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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Antracykliny sa stosowane w leczeniu choréb nowotworowych od prawie czterdziestu lat. W tym
okresie zsyntetyzowano i poddano ocenie setki analogéw pierwszych antybiotykéw antracykli-
nowych, doksorubicyny i daunorubicyny. Zaproponowano wiele molekularnych mechanizméw
tlumaczacych dziatanie cytostatyczne i cytotoksyczne wywotywane przez antracykliny. Znany
jest udziat antracyklin w generowaniu wolnych rodnikéw, peroksydacji lipidéw i zmian w struk-
turze bton komérkowych. Jednakze do najlepiej scharakteryzowanych dziatan naleza: wptyw na
aktywnos$¢ topoizomerazy Il oraz interakcje z DNA poprzez kompleksy interkalacyjne i wiaza-
nia kowalencyjne oraz modyfikacje zasad azotowych. Prowadzi to do zaburzeri w takich proce-
sach, jak replikacja czy transkrypcja, uruchomienia mechanizméw naprawy DNA lub apoptozy.
Istnieja dowody na to, ze w matych stezeniach antracykliny moga uczestniczy¢ réwniez w zmia-
nie programu realizowanego przez komorke prowadzac do réznicowania. Poszukiwany jest zwia-
zek miedzy strukturg antracyklin, efektem obserwowanym w badaniach in vitro oraz ich skutecz-
noscia kliniczna. W badaniach tych istotne jest st¢zenie lekow, gdyz wydaje sig, ze nie wszystkie
mechanizmy dziatania antracyklin obserwowane in vitro moga by¢ odpowiedzialne za efekty kli-
niczne tych lekéw. Na efekty kliniczne sktada si¢ wiele, a nie jeden spos6b dziatania antracyklin.
Z powodu kardiotoksycznosci antracyklin wiele uwagi poswigca si¢ selektywnym sposobom do-
starczania tych zwiazkéw do komorek nowotworowych. W przegladzie przedstawiamy wspot-
czesne poglady na temat molekularnych mechanizméw dziatania antracyklin oraz nowe kierun-
ki poszukiwan, ktére maja na celu poprawg ich indeksu terapeutycznego.
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Summary

Anthracyclines have been in use for almost 40 years for the treatment of many malignancies.
During this period, hundreds of analogs of the first 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 modification, 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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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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1); apo-IRP1 - biatko trans-regulatorowe pozbawione centrum katalitycznego; Ara-C - arabinozyd cytozyny;
Bax, Bak, Bcl-2 - biatka apoptotyczne nalezace do rodziny biatek Bcl; CHF - przewlekta niewydolno$é

serca (congestive heart failure); CH,0 - 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 pierScieniem morfolinowym; DTT - ditriotreitol; DRB - daunorubicyna;

DRBM - amidynowa pochodna daunorubicyny z pierScieniem morfolinowym; EDOX - epidoksorubicyna;

Epo-R - receptor erytropoetyny (erythropoietin receptor); FapyGua - 2,6-diamino-4-hydroksy-5-formamidopirymidyna;
HL-60 - linia ludzkich komérek biataczki promielocytowej (human promyelocytic leukemia); HO™ - rodnik
hydroksylowy; H,0, - nadtlenek wodoru; IDA - idarubicyna; JNK - kinaza fosforylujaca N-terminalng czeSc biatka
Jun (Jun N-terminal kinase); K562 - linia ludzkich komérek biataczki szpikowej; MDA - dialdehyd malonowy
(malondialdehyde); MDR - oporno$¢ wielolekowa (multidrug resistance); M1dG - addukt pirymidopurynonu;
ML-1 - linia ludzkich komérek biataczki szpikowej (human myeloblastic leukemia); NF-kB - czynnik
transkrypcyjny kB (nuclear factor kB); NMR - spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (nuclear
magnetic resonance); 0, - anionorodnik ponadtlenkowy; PBGD - deaminaza porfobilinogenu (porphobilinogen
deaminase); PI3K - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (phosphatidylinositol 3 kinase); PLD - optaszcona
polietylenoglikolem liposomowa doksorubicyna; PTX - paklitaksel; ROS - reaktywne formy tlenu (reactive oxygen
species); Sp1 - czynnik transkrypcyjny; TFR - receptor transferyny.

WpPRoOWADZENIE

Mozliwosci syntezy bibliotek zwiazkéw i szybkiej oceny
ich dziatania na poziomie komorki, a takze doktadne defi-
niowanie molekularnych celéw dla nowo syntetyzowanych
zwiazkow projektowanych w oparciu o relacje strukturalne
miedzy badanym zwiazkiem a celem jego oddziatywania
stworzyly nowe ramy w poszukiwaniu skutecznych lekow.
Rozwéj nowych technologii w zakresie projektowania, syn-
tezy i oceny dziatania pozwala réwniez na udoskonalanie
istniejacych lekow tak, aby byty skuteczniejsze, bardziej
selektywne i wywotywaly mniej dziatari niepozadanych.
Szczegdlnie istotne jest to w przypadku lekéw przeciwno-
wotworowych, ktorych celem jest catkowita eliminacja ko-
morek ze zmienionym fenotypem bez wywotywania uszko-
dzent w tkankach prawidiowych.

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

wyizolowano na poczatku lat szesédziesiatych XX w. z wy-
twarzajacego czerwony barwnik Streptomyces pneucetius
(ryc. 1).

W strukturze antracyklin wyrézniamy aglikon i reszte cu-
krowa. Aglikon sktada sig z czterech pierscieni (ryc. 1, pier-
Scienie A, B, C, D). Pierscieni B ma strukturg hydrochino-
nu, natomiast pierscie C uktad chinonu. W pozycji C-4
pierscienia D znajduje si¢ grupa metoksylowa, w pozycji
C-9 pierscienia A taficuch boczny z grupa karbonylowa.
Aminocukier (daunozamina) jest potaczony wiazaniem gli-
kozydowym z C-7 pierscienia A i sktada si¢ z reszty 3-ami-
no-2,3,6-trideoksy-L-fukozy. Grupa karbonylowa, hydrok-
sylowa oraz aminowa sa odpowiedzialne za oddziatywania
z makroczasteczkami w komorce. DOX r6zni sie od DRB
jedynie zakoficzeniem taficucha bocznego w pozycji C-9,
ktéry w przypadku DOX jest pierwszorzedowa grupa al-
koholowa, natomiast w DRB jest to grupa metylowa. Ta
niewielka r6znica ma duze znaczenie w efektach terapeu-
tycznych uzyskiwanych dla DOX i DRB. DOX jest stoso-
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Ryc. 1. Chemiczna struktura antracyklin. Poszukiwanie skutecznych analogéw antracyklin doprowadzito do powstania ponad 2000 pochodnych.
W przegladzie omawiamy tylko te, ktdre stosowane s w klinikach lub wykazuja w badaniach in vitro szczegdlne wiasciwosci réznigce je od
zwigzkéw wyjsciowych, doksorubicyny (DOX) i daunorubicyny (DRB)
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wana w leczeniu nowotworéw piersi, guzéw litych u dzie-
ci, migsakow tkanek migkkich i agresywnych chtoniakéw.
Natomiast DRB wykazuje aktywnos¢ w przypadku ostrych
biataczek limfoblastycznych i mieloblastycznych. Pomimo
duzej skutecznosci w leczeniu réznych typéw nowotwo-
réw podawanie zaréwno DOX jak i DRB jest ograniczone
przede wszystkim z powodu rozwoju opornosci w komor-
kach nowotworowych oraz kardiotoksycznosci. W ciagu
ostatnich dwudziestu lat wiele wysitku wiozono w poszu-
kiwanie nowych pochodnych antracyklin, ktére okazatyby
si¢ lepsze w dziataniu oraz mniej kardiotoksyczne [159].
Wprowadzenie modyfikacji do czteropierscieniowego agli-
konu lub aminocukru zaowocowato synteza wielu analo-
géw. Dotad tylko kilka pochodnych uzyskato status lekéw,
m.in. epidoksorubicyna (EDOX; obecna w literaturze row-
niez jako EPI) i idarubicyna (IDA). EDOX jest pochodna
DOX otrzymana w wyniku epimeryzacji grupy hydrok-
sylowej przy C-4’ daunozaminy. Ta zmiana pozycji z jed-
nej strony ma niewielki wptyw na sposob dziatania i za-
kres aktywno$ci w poréwnaniu z DOX, z drugiej jednak
strony wywoluje zmiany metaboliczne i farmakokinetycz-
ne, ktére umozliwiaja stosowanie EDOX w dawkach sku-
mulowanych, prawie dwukrotnie wyzszych niz DOX bez
zwigkszenia kardiotoksycznosci [117]. IDA jest analogiem
otrzymanym z DRB przez usunigcie grupy 4-metoksylo-
wej z pierscienia D. Stosowana jest w przypadku ostrych
biataczek szpikowych (AML), szpiczakéw mnogich, chlo-
niakéw nieziarniczych (NHL) i raka piersi [14]. Réwniez
kilka innych antracyklin, takich jak np. pirarubicyna czy
aklacynomycyna (aklarubicyna, ACLA) (ryc. 7) uzyskato
zgodg na zastosowanie kliniczne.

W poszukiwaniu nowych antracyklin duzo uwagi poswig-
cono modyfikacjom w reszcie aminocukrowej. Nowa gene-
racja analogéw byta projektowana z mysla o wyjasnieniu
wplywu aminocukru na farmakologiczne wlasciwosci an-
tracyklin. Wsréd obiecujacych zwiazkéw znalazly sig 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), wiaza si¢ z DNA po otwarciu
pierscienia morfolinowego. Badania wykazaty, ze wpro-
wadzenie morfolinowej lub metoksymorfolinowej grupy
w pozycji 3’ reszty cukrowej zmniejsza opornos¢ komorek
na leki in vitro i in vivo, podczas gdy przylaczeniu resz-
ty morfolinowej w pozycji C-4’ towarzyszy utrata aktyw-
nosci zwiazku in vivo [115]. Z tych obserwacji wynika, ze
pozycja 3’ reszty cukrowej odgrywa giéwna role w prze-
zwycigzaniu opornosci na leki. Otrzymano réwniez analo-
gi, ktére w pozycji C-3’ aminocukru maja podstawniki al-
kilujace. Nalezy do nich m.in. analog IDA (PNU-159548)
zawierajacy grupe hydroksylowa w pozycji C-4’ estryfi-
kowana grupa metylosulfonowg oraz resztg¢ azyrydynowa
w pozycji C-3” grupy aminowej (ryc. 1). Wykazano, ze al-
kilujace pochodne antracyklin nie oddziatuja z uktadem to-
poizomeraza II/DNA w stosowanych stezeniach, ale moga
tworzy¢ interkalacyjne wigzania z DNA oraz kowalencyj-
ne wiazania z guaning w pozycji N-7 i adening w pozycji
N-3 przez reaktywne grupy alkilujace cukru [48].

Wiedzac, ze aminocukier (daunozamina) jest niezbgdny
w dziataniu antracyklin monosacharydowych zsyntety-
zowano disacharydowe pochodne, w ktérych daunozami-

na zostata oddzielona od aglikonu druga reszta cukrowa.
Okazato sig, ze nie tylko obecnos¢, ale réwniez potozenie
tej reszty wplywato na biologiczne i biochemiczne wtas-
ciwosci tych analogéw [3]. Wsréd disacharydowych po-
chodnych antracyklin pozbawionych grupy ~OCH, przy
C-4 w aglikonie otrzymano analog MEN 10755 (znany
obecnie pod nazwa sabarubicyna). Zwiazek ten jest 4-de-
metoksydoksorubicyna z 2,6-dideoksy-L-fukoza wprowa-
dzona pomigdzy aglikonem i daunozaminag.

Inna grupg pochodnych antracyklin stanowia zwiazki
otrzymane przez potaczenie dwéch modyfikacji: estryfi-
kacji kwasem walerianowym grupy hydroksylowej w po-
zycji C-14 1 modyfikacji w pozycji C-3 grupy aminowe;j
przez dotaczenie reszty trifluoroacetylowej (kwas N-triflu-
orodoksorubicyno-14 walerianowy; AD 32; walarubicyna)
lub benzylowej (kwas N-benzylodoksorubicyno-14 wale-
rianowy; AD 198) (ryc. 1). Reszta kwasu walerianowego
prowadzi do zwigkszenia lipofilnosci zwiazku oraz bardzo
szybkiej penetracji komoérek. Poza tym estryfikacja kwa-
sem walerianowym zmienia lokalizacje antracyklin w ko-
mérce. AD 198 i AD 32 wystepuja raczej w okolojadrowe;j
cytoplazmie niz jadrze komérkowym [79].

