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Streszczenie

  Antracykliny są stosowane w leczeniu chorób nowotworowych od prawie czterdziestu lat. W tym 
okresie zsyntetyzowano i poddano ocenie setki analogów pierwszych antybiotyków antracykli-
nowych, doksorubicyny i daunorubicyny. Zaproponowano wiele molekularnych mechanizmów 
tłumaczących działanie cytostatyczne i cytotoksyczne wywoływane przez antracykliny. Znany 
jest udział antracyklin w generowaniu wolnych rodników, peroksydacji lipidów i zmian w struk-
turze błon komórkowych. Jednakże do najlepiej scharakteryzowanych działań należą: wpływ na 
aktywność topoizomerazy II oraz interakcje z DNA poprzez kompleksy interkalacyjne i wiąza-
nia kowalencyjne oraz modyfi kacje zasad azotowych. Prowadzi to do zaburzeń w takich proce-
sach, jak replikacja czy transkrypcja, uruchomienia mechanizmów naprawy DNA lub apoptozy. 
Istnieją dowody na to, że w małych stężeniach antracykliny mogą uczestniczyć również w zmia-
nie programu realizowanego przez komórkę prowadząc do różnicowania. Poszukiwany jest zwią-
zek między strukturą antracyklin, efektem obserwowanym w badaniach in vitro oraz ich skutecz-
nością kliniczną. W badaniach tych istotne jest stężenie leków, gdyż wydaje się, że nie wszystkie 
mechanizmy działania antracyklin obserwowane in vitro mogą być odpowiedzialne za efekty kli-
niczne tych leków. Na efekty kliniczne składa się wiele, a nie jeden sposób działania antracyklin. 
Z powodu kardiotoksyczności antracyklin wiele uwagi poświęca się selektywnym sposobom do-
starczania tych związków do komórek nowotworowych. W przeglądzie przedstawiamy współ-
czesne poglądy na temat molekularnych mechanizmów działania antracyklin oraz nowe kierun-
ki poszukiwań, które mają na celu poprawę ich indeksu terapeutycznego.

 Słowa kluczowe: antracykliny • interkalacja • wirtualne wiązania • oddziaływanie z DNA • apoptoza • 
różnicowanie • wolne rodniki • topoizomeraza II

Summary

  Anthracyclines have been in use for almost 40 years for the treatment of many malignancies. 
During this period, hundreds of analogs of the fi rst two anthracycline antibiotics, doxorubicin 
and daunorubicine, have been synthesized and evaluated. Multiple mechanisms have been pro-
posed to explain the cytostatic and cytotoxic actions of anthracyclines. These include free ra-
dical formation, lipid peroxidation, and direct membrane effects. The best characterized, howe-
ver, are interactions with the DNA-topoisomerase II complex or DNA itself via intercalation or 
covalent binding formation and base modifi cation, which in turn are responsible for disturban-
ces in DNA replication and transcription, and then the induction of DNA repair or apoptotic cell 
death. There is evidence that at low concentrations, anthracyclines can induce a differentiation 
program in proliferating cells. The search for the relationship between the structure of anthra-
cyclines and their mode of action in vitro or their clinical effectiveness is continuing. The con-
centrations of the drugs is important in these studies since not all the mechanisms of action ob-
served in vitro seem to be responsible for clinical effects and, on the other hand, the drug action 
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WPROWADZENIE

Możliwości syntezy bibliotek związków i szybkiej oceny 
ich działania na poziomie komórki, a także dokładne defi -
niowanie molekularnych celów dla nowo syntetyzowanych 
związków projektowanych w oparciu o relacje strukturalne 
między badanym związkiem a celem jego oddziaływania 
stworzyły nowe ramy w poszukiwaniu skutecznych leków. 
Rozwój nowych technologii w zakresie projektowania, syn-
tezy i oceny działania pozwala również na udoskonalanie 
istniejących leków tak, aby były skuteczniejsze, bardziej 
selektywne i wywoływały mniej działań niepożądanych. 
Szczególnie istotne jest to w przypadku leków przeciwno-
wotworowych, których celem jest całkowita eliminacja ko-
mórek ze zmienionym fenotypem bez wywoływania uszko-
dzeń w tkankach prawidłowych.

Antybiotyki antracyklinowe są jednymi z najbardziej efek-
tywnych leków przeciwnowotworowych. Pierwsze antra-
cykliny, doksorubicyna (DOX) i daunorubicyna (DRB), 

wyizolowano na początku lat sześćdziesiątych XX w. z wy-
twarzającego czerwony barwnik Streptomyces pneucetius 
(ryc. 1).

W strukturze antracyklin wyróżniamy aglikon i resztę cu-
krową. Aglikon składa się z czterech pierścieni (ryc. 1, pier-
ścienie A, B, C, D). Pierścień B ma strukturę hydrochino-
nu, natomiast pierścień C układ chinonu. W pozycji C-4 
pierścienia D znajduje się grupa metoksylowa, w pozycji 
C-9 pierścienia A łańcuch boczny z grupą karbonylową. 
Aminocukier (daunozamina) jest połączony wiązaniem gli-
kozydowym z C-7 pierścienia A i składa się z reszty 3-ami-
no-2,3,6-trideoksy-L-fukozy. Grupa karbonylowa, hydrok-
sylowa oraz aminowa są odpowiedzialne za oddziaływania 
z makrocząsteczkami w komórce. DOX różni się od DRB 
jedynie zakończeniem łańcucha bocznego w pozycji C-9, 
który w przypadku DOX jest pierwszorzędową grupą al-
koholową, natomiast w DRB jest to grupa metylowa. Ta 
niewielka różnica ma duże znaczenie w efektach terapeu-
tycznych uzyskiwanych dla DOX i DRB. DOX jest stoso-

associated with their clinical utilization is very complex. Because of anthracycline-induced car-
diotoxicity, an important part of the research is focused on new methods of drug delivery to can-
cer cells. We review recent progress in understanding the molecular mechanisms of anthracycline 
action and the new approaches which are being undertaken to improve their therapeutic index.
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 Wykaz skrótów: ACLA – aklacynomycyna; Akt – kinaza serynowo-treoninowa; AP-1 – czynnik transkrypcyjny (activator protein 
1); apo-IRP1 – białko trans-regulatorowe pozbawione centrum katalitycznego; Ara-C – arabinozyd cytozyny; 
Bax, Bak, Bcl-2 – białka apoptotyczne należące do rodziny białek Bcl; CHF – przewlekła niewydolność 
serca (congestive heart failure); CH2O – formaldehyd; CL – kardiolipina; CMA – cyjanomorfolinowa pochodna 
doksorubicyny; COX – oksydaza cytochromu c; DCT – docektaksel; DOX – doksorubicyna (adriamycyna);
DOXF, DRBF, EDOXF – koniugaty antracyklin z formaldehydem; dG – deoksyguanozyna; DOXM – amidynowa 
pochodna doksorubicyny z pierścieniem morfolinowym; DTT – ditriotreitol; DRB – daunorubicyna; 
DRBM – amidynowa pochodna daunorubicyny z pierścieniem morfolinowym; EDOX – epidoksorubicyna;
Epo-R – receptor erytropoetyny (erythropoietin receptor); FapyGua – 2,6-diamino-4-hydroksy-5-formamidopirymidyna; 
HL-60 – linia ludzkich komórek białaczki promielocytowej (human promyelocytic leukemia); HO– – rodnik 
hydroksylowy; H2O2 – nadtlenek wodoru; IDA – idarubicyna; JNK – kinaza fosforylująca N-terminalną część białka 
Jun (Jun N-terminal kinase); K562 – linia ludzkich komórek białaczki szpikowej; MDA – dialdehyd malonowy 
(malondialdehyde); MDR – oporność wielolekowa (multidrug resistance); M1dG – addukt pirymidopurynonu; 
ML-1 – linia ludzkich komórek białaczki szpikowej (human myeloblastic leukemia); NF-kB – czynnik 
transkrypcyjny kB (nuclear factor kB); NMR – spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego (nuclear 
magnetic resonance); O2

.– – anionorodnik ponadtlenkowy; PBGD – deaminaza porfobilinogenu (porphobilinogen 
deaminase); PI3K – kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (phosphatidylinositol 3 kinase); PLD – opłaszcona 
polietylenoglikolem liposomowa doksorubicyna; PTX – paklitaksel; ROS – reaktywne formy tlenu (reactive oxygen 
species); Sp1 – czynnik transkrypcyjny; TfR – receptor transferyny.

Szuławska A. i Czyż M. – Molekularne mechanizmy działania antracyklin

79



O
O

R2

CH3

R4

R3

OH
CH2-R1

AB

OH

OH O

4'
3'

CD

O

OR5

1

4

12

5

11 9

6 7

13

DaDa

IdId

DD

EE

PiPi

MM
pocpoc

MM
popo

CC
popo

DiDi
DOX (DOX (

AA
 I I

N-N-

N-N-

oksorubicyna (DOX)

pidoksorubicyna (EDOX)

NH2

OH  H

OCH3unorubicyna (DRB)

arubicyna (IDA) NH2

 NH2

OH

OH

H

H

H H

OCH3

OH

OCH3

Orarubicyna
O

OCH3

OH

OH

NH2

NH2

OH

H

R5R4R3R2R1

 OCH3 OHOHorfolinowa N O  H
hodna DOX (MRA)

CN

OCH3

OH

OH OH

 OH

 OCH3

OCH3

 H

 Hetoksymorfolinowa
chodna DOX (MMRA)

yjanomorfolinowa
chodna DOX (CMA)

N O

DA (PNU-159548)
 OSO2CH3  H Hlkilowa pochodna N

OC(CH2)3CH3
14-walerian (AD 32)

 OHtrifluorodoksorubicyno- OCH3NH COCF3

 H

OC(CH2)3CH3
14-walerian (AD 198)

MEN 10755)
OHOH  H

O
CH3

NH2

OH

O

sacharydowa pochodna

N
H  OHbenzylodoksorubicyno-

OCH3

 H

H

O

O

H

H

H

N O

oksorubicyna (DOX)

pidoksorubicyna (EDOX)

NH2

OH  H

OCH3unorubicyna (DRB)

arubicyna (IDA) NH2

 NH2

OH

OH

H

H

H H

OCH3

OH

OCH3

Orarubicyna
O

OCH3

OH

OH

NH2

NH2

OH

H

R5R4R3R2R1

 OCH3 OHOHorfolinowa N O  H
hodna DOX (MRA)

CN

OCH3

OH

OH OH

 OH

 OCH3

OCH3

 H

 Hetoksymorfolinowa
chodna DOX (MMRA)

yjanomorfolinowa
chodna DOX (CMA)

N O

DA (PNU-159548)
 OSO2CH3  H Hlkilowa pochodna N

OC(CH2)3CH3
14-walerian (AD 32)

 OHtrifluorodoksorubicyno- OCH3NH COCF3

 H

OC(CH2)3CH3
14-walerian (AD 198)

MEN 10755)
OHOH  H

O
CH3

NH2

OH

O

sacharydowa pochodna

N
H  OHbenzylodoksorubicyno-

OCH3

 H

H

O

O

H

H

H

N O

Ryc. 1.  Chemiczna struktura antracyklin. Poszukiwanie skutecznych analogów antracyklin doprowadziło do powstania ponad 2000 pochodnych. 
W przeglądzie omawiamy tylko te, które stosowane są w klinikach lub wykazują w badaniach in vitro szczególne właściwości różniące je od 
związków wyjściowych, doksorubicyny (DOX) i daunorubicyny (DRB)
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wana w leczeniu nowotworów piersi, guzów litych u dzie-
ci, mięsaków tkanek miękkich i agresywnych chłoniaków. 
Natomiast DRB wykazuje aktywność w przypadku ostrych 
białaczek limfoblastycznych i mieloblastycznych. Pomimo 
dużej skuteczności w leczeniu różnych typów nowotwo-
rów podawanie zarówno DOX jak i DRB jest ograniczone 
przede wszystkim z powodu rozwoju oporności w komór-
kach nowotworowych oraz kardiotoksyczności. W ciągu 
ostatnich dwudziestu lat wiele wysiłku włożono w poszu-
kiwanie nowych pochodnych antracyklin, które okazałyby 
się lepsze w działaniu oraz mniej kardiotoksyczne [159]. 
Wprowadzenie modyfi kacji do czteropierścieniowego agli-
konu lub aminocukru zaowocowało syntezą wielu analo-
gów. Dotąd tylko kilka pochodnych uzyskało status leków, 
m.in. epidoksorubicyna (EDOX; obecna w literaturze rów-
nież jako EPI) i idarubicyna (IDA). EDOX jest pochodną 
DOX otrzymaną w wyniku epimeryzacji grupy hydrok-
sylowej przy C-4’ daunozaminy. Ta zmiana pozycji z jed-
nej strony ma niewielki wpływ na sposób działania i za-
kres aktywności w porównaniu z DOX, z drugiej jednak 
strony wywołuje zmiany metaboliczne i farmakokinetycz-
ne, które umożliwiają stosowanie EDOX w dawkach sku-
mulowanych, prawie dwukrotnie wyższych niż DOX bez 
zwiększenia kardiotoksyczności [117]. IDA jest analogiem 
otrzymanym z DRB przez usunięcie grupy 4-metoksylo-
wej z pierścienia D. Stosowana jest w przypadku ostrych 
białaczek szpikowych (AML), szpiczaków mnogich, chło-
niaków nieziarniczych (NHL) i raka piersi [14]. Również 
kilka innych antracyklin, takich jak np. pirarubicyna czy 
aklacynomycyna (aklarubicyna, ACLA) (ryc. 7) uzyskało 
zgodę na zastosowanie kliniczne.

