizacja
ta moze by¢ réwniez jednym z waznych czynnikéw odpo-
wiedzialnych za hamowanie transkrypcji przez ten zwiazek
[66]. Stabilizacja ssDNA przez aktynomycyne D, jak wyka-
zaty badania [89], zalezy nie tylko od sekwencji nukleoty-
dowej, ale réwniez od dlugosci jednoniciowego DNA, ktéra
przy dtugosci krétszej niz 14 nukleotydéw wiaze czastecz-
ke aktynomycyny D najmocniej, ze stata wigzania wigksza
od 10* [M™']. Byto to zgodne z wynikami Wadkinsa i wsp.
[88], ktore réwniez potwierdzily, ze sekwencja TAGT sta-
nowi najbardziej uprzywilejowane, ale nie jedyne miejsce
wigzania aktynomycyny D do ssDNA. Wyniki te dostar-
czyty ponadto mocnych dowoddéw na istnienie czg$ciowe;j
interkalacji aktynomycyny D pomiedzy pary A i G, z moz-
liwoscia tworzenia dwdéch orientacji przestrzennych takie-
go kompleksu. Mimo ze taricuchy peptydowe aktynomy-
cyny D sa identyczne, to pierscieni fenoksazonowy nie jest
symetryczny i wymusza dwie konformacje, w ktérej albo
cze$¢ chinoidowa albo czesS¢ benzenoidowa chromoforu
lezy nad szesciocztonowym pierscieniem adeniny. Tworzy¢
si¢ wtedy moze pig¢ wiazan wodorowych. Odpowiednio
trzy wigzania pomigdzy O i grupa NH treoniny pierscie-
nia o a grupami N1H/N2H i tlenem O6 guaniny oraz dwa
wigzania pomigdzy O i grupa NH treoniny pierscienia f3,
a grupa N6H i azotem N1 adeniny.

Znaczaca wydaje si¢ rowniez rola hydratacji helisy DNA,
ktéra ma wptyw na zmiany konformacji helisy, niezbgd-
ne do zwiazania czasteczki aktynomycyny D. Jak si¢ wy-
daje, istnieje zaleznos¢ pomigdzy liczba czasteczek wody,
a miejscem wigzania podczas tworzenia kompleksu akty-
nomycyna D-DNA [69].

3.2. Kinetyka dysocjacji aktynomycyny D
z kompleksow z DNA

Znaczenie kinetyki asocjacji-dysocjacji aktynomycy-
ny D z komplekséw z DNA dla aktywnosci biologicznej
tego zwiazku, byto po raz pierwszy badane przez Mullera
i Crothersa [57]. Wykazali oni, ze kinetyka wigzania akty-
nomycyny D z DNA jest procesem wieloetapowym, a dy-
socjacje kompleksu aktynomycyny D z DNA opisuja trzy

stale czasowe (12, 44, 570 s), ktére moga odpowiadac trzem
réznym sposobom wigzania leku z DNA, zaleznym od se-
kwencji DNA i zwigzanym ze zmianami konformacyjnymi
pierscieni peptydowych, potrzebnych do silnego zwiazania
czasteczki aktynomycyny D z DNA. Jezeli aktynomycyna
D jest zwiazana z sekwencja inng niz GC, jeden z pierscie-
ni polipeptydowych leku tworzy kompleks z DNA. Wtedy,
zaleznie od sekwencji nukleotydéw w obrgbie miejsca wig-
z3cego, ktéra narzuca konformacje przestrzenng DNA i tym
samym wymusza konformacj¢ przestrzenna czasteczki ak-
tynomycyny D, czasowa stata dysocjacji wynosi 12 lub 44
s. Kiedy aktynomycyna D jest zwiazana z sekwencja GC,
oba pierscienie laktonowe oddziatuja z parami GC w DNA,
zgodnie z interkalacyjnym modelem wiazania aktynomy-
cyny D z DNA. Czasowa stata dysocjacji kompleksu akty-
nomycyna D-DNA jest wtedy najwigksza i wynosi 570 s.