Poszukujac bardziej skutecznych pochodnych antracyklin
zwrécono réwniez uwage na mozliwos¢ modyfikacji an-
tracyklin w pierscieniu D. Zaowocowalo to synteza noga-
lomycyny, zwigzku o bardziej ztozonej budowie niz DOX,
czy DRB. W przeciwiefistwie do DOX czy DRB, w ktérych
cukier potaczony jest tylko z jednym pierscieniem agliko-
nu, w nogalomycynie podstawniki cukrowe wystepuja na
obu jego koricach (ryc. 2). W rezultacie czasteczka przy-
pomina ksztattem hantle. Na jednym konicu nogalomycy-
ny znajduja si¢ estry metylowe cukru nogalozy, a na dru-
gim, dicykliczny aminocukier w pozycji 1 i 2 pierscienia
D nogalomycyny [161]. Otrzymano réwniez zwiazki beda-
ce dimerami naturalnych antybiotykéw antracyklinowych
[15]. W dimerze WP631 (ryc. 2) dwie czasteczki daunoru-
bicyny sa zwiazane facznikiem p-ksylenowym.

W wigkszosci komérek antracykliny ulegajq transformacji
enzymatycznej. Podczas tych reakcji czasteczki antracy-
klin sa przeksztalcane w nieaktywne metabolity, ale takze
w zwiazki, ktore sa silnymi inhibitorami enzyméw i sg bar-
dziej toksyczne niz wyjsciowe antracykliny. W przegladzie
przedstawiamy molekularne mechanizmy dziatania antra-
cyklin oraz produktéw ich biotransformacji.

MobvyrikaciE DNA sPowoDOWANE PRZEZ ANTRACYKLINY

Antracykliny modyfikuja strukture DNA poprzez komplek-
sy interkalacyjne, wigzania kowalencyjne, ale takze przez
wprowadzanie zmian w strukturze zasad azotowych. Te
ostatnie, bedace oksydacyjnymi modyfikacjami zasad sa
wynikiem oddziatywania reaktywnych form tlenu powsta-
jacych w reakcjach redoks z udzialem antracyklin.

Powstawanie komplekséw interkalacyjnych

Antracykliny maja zdolnos¢ do odwracalnego wiazania sig
z DNA. Badania krystalograficzne wykazaty, ze daunorubi-
cyna (DRB) i doksorubicyna (DOX) (ryc. 1) tworza inter-
kalacyjne kompleksy z DNA, a miejscem oddziatywania sa
sekwencje 5°-GC-3’, 5’-CG-3’ [19]. Proces interkalacji pole-
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Ryc. 2. Chemiczna struktura nogalomycyny i dimeru daunorubicyny WP631

gana ,,wejsciu” ptaskiego uktadu aromatycznego czasteczki
antracykliny migedzy pary zasad DNA z aminocukrem poto-
zonym w mniejszym rowku DNA [113]. Wykazano, ze in-
terkalacja powoduje wydtuzanie heliksu DNA oraz zmniej-
szenie jego elastycznosci. Odleglos¢ migdzy parami zasad
zwieksza sie z 3,4 Ado 6,8 A [114]. Skrecenie w stosunku do
siebie warstw utworzonych przez ptaszczyzny sasiadujacych
zasad, ktdre Srednio w strukturze B DNA wynosi 36°, w przy-
padku utworzenia interkalacyjnego kompleksu z DRB ulega
zmniejszeniu o 11° [44]. Wszystkie te zmiany prowadza do
relaksacji DNA i znieksztalcenia struktury heliksu. Wazna
role w stabilizowaniu kompleksow interkalacyjnych antracy-
klin z DNA odgrywaja oddziatywania warstwowe pomigdzy
zasadami azotowymi i chromoforami antracyklin. Istotne sa
réwniez wigzania wodorowe z zasadami azotowymi, w kt6-
rych uczestnicza czasteczki wody. Antracykliny, ktére nie
majq grupy OH w pozycji C-9, a tym samym nie sa zdolne
do tworzenia wigzan wodorowych z udziatem tej grupy, po-
zbawione sa aktywnosci przeciwnowotworowej. W stabili-
zowaniu komplekséw interkalacyjnych biorg udziat réwniez
sity van der Waalsa oraz wiazania jonowe mozliwe dzigki
obecnosci tadunku dodatniego w daunozaminie [55].

Wykazano, ze zmiany w strukturze chemicznej antracyklin
moga wplywac na ich zdolno$¢ do oddziatywania z ma-

kroczasteczkami waznymi biologicznie. Zastapienie ato-
mu wodoru w pozycji C-14 (DRB) grupa hydroksylowa
(DOX) [42] powodowato powstawanie dodatkowego wigza-
nia wodorowego z udziatem wody. Kiedy do badan wiaczo-
no czasteczki sperminy (poliaminy), obserwowano wyrazne
zmiany w interakcji sperminy z DNA mig¢dzy kompleksami
z DOX i kompleksami z DRB. Niewielkie r6znice chemicz-
ne mi¢dzy tymi antybiotykami, potggowane przez zmiany
w strukturze tréjsktadnikowych komplekséw (DOX/DNA/
spermina, DRB/DNA/spermina), moga by¢ odpowiedzialne
za réznice w dziataniu klinicznym tych zwiazkéw.

Na uwagg zashuguja réwniez zwiazki bedace dimerami natu-
ralnych antybiotykéw antracyklinowych, ktdre tworza bisinter-
kalacyjne kompleksy z DNA [15]. Jednym z takich zwiazkéw
jest WP631, ktdry jest dimerem DRB, wiazacym sekwencje 5°-
GCTAGC-3’. W tym przypadku dwa chromofory interkaluja
pomigdzy GC oddzielone czterema parami zasad, a ksyleno-
wy lacznik znajduje si¢ w mniejszym rowku DNA [76]. Stata
wiazania takiego dimeru jest kilka rzgdéw wielkosci wigksza
(K =3x10") od statej wigzania monomeru (K =2x10°) [17].
W badaniach procesu interkalacji z wykorzystaniem promie-
ni X [132] i spektroskopii NMR [126] stosowano réwniez no-
galomycyng (ryc. 2). Wykazano, ze zwiazek ten oddziatuje
w mniejszym i w wigkszym rowku DNA.
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Ryc. 3. Reakcje redoks prowadzace do powstania formaldehydu i wigzan kowalencyjnych antracyklin z DNA. W pierwszym etapie czasteczka DOX
tworzy bardzo aktywny kompleks z jonami zelaza (DOX-Fe**), ktory moze ulegac redukgji zaréwno chemicznej np. z udziatem DTT, jak
i enzymatycznej. Powstajacy kompleks DOX-Fe** redukuje tlen do anionorodnika ponadtlenkowego (0,*") oraz nadtlenku wodoru (H,0,).
DOX-Fe** moze rowniez reagowac z H,0, prowadzac do powstania rodnika hydroksylowego (HO®) (reakcja Fentona; Fe** + HZOZS fe!
+ HO®+0H"). W nastepnym etapie, w reakgji HO® z Tris lub sperming powstaje formaldehyd, ktory uczestniczy w powstawaniu wigzan
kowalencyjnych DOX-DNA [ryc. przygotowano na podstawie prac 143,146]

Do zrozumienia procesu interkalacji antracyklin z DNA
byty niezbg¢dne réwniez badania termodynamiczne i kine-
tyczne [139]. Oznaczono zmiang energii swobodnej towa-
rzyszacej wiagzaniu antracyklin z DNA. W doswiadczeniach
wykorzystano pochodne antracyklin rézniace si¢ jednym
podstawnikiem od DOX i DRB. Wyniki ujawnity korzystny

wplyw (2 kcal/mol) obecnosci reszty daunozaminy wiaza-
cej si¢ w mniejszym rowku DNA, przy czym istotna byta
réwniez konfiguracja wigzania glikozydowego. Energia
swobodna wigzania z DNA B-anomeru DOX byta mniej-
sza o 3 kcal w poréwnaniu z DOX. Wykazano réwniez, ze
usunigciu grup hydroksylowych w pozycji C-9 1 C-14, kt6-
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re tworza wigzania wodorowe z DNA, towarzyszyto obni-
zenie energii swobodnej o 1 kcal/mol, natomiast zamiana
grupy aminowej w pozycji 3’ na grupg hydroksylowa po-
woduje obnizenie energii swobodnej wiazania o 0,7 kcal/
mol [20]. Wyniki te pozwolily zrozumieé, w jakim stopniu
poszczegdlne podstawniki antracyklin uczestnicza w po-
wstawaniu wigzan z DNA i staty si¢ pomocne w projekto-
waniu nowych zwiazkéw wiazacych si¢ z DNA.

Powstawanie wiazan kowalencyjnych antracyklin
z DNA z udzialem formaldehydu

W powstawaniu wigzan kowalencyjnych z DNA uczest-
niczy formaldehyd (CH,O) [142]. W doswiadczeniach in
vitro Zrédtem formaldehydu jest Tris, ktory jest utleniany
do CH,O przez rodniki hydroksylowe (HO") powstajace
z udziatem Fe** w reakcji redukcji H,O, (reakcja Fentona)
(ryc. 3) [143]. Z uzyciem spektroskopii NMR wykazano,
ze struktura wigzania kowalencyjnego DOX z DNA, po-
wstajacego w warunkach reakcji Fentona z udziatem Tris,
jest strukturalnie taka sama, jak wiazan otrzymanych bez-
posrednio w reakcji z formaldehydem [164]. Wykazano
réowniez, ze DOX kowalencyjnie zwiazana tylko z jednym
z fancuchéw dupleksu 5’-TAATAAGCATAAAT-3" nadaje
temu kompleksowi niezwyktej stabilnosci. Obserwowano
162-krotna redukcje tempa wymiany tainicuchéw DNA
w kompleksach, w ktérych wystepowato takie wiazanie
[164]. Badania wptywu réznych czynnikéw na tworzenie
si¢ wigzan kowalencyjnych in vitro pozwolily na okresle-
nie optymalnych warunkéw reakcji. Maksymalna liczbeg ad-
duktéw obserwowano w pH 7,0, zmiana pH na 6,0 czy 8,0
powodowata redukcje adduktéw odpowiednio o0 60 i 35%.
Optymalna temperatura wynosita 37°C, a stgzenie DOX 10
UM. Na ilo$¢ powstajacych wigzan kowalencyjnych miato
wplyw réwniez stezenie Fe**, stezenie DNA oraz czynni-
ka redukujacego [23].

Tris jest zwigzkiem, ktéry nie wystepuje w komorcee,
a wigc nie moze by¢ Zrédtem formaldehydu. W powstawa-
niu CH,O w warunkach in vivo brane sa pod uwage naste-
pujace mechanizmy: autokatalityczna oksydacja w pozy-
cji C-13 DOX z udziatem H,O, (reakcja Bayera-Villigera)
[144] oraz utlenianie przez rodniki hydroksylowe, zwia-
zanych z DNA poliamin np. sperminy [145]. Kazdy z tych
mechanizméw zalezy od zdolnosci DOX do wigzania Fe*
i od komérkowego potencjatu redukcyjnego, wymagane-
go w reakcjach redoks prowadzacych do powstania reak-
tywnych form tlenu [143].