W poszukiwaniu nowych antracyklin dużo uwagi poświę-
cono modyfi kacjom w reszcie aminocukrowej. Nowa gene-
racja analogów była projektowana z myślą o wyjaśnieniu 
wpływu aminocukru na farmakologiczne właściwości an-
tracyklin. Wśród obiecujących związków znalazły się an-
tracykliny z morfolinowymi lub alkilowymi podstawni-
kami przy grupie aminowej w pozycji C-3’. Morfolinowa 
pochodna daunorubicyny (MX2), oraz pochodne DOX: 
morfolinowa (MRA), metoksymorfolinowa (MMRA) lub 
cyjanomorfolinowa (CMA), wiążą się z DNA po otwarciu 
pierścienia morfolinowego. Badania wykazały, że wpro-
wadzenie morfolinowej lub metoksymorfolinowej grupy 
w pozycji 3’ reszty cukrowej zmniejsza oporność komórek 
na leki in vitro i in vivo, podczas gdy przyłączeniu resz-
ty morfolinowej w pozycji C-4’ towarzyszy utrata aktyw-
ności związku in vivo [115]. Z tych obserwacji wynika, że 
pozycja 3’ reszty cukrowej odgrywa główną rolę w prze-
zwyciężaniu oporności na leki. Otrzymano również analo-
gi, które w pozycji C-3’ aminocukru mają podstawniki al-
kilujące. Należy do nich m.in. analog IDA (PNU-159548) 
zawierający grupę hydroksylową w pozycji C-4’ estryfi -
kowaną grupą metylosulfonową oraz resztę azyrydynową 
w pozycji C-3’ grupy aminowej (ryc. 1). Wykazano, że al-
kilujące pochodne antracyklin nie oddziałują z układem to-
poizomeraza II/DNA w stosowanych stężeniach, ale mogą 
tworzyć interkalacyjne wiązania z DNA oraz kowalencyj-
ne wiązania z guaniną w pozycji N-7 i adeniną w pozycji 
N-3 przez reaktywne grupy alkilujące cukru [48].

Wiedząc, że aminocukier (daunozamina) jest niezbędny 
w działaniu antracyklin monosacharydowych zsyntety-
zowano disacharydowe pochodne, w których daunozami-

na została oddzielona od aglikonu drugą resztą cukrową. 
Okazało się, że nie tylko obecność, ale również położenie 
tej reszty wpływało na biologiczne i biochemiczne właś-
ciwości tych analogów [3]. Wśród disacharydowych po-
chodnych antracyklin pozbawionych grupy –OCH3 przy 
C-4 w aglikonie otrzymano analog MEN 10755 (znany 
obecnie pod nazwą sabarubicyna). Związek ten jest 4-de-
metoksydoksorubicyną z 2,6-dideoksy-L-fukozą wprowa-
dzoną pomiędzy aglikonem i daunozaminą.

Inną grupę pochodnych antracyklin stanowią związki 
otrzymane przez połączenie dwóch modyfi kacji: estryfi -
kacji kwasem walerianowym grupy hydroksylowej w po-
zycji C-14 i modyfi kacji w pozycji C-3’ grupy aminowej 
przez dołączenie reszty trifl uoroacetylowej (kwas N-trifl u-
orodoksorubicyno-14 walerianowy; AD 32; walarubicyna) 
lub benzylowej (kwas N-benzylodoksorubicyno-14 wale-
rianowy; AD 198) (ryc. 1). Reszta kwasu walerianowego 
prowadzi do zwiększenia lipofi lności związku oraz bardzo 
szybkiej penetracji komórek. Poza tym estryfi kacja kwa-
sem walerianowym zmienia lokalizację antracyklin w ko-
mórce. AD 198 i AD 32 występują raczej w okołojądrowej 
cytoplazmie niż jądrze komórkowym [79].

Poszukując bardziej skutecznych pochodnych antracyklin 
zwrócono również uwagę na możliwość modyfi kacji an-
tracyklin w pierścieniu D. Zaowocowało to syntezą noga-
lomycyny, związku o bardziej złożonej budowie niż DOX, 
czy DRB. W przeciwieństwie do DOX czy DRB, w których 
cukier połączony jest tylko z jednym pierścieniem agliko-
nu, w nogalomycynie podstawniki cukrowe występują na 
obu jego końcach (ryc. 2). W rezultacie cząsteczka przy-
pomina kształtem hantle. Na jednym końcu nogalomycy-
ny znajdują się estry metylowe cukru nogalozy, a na dru-
gim, dicykliczny aminocukier w pozycji 1 i 2 pierścienia 
D nogalomycyny [161]. Otrzymano również związki będą-
ce dimerami naturalnych antybiotyków antracyklinowych 
[15]. W dimerze WP631 (ryc. 2) dwie cząsteczki daunoru-
bicyny są związane łącznikiem p-ksylenowym.

W większości komórek antracykliny ulegają transformacji 
enzymatycznej. Podczas tych reakcji cząsteczki antracy-
klin są przekształcane w nieaktywne metabolity, ale także 
w związki, które są silnymi inhibitorami enzymów i są bar-
dziej toksyczne niż wyjściowe antracykliny. W przeglądzie 
przedstawiamy molekularne mechanizmy działania antra-
cyklin oraz produktów ich biotransformacji.

MODYFIKACJE DNA SPOWODOWANE PRZEZ ANTRACYKLINY

Antracykliny modyfi kują strukturę DNA poprzez komplek-
sy interkalacyjne, wiązania kowalencyjne, ale także przez 
wprowadzanie zmian w strukturze zasad azotowych. Te 
ostatnie, będące oksydacyjnymi modyfi kacjami zasad są 
wynikiem oddziaływania reaktywnych form tlenu powsta-
jących w reakcjach redoks z udziałem antracyklin.

Powstawanie kompleksów interkalacyjnych

Antracykliny mają zdolność do odwracalnego wiązania się 
z DNA. Badania krystalografi czne wykazały, że daunorubi-
cyna (DRB) i doksorubicyna (DOX) (ryc. 1) tworzą inter-
kalacyjne kompleksy z DNA, a miejscem oddziaływania są 
sekwencje 5’-GC-3’, 5’-CG-3’ [19]. Proces interkalacji pole-
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ga na „wejściu” płaskiego układu aromatycznego cząsteczki 
antracykliny między pary zasad DNA z aminocukrem poło-
żonym w mniejszym rowku DNA [113]. Wykazano, że in-
terkalacja powoduje wydłużanie heliksu DNA oraz zmniej-
szenie jego elastyczności. Odległość między parami zasad 
zwiększa się z 3,4 Å do 6,8 Å [114]. Skręcenie w stosunku do 
siebie warstw utworzonych przez płaszczyzny sąsiadujących 
zasad, które średnio w strukturze B DNA wynosi 36°, w przy-
padku utworzenia interkalacyjnego kompleksu z DRB ulega 
zmniejszeniu o 11° [44]. Wszystkie te zmiany prowadzą do 
relaksacji DNA i zniekształcenia struktury heliksu. Ważną 
rolę w stabilizowaniu kompleksów interkalacyjnych antracy-
klin z DNA odgrywają oddziaływania warstwowe pomiędzy 
zasadami azotowymi i chromoforami antracyklin. Istotne są 
również wiązania wodorowe z zasadami azotowymi, w któ-
rych uczestniczą cząsteczki wody. Antracykliny, które nie 
mają grupy OH w pozycji C-9, a tym samym nie są zdolne 
do tworzenia wiązań wodorowych z udziałem tej grupy, po-
zbawione są aktywności przeciwnowotworowej. W stabili-
zowaniu kompleksów interkalacyjnych biorą udział również 
siły van der Waalsa oraz wiązania jonowe możliwe dzięki 
obecności ładunku dodatniego w daunozaminie [55].

Wykazano, że zmiany w strukturze chemicznej antracyklin 
mogą wpływać na ich zdolność do oddziaływania z ma-

krocząsteczkami ważnymi biologicznie. Zastąpienie ato-
mu wodoru w pozycji C-14 (DRB) grupą hydroksylową 
(DOX) [42] powodowało powstawanie dodatkowego wiąza-
nia wodorowego z udziałem wody. Kiedy do badań włączo-
no cząsteczki sperminy (poliaminy), obserwowano wyraźne 
zmiany w interakcji sperminy z DNA między kompleksami 
z DOX i kompleksami z DRB. Niewielkie różnice chemicz-
ne między tymi antybiotykami, potęgowane przez zmiany 
w strukturze trójskładnikowych kompleksów (DOX/DNA/
spermina, DRB/DNA/spermina), mogą być odpowiedzialne 
za różnice w działaniu klinicznym tych związków.

Na uwagę zasługują również związki będące dimerami natu-
ralnych antybiotyków antracyklinowych, które tworzą bisinter-
kalacyjne kompleksy z DNA [15]. Jednym z takich związków 
jest WP631, który jest dimerem DRB, wiążącym sekwencję 5’-
GCTAGC-3’. W tym przypadku dwa chromofory interkalują 
pomiędzy GC oddzielone czterema parami zasad, a ksyleno-
wy łącznik znajduje się w mniejszym rowku DNA [76]. Stała 
wiązania takiego dimeru jest kilka rzędów wielkości większa 
(Ka=3×1011) od stałej wiązania monomeru (Ka=2×105) [17]. 
W badaniach procesu interkalacji z wykorzystaniem promie-
ni X [132] i spektroskopii NMR [126] stosowano również no-
galomycynę (ryc. 2). Wykazano, że związek ten oddziałuje 
w mniejszym i w większym rowku DNA.
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Do zrozumienia procesu interkalacji antracyklin z DNA 
były niezbędne również badania termodynamiczne i kine-
tyczne [139]. Oznaczono zmianę energii swobodnej towa-
rzyszącej wiązaniu antracyklin z DNA. W doświadczeniach 
wykorzystano pochodne antracyklin różniące się jednym 
podstawnikiem od DOX i DRB. Wyniki ujawniły korzystny 

wpływ (2 kcal/mol) obecności reszty daunozaminy wiążą-
cej się w mniejszym rowku DNA, przy czym istotna była 
również konfi guracja wiązania glikozydowego. Energia 
swobodna wiązania z DNA b-anomeru DOX była mniej-
sza o 3 kcal w porównaniu z DOX. Wykazano również, że 
usunięciu grup hydroksylowych w pozycji C-9 i C-14, któ-
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Ryc. 3.  Reakcje redoks prowadzące do powstania formaldehydu i wiązań kowalencyjnych antracyklin z DNA. W pierwszym etapie cząsteczka DOX 
tworzy bardzo aktywny kompleks z jonami żelaza (DOX-Fe3+), który może ulegać redukcji zarówno chemicznej np. z udziałem DTT, jak 
i enzymatycznej. Powstający kompleks DOX-Fe2+ redukuje tlen do anionorodnika ponadtlenkowego (O

2
•–) oraz nadtlenku wodoru (H

2
O

2
). 