Przypuszczenia te potwierdzity badania [7] nad asocja-
cja aktynomycyn z DNA, wedtug ktérych etapy wiazania
aktynomycyny D z DNA opisuje pig¢ statych szybkosci
wigzania. Oddzialywania pierscienia fenoksazonu akty-
nomycyny D z DNA i wiazanie z parami GC charaktery-
zuja dwie pierwsze state szybkosci wiazania. Kolejne trzy
stale charakteryzuja natomiast etapy oddziatywania taricu-
chéw peptydowych aktynomycyny D z DNA w procesie
formowania kompleksu aktynomycyna D-DNA. Nie zaob-
serwowano jednak znaczacych réznic w statych szybkosci
wigzania pomig¢dzy wigzaniem aktynomycyny D do linio-
wego i superskreconego DNA.

Jednakze niektére wyniki badan poddaja w watpliwos¢
udzial zmian konformacyjnych taiicuchéw peptydowych
aktynomycyny D, obserwowanych w powolnej i wielo-
etapowej dysocjacji tego antybiotyku z DNA, sugerujac
raczej znaczenie izomeryzacji cis-frans wiazania pepty-
dowego pomiedzy walina, a proling [54,55]. Inne wska-
zuja na dysocjacj¢ aktynomycyny D z DNA jako powol-
ny, ale jednoetapowy proces, zwiazany raczej z sekwencja
nukleotydowa miejsca wiazacego zwiazek [45]. Wyniki
badan kinetyki dysocjacji aktynomycyny D z DNA prze-
prowadzone in vitro, w warunkach aktywnej transkryp-
cji DNA, gdzie czasowa stata dysocjacji wynosita 2900 s
sugeruja, ze kompleks aktynomycyna D-DNA moze by¢
dodatkowo stabilizowany przez oddziatywanie z polime-
razg RNA [95].

Badania kinetyki dysocjacji [25] aktynomycyny D z réz-
nych fragmentéw DNA, zawierajacych dinukleotyd GpC,
potwierdzity wplyw sasiednich nukleotydéw w obrgbie
sekwencji GpC na sitg wigzania tego zwiazku do DNA.
Zaréwno Chen [11], a takze Fletcher i Fox [26] stwierdzili,
ze sekwencja TGCA stanowi korzystniejsze miejsce wigza-
nia antybiotyku niz sekwencja AGCT, a sekwencja CGCA
stanowi korzystniejsze miejsce wigzania anizeli sekwen-
cja GGCA. Swiadczy to o tym, ze dla najlepszego wia-
zania aktynomycyny D, pirymidyna powinna sgsiadowac
z koricem 5’°, a puryna z koricem 3’ sekwencji GpC, jed-
nakze najsilniejsze wiazanie aktynomycyny D jest obser-
wowane dla sekwencji TGCA.

Najsilniejsze wigzanie aktynomycyny D zaobserwowano
jednak wtedy, kiedy z obu stron sekwencji GpC wyste-
puje tymina. Bardzo powolna dysocjacja aktynomycyny
D z sekwencji TGCT wskazuje, ze wystgpowanie tymi-
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ny w okolicach matego rowka DNA, daje mozliwos$¢ ko-
rzystnych oddziatywan z tarficuchami peptydowymi tego
zwiazku [49].

Aktynomycyna D moze réwniez wigzac¢ si¢ do nukleoty-
déw niezawierajacych sekwencji dGpC, z poréwnywalna
stala wigzania [3]. Jednak czas dysocjacji aktynomycyny
D z takich oligonukleotydéw, np. T(G) T, jest o wiele krét-
szy niz oznaczony dla dysocjacji aktynomycyny D z oligo-
nukleotydéw zawierajacych sekwencje dGpC [2].

Badania nad wigzaniem aktynomycyny D z oligomerami
tworzacymi powtarzajace si¢ tréjnukleotydowe sekwencje
CXG, gdzie X moze by¢ jedna z czterech zasad wykazu-
ja, ze heterodupleksy zawierajace powtdérzenia CAG-CTG
najsilniej wiaza si¢ z DNA i najwolniej dysocjuja, w po-
rownaniu z heterodupleksami zawierajacymi powtérzenia
CGG-CCQG. Liczba powtarzajacych sig tréjnukleotydowych
sekwencji, ma réwniez wplyw na sil¢ wiazania i szybkos¢
dysocjacji aktynomycyny D, co moze mie¢ biologiczne
znaczenie w przypadku choréb genetycznych zwigzanych
ze wzrostem liczby powtarzajacych si¢ sekwencji trojnu-
kleotydowych [12].