Udziat CH,0O w powstawaniu wigzan kowalencyjnych mig-
dzy antracyklinami i DNA zrodzit pomyst syntezy koniuga-
téow antracyklin z formaldehydem (DOXF, DRBF, EDOXF)
i oceny ich dziatania jako lekéw [39]. Zakladano, ze ko-
niugaty wyeliminuja potrzebe wytwarzania CH,0O, stwa-
rzajac w ten sposob mozliwos¢ skuteczniejszego dziatania
antracyklin zaréwno w komérkach z obnizonym pozio-
mem enzymoéw aktywujacych reakcje redoks, jak réw-
niez ze zwigkszonym poziomem ,,zmiataczy” ROS [146].
Liczne doswiadczenia wykazaty, ze DOXF, EDOXF czy
DRBF sa toksyczne dla komérek nowotworowych, réwniez
tych opornych na antracykliny. Istniata korelacja migdzy
wzrostem ilosci koniugatéw w jadrze, akumulacja w DNA,
wydtuzona komdrkowa retencja i zmniejszonym uwalnia-
niem antracyklin z komorki [142]. Koniugaty maja struk-

tur¢ dimeryczna. Ich synteza polega na potaczeniu dwéch
czasteczek antracyklin z trzema czasteczkami formalde-
hydu. Formaldehyd jest w tej reakcji Zrédlem grup me-
tylenowych, z ktérych dwie tworza pierscienie oksazoli-
dynowe przez polaczenie grupy aminowej daunozaminy
z grupa hydroksylowa, a trzecia wiaze te pierscienie po-
przez azot. Tak otrzymany koniugat hydrolizujac daje
aktywne monomeryczne metabolity, w ktérych wegiel
pochodzacy z CH,O jest zwiazany z grupa 3’-NH, dau-
nozaminy. Po interkalacji antracykliny do DNA tworzy si¢
wigzanie kowalencyjne z grupa 2-NH, guaniny. Jesli in-
terkalacja wystapi w sekwencji 5’-NGC-3’, wtedy lek in-
terkaluje pomigdzy dowolny nukleotyd (N) i guaning (G)
tworzac kowalencyjnie wigzanie z G w jednej nici DNA,
oraz bardzo silne wigzania wodorowe z guaning w drugie;j
nici DNA. Takie niezwykte potaczenie interkalacji, wia-
zania kowalencyjnego i wigzania wodorowego jest nazy-
wane ,,wirtualnym” wigzaniem mig¢dzyniciowym (virtual-
ly crosslink) (ryc. 4) [143,146].

Jednak nie wszystkie antracykliny maja zdolnos¢ do
tworzenia wigzan kowalencyjnych. Wykazano, ze hy-
droksyrubicyna, 3’-deamino-4-demetoksy-4’-deoksy-
4’-epiaminodaunorubicyna, 3’-deamino-4-demetoksy-
4’-deoksy-4’-epiamino-3’-hydroksydaunorubicyna, oraz
inne pochodne niezawierajace grupy NH,, nie tworza kowa-
lencyjnych wiazan z DNA [23,26]. Zbadano réwniez wptyw
polozenia grupy NH, w reszcie cukrowej antracyklin oraz
jej stereochemii na zdolnos¢ tworzenia wigzafi kowalencyj-
nych. Wykazano, ze pochodna DRB (4’-amino-3’-deamino-
4’-deoksy-3’-hydroksydaunorubicyna), ktérej grupa amino-
wa zmienita potozenie z pozycji C-3’ na C-4’ réwniez nie
wykazuje zdolnosci do tworzenia wigzan kowalencyjnych
z DNA, natomiast epimeryzacja grupy aminowej w pozy-
cji C-3’ prowadzaca do powstania 3’-epidaunorubicyny
(WP711) nie zmieniata zdolnosci tworzenia wiazan kowa-
lencyjnych [77]. Wyniki te sugeruja, ze reakcje powstawa-
nia wiazan kowalencyjnych nie zaleza od stereochemii gru-
py aminowej w pozycji 3°, natomiast wymagaja obecnosci
grupy aminowej w tej pozycji. Zbadanych zostato réwniez
kilka naturalnych i syntetycznych pochodnych antracyklin,
ktére w swojej strukturze maja przejSciowo zablokowana
grupe aldehydowa w postaci podstawnika bedacego mody-
fikacja grupy aminowej daunozaminy. Wykazano, ze zwiaz-
ki te nie wymagaja metabolicznej aktywacji do utworze-
nia wigzan kowalencyjnych z DNA. Naleza do nich m.in.:
cyjanomorfolinodoksorubicyna (CMA) [25], barminomy-
cyna [109] pyrrolinodoksorubicyna [96] oraz N-(5,5-dia-
cetylopentylo)-doksorubicyna [167]. Badania strukturalne
CMA wykazaly, ze jej pierscieri morfolinowy ulega prze-
ksztatceniom. Grupa CN zostaje usunigta z pierscienia
i pier§cient morfolinowy otwiera si¢. Wiasciwym zwiazkiem
wiazacym si¢ kowalencyjnie z DNA jest w tym przypad-
ku N-2-hydroksyetylodoksorubicyna [36]. Wykazano, ze
wigzania kowalencyjne utworzone przez antracykliny ma-
jace na state dotaczona grupe aldehydowa s bardziej sta-
bilne niz wiazania tworzone przez antracykliny wymaga-
jace obecnosci formaldehydu [156,145].

Swoisto$¢ wigzania antracyklin z DNA
Okreslenie swoistosci wigzania antracyklin z DNA bylo istot-

ne dla zrozumienia mechanizméw dziatania tych zwiazkéw.
Liczne badania krystalograficzne tréjwymiarowej struktury
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Ryc. 4. Powstawanie ,wirtualnych” wigzan miedzyniciowych. W wyniku reakgji antracyklin z formaldehydem powstaja zwiazki o strukturze
dimerycznej (koniugaty), w ktdrej dwie czasteczki antracyklin wiazg sie przez trzy grupy metylenowe, dwie z nich tworza pierécienie
oksazolidynowe poprzez potaczenie grupy aminowej daunozaminy z grupa hydroksylowa, a trzecia wiaze te pierscienie poprzez azot.

W wyniku hydrolizy koniugatu powstaja aktywne metabolity, w ktdrych wegiel pochodzacy z CH,0 jest zwigzany z grupg 3'-NH,
daunozaminy. Jedli interkalacja antracyklin wystapi w sekwengji 5'-NGC-3; wtedy lek interkaluje pomiedzy dowolny nukleotyd (N) i guaning
(G) tworzac, z udziatem CH,0, kowalencyjnie wigzanie z G w jednej nici DNA, oraz wigzania wodorowe z guaning w drugiej nici DNA. Dla
przejrzystosci zasady azotowe zaznaczono kolorem niebieskim [ryc. przygotowano na podstawie prac 142,143,145,146]

komplekséw antracyklin z DNA oraz badania wykorzystu- okreslenie swoistych miejsc interkalacji oraz kowalencyjnych
jace metodg ,,footprint” i analizg restrykcyjna pozwolity na wigzan antracyklin z DNA.
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Badania struktury kompleksu DRB/DNA wykazaty, ze
dwuniciowy fragment DNA, zawierajacy sekwencje 5°-
CGTACG-3’ wiaze dwie czasteczki DRB i 80 czasteczek
wody [113]. Analiza restrykcyjna wykazata, ze DRB lepiej
chroni sekwencje¢ 5’-CGATCG-3’ przed cigciem enzymem
Pvul niz sekwencj¢ 5’-GAATTC-3’ rozpoznawang przez
EcoRI [18]. Potwierdzono to w doswiadczeniach z wyko-
rzystaniem metody footprint, w ktérych miejscem najczes-
ciej chronionym przez antracykliny przed cigciem DN-azg
I byta sekwencja 5°-GC-3’ [19, 141]. Wykazano réwniez,
ze na wiazanie antracyklin z DNA maja wplyw sekwen-
cje sasiadujace z miejscem interkalacji, gdyz wplywaja
one na utozenie aminocukru w mniejszym rowku DNA.
Zbadano krystaliczng strukture komplekséw DOX i DRB
z sekwencja 5°-CGATCG-3’. W tych kompleksach chro-
mofory antracyklin interkalowaty w miejscu CpG na obu
konicach fragmentu DNA, podczas gdy aminocukier poto-
zony byt w mniejszym rowku. Badania struktury tego kom-
pleksu stworzyty mozliwosci poréwnania z innym wczes-
niej badanym kompleksem DRB z 5’-CGTACG-3’. Mimo
ze te dwa kompleksy byly bardzo podobne wykazano in-
teresujaca zaleznos¢: DRB byta mocniej zwiazana z sek-
wencja 5°-CGATCG-3’ niz 5’-CGTACG-3’, wskazujac, ze
sekwencja 5’-AT-3’, a nie 5°-TA-3’ byta sekwencja prefe-
rowang przez aminocukier [42]. Zmiana Srodkowej sek-
wencji 5°-AT-3" na 5°-TA-3’ powoduje, ze aminocukier,
aby moc dopasowac si¢ do potozenia w mniejszym row-
ku DNA ulega wyraZznemu przesuni¢ciu. Zmienia si¢ kat
wigzania miedzy C-7 pierScienia A i potaczonym z nim
atomem tlenu (O-7), a takze kat wigzania pomig¢dzy O-7
i C-1" reszty cukrowej, co ma wplyw na kontakt pomig-
dzy DNA a reszta cukrowa [74].

Stosujac analizg footprinting poszukiwano odpowiedzi na
pytanie, ktére grupy funkcyjne zasad azotowych sa odpo-
wiedzialne za wiazanie antracyklin. Zastosowano fragmen-
ty DNA o dlugosci 160 par zasad, natywne lub zmodyfi-
kowane w taki sposéb, aby okresli¢ rolg grupy aminowej
W pozycji 2 guaniny, jezeli znajdowatla si¢ w mniejszym
rowku. Analiza footprinting wykazata, ze DRB prefe-
rencyjnie wiazata tripletowe sekwencje 5’-(A/T)GC-3’
i5’-(A/T)CG-3’ w natywnej czasteczce DNA. Zastapienie
guanozyny inozyna, czemu towarzyszyta utrata atomu azotu
w pozycji 2, ostabiato zdolnos$¢ wiazania, ale nie zmieni-
o znaczaco preferencji w stosunku do sekwencji wiazania
DRB. Natomiast podwéjna zamiana: guanozyny inozy-
na, a adeniny diaminopuryna powodowata zmiang prefe-
rencji sekwencyjnej DRB [7]. Wskazywalo to réwniez na
role reszty daunozaminy i grupy —OH w pozycji 9 DRB
w okresleniu miejsc wigzania antracyklin z DNA. Réwniez
inne zmiany w strukturze antracyklin wptywaty na swoi-
stos$¢ ich wiazania. Dotyczy to modyfikacji reszty dauno-
zaminy. Atom bromu podstawiony w pozycji C-2’ 4’-epi-
daunorubicyny powodowat, ze daunozamina przyjmowata
inna konformacje niz w DRB. Pochodna ta, w obecnosci
formaldehydu, czg¢sciej tworzyta kowalencyjne wiazania
7z 5’-CGGCCG-3’ niz z sekwencja 5’-CGCGCG-3’, prefe-
rowana przez DRB [46]. W badaniach krystalograficznych
kompleksu cyjanomorfolinowej pochodnej doksorubicyny
(CMA) z sekwencja 5°’-CGATCG-3" wykazano, ze chociaz
struktura tego kompleksu byta podobna do poprzednio ba-
danych, nie stwierdzono obecnosci wiazan kowalencyjnych.
Zwiazek interkalowal w miejscu CpG tworzac wytacznie
wigzania wodorowe z resztg guaniny [36]. W przypadku

CMA niezbegdna do wytworzenia wiazan kowalencyjnych
byta obecnos¢ sekwencji 5°-CG-3’ w sasiedztwie miejsc
interkalacji. Przeprowadzono réwniez badania amidyno-
wych pochodnych antracyklin [141]. W analizie footprin-
ting wykazano, ze zarowno DOX, DRB, jak i ich pochod-
ne amidynowe z pierscieniem morfolinowym (DOXM,
DRBM) wykazywatly bardzo wyrazne preferencje do sek-
wencji 5°-GC-3°, 5°-CG-3’ oraz 5°-TC-3’. W przypad-
ku DOXM, DRBM obserwowany byt nieznaczny wzrost
ochrony sekwencji 5°-TC-3" w poréwnaniu z sekwencjami
5’-GC-3’ 1 5’-CG-3’, co potwierdzita analiza restrykcyjna,
w ktorej najwigksza ochrong obserwowano w miejscu cig-
cia Sac I (T/C). Badania te pozwolity réwniez zaobserwo-
wacé, ze DRB ma szerszy zakres chronionych sekwencji,
w poréwnaniu z DOX i EDOX, ktére wykazywaty wigk-
sza swoistos¢ [141].

Uszkodzenia DNA spowodowane dzialaniem
reaktywnych form tlenu

Istnieje wiele uszkodzen DNA, ktére nie wynikaja z wia-
zania antracyklin z DNA, lecz powstaja w wyniku dzia-
tania na DNA reaktywnych form tlenu (ROS) indukowa-
nych w reakcjach redoks antracyklin.