DOX-Fe2+ może również reagować z H
2
O

2
 prowadząc do powstania rodnika hydroksylowego (HO•) (reakcja Fentona; Fe2+ + H

2
O

2 ®¬ Fe3+ 
+ HO•+OH–). W następnym etapie, w reakcji HO• z Tris lub sperminą powstaje formaldehyd, który uczestniczy w powstawaniu wiązań 
kowalencyjnych DOX-DNA [ryc. przygotowano na podstawie prac 143,146]

Szuławska A. i Czyż M. – Molekularne mechanizmy działania antracyklin

83



re tworzą wiązania wodorowe z DNA, towarzyszyło obni-
żenie energii swobodnej o 1 kcal/mol, natomiast zamiana 
grupy aminowej w pozycji 3’ na grupę hydroksylową po-
woduje obniżenie energii swobodnej wiązania o 0,7 kcal/
mol [20]. Wyniki te pozwoliły zrozumieć, w jakim stopniu 
poszczególne podstawniki antracyklin uczestniczą w po-
wstawaniu wiązań z DNA i stały się pomocne w projekto-
waniu nowych związków wiążących się z DNA.

Powstawanie wiązań kowalencyjnych antracyklin 
z DNA z udziałem formaldehydu

W powstawaniu wiązań kowalencyjnych z DNA uczest-
niczy formaldehyd (CH2O) [142]. W doświadczeniach in 
vitro źródłem formaldehydu jest Tris, który jest utleniany 
do CH2O przez rodniki hydroksylowe (HO•) powstające 
z udziałem Fe2+ w reakcji redukcji H2O2 (reakcja Fentona) 
(ryc. 3) [143]. Z użyciem spektroskopii NMR wykazano, 
że struktura wiązania kowalencyjnego DOX z DNA, po-
wstającego w warunkach reakcji Fentona z udziałem Tris, 
jest strukturalnie taka sama, jak wiązań otrzymanych bez-
pośrednio w reakcji z formaldehydem [164]. Wykazano 
również, że DOX kowalencyjnie związana tylko z jednym 
z łańcuchów dupleksu 5’-TAATAAGCATAAAT-3’ nadaje 
temu kompleksowi niezwykłej stabilności. Obserwowano 
162-krotną redukcję tempa wymiany łańcuchów DNA 
w kompleksach, w których występowało takie wiązanie 
[164]. Badania wpływu różnych czynników na tworzenie 
się wiązań kowalencyjnych in vitro pozwoliły na określe-
nie optymalnych warunków reakcji. Maksymalną liczbę ad-
duktów obserwowano w pH 7,0, zmiana pH na 6,0 czy 8,0 
powodowała redukcję adduktów odpowiednio o 60 i 35%. 
Optymalna temperatura wynosiła 37°C, a stężenie DOX 10 
µM. Na ilość powstających wiązań kowalencyjnych miało 
wpływ również stężenie Fe3+, stężenie DNA oraz czynni-
ka redukującego [23].

Tris jest związkiem, który nie występuje w komórce, 
a więc nie może być źródłem formaldehydu. W powstawa-
niu CH2O w warunkach in vivo brane są pod uwagę nastę-
pujące mechanizmy: autokatalityczna oksydacja w pozy-
cji C-13 DOX z udziałem H2O2 (reakcja Bayera-Villigera) 
[144] oraz utlenianie przez rodniki hydroksylowe, zwią-
zanych z DNA poliamin np. sperminy [145]. Każdy z tych 
mechanizmów zależy od zdolności DOX do wiązania Fe3+ 
i od komórkowego potencjału redukcyjnego, wymagane-
go w reakcjach redoks prowadzących do powstania reak-
tywnych form tlenu [143].

Udział CH2O w powstawaniu wiązań kowalencyjnych mię-
dzy antracyklinami i DNA zrodził pomysł syntezy koniuga-
tów antracyklin z formaldehydem (DOXF, DRBF, EDOXF) 
i oceny ich działania jako leków [39]. Zakładano, że ko-
niugaty wyeliminują potrzebę wytwarzania CH2O, stwa-
rzając w ten sposób możliwość skuteczniejszego działania 
antracyklin zarówno w komórkach z obniżonym pozio-
mem enzymów aktywujących reakcje redoks, jak rów-
nież ze zwiększonym poziomem „zmiataczy” ROS [146]. 
Liczne doświadczenia wykazały, że DOXF, EDOXF czy 
DRBF są toksyczne dla komórek nowotworowych, również 
tych opornych na antracykliny. Istniała korelacja między 
wzrostem ilości koniugatów w jądrze, akumulacją w DNA, 
wydłużoną komórkową retencją i zmniejszonym uwalnia-
niem antracyklin z komórki [142]. Koniugaty mają struk-

turę dimeryczną. Ich synteza polega na połączeniu dwóch 
cząsteczek antracyklin z trzema cząsteczkami formalde-
hydu. Formaldehyd jest w tej reakcji źródłem grup me-
tylenowych, z których dwie tworzą pierścienie oksazoli-
dynowe przez połączenie grupy aminowej daunozaminy 
z grupą hydroksylową, a trzecia wiąże te pierścienie po-
przez azot. Tak otrzymany koniugat hydrolizując daje 
aktywne monomeryczne metabolity, w których węgiel 
pochodzący z CH2O jest związany z grupą 3’-NH2 dau-
nozaminy. Po interkalacji antracykliny do DNA tworzy się 
wiązanie kowalencyjne z grupą 2-NH2 guaniny. Jeśli in-
terkalacja wystąpi w sekwencji 5’-NGC-3’, wtedy lek in-
terkaluje pomiędzy dowolny nukleotyd (N) i guaninę (G) 
tworząc kowalencyjnie wiązanie z G w jednej nici DNA, 
oraz bardzo silne wiązania wodorowe z guaniną w drugiej 
nici DNA. Takie niezwykłe połączenie interkalacji, wią-
zania kowalencyjnego i wiązania wodorowego jest nazy-
wane „wirtualnym” wiązaniem międzyniciowym (virtual-
ly crosslink) (ryc. 4) [143,146].

Jednak nie wszystkie antracykliny mają zdolność do 
tworzenia wiązań kowalencyjnych. Wykazano, że hy-
droksyrubicyna, 3’-deamino-4-demetoksy-4’-deoksy-
4’-epiaminodaunorubicyna, 3’-deamino-4-demetoksy-
4’-deoksy-4’-epiamino-3’-hydroksydaunorubicyna, oraz 
inne pochodne niezawierające grupy NH2, nie tworzą kowa-
lencyjnych wiązań z DNA [23,26]. Zbadano również wpływ 
położenia grupy NH2 w reszcie cukrowej antracyklin oraz 
jej stereochemii na zdolność tworzenia wiązań kowalencyj-
nych. Wykazano, że pochodna DRB (4’-amino-3’-deamino-
4’-deoksy-3’-hydroksydaunorubicyna), której grupa amino-
wa zmieniła położenie z pozycji C-3’ na C-4’ również nie 
wykazuje zdolności do tworzenia wiązań kowalencyjnych 
z DNA, natomiast epimeryzacja grupy aminowej w pozy-
cji C-3’ prowadząca do powstania 3’-epidaunorubicyny 
(WP711) nie zmieniała zdolności tworzenia wiązań kowa-
lencyjnych [77]. Wyniki te sugerują, że reakcje powstawa-
nia wiązań kowalencyjnych nie zależą od stereochemii gru-
py aminowej w pozycji 3’, natomiast wymagają obecności 
grupy aminowej w tej pozycji. Zbadanych zostało również 
kilka naturalnych i syntetycznych pochodnych antracyklin, 
które w swojej strukturze mają przejściowo zablokowaną 
grupę aldehydową w postaci podstawnika będącego mody-
fi kacją grupy aminowej daunozaminy. Wykazano, że związ-
ki te nie wymagają metabolicznej aktywacji do utworze-
nia wiązań kowalencyjnych z DNA. Należą do nich m.in.: 
cyjanomorfolinodoksorubicyna (CMA) [25], barminomy-
cyna [109] pyrrolinodoksorubicyna [96] oraz N-(5,5-dia-
cetylopentylo)-doksorubicyna [167]. Badania strukturalne 
CMA wykazały, że jej pierścień morfolinowy ulega prze-
kształceniom. Grupa CN zostaje usunięta z pierścienia 
i pierścień morfolinowy otwiera się. Właściwym związkiem 
wiążącym się kowalencyjnie z DNA jest w tym przypad-
ku N-2-hydroksyetylodoksorubicyna [36]. Wykazano, że 
wiązania kowalencyjne utworzone przez antracykliny ma-
jące na stałe dołączoną grupę aldehydową są bardziej sta-
bilne niż wiązania tworzone przez antracykliny wymaga-
jące obecności formaldehydu [156,145].

Swoistość wiązania antracyklin z DNA

Określenie swoistości wiązania antracyklin z DNA było istot-
ne dla zrozumienia mechanizmów działania tych związków. 
Liczne badania krystalografi czne trójwymiarowej struktury 
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kompleksów antracyklin z DNA oraz badania wykorzystu-
jące metodę „footprint” i analizę restrykcyjną pozwoliły na 

określenie swoistych miejsc interkalacji oraz kowalencyjnych 
wiązań antracyklin z DNA.
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daunozaminy. Jeśli interkalacja antracyklin wystąpi w sekwencji 5’-NGC-3’, wtedy lek interkaluje pomiędzy dowolny nukleotyd (N) i guaninę 
(G) tworząc, z udziałem CH

2
O, kowalencyjnie wiązanie z G w jednej nici DNA, oraz wiązania wodorowe z guaniną w drugiej nici DNA. Dla 

przejrzystości zasady azotowe zaznaczono kolorem niebieskim [ryc. przygotowano na podstawie prac 142,143,145,146]
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Badania struktury kompleksu DRB/DNA wykazały, że 
dwuniciowy fragment DNA, zawierający sekwencję 5’-
CGTACG-3’ wiąże dwie cząsteczki DRB i 80 cząsteczek 
wody [113]. Analiza restrykcyjna wykazała, że DRB lepiej 
chroni sekwencję 5’-CGATCG-3’ przed cięciem enzymem 
PvuI niż sekwencję 5’-GAATTC-3’ rozpoznawaną przez 
EcoRI [18]. Potwierdzono to w doświadczeniach z wyko-
rzystaniem metody footprint, w których miejscem najczęś-
ciej chronionym przez antracykliny przed cięciem DN-azą 
I była sekwencja 5’-GC-3’ [19, 141]. Wykazano również, 
że na wiązanie antracyklin z DNA mają wpływ sekwen-
cje sąsiadujące z miejscem interkalacji, gdyż wpływają 
one na ułożenie aminocukru w mniejszym rowku DNA. 
Zbadano krystaliczną strukturę kompleksów DOX i DRB 
z sekwencją 5’-CGATCG-3’. W tych kompleksach chro-
mofory antracyklin interkalowały w miejscu CpG na obu 
końcach fragmentu DNA, podczas gdy aminocukier poło-
żony był w mniejszym rowku. Badania struktury tego kom-
pleksu stworzyły możliwości porównania z innym wcześ-
niej badanym kompleksem DRB z 5’-CGTACG-3’. Mimo 
że te dwa kompleksy były bardzo podobne wykazano in-
teresującą zależność: DRB była mocniej związana z sek-
wencją 5’-CGATCG-3’ niż 5’-CGTACG-3’, wskazując, że 
sekwencja 5’-AT-3’, a nie 5’-TA-3’ była sekwencją prefe-
rowaną przez aminocukier [42]. Zmiana środkowej sek-
wencji 5’-AT-3’ na 5’-TA-3’ powoduje, że aminocukier, 
aby móc dopasować się do położenia w mniejszym row-
ku DNA ulega wyraźnemu przesunięciu. Zmienia się kąt 
wiązania między C-7 pierścienia A i połączonym z nim 
atomem tlenu (O-7), a także kąt wiązania pomiędzy O-7 
i C-1’ reszty cukrowej, co ma wpływ na kontakt pomię-
dzy DNA a resztą cukrową [74].