Szybkos¢ wiazania aktynomycyny D z DNA moze zale-
ze¢ zatem od dtugosci fragmentow DNA, ale jest przede
wszystkim odzwierciedleniem ilosci dost¢pnych, preferen-
cyjnych miejsc wiazania zwiazku z DNA [9]. Stata wigza-
nia aktynomycyny D z DNA jest rzedu 10° [M™], a ilosé
par nukleotydéw zwiazanych z DNA waha si¢ od O par za-
sad przy braku dG w sekwencji DNA do okoto 6 par zasad
przy 50% ilosci dG w sekwencji DNA [36].

Powolna dysocjacja aktynomycyny D zwiazanej z DNA
moze by¢ zatem waznym czynnikiem decydujacym o ak-
tywnosci biologicznej tego zwiazku, tym bardziej ze jest
ona kilka rzedéw wolniejsza niz dysocjacja innych interka-
latoréw, takich jak proflawina, etydyna czy daunomycyna
[77]. Warto réwniez wspomnieé, ze w grupie pochodnych
aktynomycyny D obserwowana jest korelacja pomigdzy
szybkoscig dysocjacji zwiazku z DNA, a aktywnoscia prze-
ciwbakteryjna [55].

3.3. Stabilizacja rozszczepialnych komplekséow
topoizomeraza I lub II z DNA przez aktynomycyne D

W komérkach traktowanych aktynomycyna D od dawna ob-
serwowano powstawanie pgknigé DNA [68]. W warunkach
inkubacji aktynomycyny D z DNA in vitro takiego efek-
tu nie obserwowano, co wskazywato, ze sama interkalacja
zwigzku do DNA nie jest odpowiedzialna za powstawanie
peknie¢ DNA. Dopiero badania Traska i Mullera [86] wy-
jasnity, ze indukowanie przez aktynomycyne D cig¢ DNA
jest wynikiem stabilizacji rozszczepialnych kompleksow
topoizomerazy I z DNA lub, jak pokazaty dalsze bada-
nia [93], powstate cigcia DNA moga by¢ réwniez wyni-
kiem stabilizacji rozszczepialnych komplekséw topoizo-
merazy II z DNA.

Mechanizm stabilizacji przez aktynomycyng D kompleksu
rozszczepialnego topoizomeraza-DNA polega, jak sie wy-
daje, na zwigzaniu si¢ zwiazku z DNA, co wywotuje pewne
zmiany konformacyjne w helisie DNA i zablokowanie znaj-
dujacego si¢ w poblizu kompleksu topoizomeraza-DNA.

Uniemozliwia to dalsze dziatanie enzymu i w koiicowym
efekcie powoduje powstawanie peknig¢ DNA, czego daleko
idacym skutkiem jest zahamowanie syntezy RNA i DNA
oraz proliferacji komérek nowotworowych. W przypadku
duzego stezenia zwigzku, bardziej prawdopodobnym wy-
daje si¢ niemozno$¢ zwiazania enzymu z miejscem wia-
zania w DNA, ktérego konformacja ulegta duzym zmia-
nom w wyniku interkalacji zwiazku [19,22,60].

Dla wielu zwiazkéw interkalujacych do DNA wykazano
blokowanie reakcji ligacji przecigtych nici DNA w kom-
pleksie rozszczepialnym topoizomerazy I lub topoizome-
razy Il z DNA. Kompleksy takie, pod wptywem czynnikéw
denaturujacych, takich jak SDS lub alkalia, moga ulegac
rozbiciu, co powoduje powstawanie pojedynczych lub po-
dwdjnych peknie¢ DNA zwigzanych odpowiednio z topo-
izomeraza I lub topoizomeraza I1 [10,21].