W wyniku przeniesienia elektronu z NADH lub NADPH
na uktad chinonu DOX (pierscieni C), lub innych antracy-
klin, tworzy si¢ semichinon. Szybkiej regeneracji semichi-
nonu do macierzystego chinonu towarzyszy redukcja tle-
nu i powstawanie reaktywnych form tlenu (ROS) o r6znej
toksycznosci: anionorodnika ponadtlenkowego (O, ), nad-
tlenku wodoru (H,0,), czy szczeg6lnie toksycznego rod-
nika hydroksylowego (HO"). W reakcji moga uczestniczy¢
rézne enzymy oksydoredukcyjne np.: cytochrom P450, re-
duktazy b5, mitochondrialna dehydrogenaza NADH, de-
hydrogenaza ksantynowa itd. [157] (ryc. 5). W tym cyklu
semichinon moze rowniez utlenia¢ i rozrywa¢ wigzania
glikozydowe pomigdzy pierScieniem A, a daunozaming
i w rezultacie uczestniczyé w powstaniu 7-deoksyagliko-
nu. Aglikony wnikajac do bton uwalniaja jeszcze wigksze
ilosci reaktywnych form tlenu [51,78].

Ze wzgledu na bardzo duza reaktywnosé, ROS moga od-
dzialywaé ze wszystkimi makroczasteczkami komoérko-
wymi (bialka, lipidy, weglowodany, kwasy nukleinowe).
Szczegdlnie niebezpieczne dla organizmu sa oddziatywa-
nia ROS z DNA, ktére moga powodowac jedno- i dwuni-
ciowe peknigcia DNA oraz oksydacyjne modyfikacje za-
sad azotowych [102,163]. Niektdre z tych modyfikacji maja
ustalony potencjal mutagenny [102,163]. Badania wykaza-
ty, ze po podaniu DOX [32] oraz EDOX [101] liczba ok-
sydacyjnie zmodyfikowanych zasad azotowych wzrastata
w stosunku do kontroli. W chromatynie izolowanej z lim-
focytéw pacjentéw otrzymujacych EDOX zidentyfikowa-
no zmodyfikowane formy zasad, tj. 8-hydroksyguaning,
8-hydroksyadening, 2-hydroksyadening, 5-hydroksyura-
cyl, 5-hydroksycytozyng, glikol tyminowy [101], charak-
terystyczne dla dziatania rodnika hydroksylowego. Po 24
godzinach od podania leku poziom wigkszosci z nich wra-
cal do poziomu kontroli.

Wolne rodniki moga réwniez posrednio modyfikowac
zasady azotowe w DNA, poprzez peroksydacj¢ lipidow.
Dialdehyd malonowy (malondialdehyde — MDA) jest jed-
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ilosci ROS [ryc. na podstawie 86]

nym z koficowych produktéw procesu peroksydacji wielo-
nienasyconych kwaséw tluszczowych w komérkach. MDA
moze reagowac z grupami aminowymi znajdujacymi si¢ na
zewnatrz pierscienia deoksyguanozyny (dG), deoksyadeno-
zyny (dA), deoksycytydyny (dC) i tworzy¢ egzocykliczne
addukty pigcioczionowe (etenoaddukty) [82]. Najtatwiej
jednak MDA reaguje z dG w wyniku czego pojawia si¢
struktura pirymidopurynonu (M,dG) (ryc. 6) [110]. Analiza
sekwencyjna wykazata, ze MDA w wigkszosci indukuje
mutacje wystgpujace w parach GC powodujac powstawa-
nie duzych insercji i delecji [98].

Antracykliny wplywaja na tworzenie M dG nie tylko
przez zwigkszanie poziomu MDA, ale réwniez sprzyjajac
przenoszeniu grup oksopropenylowych z MDA na DNA.
Wykazano, ze DOX i DRB zwigkszaja wielokrotnie za-
lezna od MDA reakcjg przenoszenia oksopropenylu [110].
Zatem, zar6wno powstawanie MDA wywotane stresem ok-
sydacyjnym, jak i oksopropenylacja DNA przyczyniaja si¢
do wzrostu poziomu komérkowego M dG. Reakcje te za-
ktadaja istnienie zaleznoSci migdzy generowaniem ROS
przez antracykliny, indukcja peroksydacji lipidéw a inter-
kalacja i uszkodzeniami DNA.

WpLYW ANTRACYKLIN NA REPLIKACJE | EKSPRESJE GENGW

Powstawanie komplekséw interkalacyjnych, wigzan kowa-
lencyjnych oraz modyfikacje oksydacyjne zasad azotowych
z udziatem antracyklin lub produktéw ich biotransforma-
cji prowadza do zaburzen w strukturze DNA. Zmiany te
wplywaja na aktywno$¢ enzymoéw oraz czynnikOw tran-
skrypcyjnych bezposrednio oddziatujacych z DNA, a wigc
maja znaczenie w procesach decydujacych o zdolnosci ko-
morki do proliferacji.

Hamowanie syntezy DNA i RNA

Wiele jest doniesien opisujacych wptyw antracyklin na ha-
mowanie replikacji DNA [49]. Hamowanie aktywnosci po-
limerazy DNA wynika ze zdolnosci antybiotykéw antra-
cyklinowych do tworzenia kompleksow interkalacyjnych
z DNA [147]. Jednakze zgromadzone dane, w szczeg6lno-
Sci dotyczace zakresu stgzen stosowanych przy hamowaniu
syntezy DNA, sa dos¢ rozbiezne. W komorkach raka pier-
si oraz szczurzych komérkach raka watroby, hamowanie
syntezy DNA z udziatem antracyklin obserwowane byto
w stgzeniach 0,1-5 pM [40,94]. Czegs$¢ wynikéw wskazy-
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wata na zalezno$¢ migdzy hamowaniem syntezy DNA,
a hamowaniem proliferacji komérek [40,94], podczas gdy
w innych badaniach wykazano, ze zaburzenia w syntezie
DNA w komoérkach poddanych dziataniu antracyklin od-
grywaja niewielka role w hamowaniu wzrostu hodowli
[125,129]. Takie wyniki sugeruja, ze zahamowanie proli-
feracji komorek indukowane antracyklinami to wynik nie
tylko hamowania syntezy DNA. Jest prawdopodobne, ze
hamowanie syntezy DNA moze by¢ wczesnym, przejscio-
wym etapem, prowadzacym do zahamowania wzrostu ko-
morek, zwiazanym z funkcja pS3 [68]. Aktywacja p53, do
ktérej moze dojs¢ w odpowiedzi na dziatanie DOX pro-
wadzi do zwigkszenia aktywnosci biatka p21*2%P! silne-
go inhibitora kinaz zaleznych od cyklin [128]. Zwigkszona
ilo§¢ p21™eiPl moze hamowac synteze DNA przez wiaza-
nie tych biatek z jadrowym antygenem proliferujacych ko-
morek (proliferating cell nuclear antigen — PCNA) [69],
a takze przez obnizong aktywnos$¢ czynnika transkrypcyj-
nego E2F [31], biatka wiazacego sekwencje w regionach
promotorowych gendw np. kinazy tymidynowej, syntetazy
tymidylanowej oraz polimerazy o« DNA [37]. Indukowane
przez antracykliny hamowanie syntezy DNA z udziatem
polimerazy DNA moze si¢ wiaza¢ z przejSciowym, cyto-
statycznym dzialaniem tych zwiazkéw, natomiast bardziej
toksyczny wplyw jest zwigzany z hamowaniem aktywno-
Sci topoizomerazy II.

Enzymy zaangazowane w proces transkrypcji (polimera-
zy RNA), w przeciwienstwie do polimeraz DNA, nie maja
aktywnosci nukleazowej 3°-5°. Brak tej aktywnosci czyni
polimeraz¢ RNA lepszym narzedziem w badaniu kowa-

lencyjnie zmodyfikowanych matryc [131]. Réwniez zdol-
nos¢ polimerazy RNA do inicjacji syntezy tancucha RNA
w Scisle okreslonym miejscu stwarza mozliwos¢ §ledzenia
poszczegoblnych etapéw tej reakcji. Wykorzystujac analize
transkrypcyjna in vitro wykazano, ze antracykliny tworzac
kowalencyjne wiazania z DNA blokuja proces transkrypcji.
Wykazano, ze kowalencyjne wiazanie DOX z DNA wy-
raznie wptywa na zahamowanie elongacji taricucha RNA
[24]. Polimeraza RNA zatrzymuje si¢ na zmienionym nu-
kleotydzie i przerywa synteze [53]. Badajac wplyw antra-
cyklin na syntez¢ RNA poréwnano dziatanie DOX i DRB
z ich pochodnymi DOXM i DRBM (ryc. 7).

Pochodne te hamowaty syntezg¢ RNA w stgzeniach wyz-
szych niz zwiazki macierzyste. Dla DOX stg¢zenie leku ha-
mujace synteze RNA w 50% (IC, ) wynosito 10 uM, nato-
miast dla DOXM 15 pM. W przypadku DRB IC, wynosito
15 uM, podczas gdy dla DRBM az 37 uM [138]. Wykazano
réwniez, ze DOX tworzaca wigzanie niekowalencyjne szyb-
ko dysocjuje z kompleksu z DNA, nie zatrzymujac elonga-
cji fancucha RNA [160]. Zwiazki niekowalencyjne oddzia-
tujace z DNA wpltywaja gtéwnie na wezesne etapy syntezy
RNA, takie jak wiazanie polimerazy RNA z DNA lub ini-
cjacje transkrypcji, czego wynikiem jest mniejsza liczba
powstajacych transkryptéw [55].

Modyfikacje DNA z udziatem antracyklin nie tylko ha-
muja wydtuzanie taficucha RNA czy wiazanie polimerazy
z DNA, ale réwniez moga wptywac na regulacje ekspresji
gendw przez oddziatywanie na wigzanie czynnikéw tran-
skrypcyjnych ze swoistymi sekwencjami DNA. Wykazano,
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ze leki przeciwnowotworowe modyfikujace strukturg DNA
lub wspéizawodniczace z biatkami o sekwencje regula-
torowe w DNA moga zaburza¢ oddziatywanie pomigdzy
czynnikami transkrypcyjnymi a rozpoznawanymi przez nie
sekwencjami [54]. Leki wiazace si¢ kowalencyjnie z DNA
wywieraja wigkszy wptyw na oddzialywanie czynnikéw
transkrypcyjnych niz zwiazki oddzialujace niekowalen-
cyjnie. Powstawanie wigzan kowalencyjnych antracyklin
z DNA z sekwencja GpC wptywato na wigzanie czynnika
transkrypcyjnego Spl, ktéry rozpoznaje sekwencje bogate
w pary G-C. Potwierdzity to badania, w ktérych zastoso-
wano technike Mobility Shift Assay (EMSA) oraz oligo-
nukleotydy o sekwencjach wiazacych czynniki transkryp-
cyjne Spl i AP-1. Wykazano, ze antracykliny wywotywatly
wigksze zmiany w powinowactwie czynnika Sp1 niz AP-
1 do rozpoznawanych sekwencji [141]. Selektywnos¢ an-

tracyklin w tym przypadku wynikata z braku w oligonu-
kleotydzie wiazacym AP-1 sekwencji 5°-GC-3’. W innych
badaniach wykazano, ze réwniez DRB i bisinterkalujaca
antracyklina WP631 hamuja wiazanie czynnika transkryp-
cyjnego Spl z rozpoznawanymi sekwencjami [81,111].
Antybiotyki antracyklinowe hamowaty takze wigzanie
czynnikéw E2F1 i E2F4 rozpoznajacych sekwencje cha-
rakteryzujace si¢ nagromadzeniem wystepujacych obok
siebie par A-T oraz G-C [54].