Stosując analizę footprinting poszukiwano odpowiedzi na 
pytanie, które grupy funkcyjne zasad azotowych są odpo-
wiedzialne za wiązanie antracyklin. Zastosowano fragmen-
ty DNA o długości 160 par zasad, natywne lub zmodyfi -
kowane w taki sposób, aby określić rolę grupy aminowej 
w pozycji 2 guaniny, jeżeli znajdowała się w mniejszym 
rowku. Analiza footprinting wykazała, że DRB prefe-
rencyjnie wiązała tripletowe sekwencje 5’-(A/T)GC-3’ 
i 5’-(A/T)CG-3’ w natywnej cząsteczce DNA. Zastąpienie 
guanozyny inozyną, czemu towarzyszyła utrata atomu azotu 
w pozycji 2, osłabiało zdolność wiązania, ale nie zmieni-
ło znacząco preferencji w stosunku do sekwencji wiązania 
DRB. Natomiast podwójna zamiana: guanozyny inozy-
ną, a adeniny diaminopuryną powodowała zmianę prefe-
rencji sekwencyjnej DRB [7]. Wskazywało to również na 
rolę reszty daunozaminy i grupy –OH w pozycji 9 DRB 
w określeniu miejsc wiązania antracyklin z DNA. Również 
inne zmiany w strukturze antracyklin wpływały na swoi-
stość ich wiązania. Dotyczy to modyfi kacji reszty dauno-
zaminy. Atom bromu podstawiony w pozycji C-2’ 4’-epi-
daunorubicyny powodował, że daunozamina przyjmowała 
inną konformację niż w DRB. Pochodna ta, w obecności 
formaldehydu, częściej tworzyła kowalencyjne wiązania 
z 5’-CGGCCG-3’ niż z sekwencją 5’-CGCGCG-3’, prefe-
rowaną przez DRB [46]. W badaniach krystalografi cznych 
kompleksu cyjanomorfolinowej pochodnej doksorubicyny 
(CMA) z sekwencją 5’-CGATCG-3’ wykazano, że chociaż 
struktura tego kompleksu była podobna do poprzednio ba-
danych, nie stwierdzono obecności wiązań kowalencyjnych. 
Związek interkalował w miejscu CpG tworząc wyłącznie 
wiązania wodorowe z resztą guaniny [36]. W przypadku 

CMA niezbędna do wytworzenia wiązań kowalencyjnych 
była obecność sekwencji 5’-CG-3’ w sąsiedztwie miejsc 
interkalacji. Przeprowadzono również badania amidyno-
wych pochodnych antracyklin [141]. W analizie footprin-
ting wykazano, że zarówno DOX, DRB, jak i ich pochod-
ne amidynowe z pierścieniem morfolinowym (DOXM, 
DRBM) wykazywały bardzo wyraźne preferencje do sek-
wencji 5’-GC-3’, 5’-CG-3’ oraz 5’-TC-3’. W przypad-
ku DOXM, DRBM obserwowany był nieznaczny wzrost 
ochrony sekwencji 5’-TC-3’ w porównaniu z sekwencjami 
5’-GC-3’ i 5’-CG-3’, co potwierdziła analiza restrykcyjna, 
w której największą ochronę obserwowano w miejscu cię-
cia Sac I (T/C). Badania te pozwoliły również zaobserwo-
wać, że DRB ma szerszy zakres chronionych sekwencji, 
w porównaniu z DOX i EDOX, które wykazywały więk-
szą swoistość [141].

Uszkodzenia DNA spowodowane działaniem 
reaktywnych form tlenu

Istnieje wiele uszkodzeń DNA, które nie wynikają z wią-
zania antracyklin z DNA, lecz powstają w wyniku dzia-
łania na DNA reaktywnych form tlenu (ROS) indukowa-
nych w reakcjach redoks antracyklin.

W wyniku przeniesienia elektronu z NADH lub NADPH 
na układ chinonu DOX (pierścień C), lub innych antracy-
klin, tworzy się semichinon. Szybkiej regeneracji semichi-
nonu do macierzystego chinonu towarzyszy redukcja tle-
nu i powstawanie reaktywnych form tlenu (ROS) o różnej 
toksyczności: anionorodnika ponadtlenkowego (O2

.–), nad-
tlenku wodoru (H2O2), czy szczególnie toksycznego rod-
nika hydroksylowego (HO•). W reakcji mogą uczestniczyć 
różne enzymy oksydoredukcyjne np.: cytochrom P450, re-
duktazy b5, mitochondrialna dehydrogenaza NADH, de-
hydrogenaza ksantynowa itd. [157] (ryc. 5). W tym cyklu 
semichinon może również utleniać i rozrywać wiązania 
glikozydowe pomiędzy pierścieniem A, a daunozaminą 
i w rezultacie uczestniczyć w powstaniu 7-deoksyagliko-
nu. Aglikony wnikając do błon uwalniają jeszcze większe 
ilości reaktywnych form tlenu [51,78].

Ze względu na bardzo dużą reaktywność, ROS mogą od-
działywać ze wszystkimi makrocząsteczkami komórko-
wymi (białka, lipidy, węglowodany, kwasy nukleinowe). 
Szczególnie niebezpieczne dla organizmu są oddziaływa-
nia ROS z DNA, które mogą powodować jedno- i dwuni-
ciowe pęknięcia DNA oraz oksydacyjne modyfi kacje za-
sad azotowych [102,163]. Niektóre z tych modyfi kacji mają 
ustalony potencjał mutagenny [102,163]. Badania wykaza-
ły, że po podaniu DOX [32] oraz EDOX [101] liczba ok-
sydacyjnie zmodyfi kowanych zasad azotowych wzrastała 
w stosunku do kontroli. W chromatynie izolowanej z lim-
focytów pacjentów otrzymujących EDOX zidentyfi kowa-
no zmodyfi kowane formy zasad, tj. 8-hydroksyguaninę, 
8-hydroksyadeninę, 2-hydroksyadeninę, 5-hydroksyura-
cyl, 5-hydroksycytozynę, glikol tyminowy [101], charak-
terystyczne dla działania rodnika hydroksylowego. Po 24 
godzinach od podania leku poziom większości z nich wra-
cał do poziomu kontroli.

Wolne rodniki mogą również pośrednio modyfi kować 
zasady azotowe w DNA, poprzez peroksydację lipidów. 
Dialdehyd malonowy (malondialdehyde – MDA) jest jed-

Postepy Hig Med Dosw (online), 2006; tom 60: 78-100

86



nym z końcowych produktów procesu peroksydacji wielo-
nienasyconych kwasów tłuszczowych w komórkach. MDA 
może reagować z grupami aminowymi znajdującymi się na 
zewnątrz pierścienia deoksyguanozyny (dG), deoksyadeno-
zyny (dA), deoksycytydyny (dC) i tworzyć egzocykliczne 
addukty pięcioczłonowe (etenoaddukty) [82]. Najłatwiej 
jednak MDA reaguje z dG w wyniku czego pojawia się 
struktura pirymidopurynonu (M1dG) (ryc. 6) [110]. Analiza 
sekwencyjna wykazała, że MDA w większości indukuje 
mutacje występujące w parach GC powodując powstawa-
nie dużych insercji i delecji [98].

Antracykliny wpływają na tworzenie M1dG nie tylko 
przez zwiększanie poziomu MDA, ale również sprzyjając 
przenoszeniu grup oksopropenylowych z MDA na DNA. 
Wykazano, że DOX i DRB zwiększają wielokrotnie za-
leżną od MDA reakcję przenoszenia oksopropenylu [110]. 
Zatem, zarówno powstawanie MDA wywołane stresem ok-
sydacyjnym, jak i oksopropenylacja DNA przyczyniają się 
do wzrostu poziomu komórkowego M1dG. Reakcje te za-
kładają istnienie zależności między generowaniem ROS 
przez antracykliny, indukcją peroksydacji lipidów a inter-
kalacją i uszkodzeniami DNA.

WPŁYW ANTRACYKLIN NA REPLIKACJĘ I EKSPRESJĘ GENÓW

Powstawanie kompleksów interkalacyjnych, wiązań kowa-
lencyjnych oraz modyfi kacje oksydacyjne zasad azotowych 
z udziałem antracyklin lub produktów ich biotransforma-
cji prowadzą do zaburzeń w strukturze DNA. Zmiany te 
wpływają na aktywność enzymów oraz czynników tran-
skrypcyjnych bezpośrednio oddziałujących z DNA, a więc 
mają znaczenie w procesach decydujących o zdolności ko-
mórki do proliferacji.

Hamowanie syntezy DNA i RNA

Wiele jest doniesień opisujących wpływ antracyklin na ha-
mowanie replikacji DNA [49]. Hamowanie aktywności po-
limerazy DNA wynika ze zdolności antybiotyków antra-
cyklinowych do tworzenia kompleksów interkalacyjnych 
z DNA [147]. Jednakże zgromadzone dane, w szczególno-
ści dotyczące zakresu stężeń stosowanych przy hamowaniu 
syntezy DNA, są dość rozbieżne. W komórkach raka pier-
si oraz szczurzych komórkach raka wątroby, hamowanie 
syntezy DNA z udziałem antracyklin obserwowane było 
w stężeniach 0,1–5 µM [40,94]. Część wyników wskazy-
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A a daunoazaminą w wyniku czego powstaje 7-deoksyaglikon. Wnika on do błon komórkowych sprzyjając powstawaniu jeszcze większej 
ilości ROS [ryc. na podstawie 86]
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wała na zależność między hamowaniem syntezy DNA, 
a hamowaniem proliferacji komórek [40,94], podczas gdy 
w innych badaniach wykazano, że zaburzenia w syntezie 
DNA w komórkach poddanych działaniu antracyklin od-
grywają niewielką rolę w hamowaniu wzrostu hodowli 
[125,129]. Takie wyniki sugerują, że zahamowanie proli-
feracji komórek indukowane antracyklinami to wynik nie 
tylko hamowania syntezy DNA. Jest prawdopodobne, że 
hamowanie syntezy DNA może być wczesnym, przejścio-
wym etapem, prowadzącym do zahamowania wzrostu ko-
mórek, związanym z funkcją p53 [68]. Aktywacja p53, do 
której może dojść w odpowiedzi na działanie DOX pro-
wadzi do zwiększenia aktywności białka p21waf/cip1 silne-
go inhibitora kinaz zależnych od cyklin [128]. Zwiększona 
ilość p21waf/cip1 może hamować syntezę DNA przez wiąza-
nie tych białek z jądrowym antygenem proliferujących ko-
mórek (proliferating cell nuclear antigen – PCNA) [69], 
a także przez obniżoną aktywność czynnika transkrypcyj-
nego E2F [31], białka wiążącego sekwencje w regionach 
promotorowych genów np. kinazy tymidynowej, syntetazy 
tymidylanowej oraz polimerazy a DNA [37]. Indukowane 
przez antracykliny hamowanie syntezy DNA z udziałem 
polimerazy DNA może się wiązać z przejściowym, cyto-
statycznym działaniem tych związków, natomiast bardziej 
toksyczny wpływ jest związany z hamowaniem aktywno-
ści topoizomerazy II.

Enzymy zaangażowane w proces transkrypcji (polimera-
zy RNA), w przeciwieństwie do polimeraz DNA, nie mają 
aktywności nukleazowej 3’-5’. Brak tej aktywności czyni 
polimerazę RNA lepszym narzędziem w badaniu kowa-

lencyjnie zmodyfi kowanych matryc [131]. Również zdol-
ność polimerazy RNA do inicjacji syntezy łańcucha RNA 
w ściśle określonym miejscu stwarza możliwość śledzenia 
poszczególnych etapów tej reakcji. Wykorzystując analizę 
transkrypcyjną in vitro wykazano, że antracykliny tworząc 
kowalencyjne wiązania z DNA blokują proces transkrypcji. 
Wykazano, że kowalencyjne wiązanie DOX z DNA wy-
raźnie wpływa na zahamowanie elongacji łańcucha RNA 
[24]. Polimeraza RNA zatrzymuje się na zmienionym nu-
kleotydzie i przerywa syntezę [53]. Badając wpływ antra-
cyklin na syntezę RNA porównano działanie DOX i DRB 
z ich pochodnymi DOXM i DRBM (ryc. 7).

Pochodne te hamowały syntezę RNA w stężeniach wyż-
szych niż związki macierzyste. Dla DOX stężenie leku ha-
mujące syntezę RNA w 50% (IC50) wynosiło 10 µM, nato-
miast dla DOXM 15 µM. W przypadku DRB IC50 wynosiło 
15 µM, podczas gdy dla DRBM aż 37 µM [138]. Wykazano 
również, że DOX tworząca wiązanie niekowalencyjne szyb-
ko dysocjuje z kompleksu z DNA, nie zatrzymując elonga-
cji łańcucha RNA [160]. Związki niekowalencyjne oddzia-
łujące z DNA wpływają głównie na wczesne etapy syntezy 
RNA, takie jak wiązanie polimerazy RNA z DNA lub ini-
cjację transkrypcji, czego wynikiem jest mniejsza liczba 
powstających transkryptów [55].