3.4. Hamowanie syntezy RNA i DNA przez
aktynomycyne D

Najwczesniejszym biochemicznym nastgpstwem wiaza-
nia si¢ aktynomycyny D z DNA jest hamowanie syntezy
RNA, zaréwno w komoérkach prokariotycznych, jak i eu-
kariotycznych, co w konsekwencji powoduje zablokowa-
nie syntezy biatek. Hamowanie syntezy RNA przez akty-
nomycyng D jest obserwowane juz przy matych st¢zeniach
zwigzku (0,001-0,1 ug/ml). Dotyczy wszystkich jego po-
staci 1 zachodzi przede wszystkim na etapie ,,elongacji”
faiicucha RNA, co potwierdzily badania Sobella [80] i ba-
dania krystalograficzne [67] kompleksu aktynomycyny D
z oligonukleotydem, ktéry imitowat miejsce rozpoczgcia
,elongacji” transkrypcji. Najbardziej blokowana jest jed-
nak synteza rRNA, co jest zwigzane z interkalacja akty-
nomycyny D do rDNA bogatego w pary GC, a co za tym
idzie zahamowaniem aktywnos$ci zaleznej od DNA po-
limerazy RNA [33,36,86,93]. Istnieje ponadto zaleznos¢
pomi¢dzy hamowaniem transkrypcji rRNA przez aktyno-
mycyng D a stabilizacja kompleksu rozszczepialnego topo-
izomeraza [I-DNA, a jak wiadomo przewazajaca wigkszos¢
topoizomerazy I jest umiejscowiona w jaderku, w okoli-
cach intensywnie transkrybowanych genéw rRNA [86,93].
Jedna czasteczka aktynomycyny D przypadajaca na oko-
to 1000 par zasad, powoduje zahamowanie w 50% synte-
zy RNA [57]. Jednakze, jak pokazuja wyniki badaii hamo-
wania przez aktynomycyng¢ D wbudowywania urydyny do
RNA, aktywnos¢ cytotoksyczna tego antybiotyku nieko-
niecznie musi by¢ zwigzana z hamowaniem syntezy RNA
[74]. Aktynomycyna D réwnie skutecznie blokuje aktyw-
nos¢ innych polimeraz, a szczegélnie odwrotnej transkryp-
tazy wirusa HIV odpowiedzialnej za transkrypcje tego wi-
rusa [39,66]. Hamowanie przez aktynomycyne D syntezy
DNA zachodzi natomiast przy znacznie wyzszych steze-
niach leku, co wskazuje na inny mechanizm inhibicji niz
w przypadku hamowania syntezy RNA [33,36], zwiazany
by¢ moze z blokowaniem topoizomerazy II [93].

3.5. Tworzenie rodnikow oraz fotodynamiczne
dzialanie aktynomycyny D

Pojawity si¢ réwniez dowody fotodynamicznego dziatania
aktynomycyny D. Technika EPR wykryto powstajace pod
wplywem §wiatta w kompleksach aktynomycyna D-DNA,
anionorodnik ponadtlenkowy i anionorodnik aktynomycyny
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D. Ten fotodynamiczny proces jest zapoczatkowany przez
kwant energii i przekazanie elektronu z zasady w DNA na
wzbudzong pod wptywem swiatta czasteczke aktynomy-
cyny D. Powstaje anionorodnik aktynomycyny D, ktéry —
jak wynika z badan nad enzymatyczng [27,75] i chemicz-
na [58,75] redukcja aktynomycyny D — jest nastgpstwem
redukcji pierscienia fenoksazonowego. Anionorodnik ak-
tynomycyny D, moze by¢ nastgpnie przechwycony przez
tlen czasteczkowy O,, prowadzac do utworzenia aniono-
rodnika ponadtlenkowego. Powstalty wczesniej, w wyni-
ku przekazania elektronu na rodnik aktynomycyny D, ka-
tionorodnik zasady azotowej w DNA moze prowadzi¢ do
uszkodzen DNA, a przede wszystkim do powstawania cigé¢
DNA. Moze si¢ to wigzaé z przysztym zastosowaniem tego
zwiazku w fotodynamicznej terapii i uszkadzaniu DNA
w kontrolowany sposéb [61].

PismiennicTwo

3.6. Inne biochemiczne dzialania aktynomycyny D

Aktynomycyna D ma réwniez wplyw na inne procesy bio-
chemiczne i biologiczne, ktdre sa zwiazane przede wszyst-
kim z obecnoscia kwaséw nukleinowych, tj. ma wptyw na
podziat komérki, utrzymanie morfologii chromosoméw, mo-
dyfikacje, degradacje i naprawe DNA, metabolizm rybonu-
kleotyd6éw purynowych, dojrzewanie bakteriofagéw, czy roz-
woj wiruséw i onkowiruséw [33,36,52]. Jednakze, w bardzo
duzych dawkach hamuje réwniez wiele proceséw komérko-
wych niezaleznych od DNA, przez co jest bardzo toksyczna
dla wielu organizméw. Aktynomycyna D jest inhibitorem wie-
lu enzymoéw komorkowych, m.in. proteinaz serynowych [5],
ale i aktywatorem takich enzymow jak kwasna fosfataza [42]
czy w obecnosci hormonéw steroidowych, aminotransferaza
tyrozynowa [85] i 2,3-dwuoksygenaza tryptofanu [43].
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