Wplyw antracyklin na aktywnos¢ topoizomerazy 11

Topoizomerazy sa odpowiedzialne za relaksacj¢ superhe-
liksu DNA, ktora jest konieczna w czasie replikacji, tran-
skrypcji, rekombinacji czy naprawy DNA. Topoizomeraza
I wprowadza przecigcia do jednego taricucha polinukleo-

89



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

tydowego tworzac kompleks rozcinalny (cleavable com-
plex), w ktérym C-3’ reszty deoksyrybozylowej jest po-
laczony wiazaniem fosfodiestrowym z reszta tyrozyny
enzymu. Komplementarny taiicuch przeciska si¢ przez
utworzong przerwe, a nastgpnie korice przecigtego taricu-
cha ulegaja ligacji. Topoizomeraza II natomiast przecina
jednoczesnie oba taricuchy, wiazac konce 5’-fosfodeok-
syrybozylowe z podjednostkami enzymu. W ten sposéb
podjednostki wiazace korice tworza ,,bramke”, przez kt6-
ra zostaje przecisnigty caly sasiedni segment podwdjnej
helisy. Dzialanie to stanowi o bardzo waznej roli topoi-
zomeraz, poniewaz struktura superheliksu jest regulowa-
na zgodnie z fazami cyklu komérkowego 1 aktywnoscia
transkrypcyjna [10].

Hamowanie aktywnosSci topoizomerazy II jest jednym
z gtéwnych mechanizméw toksycznego dzialania antra-
cyklin na komérki. Antracykliny wiaza si¢ z kompleksem
rozcinalnym, a wigc w chwili, gdy przecigty DNA jest
zwigzany kowalencyjnie z topoizomeraza II. Przeszkadza
to w ponownym potaczeniu nici DNA. Powstawanie i sta-
bilnos$¢ komplekséw antracykliny-DNA- topoizomeraza 11
zalezy od struktury zwiazkéw. Uktad ptaskich pierscieni
antracyklin jest wazny dla interkalacji do DNA, natomiast
zewngtrzne podstawniki, ktére nie biora udziatu w interka-
lacji (reszta cukrowa, pierscien A) odgrywaja wazna role
w powstawaniu i stabilizowaniu komplekséw antracykli-
ny-DNA-topoizomeraza II. W szczegdlnosci podstawnik
cukrowy umiejscowiony w bruzdzie mniejszej jest kry-
tycznym czynnikiem, decydujacym o oddziatywaniu an-
tracyklin z topoizomeraza II. Wykazano, ze hamowanie
topoizomerazy II wzrasta po usunigciu grupy NH, przy
C-3’ w reszcie cukrowej lub grupy metoksylowej przy C-4
w pierscieniu D. Ponadto charakter podstawnikéw w po-
zycji 3> w duzym stopniu wptywa na swoistos¢ sekwen-
cyjna cigcia DNA [10,12]. Wykazano, ze DOX, IDA i ich
analogi z druga reszta daunozaminy przyltaczona do gru-
py OH w pozycji C-4” wydajnie hamuja aktywno$¢ topoi-
zomerazy II [58]. Zaobserwowano jednak réznice w efek-
tywnosci dziatania tych analogéw. Pochodne zawierajace
drugg reszte daunozaminy w pozycji aksjalnej w stosunku
do pierwszego cukru byty bardziej aktywne niz pochodne
z cukrem w pozycji ekwatorialnej. Wynika z tego, ze pozy-
cja aksjalna strukturalnie determinowata hamujacy wptyw
na topoizomeraze II. Wykazano réwniez réznice w steze-
niach antracyklin stosowanych w hamowaniu aktywnosci
topoizomerazy 1 i II. Zakres st¢zen, przy ktérym obser-
wowano hamowanie aktywnosci topoizomerazy I wynosit
10-100 uM. Duzo nizsze byly st¢zenia antracyklin wpty-
wajace na aktywnos¢ topoizomerazy 1. Efektywnym ste-
zeniem dla DOX, IDA oraz pochodnej IDA z aksjalng po-
zycja drugiego cukru bylo st¢zenie 0,1 uM, natomiast dla
disacharydowej pochodnej DOX 1 uM [58]. Blokowanie
aktywnosci topoizomeraz powoduje fragmentacje¢ DNA
i nagromadzenie si¢ wiazan kowalencyjnych DNA-biat-
ko w kompleksach topoizomerazy z przecigtym DNA, co
w konsekwencji prowadzi do §mierci komorki [11].

Wplyw antracyklin na aktywnos¢ helikazy

Helikaza katalizuje rozplatanie dwuniciowej czasteczki
kwasu deoksyrybonukleinowego przez rozerwanie wia-
zan wodorowych miedzy komplementarnymi zasada-
mi. Antracykliny hamujac dziatanie tego enzymu, moga

wplywac na replikacje, transkrypcje, czy rekombinacje.
Wykazano, ze DOX w matych stgzeniach uniemozliwia-
ta rozplatanie nici DNA w komérkach raka piersi MCF-7
[41]. Wyniki te mogtly sugerowac, ze jest to spowodowane
powstawaniem kowalencyjnych wigzan antracyklin z DNA,
gdyby nie st¢zenia, ktére bylty duzo nizsze niz te wymaga-
ne do utworzenia tych wiagzan. Wydaje sie, ze raczej inter-
kalacja antracyklin do DNA, a nie tworzenie wigzan ko-
walencyjnych jest przyczyna stabilizacji drugorzedowe;j
struktury DNA uniemozliwiajac rozplatanie nici z udzia-
fem helikazy. Efektywne stg¢zenie hamujace w 50% ak-
tywnos¢ helikazy wynosito dla DRB i DOX 0,4 uM, ida-
rubicyny 1,8 uM, 4’-epidoksorubicyny 2 uM oraz ACLA
4 uM. Najnizsze st¢zenie konieczne do zahamowania he-
likazy w 50% odnotowano w przypadku nogalomycyny —
0,2 uM [6]. Natomiast klinicznie nieaktywne 3’-N-ace-
tyloantracykliny nie hamowaty aktywnosci helikaz [5].
Dalsze badania tego samego zespotu wykazaty, ze bloko-
wanie dziatania helikazy wskazuje na inhibicj¢ niekompe-
tycyjna oraz tworzenie przez antracykliny, DNA i helikazy
nieodwracalnych, tréjsktadnikowych komplekséw. Réwniez
inne badania potwierdzity hamujacy wptyw DRB zaréwno
na rozplatanie nici DNA, jak i na aktywnosci ATP-azowa
oczyszczonej ludzkiej helikazy II. Wigzanie leku z DNA
nie wplywa natomiast na zdolno$¢ helikazy do wiazania
si¢ z DNA [155]. Helikazy wydaja si¢ waznym i godnym
wigkszej uwagi celem dziatania antracyklin, gdyz st¢zenia
antracyklin wykorzystywane do hamowania ich aktywnosci
znajdujq si¢ w zakresie stezen istotnych klinicznie.

Wplyw antracyklin na aktywnos¢ innych enzymow

Badano wplyw antracyklin na aktywnos¢ réznych enzy-
mow, chociaz jak dotad najlepiej poznano mechanizmy
hamowania aktywnosci enzyméw opisanych powyzej: po-
limerazy RNA, topoizomerazy II i helikazy. Jesli jednak
weZmiemy pod uwage stezenie antracyklin, przy ktérym
nastgpuje hamowanie aktywnosci enzymu w 50% oraz to,
ze stezenie w osoczu moze wynosi¢ 0,1-5 uM [49,93], to
nalezy uwzgledniac jeszcze wiele enzymoOw uczestnicza-
cych w reakcjach redoks oraz w transporcie przez btong.
Whikanie antracyklin do dwuwarstwy lipidowej zaburza or-
ganizacje btony, ktdra jest istotna dla aktywnosci katalitycz-
nej niektérych enzyméw. Jednym z typowych przyktadéw
jest oksydaza cytochromu c (COX). Jest to bardzo ztozo-
ne biatko, w sktad ktérego wchodzi 13 podjednostek, dwie
grupy hemowe oraz dwa atomy miedzi potaczone z biat-
kiem koordynacyjnie. Enzym znajduje si¢ w wewngtrz-
nej btonie mitochondrialnej i jest koficowym ogniwem
w tancuchu oddechowym katalizujacym czteroelektro-
nowa redukcje tlenu czasteczkowego. Wtasnie oddziaty-
wanie DOX (IC, =3-5 uM) z COX jest uwazane za jedna
z przyczyn kardiotoksycznosci antracyklin [130]. Poziom
ATP w hodowlach miocytéw jest obnizony w obecnosci
DOX. Podobne zjawisko obserwowano w sercach szczu-
row traktowanych DOX [97]. Aktywnos¢ COX zalezy od
fosfolipidowego otoczenia, ktére utrzymuje enzym w ak-
tywnym stanie. Szczegdlnie istotny jest natadowany ujem-
nie fosfolipid kardiolipina (CL), ktérej 2—4 czasteczki sa
wlaczone w strukturg enzymu [118]. Wykazano, ze DOX
wiaze si¢ z CL za posrednictwem oddziatywar elektrosta-
tycznych (K =0,6 uM) i wplywa hamujaco na aktywnos¢
COX. Inne przyktady wptywu antracyklin na aktywnos¢
biatek opisujemy w nastepnych rozdziatach.
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Indukowanie apoptozy z udzialem antracyklin

W walce z nowotworami istotne jest poznanie mechani-
zm6éw prowadzacych do $Smierci komérek. Uwaza sig, ze
miara skutecznosci lekdw przeciwnowotworowych, oprécz
hamowania proliferacji komérek nowotworowych, jest zdol-
no$¢ do indukowania procesu apoptozy. Mechanizm cy-
totoksycznego dziatania antybiotykéw antracyklinowych
na komoérki nowotworowe jest przedmiotem zainteresowa-
nia wielu badaczy.

Istnieje wiele kontrowersyjnych doniesiert na temat roli
biatka p53 w cytotoksycznym dziataniu antracyklin
[9,47,108,121]. Niejasnosci dotyczace zwiazku migdzy
p53 i apoptoza indukowana przez antracykliny moga by¢
spowodowane istnieniem alternatywnych drég apoptozy,
ktére nie sa zwigzane ani z hamowaniem aktywnosci to-
poizomerazy II, ani z obecnoscia funkcjonalnego p53. Na
przyktad kliniczne st¢zenia antracyklin uruchamiaja hydro-
liz¢ sfingomielin i tworzenie ceramidu, ktéry z kolei akty-
wuje drogi prowadzace do Smierci komorek, niewymagaja-
ce kontroli ze strony p53. Mozna wymienic tu stymulacje
kinaz JNK i aktywacje c-Jun/AP-1 [75], a takze degradacje
serynowo-treoninowej kinazy Akt i zaburzenia regulacji
drogi ,,przezycia” komoérek z udziatem Akt/B [83]. Liczba
mediatorow komoérkowych taczacych antracykliny z apo-
ptoza stale wzrasta. Wykazano, ze DOX indukuje apop-
toze przez aktywacje kinazy biatkowej p38 aktywowanej
mitogenami (MAPK) [67]. Natomiast w komérkach migs-
nia sercowego (HL-1) oraz w wyizolowanych miocytach
szczura apoptozie indukowanej DOX i DRB towarzyszy
obnizenie aktywnosci czynnika transkrypcyjnego GATA-
4 [70]. Antracykliny moga réwniez bezposrednio uwalniac
cytochrom c z mitochondriéw, tym samym indukujac apo-
ptoze bez uszkodzenia DNA [22,57]. Opierajac si¢ na tym,
ze biatka z rodziny Bcl-2 odgrywaja wazng role w regu-
lowaniu uwalniania cytochromu c, zbadano wptyw antra-
cyklin na aktywacj¢ proapoptotycznych biatek Bax, Bak
i biatek BOPs (BH3-only proteins) Bid i Bik. Wykazano,
ze DOX, w stezeniu klinicznie istotnym, aktywowata bial-
ka Bak i Bax. Dodatkowo wykazano, ze aktywacja biatka
Bak byta wczesniej niz aktywacja Bax, co zasugerowato,
ze DOX w rézny sposéb wptywa na regulacj¢ tych dwéch
biatek. Komorki traktowane DOX wykazywaty podwyzszo-
ny poziom biatka Bik, nie obserwowano natomiast udziatu
biatka Bid w apoptozie indukowanej DOX [105].