Modyfi kacje DNA z udziałem antracyklin nie tylko ha-
mują wydłużanie łańcucha RNA czy wiązanie polimerazy 
z DNA, ale również mogą wpływać na regulację ekspresji 
genów przez oddziaływanie na wiązanie czynników tran-
skrypcyjnych ze swoistymi sekwencjami DNA. Wykazano, 

Ryc. 6.  Powstawanie M
1
dG, z udziałem MDA, indukowane antracyklinami [ryc. przygotowano na podstawie 86]

OHO NH

NN

N

O

NH2

NN

N

O

N

N

M1dG

Dialdehyd malonowy (MDA)
produkt peroksydacji lipidów

deoksyguanina

+

Postepy Hig Med Dosw (online), 2006; tom 60: 78-100

88



że leki przeciwnowotworowe modyfi kujące strukturę DNA 
lub współzawodniczące z białkami o sekwencje regula-
torowe w DNA mogą zaburzać oddziaływanie pomiędzy 
czynnikami transkrypcyjnymi a rozpoznawanymi przez nie 
sekwencjami [54]. Leki wiążące się kowalencyjnie z DNA 
wywierają większy wpływ na oddziaływanie czynników 
transkrypcyjnych niż związki oddziałujące niekowalen-
cyjnie. Powstawanie wiązań kowalencyjnych antracyklin 
z DNA z sekwencją GpC wpływało na wiązanie czynnika 
transkrypcyjnego Sp1, który rozpoznaje sekwencje bogate 
w pary G•C. Potwierdziły to badania, w których zastoso-
wano technikę Mobility Shift Assay (EMSA) oraz oligo-
nukleotydy o sekwencjach wiążących czynniki transkryp-
cyjne Sp1 i AP-1. Wykazano, że antracykliny wywoływały 
większe zmiany w powinowactwie czynnika Sp1 niż AP-
1 do rozpoznawanych sekwencji [141]. Selektywność an-

tracyklin w tym przypadku wynikała z braku w oligonu-
kleotydzie wiążącym AP-1 sekwencji 5’-GC-3’. W innych 
badaniach wykazano, że również DRB i bisinterkalująca 
antracyklina WP631 hamują wiązanie czynnika transkryp-
cyjnego Sp1 z rozpoznawanymi sekwencjami [81,111]. 
Antybiotyki antracyklinowe hamowały także wiązanie 
czynników E2F1 i E2F4 rozpoznających sekwencje cha-
rakteryzujące się nagromadzeniem występujących obok 
siebie par A•T oraz G•C [54].

Wpływ antracyklin na aktywność topoizomerazy II

Topoizomerazy są odpowiedzialne za relaksację superhe-
liksu DNA, która jest konieczna w czasie replikacji, tran-
skrypcji, rekombinacji czy naprawy DNA. Topoizomeraza 
I wprowadza przecięcia do jednego łańcucha polinukleo-
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tydowego tworząc kompleks rozcinalny (cleavable com-
plex), w którym C-3’ reszty deoksyrybozylowej jest po-
łączony wiązaniem fosfodiestrowym z resztą tyrozyny 
enzymu. Komplementarny łańcuch przeciska się przez 
utworzoną przerwę, a następnie końce przeciętego łańcu-
cha ulegają ligacji. Topoizomeraza II natomiast przecina 
jednocześnie oba łańcuchy, wiążąc końce 5’-fosfodeok-
syrybozylowe z podjednostkami enzymu. W ten sposób 
podjednostki wiążące końce tworzą „bramkę”, przez któ-
rą zostaje przeciśnięty cały sąsiedni segment podwójnej 
helisy. Działanie to stanowi o bardzo ważnej roli topoi-
zomeraz, ponieważ struktura superheliksu jest regulowa-
na zgodnie z fazami cyklu komórkowego i aktywnością 
transkrypcyjną [10].

Hamowanie aktywności topoizomerazy II jest jednym 
z głównych mechanizmów toksycznego działania antra-
cyklin na komórki. Antracykliny wiążą się z kompleksem 
rozcinalnym, a więc w chwili, gdy przecięty DNA jest 
związany kowalencyjnie z topoizomerazą II. Przeszkadza 
to w ponownym połączeniu nici DNA. Powstawanie i sta-
bilność kompleksów antracykliny-DNA- topoizomeraza II 
zależy od struktury związków. Układ płaskich pierścieni 
antracyklin jest ważny dla interkalacji do DNA, natomiast 
zewnętrzne podstawniki, które nie biorą udziału w interka-
lacji (reszta cukrowa, pierścień A) odgrywają ważną rolę 
w powstawaniu i stabilizowaniu kompleksów antracykli-
ny-DNA-topoizomeraza II. W szczególności podstawnik 
cukrowy umiejscowiony w bruździe mniejszej jest kry-
tycznym czynnikiem, decydującym o oddziaływaniu an-
tracyklin z topoizomerazą II. Wykazano, że hamowanie 
topoizomerazy II wzrasta po usunięciu grupy NH2 przy 
C-3’ w reszcie cukrowej lub grupy metoksylowej przy C-4 
w pierścieniu D. Ponadto charakter podstawników w po-
zycji 3’ w dużym stopniu wpływa na swoistość sekwen-
cyjną cięcia DNA [10,12]. Wykazano, że DOX, IDA i ich 
analogi z drugą resztą daunozaminy przyłączoną do gru-
py OH w pozycji C-4’ wydajnie hamują aktywność topoi-
zomerazy II [58]. Zaobserwowano jednak różnice w efek-
tywności działania tych analogów. Pochodne zawierające 
drugą resztę daunozaminy w pozycji aksjalnej w stosunku 
do pierwszego cukru były bardziej aktywne niż pochodne 
z cukrem w pozycji ekwatorialnej. Wynika z tego, że pozy-
cja aksjalna strukturalnie determinowała hamujący wpływ 
na topoizomerazę II. Wykazano również różnice w stęże-
niach antracyklin stosowanych w hamowaniu aktywności 
topoizomerazy I i II. Zakres stężeń, przy którym obser-
wowano hamowanie aktywności topoizomerazy I wynosił 
10–100 µM. Dużo niższe były stężenia antracyklin wpły-
wające na aktywność topoizomerazy II. Efektywnym stę-
żeniem dla DOX, IDA oraz pochodnej IDA z aksjalną po-
zycją drugiego cukru było stężenie 0,1 µM, natomiast dla 
disacharydowej pochodnej DOX 1 µM [58]. Blokowanie 
aktywności topoizomeraz powoduje fragmentację DNA 
i nagromadzenie się wiązań kowalencyjnych DNA-biał-
ko w kompleksach topoizomerazy z przeciętym DNA, co 
w konsekwencji prowadzi do śmierci komórki [11].

Wpływ antracyklin na aktywność helikazy

Helikaza katalizuje rozplatanie dwuniciowej cząsteczki 
kwasu deoksyrybonukleinowego przez rozerwanie wią-
zań wodorowych między komplementarnymi zasada-
mi. Antracykliny hamując działanie tego enzymu, mogą 

wpływać na replikację, transkrypcję, czy rekombinację. 
Wykazano, że DOX w małych stężeniach uniemożliwia-
ła rozplatanie nici DNA w komórkach raka piersi MCF-7 
[41]. Wyniki te mogły sugerować, że jest to spowodowane 
powstawaniem kowalencyjnych wiązań antracyklin z DNA, 
gdyby nie stężenia, które były dużo niższe niż te wymaga-
ne do utworzenia tych wiązań. Wydaje się, że raczej inter-
kalacja antracyklin do DNA, a nie tworzenie wiązań ko-
walencyjnych jest przyczyną stabilizacji drugorzędowej 
struktury DNA uniemożliwiając rozplatanie nici z udzia-
łem helikazy. Efektywne stężenie hamujące w 50% ak-
tywność helikazy wynosiło dla DRB i DOX 0,4 µM, ida-
rubicyny 1,8 µM, 4’-epidoksorubicyny 2 µM oraz ACLA 
4 µM. Najniższe stężenie konieczne do zahamowania he-
likazy w 50% odnotowano w przypadku nogalomycyny – 
0,2 µM [6]. Natomiast klinicznie nieaktywne 3’-N-ace-
tyloantracykliny nie hamowały aktywności helikaz [5]. 
Dalsze badania tego samego zespołu wykazały, że bloko-
wanie działania helikazy wskazuje na inhibicję niekompe-
tycyjną oraz tworzenie przez antracykliny, DNA i helikazy 
nieodwracalnych, trójskładnikowych kompleksów. Również 
inne badania potwierdziły hamujący wpływ DRB zarówno 
na rozplatanie nici DNA, jak i na aktywności ATP-azową 
oczyszczonej ludzkiej helikazy II. Wiązanie leku z DNA 
nie wpływa natomiast na zdolność helikazy do wiązania 
się z DNA [155]. Helikazy wydają się ważnym i godnym 
większej uwagi celem działania antracyklin, gdyż stężenia 
antracyklin wykorzystywane do hamowania ich aktywności 
znajdują się w zakresie stężeń istotnych klinicznie.

Wpływ antracyklin na aktywność innych enzymów

Badano wpływ antracyklin na aktywność różnych enzy-
mów, chociaż jak dotąd najlepiej poznano mechanizmy 
hamowania aktywności enzymów opisanych powyżej: po-
limerazy RNA, topoizomerazy II i helikazy. Jeśli jednak 
weźmiemy pod uwagę stężenie antracyklin, przy którym 
następuje hamowanie aktywności enzymu w 50% oraz to, 
że stężenie w osoczu może wynosić 0,1–5 µM [49,93], to 
należy uwzględniać jeszcze wiele enzymów uczestniczą-
cych w reakcjach redoks oraz w transporcie przez błonę. 
Wnikanie antracyklin do dwuwarstwy lipidowej zaburza or-
ganizację błony, która jest istotna dla aktywności katalitycz-
nej niektórych enzymów. Jednym z typowych przykładów 
jest oksydaza cytochromu c (COX). Jest to bardzo złożo-
ne białko, w skład którego wchodzi 13 podjednostek, dwie 
grupy hemowe oraz dwa atomy miedzi połączone z biał-
kiem koordynacyjnie. Enzym znajduje się w wewnętrz-
nej błonie mitochondrialnej i jest końcowym ogniwem 
w łańcuchu oddechowym katalizującym czteroelektro-
nową redukcję tlenu cząsteczkowego. Właśnie oddziały-
wanie DOX (IC50=3–5 µM) z COX jest uważane za jedną 
z przyczyn kardiotoksyczności antracyklin [130]. Poziom 
ATP w hodowlach miocytów jest obniżony w obecności 
DOX. Podobne zjawisko obserwowano w sercach szczu-
rów traktowanych DOX [97]. Aktywność COX zależy od 
fosfolipidowego otoczenia, które utrzymuje enzym w ak-
tywnym stanie. Szczególnie istotny jest naładowany ujem-
nie fosfolipid kardiolipina (CL), której 2–4 cząsteczki są 
włączone w strukturę enzymu [118]. Wykazano, że DOX 
wiąże się z CL za pośrednictwem oddziaływań elektrosta-
tycznych (Kd=0,6 µM) i wpływa hamująco na aktywność 
COX. Inne przykłady wpływu antracyklin na aktywność 
białek opisujemy w następnych rozdziałach.
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Indukowanie apoptozy z udziałem antracyklin

W walce z nowotworami istotne jest poznanie mechani-
zmów prowadzących do śmierci komórek. Uważa się, że 
miarą skuteczności leków przeciwnowotworowych, oprócz 
hamowania proliferacji komórek nowotworowych, jest zdol-
ność do indukowania procesu apoptozy. Mechanizm cy-
totoksycznego działania antybiotyków antracyklinowych 
na komórki nowotworowe jest przedmiotem zainteresowa-
nia wielu badaczy.