Najwazniejsza rolg¢ w kontrolowaniu wrazliwosci komédrek
na sygnaty proapoptotyczne odgrywa szlak kinazy fosfa-
tydyloinozytolu PI3K/Akt. Jednym z mechanizméw anty-
apoptotycznego dziatania PI3K i aktywowanej przez nia
Akt jest hamowanie biatka Bad [165] oraz czynnikéw tran-
skrypcyjnych FKHD (forkhead transcription factor), kt6-
re indukuja ekspresj¢ biatek proapoptotycznych z rodziny
Bcl-2 [133]. Wykazano, ze hamowanie aktywnosci PI3K/
Akt uwrazliwiato komérki na apoptoze indukowana DOX.
Zwigkszona wrazliwo$¢ na apoptoze korelowata ze wzmo-
zong aktywnoscia biatek Bak i Bax [105]. Mozliwos¢ re-
gulowania drogi sygnatowej PI3K moze zmieniaé wraz-
liwos¢ komorek na apoptoze indukowana przez DOX, co
rowniez ma uzasadnienie kliniczne, gdyz wiele typéw no-
wotworéw wykazuje nadmierna ekspresj¢ PI3K. Odnoszac
si¢ do drogi apoptozy z udziatem receptoréw $mierci, wy-
kazano, ze DOX zwigksza apoptoze indukowana przez

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

Podwdjna role NF-xB (antyapoptotyczna w komoérkach
nowotworowych i proapoptotyczng w kardiomiocytach)
uwidocznity badania, w ktérych SN50, peptyd blokujacy
jadrowa translokacj¢ NF-xB, zwigkszal apoptoze¢ induko-
wang przez DOX w ludzkich komérkach nerwiaka niedoj-
rzatego [112], natomiast hamowat apoptoze indukowana
przez DOX w kardiomiocytach szczura [158]. W komor-
kach nowotworowych hamowaniu NF-xB zaleznemu od
SN50, i w konsekwencji nasileniu apoptozy, towarzyszy-
ta zwigkszona aktywnos$¢ Bax i obnizona aktywnos¢ Bcl-
2 [112]. W innych doswiadczeniach DOX i jej analogi
(WP631, WP744) aktywowaly NF-kB w komoérkach mie-
loidalnych (KBM-5) i limfoidalnych (Jurkat), a aktywacja
ta byta zwigzana z degradacja podjednostki inhibitorowej
IxkBo [4]. W jaki sposéb DOX aktywuje NF-xB nie jest
wyjasnione. Wykazano natomiast, ze aktywacja NF-xB
indukowana DOX wymaga obecnosci RIP (receptor-inte-
racting protein) [4].

Omawiajac r6zne mechanizmy prowadzace do indukowa-
nej antracyklinami apoptotycznej Smierci komérek warto
réwniez wspomnie¢ o roli zaburzen w homeostazie zelaza.
Jony zelaza w postaci zwigzanej z biatkami sa niezbedne
do funkcjonowania podstawowych proceséw zyciowych.
Utrzymanie homeostazy zelaza w komoérce zalezy od wspdl-
nego dziatania dwdch bialek ferrytyny i receptora transfery-
ny (TfR). Pierwsze odpowiedzialne jest za przechowywanie
zelaza w dostgpnej i nieszkodliwej postaci [61], a drugie za
wychwytywanie zelaza z ptynéw zewnatrzkomérkowych
[148]. Wykazano, ze DOX nie wptywa na proces pobie-
rania zelaza i gromadzenia w ferrytynie, natomiast hamu-
je uwalnianie zelaza zwigzanego z ferrytyna. W procesie
tym przypuszczalnie biora udziat wolne rodniki powstajace
w reakcjach redoks antracyklin, ktére indukuja potransla-
cyjne modyfikacje ferrytyny zmniejszajac jej zdolnos¢ do
uwalniania jonéw zelaza [72]. Inna mozliwos¢ jest taka,
ze antracykliny biorg udzial w lizosomalnej lub proteaso-
mowej degradacji biatek ferrytyny [73].

Skoro w powstawaniu wolnych rodnikéw wywotujacych
apoptozg istotng rolg odgrywaja jony zelaza wystepujace
w komoérce w nadmiarze, wydaje sig, ze zatrzymywanie
zelaza w ferrytynie indukowane przez DOX nie powin-
no indukowa¢ apoptozy, ale przeciwnie przez zapobiega-
nie powstawaniu wolnych rodnikéw ogranicza¢ apoptoze.
Okazuje si¢ jednak, ze DOX hamujac uwalnianie zelaza
z ferrytyny moze jednoczesnie indukowac jego uwalnianie
z bialek innych niz ferrytyna. Jedno takie miejsce zostato
zidentyfikowane w cytoplazmatycznej akonitazie, ktdra jest
odpowiednikiem enzymu mitochondrialnego, odwracalnie
izomeryzujacego cytrynian do izocytrynianu z udziatem
[4Fe-4S] [134]. Czwarty atom zelaza w [4Fe-4S] — istotny
dla aktywnosci akonitazy i ktéry oznaczany jest jako Fea,
moze by¢ tatwo usunigty przez produkty reakcji redoks
z udziatem DOX, np. O, lub H,0,. Powoduje to powsta-
nie nieaktywnej akonitazy z grupa [3Fe-4S]. Inne reakcje
sq obserwowane, jezeli DOX lub inne antracykliny, ulega-
ja dwuelektronowej redukcji w grupie aldehydowej przy
C-13. Reakcja ta katalizowana przez zalezne od NADPH
reduktazy prowadzi do powstania alkoholi drugorz¢do-
wych np. doksorubicynolu (DOXol) [91]. Alkohole dru-
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gorzedowe powstajace z antracyklin sg bardziej reaktyw-
ne niz O, lub H,0, w stosunku do ugrupowania [4Fe-4S]
cytoplazmatycznej akonitazy i uwalniaja zarowno Fe , jak
i pozostale atomy zelaza [87]. Tak wigc, cytoplazmatycz-
na akonitaza moze uwalniaé jeden lub cztery atomy Zzelaza
w zaleznosci od tego, ktory zwiazek, antracyklina czy jej
pochodna reaguje z grupa [4Fe-4S]. Wydaje sie, ze [4Fe-
4S] jest gtéwnym Zrédiem zelaza w kardiomiocytach trak-
towanych DOX. Konsekwencje uwalniania zelaza staja si¢
bardziej ztozone, jezeli wezmiemy pod uwagg, ze rola cy-
toplazmatycznej akonitazy nie ogranicza si¢ do katalizo-
wania reakcji izomeryzacji, ale dotyczy réwniez regula-
cji poziomu ekspresji TfR i ferrytyny. Uwolnienie grupy
[4Fe-4S] przeksztatca akonitazg w biatko IRP-1, ktére wia-
ze si¢ z duzym powinowactwem do sekwencji odpowie-
dzi na zelazo (iron regulatory protein) w regionach nieule-
gajacych translacji mRNA ferrytyny i TfR. Powoduje to
zwigkszenie stabilnosci mRNA TfR i przeciwnie zahamo-
wanie translacji mRNA ferrytyny [134]. Przeksztatcenie
akonitazy w IRP-1 zwigksza zatem pobieranie zelaza przez
komoérke i zmniejsza jego przechowywanie, powodujac
wzrost puli komdrkowej wolnego zelaza. Taki proces za-
chodzi spontanicznie w komérkach z niedoborem zelaza
i stuzy jako mechanizm adaptacyjny zapewniajacy odpo-
wiedni poziom zelaza. Proces ten jest bardzo toksycz-
ny, jezeli komorki zawierajace wystarczajaca ilos¢ zelaza
do celéow metabolicznych, otrzymuja dodatkowo zelazo
w wyniku przeksztalcanie akonitazy w IRP-1 na skutek
dziatania DOX [87]. Zrozumienie réznych funkcji akoni-
tazy i IRP-1 zmienito nasze spojrzenie na apoptoze indu-
kowana przez DOX. Z punktu widzenia relacji struktura-
aktywnosé, stato si¢ pewne, ze DOXol moze by¢ bardziej
toksyczny niz DOX, poniewaz DOXol uwalnia wigcej ze-
laza z [4Fe-4S]. Ponadto, uwolnienie zelaza z [4Fe-4S] do
cytoplazmy potaczone z przewaga pobierania zelaza nad
jego gromadzeniem uzasadnito rolg chelatoréw i przeciw-
ciat przeciwko TfR w zapobieganiu apoptozie indukowa-
nej przez DOX.

Zwiazek migdzy aktywacja IRP-1, powstawaniem ROS
z udziatem zelaza i apoptoza, zostat wykazany w kardio-
miocytach H9c2 oraz w komérkach srédblonka z aorty
wotu traktowanych DOX [87]. Stato si¢ to podstawa no-
wej hipotezy, ktéra wyjasnia role metabolitéw DOX, ROS
oraz zelaza w apoptozie kardiomiocytéw, a takze ochronna
role antyoksydantéw i przeciwciat przeciwko TfR i che-
latoréw komérkowych. W tej hipotezie, zelazo uwalniane
z [4Fe-4S] lub w zbyt duzej ilosci pobierane z ptynéw ze-
wnatrzkomérkowych wskutek nadekspresji TfR zaleznej
od IRP-1, reaguje z O, oraz H,0,, co prowadzi do apop-
tozy przez mechanizm wolnych rodnikéw, ktére aktywuja
NF-xB lub wywotuja dysfunkcje mitochondriéw.

W najnowszych pracach wykazano, ze stres oksydacyj-
ny indukowany przez kompleksy zelaza z antracyklina-
mi powoduje nieodwracalne uszkodzenia biatka IRP1,
dodatkowo zaklécajac maszynerig regulujaca homeosta-
z¢ zelaza [86].

Roéznicowanie komérek nowotworowych pod
wplywem antracyklin

Wiele nowotworéw wykazuje odwracalne zaburzenia w pro-
cesie roznicowania komorek. Sugeruje sig, ze zastosowanie

odpowiedniego induktora tego procesu moze przeprogra-
mowac komorki tak, aby utracity zdolnos¢ do proliferacji,
a uzyskaty mozliwos¢ réznicowania. Wsroéd wielu zwiaz-
kéw zbadanych pod katem ich zdolnosci do indukowania
procesu réznicowania znalazty si¢ réwniez antracykliny.
Wykazano, ze stosowane w matych st¢zeniach maja se-
lektywny wptyw na ekspresj¢ genéw, a do efektéw feno-
typowych tego mechanizmu nalezg réznicowanie komdrek
nowotworowych [63] oraz ograniczenie ich zdolnosci do
tworzenia przerzutow [1]. Réwniez oddziatywanie z bto-
na komdrkowa moze by¢ odpowiedzialne za stymulujacy
réznicowanie wptyw antracyklin na komérki nowotworo-
we [64]. Badania prowadzone na zwierzgtach i nowotwo-
rach ludzkich potwierdzity, ze antracykliny indukuja pro-
ces réznicowania zarowno w komdrkach biataczkowych
jak i guzach litych (tab. 1).

Wykazano, ze w zaleznosci od rodzaju komérek hamo-
waniu proliferacji moze, ale nie musi, towarzyszy¢ pro-
ces réznicowania. DOX stosowana w st¢zeniu hamuja-
cym wzrost hodowli indukowata réznicowanie komoérek
K562 oraz WEHI-3B D+ [45], ale nie komérek HL-60,
ktore z kolei réznicowaty w obecnosci aklacynomycyny
[92]. Opisano wiele czynnikéw istotnych dla procesu réz-
nicowania komérek indukowanego przez antracykliny. Na
przyktad brak surowicy uniemozliwiat réznicowanie komé-
rek ML-1 [13] pod wptywem antracyklin, ale nie przeszka-
dzat w ich cytostatycznym dziataniu. Wykazano réwniez,
ze hamowanie syntezy glikoprotein pod wptywem ACLA
czy pyrromycyny moze odgrywaé wazna rol¢ w réznico-
waniu komoérek HL-60 [92] oraz Friend [122]. Obserwano
rowniez obnizenie poziomu mRNA c-myc i c-myb, kt6-
re towarzyszylto procesowi réznicowania komoérek K562
i Friend pod wptywem ACLA i DOX [123, 150] oraz pro-
cesowi réznicowania komérek HL-60 w kierunku granu-
locytéw pod wptywem ACLA [136].

W badaniach procesu réznicowania in vitro czgsto wyko-
rzystywanym modelem jest linia komérkowa K562 [27]. Sa
to komorki erytroleukemiczne, ktére w zaleznosci od sto-
sowanego induktora moga r6znicowacé w kierunku erytro-
cytéw, megakariocytéw i w mniejszym stopniu w kierunku
monocytéw. Wyizolowane zostaty od pacjentki z przewle-
kta biataczka pochodzenia szpikowego w fazie zaostrze-
nia blastycznego [80].

Badania wykazaty, ze antracykliny indukuja proces réz-
nicowania komérek K562 w kierunku erytrocytow. Nawet
niewielkie zmiany w strukturze antracyklin powodowaty,
ze mechanizm indukcji procesu réznicowania byt rézny.
Zaréwno ACLA jak i DOX, w ste¢zeniach nizszych od cy-
totoksycznych, indukowaty wzrost poziomu mRNA y-glo-
biny i deaminazy porfobilinogenu (PBGD), co skutko-
wato synteza globiny i hemu. Po stymulacji ACLA, 67%
a w przypadku DOX, 50% komoérek wytwarzato hemoglo-
bing. Pojawiata si¢ hemoglobina embrionalna — Gower2
(g,, &) i X (€,, v,), Portland (y,, {,) oraz hemoglobina pto-
dowa F(a,, v,) [63]. Jednak w przeciwiefistwie do DOX,
roznicowanie komorek z udzialem ACLA nie wymagato
calkowitego zahamowania wzrostu hodowli [100]. W ho-
dowlach prowadzonych w obecnosci ACLA w stezeniu
20 nM, odnotowano wzrost ekspresji genéw charaktery-
stycznych dla komoérek erytroidalnych, tj. czynnika tran-
skrypcyjnego GATA-1 [52], NF-E2 oraz receptora erytro-
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Tabela 1. Réznicowanie komérek nowotworowych pod wptywem antracyklin

Linie komérkowe Antracykliny Fenotyp Pi$miennictwo
Biataczki
Mysie komorki erytroleukemiczne Friend (F4-6
y (murin):% erythroleukemia) (F4-6) aklacynomycyna erytrocyty 123
Ludzkie komorki biataczki promielocytowej HL-60 aklacynomycyna
(human promyelocytic leukemia) marcellomycyna granulocyty 92,136
. - - S klacynomycyna
Ludzkie komorki przewlektej biataczki szpikowej K562 a .
(human chﬁonic myeljo genous Ieulr()emia)J doksorubicyna erytrocyty 63,90, 100, 152
daunorubicyna
Ludzkie komorki biataczki szpikowej ML-1 daunorubicyna monocvt 3
(human myeloblastic leukemia) y iy
klacynomycyna
Mysie komérki biataczki mielomonocytowej WEHI-3B D* doksorubicyna ranulocyt 55
(murine myelomonocytic leukemia) N-trifluoroacetylo g iy
doksorubicyna
Guzy lite
SKhuﬁlélzkn;\legﬁngﬁkE;%? IZ(aAF8 epirubicyna komérki nerwowe 119,120
Mys(ﬁlljzrr?::llgur}gi)\/l\ggtl?;;)300 doksorubicyna komérki nerwowe 124
Mysie komérki zeniaka B16 doksorubicyna melanocyty 140

(murine melanoma)

poetyny (EpoR) [63,153]. Wzrastata réwniez aktywnos¢
wiazaca DNA czynnikéw transkrypcyjnych GATA-1 i NF-
E2. W przypadku zastosowania 40 nM DOX nie obserwo-
wano wzrostu ekspresji tych genéw. Jak wynika z prze-
analizowanych danych DOX i ACLA moga réznicowac
komorki K562 wykorzystujac rézne mechanizmy mole-
kularne. DOX, zwigkszajac stabilno§¢ mRNA GATA-1,
NF-E2 i PBGD, moze dziala¢ na poziomie potranskryp-
cyjnym. Natomiast ACLA przez oddziatywanie z regiona-
mi regulatorowymi genéw erytroidalnych dziata na pozio-
mie transkrypcyjnym [90,63].

W innych badaniach wykazano, ze DOXM (ryc. 7) wydaj-
niej réznicowata komorki K562 niz macierzysta DOX. Po
stymulacji DOXM, w 3 dniu hodowli, 40% komérek wy-
twarzato hemoglobing, a w przypadku DOX tylko 20%.
DOXM réwniez wydajnie hamowata proliferacj¢ komérek
K562, co potwierdzity badania poziomu ekspresji markera
proliferacji Ki67 [28]. W badaniach procesu réznicowania
komérek K562 stosowano rowniez daunorubicyng (DRB).
W czasie 24 godzin hodowli w obecnosci DRB obserwo-
wano spadek ekspresji c-myc natomiast poziom ekspresji
Y-globiny nie ulegal zmianie. Po 48 godzinach wzrastat po-
ziom mRNA vy-globiny, a ekspresja c-myc wrécita do po-
ziomu wyjsciowego [152].

Badajac udziat stresu oksydacyjnego w indukowanym an-
tracyklinami procesie réznicowania wykazano, ze dodanie
przeciwutleniaczy do hodowli komérek zmniejszato licz-
be zréznicowanych komérek. Uzycie 20 nM ACLA spo-
wodowato obnizenie ekspresji genéw kodujacych czynni-

ki transkrypcyjne GATA-1 i NF-E2. Analizujac markery
stresu oksydacyjnego wykazano, ze DOX i ACLA w r6z-
nym stopniu obnizaja poziom zredukowanego glutationu
oraz aktywnos$¢ enzymow antyoksydacyjnych (peroksy-
dazy glutationowej, dysmutazy ponadtlenkowej, katala-
zy, reduktazy glutationowej). Wyniki badan sugeruja, ze
generowanie wolnych rodnikéw przez antracykliny, moze
wplywac na poczatkowe etapy procesu réznicowania ko-
morek za posrednictwem czynnikéw transkrypcyjnych
GATA-1 1 NF-E2 w przypadku ACLA, a takze za posred-
nictwem innych czynnikéw zdolnych do indukowania syn-
tezy y-globiny w przypadku DOX [21]. Na przyktadzie an-
tracyklin widoczne jest, ze mechanizm indukcji procesu
roznicowania i syntezy hemoglobiny przez strukturalnie
pokrewne zwiazki moze by¢ rézny.

Badania in vitro wykazaty, ze antracykliny indukuja row-
niez réznicowanie komoérek nerwiaka oraz czerniaka (tab.
1). Procesowi réznicowania mysich komérek nerwiaka to-
warzyszyly zmiany morfologiczne i biochemiczne. Po do-
daniu DOX do hodowli obserwowano wzrost wielkosci ko-
morek. Odnotowano réwniez wzrost aktywnosci esterazy
acetylocholinowej [124], enzymu wystgpujacego w sy-
napsach, katalizujacego reakcje rozpadu neuroprzekazni-
ka, acetylocholiny. Podobne procesy towarzyszyty rézni-
cowaniu ludzkich linii komérek nerwiaka stymulowanych
EDOX [120] oraz inna pochodnga DOX, 4’-jodo-4’-deok-
sydoksorubicyng (IDX) [119]. DOX stosowana w stgze-
niach hamujacych wzrost hodowli indukowata r6znicowanie
komorek czerniaka w kierunku melanocytéw. Procesowi
réznicowania towarzyszyta akumulacja komérek w fazie
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G,/M. Obserwowano zmiany morfologiczne oraz zwigk-
szenie zawartosci melaniny [140]. Indukowane antracy-
klinami zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie G,/M,
poprzedzajace proces réznicowania, stwierdzono réwniez
w linii komorek K562 [28].

Niektore kliniczne aspekty stosowania antracyklin

Podobnie jak w przypadku innych lekéw przeciwnowotwo-
rowych, kliniczne zastosowanie antracyklin jest ograniczo-
ne z powodu probleméw zwiazanych z rozwojem oporno-
Sci w komoérkach nowotworowych lub ich cytotoksycznym
dziataniem na zdrowe tkanki. Wykazano, ze zwykle w cia-
gu roku po zakoniczeniu terapii antracyklinami rozwija sig
rozstrzeniowa kardiomiopatia oraz przewlekta niewydol-
nos¢ serca (CHF) [135]. Czasami wkrétce po rozpoczeciu
podawania antracyklin (w przeciagu tygodnia) moze wysta-
pi¢ ostra kardiotoksycznosé, na ktora sktada si¢: arytmia,
hipotensja, uposledzenie kurczliwosci serca. Ostra kardio-
toksycznos¢ wystegpuje u okoto jednego procenta pacjen-
téw 1 jest zwykle odwracalna [166]. Cechy indukowanej
antracyklinami kardiomiopatii, obejmuja utrat¢ miofibry-
li, rozszerzenie retikulum sarkoplazmatycznego, wakuo-
lizacje cytoplazmy, pgcznienie mitochondriéw i zwigk-
szenie liczby lizosomoéw. Istnieje Scisty zwiazek migdzy
podana dawka antracyklin, dawka akumulowana w sercu
i rozwojem kardiomiopatii. Maksymalna rekomendowa-
na dawka skumulowana dla DRB wynosi 500 mg/m? a dla
DOX 450-600 mg/m?. Réwniez uzycie analogéw drugiej
generacji (EDOX i EPI), majacych lepszy indeks terapeu-
tyczny nie eliminuje ryzyka rozwoju kardiotoksycznosci.
DOX podawana byta réwniez w polaczeniu z nowymi za-
twierdzonymi zwigzkami, takimi jak: taksany [paklitaksel
(PTX) i docetaksel (DCT)] lub trastuzumab w celu popra-
wy skutecznos$ci leczenia choréb nowotworowych. PTX
i DCT sa mikrotubulowymi inhibitorami, ktére induku-
ja apoptoze w komérkach raka piersi i hamuja angiogene-
z¢ [56]. Skojarzenie DOX z PTX lub DCT [95] stanowi-
fo kolejny krok w leczeniu raka piersi w fazie metastazy.
Niestety DOX w terapii skojarzonej indukowata kardio-
toksycznos¢ juz w mniejszych dawkach.

Uwaza sig, ze antracykliny indukuja kardiotoksycznos§¢
za posrednictwem innych mechanizmoéw niz te, ktére sa
odpowiedzialne za ich aktywno$¢ przeciwnowotworowa.
Poznanie tych mechanizméw pozwolitoby na rozwdéj no-
wych strategii ograniczajacych dziatania niepozadane nie
zmniejszajac odpowiedzi nowotworu. Wsréd proceséw od-
powiedzialnych za rozwdj kardiotoksycznosci wymienia
si¢ np.: zwigkszenie peroksydacji lipidéw [62], zaburze-
nia w gospodarce wapniowej [103], hamowanie ekspresji
swoistych genéw [2,65], enzymatyczna aktywacje¢ mito-
chondrialnych kinaz kreatynowych (MtCK) [151] oraz in-
dukcje syntazy tlenku azotu [104]. Ciagte podawanie an-
tracyklin zmniejsza poziom Ca?*-ATP-azy w retikulum
sarkoplazmatycznym [16].

Kolejnym bardzo waznym czynnikiem ograniczajacym
mozliwosci chemioterapii jest opornos¢ komoérek nowo-
tworowych na antracykliny. Opornos$¢ nowotworu moze
by¢ pierwotng cecha genetyczna komorek lub tez nabyta,
wytworzona w reakcji na podany lek. Intensywne badania
prowadzone w ciaggu ostatnich kilkunastu lat pozwolity na
identyfikacj¢ gendw, ktérych nieprawidtowosci wiaza sig

z opornoscia na leki. Wykazano, ze duzym problem wy-
wotujacym opornos¢ nowotworéw na antracykliny jest na-
dekspresja genu MDR1 (multidrug resistance gene). Trwaja
poszukiwania nietoksycznych substancji, ktére hamowa-
tyby aktywnos¢ produktéw genéw opornosci. Istotny wy-
daje si¢ réwniez rozwdj nowych strategii w walce z nowo-
tworami, takich jak np. liposomowe formuty antracyklin
czy synteza prolekéw.