Istnieje wiele kontrowersyjnych doniesień na temat roli 
białka p53 w cytotoksycznym działaniu antracyklin 
[9,47,108,121]. Niejasności dotyczące związku między 
p53 i apoptozą indukowaną przez antracykliny mogą być 
spowodowane istnieniem alternatywnych dróg apoptozy, 
które nie są związane ani z hamowaniem aktywności to-
poizomerazy II, ani z obecnością funkcjonalnego p53. Na 
przykład kliniczne stężenia antracyklin uruchamiają hydro-
lizę sfi ngomielin i tworzenie ceramidu, który z kolei akty-
wuje drogi prowadzące do śmierci komórek, niewymagają-
ce kontroli ze strony p53. Można wymienić tu stymulację 
kinaz JNK i aktywację c-Jun/AP-1 [75], a także degradację 
serynowo-treoninowej kinazy Akt i zaburzenia regulacji 
drogi „przeżycia” komórek z udziałem Akt/B [83]. Liczba 
mediatorów komórkowych łączących antracykliny z apo-
ptozą stale wzrasta. Wykazano, że DOX indukuje apop-
tozę przez aktywację kinazy białkowej p38 aktywowanej 
mitogenami (MAPK) [67]. Natomiast w komórkach mięś-
nia sercowego (HL-1) oraz w wyizolowanych miocytach 
szczura apoptozie indukowanej DOX i DRB towarzyszy 
obniżenie aktywności czynnika transkrypcyjnego GATA-
4 [70]. Antracykliny mogą również bezpośrednio uwalniać 
cytochrom c z mitochondriów, tym samym indukując apo-
ptozę bez uszkodzenia DNA [22,57]. Opierając się na tym, 
że białka z rodziny Bcl-2 odgrywają ważną rolę w regu-
lowaniu uwalniania cytochromu c, zbadano wpływ antra-
cyklin na aktywację proapoptotycznych białek Bax, Bak 
i białek BOPs (BH3-only proteins) Bid i Bik. Wykazano, 
że DOX, w stężeniu klinicznie istotnym, aktywowała biał-
ka Bak i Bax. Dodatkowo wykazano, że aktywacja białka 
Bak była wcześniej niż aktywacja Bax, co zasugerowało, 
że DOX w różny sposób wpływa na regulację tych dwóch 
białek. Komórki traktowane DOX wykazywały podwyższo-
ny poziom białka Bik, nie obserwowano natomiast udziału 
białka Bid w apoptozie indukowanej DOX [105].

Najważniejszą rolę w kontrolowaniu wrażliwości komórek 
na sygnały proapoptotyczne odgrywa szlak kinazy fosfa-
tydyloinozytolu PI3K/Akt. Jednym z mechanizmów anty-
apoptotycznego działania PI3K i aktywowanej przez nią 
Akt jest hamowanie białka Bad [165] oraz czynników tran-
skrypcyjnych FKHD (forkhead transcription factor), któ-
re indukują ekspresję białek proapoptotycznych z rodziny 
Bcl-2 [133]. Wykazano, że hamowanie aktywności PI3K/
Akt uwrażliwiało komórki na apoptozę indukowaną DOX. 
Zwiększona wrażliwość na apoptozę korelowała ze wzmo-
żoną aktywnością białek Bak i Bax [105]. Możliwość re-
gulowania drogi sygnałowej PI3K może zmieniać wraż-
liwość komórek na apoptozę indukowaną przez DOX, co 
również ma uzasadnienie kliniczne, gdyż wiele typów no-
wotworów wykazuje nadmierną ekspresję PI3K. Odnosząc 
się do drogi apoptozy z udziałem receptorów śmierci, wy-
kazano, że DOX zwiększa apoptozę indukowaną przez 

ligand Fas (rFasL) w noworodkowych kardiomiocytach 
szczura [162].

Podwójną rolę NF-kB (antyapoptotyczną w komórkach 
nowotworowych i proapoptotyczną w kardiomiocytach) 
uwidoczniły badania, w których SN50, peptyd blokujący 
jądrową translokację NF-kB, zwiększał apoptozę induko-
waną przez DOX w ludzkich komórkach nerwiaka niedoj-
rzałego [112], natomiast hamował apoptozę indukowaną 
przez DOX w kardiomiocytach szczura [158]. W komór-
kach nowotworowych hamowaniu NF-kB zależnemu od 
SN50, i w konsekwencji nasileniu apoptozy, towarzyszy-
ła zwiększona aktywność Bax i obniżona aktywność Bcl-
2 [112]. W innych doświadczeniach DOX i jej analogi 
(WP631, WP744) aktywowały NF-kB w komórkach mie-
loidalnych (KBM-5) i limfoidalnych (Jurkat), a aktywacja 
ta była związana z degradacją podjednostki inhibitorowej 
IkBa [4]. W jaki sposób DOX aktywuje NF-kB nie jest 
wyjaśnione. Wykazano natomiast, że aktywacja NF-kB 
indukowana DOX wymaga obecności RIP (receptor-inte-
racting protein) [4].

Omawiając różne mechanizmy prowadzące do indukowa-
nej antracyklinami apoptotycznej śmierci komórek warto 
również wspomnieć o roli zaburzeń w homeostazie żelaza. 
Jony żelaza w postaci związanej z białkami są niezbędne 
do funkcjonowania podstawowych procesów życiowych. 
Utrzymanie homeostazy żelaza w komórce zależy od wspól-
nego działania dwóch białek ferrytyny i receptora transfery-
ny (TfR). Pierwsze odpowiedzialne jest za przechowywanie 
żelaza w dostępnej i nieszkodliwej postaci [61], a drugie za 
wychwytywanie żelaza z płynów zewnątrzkomórkowych 
[148]. Wykazano, że DOX nie wpływa na proces pobie-
rania żelaza i gromadzenia w ferrytynie, natomiast hamu-
je uwalnianie żelaza związanego z ferrytyną. W procesie 
tym przypuszczalnie biorą udział wolne rodniki powstające 
w reakcjach redoks antracyklin, które indukują potransla-
cyjne modyfi kacje ferrytyny zmniejszając jej zdolność do 
uwalniania jonów żelaza [72]. Inna możliwość jest taka, 
że antracykliny biorą udział w lizosomalnej lub proteaso-
mowej degradacji białek ferrytyny [73].

Skoro w powstawaniu wolnych rodników wywołujących 
apoptozę istotną rolę odgrywają jony żelaza występujące 
w komórce w nadmiarze, wydaje się, że zatrzymywanie 
żelaza w ferrytynie indukowane przez DOX nie powin-
no indukować apoptozy, ale przeciwnie przez zapobiega-
nie powstawaniu wolnych rodników ograniczać apoptozę. 
Okazuje się jednak, że DOX hamując uwalnianie żelaza 
z ferrytyny może jednocześnie indukować jego uwalnianie 
z białek innych niż ferrytyna. Jedno takie miejsce zostało 
zidentyfi kowane w cytoplazmatycznej akonitazie, która jest 
odpowiednikiem enzymu mitochondrialnego, odwracalnie 
izomeryzującego cytrynian do izocytrynianu z udziałem 
[4Fe-4S] [134]. Czwarty atom żelaza w [4Fe-4S] – istotny 
dla aktywności akonitazy i który oznaczany jest jako Fea, 
może być łatwo usunięty przez produkty reakcji redoks 
z udziałem DOX, np. O2

.– lub H2O2. Powoduje to powsta-
nie nieaktywnej akonitazy z grupą [3Fe-4S]. Inne reakcje 
są obserwowane, jeżeli DOX lub inne antracykliny, ulega-
ją dwuelektronowej redukcji w grupie aldehydowej przy 
C-13. Reakcja ta katalizowana przez zależne od NADPH 
reduktazy prowadzi do powstania alkoholi drugorzędo-
wych np. doksorubicynolu (DOXol) [91]. Alkohole dru-

Szuławska A. i Czyż M. – Molekularne mechanizmy działania antracyklin

91



gorzędowe powstające z antracyklin są bardziej reaktyw-
ne niż O2

.– lub H2O2 w stosunku do ugrupowania [4Fe-4S] 
cytoplazmatycznej akonitazy i uwalniają zarowno Fea, jak 
i pozostałe atomy żelaza [87]. Tak więc, cytoplazmatycz-
na akonitaza może uwalniać jeden lub cztery atomy żelaza 
w zależności od tego, który związek, antracyklina czy jej 
pochodna reaguje z grupą [4Fe-4S]. Wydaje się, że [4Fe-
4S] jest głównym źródłem żelaza w kardiomiocytach trak-
towanych DOX. Konsekwencje uwalniania żelaza stają się 
bardziej złożone, jeżeli weźmiemy pod uwagę, że rola cy-
toplazmatycznej akonitazy nie ogranicza się do katalizo-
wania reakcji izomeryzacji, ale dotyczy również regula-
cji poziomu ekspresji TfR i ferrytyny. Uwolnienie grupy 
[4Fe-4S] przekształca akonitazę w białko IRP-1, które wią-
że się z dużym powinowactwem do sekwencji odpowie-
dzi na żelazo (iron regulatory protein) w regionach nieule-
gających translacji mRNA ferrytyny i TfR. Powoduje to 
zwiększenie stabilności mRNA TfR i przeciwnie zahamo-
wanie translacji mRNA ferrytyny [134]. Przekształcenie 
akonitazy w IRP-1 zwiększa zatem pobieranie żelaza przez 
komórkę i zmniejsza jego przechowywanie, powodując 
wzrost puli komórkowej wolnego żelaza. Taki proces za-
chodzi spontanicznie w komórkach z niedoborem żelaza 
i służy jako mechanizm adaptacyjny zapewniający odpo-
wiedni poziom żelaza. Proces ten jest bardzo toksycz-
ny, jeżeli komórki zawierające wystarczającą ilość żelaza 
do celów metabolicznych, otrzymują dodatkowo żelazo 
w wyniku przekształcanie akonitazy w IRP-1 na skutek 
działania DOX [87]. Zrozumienie różnych funkcji akoni-
tazy i IRP-1 zmieniło nasze spojrzenie na apoptozę indu-
kowaną przez DOX. Z punktu widzenia relacji struktura-
aktywność, stało się pewne, że DOXol może być bardziej 
toksyczny niż DOX, ponieważ DOXol uwalnia więcej że-
laza z [4Fe-4S]. Ponadto, uwolnienie żelaza z [4Fe-4S] do 
cytoplazmy połączone z przewagą pobierania żelaza nad 
jego gromadzeniem uzasadniło rolę chelatorów i przeciw-
ciał przeciwko TfR w zapobieganiu apoptozie indukowa-
nej przez DOX.

Związek między aktywacją IRP-1, powstawaniem ROS 
z udziałem żelaza i apoptozą, został wykazany w kardio-
miocytach H9c2 oraz w komórkach śródbłonka z aorty 
wołu traktowanych DOX [87]. Stało się to podstawą no-
wej hipotezy, która wyjaśnia rolę metabolitów DOX, ROS 
oraz żelaza w apoptozie kardiomiocytów, a także ochronną 
rolę antyoksydantów i przeciwciał przeciwko TfR i che-
latorów komórkowych. W tej hipotezie, żelazo uwalniane 
z [4Fe-4S] lub w zbyt dużej ilości pobierane z płynów ze-
wnątrzkomórkowych wskutek nadekspresji TfR zależnej 
od IRP-1, reaguje z O2

.– oraz H2O2, co prowadzi do apop-
tozy przez mechanizm wolnych rodników, które aktywują 
NF-kB lub wywołują dysfunkcję mitochondriów.

W najnowszych pracach wykazano, że stres oksydacyj-
ny indukowany przez kompleksy żelaza z antracyklina-
mi powoduje nieodwracalne uszkodzenia białka IRP1, 
dodatkowo zakłócając maszynerię regulującą homeosta-
zę żelaza [86].

Różnicowanie komórek nowotworowych pod 
wpływem antracyklin

Wiele nowotworów wykazuje odwracalne zaburzenia w pro-
cesie różnicowania komórek. Sugeruje się, że zastosowanie 

odpowiedniego induktora tego procesu może przeprogra-
mować komórki tak, aby utraciły zdolność do proliferacji, 
a uzyskały możliwość różnicowania. Wśród wielu związ-
ków zbadanych pod kątem ich zdolności do indukowania 
procesu różnicowania znalazły się również antracykliny. 
Wykazano, że stosowane w małych stężeniach mają se-
lektywny wpływ na ekspresję genów, a do efektów feno-
typowych tego mechanizmu należą różnicowanie komórek 
nowotworowych [63] oraz ograniczenie ich zdolności do 
tworzenia przerzutów [1]. Również oddziaływanie z bło-
ną komórkową może być odpowiedzialne za stymulujący 
różnicowanie wpływ antracyklin na komórki nowotworo-
we [64]. Badania prowadzone na zwierzętach i nowotwo-
rach ludzkich potwierdziły, że antracykliny indukują pro-
ces różnicowania zarówno w komórkach białaczkowych 
jak i guzach litych (tab. 1).