Duze nadzieje wiaze si¢ z terapia celowana, gdyz ,,ude-
rza” ona prosto w nieprawidtowo funkcjonujace komorki,
oszczedzajac zdrowe tkanki i minimalizujac dziatania nie-
pozadane. Mozemy wyrézni¢ dwie giéwne strategie far-
makologiczne terapii celowanej z udzialem antracyklin.
Jedna z nich obejmuje rozwdj ,,przenosnikow” pozwala-
jacych na dotarcie antracyklin do nowotworu bez uszka-
dzania zdrowych tkanek. Druga natomiast polega na ta-
czeniu antracyklin z nosnikami swoiscie rozpoznajacymi
komoérki nowotworowe. Najlepszym przyktadem pierw-
szej strategii sa formuty liposomowe. Zamknigcie lekow
w liposomach ma na celu zwigkszenie ich przyswajalno-
$ci przez organizm, poprawe stabilnosci oraz zmniejsze-
nie toksycznosci w stosunku do zdrowych komoérek, przy
zachowaniu takich samych witasciwosci cytotoksycznych
w stosunku do komérek nowotworowych, jakie ma wolny
lek. Charakterystyczne dla antracyklin zamknigtych w li-
posomach jest: ograniczenie wydajnosci eliminacji leku
(CL), wydtuzony czas potowicznego rozpadu, akumulacja
W obszarze nowotworu, ograniczona akumulacja w zdro-
wych tkankach, wydtuzony czas uwalniania leku wewnatrz
nowotworu oraz czgsciowe przezwycig¢zenie opornosci no-
wotworu na lek [33]. Lepsze wilasciwosci farmakokine-
tyczne liposomowych antracyklin pozwalaja dostarczy¢
do komoérek nowotworowych wigksza ilos¢ leku w daw-
ce tolerowanej przez organizm. Mechanizmy pozwala-
jace na uwolnienie antracyklin z liposoméw w obszarze
nowotworu nie sa catkowicie znane. Sugeruje si¢, ze mi-
krosrodowisko nowotworu moze wptywac na destabiliza-
cj¢ lipidowych transporteréw np. przez dziatanie niskie-
go pH ptynéw srédmiazszowych otaczajacych nowotwor,
uwalnianie lipazy z rozpadajacych si¢ komoérek nowotwo-
rowych oraz uwolnienie enzyméw i czynnikow utleniaja-
cych z komoérek zapalnych infiltrujacych guz [84]. Ponadto,
komorki fagocytarne znajdujace si¢ w obszarze nowotwo-
ru moga metabolizowac liposomy i uwalnia¢ antracykliny
[137]. Mozemy wyrdznié trzy gléwne formuty pozwalaja-
ce na zamknigcie antracyklin w liposomach:

a) sterycznie stabilizowana, oplaszczona polietylenogliko-

lem DOX (Doxil w USA; Caelyx w Europie),
b) z udziatem cytrynianu powodujacego wzrost wydajno-
Sci oplaszczania DOX,
¢) liposomowa DRB (DaunoXome).

Formuty liposomowe oceniane na modelach do§wiadczal-
nych oraz w badaniach klinicznych wykazuja wigksza sku-
tecznos¢ oraz sa lepiej tolerowane niz DOX. Badania wy-
kazaty, ze optaszczona polietylenoglikolem liposomowa
DOX (nazywana PLD) ma duzo lepsze wtasciwosci far-
makokinetyczne w poréwnaniu z wolna DOX, poniewaz
jest chroniona przed mononuklearnym systemem fagocy-
tarnym, co zwigksza czas cyrkulacji w krwiobiegu [43],
a ponadto zmniejsza dzialania niepozadane stosowania an-
tracyklin: mdtosci, wymioty, tysienie czy zapalenie jamy
ustnej [60]. Wykazano, ze PLD dziata u pacjentéw z ra-
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0-0,25 uM 0,25-1uM 1-5uM >5uM stezenie
Maksymalne poczatkowe stezenie przy jednorazowej duzej dawce 5uM
Przecietne poczatkowe stezenie przy jednorazowej dawce 1-2 uM
Stezenie 1 h po dawce jednorazowej lub przy wlewie ciggtym 0,025 - 0,25 uM
Roéznicowanie 0,04 -0,2 uM
Apoptoza 0,05—-1uM
Hamowanie syntezy DNA i RNA 0,1-5uM
Dwuniciowe pekniecia w DNA 0,4-5uM
Generowanie wolnych rodnikéw i peroksydacja lipidow 1-100 uM
Wiazania kowalencyjne z DNA 50 uM — 1 mM
Aktywnosé helikazy 0,2-0,4 uM
Aktywno$¢ topoizomerazy |l 0,1-1uM
Wigzania kowalencyjne z DNA; hamowanie syntezy RNA 10 -50 uM
Aktywnos¢ topoizomerazy | 10 -100 uM
Generowanie wolnych rodnikow 10 - 200 uM

Stezenie w osoczu SteZenie zewnatrzkomérkowe w hodowli Stezenie w mieszaninie reakcyjnej

Ryc. 8. Wptyw stezenia antracyklin na procesy obserwowane in vitro w relacji do stezen uzyskiwanych w organizmie pacjenta (schemat).
W przygotowaniu schematu wykorzystano jedynie dane otrzymane dla DOX. Kolorem pomaraficzowym zaznaczono zakres stezer uzyskiwany
w osoczu pacjentéw, ktérym podawano jednorazowa dawka DOX w iniekgji dozylnej lub we wlewie ciagtym [49,93]. Kolor zielony
przedstawia wyniki uzyskane w hodowlach komérkowych, przy czym stezenie DOX jest poczatkowym stezeniem w medium. Na szarym
tle znajduja sie zakresy stezen, ktdre byty stosowane w badaniach bezkomérkowych. Zardwno w badaniach prowadzonych na hodowlach
komérkowych, jak i w uktadach bezkomérkowych nalezy uwzglednic, ze zakres stosowanych stezen byt czesto podyktowany mozliwosciami
detekgji zmian w badanych procesach, co oznacza, ze efektywne stezenie in vivo mogtoby by¢ mniejsze

kiem jajnika, ktérzy nie zareagowali na cisplatyng i PTX
[66], u pacjentéw z glejakami oraz wtérnymi guzami méz-
gu [71]. Wykazuje dobra skutecznos¢ w leczeniu migsaka
Kaposiego towarzyszacego AIDS [99]. Brak lub niewiel-
ka aktywno$¢ PLD stwierdzono u pacjentéw z opornym na
antracykliny rakiem piersi [116], zaawansowanym rakiem
macicy [35], zaawansowanym rakiem zotadka [149] oraz
trzustki [59]. Liposomowa DOX zawierajaca cytrynian cha-
rakteryzuja nieco gorsze parametry farmakokinetyczne niz
PLD, jednak sa one zdecydowanie lepsze w poréwnaniu
z podawaniem wolnej DOX [33]. U pacjentéw z przerzuto-
wym rakiem piersi formuta ta dawata taka sama odpowiedz,
co tradycyjna DOX, ale byta mniej kardiotoksyczna [8,60].
Badania wykazaty, ze réwniez DRB zamknigta w liposo-
mach (DaunoXom) ma duzo lepsze parametry farmakoki-
netyczne w poréwnaniu z wolng DRB [50]. Zaproponowano
uzycie DaunoXome w leczeniu migsaka Kaposiego u pa-
cjentéw z AIDS. DaunoXome podawany zaréwno sam, jak
i w polaczeniu z Ara-C, wykazywat duza aktywnos¢ i byt
dobrze tolerowany réwniez przez pacjentéw z ostrg bia-
taczka mieloblastyczng [38]. DaunoXome badany byt tak-
ze w polaczeniu z deksametazonem [89] oraz cyklofosfa-
midem, winkrystyna czy prednizolonem [85].

Kolejna strategia terapii celowanej, stanowigca alterna-
tywe dla formul liposomowych, jest synteza prolekéw.
Sa to zwiazki, ktore dziataja na komoérki nowotworowe
po proteolitycznej aktywacji przez enzymy wydzielane
przez te komorki. Jednym z przyktadow takich prolekéw

jest zwiazek L-377,202, powstajacy przez kowalencyjne
potaczenie DOX z N-glutarylo[4-hydroksyprolylo]-Ala-
Ser-cykloheksaglicylo-Glu-Ser-Leu. W wyniku dziatania
enzymu wydzielanego przez komorki raka gruczotu kro-
kowego dochodzi do hydrolizy tego zwiazku i uwolnie-
nia DOX lub DOX-Leu. Badania wykazaty, ze .-377,202
jest kilkakrotnie bardziej skuteczny w hamowaniu wzro-
stu ludzkich komérek raka prostaty niz DOX [29]. Innym
zwiazkiem nalezacym do rodziny prolekéw DOX jest tetra-
peptydowa pochodna DOX, CIP-0004Na (N-succynylo-f3-
Ala-L-Leu-L-Ala-L-Leu-DOX). Nie ulega ona hydrolizie
we krwi i jest aktywowana przez nowotworowa peptydaze,
ktéra hydrolizujac wigzanie amidowe powoduje powsta-
nie N-(L-Leu-DOX). Badania wykazaty, ze CIP-0004Na
ma znacznie wigksza aktywnos$¢ przeciwnowotworowa
niz DOX [34] oraz w mniejszym stopniu jest akumulowa-
ny w sercu i w zdrowych tkankach [154]. Zbadano row-
niez inne zwigzki bedace prolekami DOX. Jednym z nich
jest peptyd RGD-4C, ktéry wybidrczo wiaze sig z podjed-
nostka av integryn avB3 i avB5 ulegajacych nadekspresji
w nowotworowych komérkach srédbtonka. Inna pochodna
DOX-D-ALA-Phe-Lys jest peptydem rozpoznawanym przez
obecna w komdrkach plazminowa proteaze [30].

Interesujaca strategia terapii celowanej jest taczenie antra-
cyklin z polimerami rozpoznawanymi przez receptory ule-
gajace ekspresji w guzach. Takim przyktadem jest zwiazek
PK2, ktéry powstat przez potaczenie DOX z N-(2-hydroksy-
propylo)metaakrylamidowym kopolimerem, zawierajacym
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reszte galaktozaminy rozpoznawang przez niektdre receptory
watrobowe [127]. Badania wykazaty selektywna akumula-
cje PK2 w watrobie oraz duzo mniejsza kardiotoksycznosé
w poréwnaniu z odpowiednia dawka wolnej DOX.

Immunoliposomy sa nowa generacja liposoméw, beda-
cq potaczeniem swoistych przeciwcial monoklonalnych
lub fragmentéw Fab’ z liposomowymi antracyklinami.
Jednym z celéw jest tzw. HER2 — ludzki nablonkowy czyn-
nik wzrostu 2 (human epidermal growth factor 2). Biatko
to odpowiada za prawidlowy wzrost i podziaty komorek.
AntyHER/neu liposomowa DOX wybidrczo wiaze komorki
HER2/neu pozytywne [33]. Wykazano, ze AntiHER2/neu
PLD charakteryzuje wigksza skutecznos¢ przeciwnowotwo-
rowa oraz zredukowana toksyczno$¢ w poréwnaniu z DOX
[106]. Zbadano réwniez inne immunoliposomy np. lipo-
somowa DOX potaczona z przeciwcialami skierowanymi
przeciwko mucyniel [88]. Interesujace wyniki otrzyma-
no badajac myszy z przeszczepionymi ludzkimi komérka-
mi nerwiaka. W tych doswiadczeniach DOX optaszczo-
na polietylenoglikolem zwiazana byta z fragmentem Fab’
przeciwciatl skierowanych przeciwko GD2 (disialoganglio-
zyd), ktéry ulega nadekspresji w tych komérkach [107].
Zaobserwowano antyangiogenny wplyw oraz uszkodzenie
naczyn krwiono$nych, gtéwnie przez indukcje¢ programu

PismiennicTwWO

apoptotycznego w komorkach srédbtonka w obszarze ob-
jetym zmianami nowotworowymi.

Antracykliny stosowane w terapii przeciwnowotworowe;j
od prawie 40 lat ciagle pozostaja w obszarze zaintereso-
wan naukowych. Rozwdj nowych technologii zaréwno
w dziedzinie chemii medycznej, jak i biologii molekular-
nej i biologii komorki stworzyt nowe perspektywy w po-
szukiwaniu bardziej skutecznych pochodnych antracyklin
i poznawaniu molekularnych mechanizméw ich dziatania
in vitro i w organizmie pacjenta. W badaniach tych istotne
jest stgzenie lekow, gdyz oprécz struktury zwiazkéw row-
niez ich stezenie uzyskiwane w obrebie dziatania leku ma
wplyw na jego skutecznosc (ryc. 8). Poszukiwanie nowych
analogéw oraz rozwdj przeciwnowotworowych terapii ce-
lowanych naleza do gtéwnych kierunkéw badan majacych
na celu poprawe skutecznosci oraz zmniejszenie dziatan
niepozadanych, co w przypadku antracyklin oznacza prze-
de wszystkim zmniejszenie kardiotoksycznosci.
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