Wykazano, że w zależności od rodzaju komórek hamo-
waniu proliferacji może, ale nie musi, towarzyszyć pro-
ces różnicowania. DOX stosowana w stężeniu hamują-
cym wzrost hodowli indukowała różnicowanie komórek 
K562 oraz WEHI-3B D+ [45], ale nie komórek HL-60, 
które z kolei różnicowały w obecności aklacynomycyny 
[92]. Opisano wiele czynników istotnych dla procesu róż-
nicowania komórek indukowanego przez antracykliny. Na 
przykład brak surowicy uniemożliwiał różnicowanie komó-
rek ML-1 [13] pod wpływem antracyklin, ale nie przeszka-
dzał w ich cytostatycznym działaniu. Wykazano również, 
że hamowanie syntezy glikoprotein pod wpływem ACLA 
czy pyrromycyny może odgrywać ważna rolę w różnico-
waniu komórek HL-60 [92] oraz Friend [122]. Obserwano 
również obniżenie poziomu mRNA c-myc i c-myb, któ-
re towarzyszyło procesowi różnicowania komórek K562 
i Friend pod wpływem ACLA i DOX [123, 150] oraz pro-
cesowi różnicowania komórek HL-60 w kierunku granu-
locytów pod wpływem ACLA [136].

W badaniach procesu różnicowania in vitro często wyko-
rzystywanym modelem jest linia komórkowa K562 [27]. Są 
to komórki erytroleukemiczne, które w zależności od sto-
sowanego induktora mogą różnicować w kierunku erytro-
cytów, megakariocytów i w mniejszym stopniu w kierunku 
monocytów. Wyizolowane zostały od pacjentki z przewle-
kłą białaczką pochodzenia szpikowego w fazie zaostrze-
nia blastycznego [80].

Badania wykazały, że antracykliny indukują proces róż-
nicowania komórek K562 w kierunku erytrocytów. Nawet 
niewielkie zmiany w strukturze antracyklin powodowały, 
że mechanizm indukcji procesu różnicowania był różny. 
Zarówno ACLA jak i DOX, w stężeniach niższych od cy-
totoksycznych, indukowały wzrost poziomu mRNA g-glo-
biny i deaminazy porfobilinogenu (PBGD), co skutko-
wało syntezą globiny i hemu. Po stymulacji ACLA, 67% 
a w przypadku DOX, 50% komórek wytwarzało hemoglo-
binę. Pojawiała się hemoglobina embrionalna – Gower2 
(e2, a2) i X (e2, g2), Portland (g2, z2) oraz hemoglobina pło-
dowa F(a2, g2) [63]. Jednak w przeciwieństwie do DOX, 
różnicowanie komórek z udziałem ACLA nie wymagało 
całkowitego zahamowania wzrostu hodowli [100]. W ho-
dowlach prowadzonych w obecności ACLA w stężeniu 
20 nM, odnotowano wzrost ekspresji genów charaktery-
stycznych dla komórek erytroidalnych, tj. czynnika tran-
skrypcyjnego GATA-1 [52], NF-E2 oraz receptora erytro-

Postepy Hig Med Dosw (online), 2006; tom 60: 78-100

92



poetyny (EpoR) [63,153]. Wzrastała również aktywność 
wiążąca DNA czynników transkrypcyjnych GATA-1 i NF-
E2. W przypadku zastosowania 40 nM DOX nie obserwo-
wano wzrostu ekspresji tych genów. Jak wynika z prze-
analizowanych danych DOX i ACLA mogą różnicować 
komórki K562 wykorzystując różne mechanizmy mole-
kularne. DOX, zwiększając stabilność mRNA GATA-1, 
NF-E2 i PBGD, może działać na poziomie potranskryp-
cyjnym. Natomiast ACLA przez oddziaływanie z regiona-
mi regulatorowymi genów erytroidalnych działa na pozio-
mie transkrypcyjnym [90,63].

W innych badaniach wykazano, że DOXM (ryc. 7) wydaj-
niej różnicowała komórki K562 niż macierzysta DOX. Po 
stymulacji DOXM, w 3 dniu hodowli, 40% komórek wy-
twarzało hemoglobinę, a w przypadku DOX tylko 20%. 
DOXM również wydajnie hamowała proliferację komórek 
K562, co potwierdziły badania poziomu ekspresji markera 
proliferacji Ki67 [28]. W badaniach procesu różnicowania 
komórek K562 stosowano również daunorubicynę (DRB). 
W czasie 24 godzin hodowli w obecności DRB obserwo-
wano spadek ekspresji c-myc natomiast poziom ekspresji 
g-globiny nie ulegał zmianie. Po 48 godzinach wzrastał po-
ziom mRNA g-globiny, a ekspresja c-myc wróciła do po-
ziomu wyjściowego [152].

Badając udział stresu oksydacyjnego w indukowanym an-
tracyklinami procesie różnicowania wykazano, że dodanie 
przeciwutleniaczy do hodowli komórek zmniejszało licz-
bę zróżnicowanych komórek. Użycie 20 nM ACLA spo-
wodowało obniżenie ekspresji genów kodujących czynni-

ki transkrypcyjne GATA-1 i NF-E2. Analizując markery 
stresu oksydacyjnego wykazano, że DOX i ACLA w róż-
nym stopniu obniżają poziom zredukowanego glutationu 
oraz aktywność enzymów antyoksydacyjnych (peroksy-
dazy glutationowej, dysmutazy ponadtlenkowej, katala-
zy, reduktazy glutationowej). Wyniki badań sugerują, że 
generowanie wolnych rodników przez antracykliny, może 
wpływać na początkowe etapy procesu różnicowania ko-
mórek za pośrednictwem czynników transkrypcyjnych 
GATA-1 i NF-E2 w przypadku ACLA, a także za pośred-
nictwem innych czynników zdolnych do indukowania syn-
tezy g-globiny w przypadku DOX [21]. Na przykładzie an-
tracyklin widoczne jest, że mechanizm indukcji procesu 
różnicowania i syntezy hemoglobiny przez strukturalnie 
pokrewne związki może być różny.

Badania in vitro wykazały, że antracykliny indukują rów-
nież różnicowanie komórek nerwiaka oraz czerniaka (tab. 
1). Procesowi różnicowania mysich komórek nerwiaka to-
warzyszyły zmiany morfologiczne i biochemiczne. Po do-
daniu DOX do hodowli obserwowano wzrost wielkości ko-
mórek. Odnotowano również wzrost aktywności esterazy 
acetylocholinowej [124], enzymu występującego w sy-
napsach, katalizującego reakcję rozpadu neuroprzekaźni-
ka, acetylocholiny. Podobne procesy towarzyszyły różni-
cowaniu ludzkich linii komórek nerwiaka stymulowanych 
EDOX [120] oraz inną pochodną DOX, 4’-jodo-4’-deok-
sydoksorubicyną (IDX) [119]. DOX stosowana w stęże-
niach hamujących wzrost hodowli indukowała różnicowanie 
komórek czerniaka w kierunku melanocytów. Procesowi 
różnicowania towarzyszyła akumulacja komórek w fazie 

Linie komórkowe Antracykliny Fenotyp Piśmiennictwo

Białaczki

Mysie komórki erytroleukemiczne Friend (F4-6)
(murine erythroleukemia) aklacynomycyna erytrocyty 123

Ludzkie komórki białaczki promielocytowej HL-60
(human promyelocytic leukemia)

aklacynomycyna
marcellomycyna granulocyty 92, 136

Ludzkie komórki przewlekłej białaczki szpikowej K562
(human chronic myelogenous leukemia)

aklacynomycyna 
doksorubicyna
daunorubicyna

erytrocyty 63, 90, 100, 152

Ludzkie komórki białaczki szpikowej ML-1
(human myeloblastic leukemia) daunorubicyna monocyty 13

Mysie komórki białaczki mielomonocytowej WEHI-3B D+

(murine myelomonocytic leukemia)

klacynomycyna
doksorubicyna

N-trifl uoroacetylo
doksorubicyna

granulocyty 45

Guzy lite

Ludzkie linie komórek nerwiaka:
SK-N-MC; SK-N-SH; SJ-N-KP; TS12; AF8 epirubicyna komórki nerwowe 119, 120

Mysie komórki nerwiaka C1300
(murine neuroblastoma) doksorubicyna komórki nerwowe 124

Mysie komórki czerniaka B16
(murine melanoma) doksorubicyna melanocyty 140

Tabela 1. Różnicowanie komórek nowotworowych pod wpływem antracyklin
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G2/M. Obserwowano zmiany morfologiczne oraz zwięk-
szenie zawartości melaniny [140]. Indukowane antracy-
klinami zatrzymanie cyklu komórkowego w fazie G2/M, 
poprzedzające proces różnicowania, stwierdzono również 
w linii komórek K562 [28].

Niektóre kliniczne aspekty stosowania antracyklin

Podobnie jak w przypadku innych leków przeciwnowotwo-
rowych, kliniczne zastosowanie antracyklin jest ograniczo-
ne z powodu problemów związanych z rozwojem oporno-
ści w komórkach nowotworowych lub ich cytotoksycznym 
działaniem na zdrowe tkanki. Wykazano, że zwykle w cią-
gu roku po zakończeniu terapii antracyklinami rozwija się 
rozstrzeniowa kardiomiopatia oraz przewlekła niewydol-
ność serca (CHF) [135]. Czasami wkrótce po rozpoczęciu 
podawania antracyklin (w przeciągu tygodnia) może wystą-
pić ostra kardiotoksyczność, na którą składa się: arytmia, 
hipotensja, upośledzenie kurczliwości serca. Ostra kardio-
toksyczność występuje u około jednego procenta pacjen-
tów i jest zwykle odwracalna [166]. Cechy indukowanej 
antracyklinami kardiomiopatii, obejmują utratę miofi bry-
li, rozszerzenie retikulum sarkoplazmatycznego, wakuo-
lizację cytoplazmy, pęcznienie mitochondriów i zwięk-
szenie liczby lizosomów. Istnieje ścisły związek między 
podaną dawką antracyklin, dawką akumulowaną w sercu 
i rozwojem kardiomiopatii. Maksymalna rekomendowa-
na dawka skumulowana dla DRB wynosi 500 mg/m2 a dla 
DOX 450–600 mg/m2. Również użycie analogów drugiej 
generacji (EDOX i EPI), mających lepszy indeks terapeu-
tyczny nie eliminuje ryzyka rozwoju kardiotoksyczności. 
DOX podawana była również w połączeniu z nowymi za-
twierdzonymi związkami, takimi jak: taksany [paklitaksel 
(PTX) i docetaksel (DCT)] lub trastuzumab w celu popra-
wy skuteczności leczenia chorób nowotworowych. PTX 
i DCT są mikrotubulowymi inhibitorami, które induku-
ją apoptozę w komórkach raka piersi i hamują angiogene-
zę [56]. Skojarzenie DOX z PTX lub DCT [95] stanowi-
ło kolejny krok w leczeniu raka piersi w fazie metastazy. 
Niestety DOX w terapii skojarzonej indukowała kardio-
toksyczność już w mniejszych dawkach.

Uważa się, że antracykliny indukują kardiotoksyczność 
za pośrednictwem innych mechanizmów niż te, które są 
odpowiedzialne za ich aktywność przeciwnowotworową. 
Poznanie tych mechanizmów pozwoliłoby na rozwój no-
wych strategii ograniczających działania niepożądane nie 
zmniejszając odpowiedzi nowotworu. Wśród procesów od-
powiedzialnych za rozwój kardiotoksyczności wymienia 
się np.: zwiększenie peroksydacji lipidów [62], zaburze-
nia w gospodarce wapniowej [103], hamowanie ekspresji 
swoistych genów [2,65], enzymatyczną aktywację mito-
chondrialnych kinaz kreatynowych (MtCK) [151] oraz in-
dukcję syntazy tlenku azotu [104]. Ciągłe podawanie an-
tracyklin zmniejsza poziom Ca2+-ATP-azy w retikulum 
sarkoplazmatycznym [16].

Kolejnym bardzo ważnym czynnikiem ograniczającym 
możliwości chemioterapii jest oporność komórek nowo-
tworowych na antracykliny. Oporność nowotworu może 
być pierwotną cechą genetyczną komórek lub też nabytą, 
wytworzoną w reakcji na podany lek. Intensywne badania 
prowadzone w ciągu ostatnich kilkunastu lat pozwoliły na 
identyfi kację genów, których nieprawidłowości wiążą się 

z opornością na leki. Wykazano, że dużym problem wy-
wołującym oporność nowotworów na antracykliny jest na-
dekspresja genu MDR1 (multidrug resistance gene). Trwają 
poszukiwania nietoksycznych substancji, które hamowa-
łyby aktywność produktów genów oporności. Istotny wy-
daje się również rozwój nowych strategii w walce z nowo-
tworami, takich jak np. liposomowe formuły antracyklin 
czy synteza proleków.

Duże nadzieje wiąże się z terapią celowaną, gdyż „ude-
rza” ona prosto w nieprawidłowo funkcjonujące komórki, 
oszczędzając zdrowe tkanki i minimalizując działania nie-
pożądane. Możemy wyróżnić dwie główne strategie far-
makologiczne terapii celowanej z udziałem antracyklin. 
Jedna z nich obejmuje rozwój „przenośników” pozwala-
jących na dotarcie antracyklin do nowotworu bez uszka-
dzania zdrowych tkanek. Druga natomiast polega na łą-
czeniu antracyklin z nośnikami swoiście rozpoznającymi 
komórki nowotworowe. Najlepszym przykładem pierw-
szej strategii są formuły liposomowe. Zamknięcie leków 
w liposomach ma na celu zwiększenie ich przyswajalno-
ści przez organizm, poprawę stabilności oraz zmniejsze-
nie toksyczności w stosunku do zdrowych komórek, przy 
zachowaniu takich samych właściwości cytotoksycznych 
w stosunku do komórek nowotworowych, jakie ma wolny 
lek. Charakterystyczne dla antracyklin zamkniętych w li-
posomach jest: ograniczenie wydajności eliminacji leku 
(CL), wydłużony czas połowicznego rozpadu, akumulacja 
w obszarze nowotworu, ograniczona akumulacja w zdro-
wych tkankach, wydłużony czas uwalniania leku wewnątrz 
nowotworu oraz częściowe przezwyciężenie oporności no-
wotworu na lek [33]. Lepsze właściwości farmakokine-
tyczne liposomowych antracyklin pozwalają dostarczyć 
do komórek nowotworowych większą ilość leku w daw-
ce tolerowanej przez organizm. Mechanizmy pozwala-
jące na uwolnienie antracyklin z liposomów w obszarze 
nowotworu nie są całkowicie znane. Sugeruje się, że mi-
krośrodowisko nowotworu może wpływać na destabiliza-
cję lipidowych transporterów np. przez działanie niskie-
go pH płynów śródmiąższowych otaczających nowotwór, 
uwalnianie lipazy z rozpadających się komórek nowotwo-
rowych oraz uwolnienie enzymów i czynników utleniają-
cych z komórek zapalnych infi ltrujących guz [84]. Ponadto, 
komórki fagocytarne znajdujące się w obszarze nowotwo-
ru mogą metabolizować liposomy i uwalniać antracykliny 
[137]. Możemy wyróżnić trzy główne formuły pozwalają-
ce na zamknięcie antracyklin w liposomach: 
a)  sterycznie stabilizowaną, opłaszczoną polietylenogliko-

lem DOX (Doxil w USA; Caelyx w Europie),
b)  z udziałem cytrynianu powodującego wzrost wydajno-

ści opłaszczania DOX,
c)  liposomową DRB (DaunoXome).

Formuły liposomowe oceniane na modelach doświadczal-
nych oraz w badaniach klinicznych wykazują większą sku-
teczność oraz są lepiej tolerowane niż DOX. Badania wy-
kazały, że opłaszczona polietylenoglikolem liposomowa 
DOX (nazywana PLD) ma dużo lepsze właściwości far-
makokinetyczne w porównaniu z wolną DOX, ponieważ 
jest chroniona przed mononuklearnym systemem fagocy-
tarnym, co zwiększa czas cyrkulacji w krwiobiegu [43], 
a ponadto zmniejsza działania niepożądane stosowania an-
tracyklin: mdłości, wymioty, łysienie czy zapalenie jamy 
ustnej [60]. Wykazano, że PLD działa u pacjentów z ra-
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kiem jajnika, którzy nie zareagowali na cisplatynę i PTX 
[66], u pacjentów z glejakami oraz wtórnymi guzami móz-
gu [71]. Wykazuje dobrą skuteczność w leczeniu mięsaka 
Kaposiego towarzyszącego AIDS [99]. Brak lub niewiel-
ką aktywność PLD stwierdzono u pacjentów z opornym na 
antracykliny rakiem piersi [116], zaawansowanym rakiem 
macicy [35], zaawansowanym rakiem żołądka [149] oraz 
trzustki [59]. Liposomową DOX zawierającą cytrynian cha-
rakteryzują nieco gorsze parametry farmakokinetyczne niż 
PLD, jednak są one zdecydowanie lepsze w porównaniu 
z podawaniem wolnej DOX [33]. U pacjentów z przerzuto-
wym rakiem piersi formuła ta dawała taką samą odpowiedź, 
co tradycyjna DOX, ale była mniej kardiotoksyczna [8,60]. 
Badania wykazały, że również DRB zamknięta w liposo-
mach (DaunoXom) ma dużo lepsze parametry farmakoki-
netyczne w porównaniu z wolną DRB [50]. Zaproponowano 
użycie DaunoXome w leczeniu mięsaka Kaposiego u pa-
cjentów z AIDS. DaunoXome podawany zarówno sam, jak 
i w połączeniu z Ara-C, wykazywał dużą aktywność i był 
dobrze tolerowany również przez pacjentów z ostrą bia-
łaczką mieloblastyczną [38]. DaunoXome badany był tak-
że w połączeniu z deksametazonem [89] oraz cyklofosfa-
midem, winkrystyną czy prednizolonem [85].

Kolejną strategią terapii celowanej, stanowiącą alterna-
tywę dla formuł liposomowych, jest synteza proleków. 
Są to związki, które działają na komórki nowotworowe 
po proteolitycznej aktywacji przez enzymy wydzielane 
przez te komórki. Jednym z przykładów takich proleków 

jest związek L-377,202, powstający przez kowalencyjne 
połączenie DOX z N-glutarylo[4-hydroksyprolylo]-Ala-
Ser-cykloheksaglicylo-Glu-Ser-Leu. W wyniku działania 
enzymu wydzielanego przez komórki raka gruczołu kro-
kowego dochodzi do hydrolizy tego związku i uwolnie-
nia DOX lub DOX-Leu. Badania wykazały, że L-377,202 
jest kilkakrotnie bardziej skuteczny w hamowaniu wzro-
stu ludzkich komórek raka prostaty niż DOX [29]. Innym 
związkiem należącym do rodziny proleków DOX jest tetra-
peptydowa pochodna DOX, CIP-0004Na (N-succynylo-b-
Ala-L-Leu-L-Ala-L-Leu-DOX). Nie ulega ona hydrolizie 
we krwi i jest aktywowana przez nowotworową peptydazę, 
która hydrolizując wiązanie amidowe powoduje powsta-
nie N-(L-Leu-DOX). Badania wykazały, że CIP-0004Na 
ma znacznie większą aktywność przeciwnowotworową 
niż DOX [34] oraz w mniejszym stopniu jest akumulowa-
ny w sercu i w zdrowych tkankach [154]. Zbadano rów-
nież inne związki będące prolekami DOX. Jednym z nich 
jest peptyd RGD-4C, który wybiórczo wiąże się z podjed-
nostką av integryn avb3 i avb5 ulegających nadekspresji 
w nowotworowych komórkach śródbłonka. Inna pochodna 
DOX-D-ALA-Phe-Lys jest peptydem rozpoznawanym przez 
obecną w komórkach plazminową proteazę [30].

Interesującą strategią terapii celowanej jest łączenie antra-
cyklin z polimerami rozpoznawanymi przez receptory ule-
gające ekspresji w guzach. Takim przykładem jest związek 
PK2, który powstał przez połączenie DOX z N-(2-hydroksy-
propylo)metaakrylamidowym kopolimerem, zawierającym 
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Ryc. 8.  Wpływ stężenia antracyklin na procesy obserwowane in vitro w relacji do stężeń uzyskiwanych w organizmie pacjenta (schemat). 
W przygotowaniu schematu wykorzystano jedynie dane otrzymane dla DOX. Kolorem pomarańczowym zaznaczono zakres stężeń uzyskiwany 
w osoczu pacjentów, którym podawano jednorazową dawką DOX w iniekcji dożylnej lub we wlewie ciągłym [49,93]. Kolor zielony 
przedstawia wyniki uzyskane w hodowlach komórkowych, przy czym stężenie DOX jest początkowym stężeniem w medium. Na szarym 
tle znajdują się zakresy stężeń, które były stosowane w badaniach bezkomórkowych. Zarówno w badaniach prowadzonych na hodowlach 
komórkowych, jak i w układach bezkomórkowych należy uwzględnić, że zakres stosowanych stężeń był często podyktowany możliwościami 
detekcji zmian w badanych procesach, co oznacza, że efektywne stężenie in vivo mogłoby być mniejsze
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resztę galaktozaminy rozpoznawaną przez niektóre receptory 
wątrobowe [127]. Badania wykazały selektywną akumula-
cję PK2 w wątrobie oraz dużo mniejszą kardiotoksyczność 
w porównaniu z odpowiednią dawką wolnej DOX.

Immunoliposomy są nową generacją liposomów, będą-
cą połączeniem swoistych przeciwciał monoklonalnych 
lub fragmentów Fab’ z liposomowymi antracyklinami. 
Jednym z celów jest tzw. HER2 – ludzki nabłonkowy czyn-
nik wzrostu 2 (human epidermal growth factor 2). Białko 
to odpowiada za prawidłowy wzrost i podziały komórek. 
AntyHER/neu liposomowa DOX wybiórczo wiąże komórki 
HER2/neu pozytywne [33]. Wykazano, że AntiHER2/neu 
PLD charakteryzuje większa skuteczność przeciwnowotwo-
rowa oraz zredukowana toksyczność w porównaniu z DOX 
[106]. Zbadano również inne immunoliposomy np. lipo-
somową DOX połączoną z przeciwciałami skierowanymi 
przeciwko mucynie1 [88]. Interesujące wyniki otrzyma-
no badając myszy z przeszczepionymi ludzkimi komórka-
mi nerwiaka. W tych doświadczeniach DOX opłaszczo-
na polietylenoglikolem związana była z fragmentem Fab’ 
przeciwciał skierowanych przeciwko GD2 (disialoganglio-
zyd), który ulega nadekspresji w tych komórkach [107]. 
Zaobserwowano antyangiogenny wpływ oraz uszkodzenie 
naczyń krwionośnych, głównie przez indukcję programu 

apoptotycznego w komórkach śródbłonka w obszarze ob-
jętym zmianami nowotworowymi.

Antracykliny stosowane w terapii przeciwnowotworowej 
od prawie 40 lat ciągle pozostają w obszarze zaintereso-
wań naukowych. Rozwój nowych technologii zarówno 
w dziedzinie chemii medycznej, jak i biologii molekular-
nej i biologii komórki stworzył nowe perspektywy w po-
szukiwaniu bardziej skutecznych pochodnych antracyklin 
i poznawaniu molekularnych mechanizmów ich działania 
in vitro i w organizmie pacjenta. W badaniach tych istotne 
jest stężenie leków, gdyż oprócz struktury związków rów-
nież ich stężenie uzyskiwane w obrębie działania leku ma 
wpływ na jego skuteczność (ryc. 8). Poszukiwanie nowych 
analogów oraz rozwój przeciwnowotworowych terapii ce-
lowanych należą do głównych kierunków badań mających 
na celu poprawę skuteczności oraz zmniejszenie działań 
niepożądanych, co w przypadku antracyklin oznacza prze-
de wszystkim zmniejszenie kardiotoksyczności.
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