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Streszczenie |

Summary

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie molekularnych mechanizmow dziatania cytostatykow stosowanych
w probach terapii niektorych chorob neurologicznych, giownie stwardnienia rozsianego (SM). Od wielu lat
w terapii tego schorzenia probuije si¢ wykorzystywac takie cytostatyki, jak mitoksantron, cyklofosfamid, meto-
treksat i kladrybina. W chwili obecnej jedynym lekiem z tej grupy zatwierdzonym przez FDA do leczenia po-
stepujacego SM jest mitoksantron. Pozostate cytostatyki weigz poddawane sg badaniom, a giowny problem
we wprowadzeniu ich do terapii neurologicznej stanowig liczne efekty uboczne. Leki te wykorzystywane sg
gldwnie w onkologii i hematologii, gdzie stosowanie tego typu lekow jest bardziej uzasadnione. W chwili obec-
nej prowadzone sg liczne badania zmierzajace do lepszego poznania mechanizmow dziatania cytostatykow
na poziomach komoérkowym i subkomorkowym. Przyjmuje sie, ze mitoksantron indukuje apoptoze, co
zmniejsza pule komorek zapalnych zdolnych do wywotywania demielinizacji w obrebie oSrodkowego uktadu
nerwowego (OUN). Na poziomie molekularnym mechanizm jego dziatania polega na uszkodzeniu genomu
tych komdrek poprzez hamowanie aktywnosci topoizomerazy I (TOPII) lub bezposrednie wbudowywanie
si¢ w strukture ich DNA. Cyklofosfamid jest cytostatykiem dzialajacym w glownej mierze na komorki dziela-
ce sig, w ktorych alkiluje on DNA, co indukuje zaburzenia replikacji oraz apoptoze tych komorek. Dziatanie
lecznicze metotreksatu wynika ze zdolnosci do hamowania aktywnosci reduktazy dehydrofolianowej. W ten
sposOb zaburzony zostaje metabolizm zasad azotowych prowadzacy do zaburzen replikacji i bloku fazy S cy-
klu komorkowego leukocytow. Kladrybina dziata jako antagonista procesu transkrypcji. Dokfadne poznanie
mechanizméw dziatania prezentowanych lekow moze doprowadzi¢ do zmniejszenia nasilenia ich efektow
ubocznych oraz do zwigkszenia ich potencjatu leczniczego, rowniez w terapii neurologiczne;.

SEOWA KLUCZOWE: cytostatyki, mitoksantron, cyklofosfamid, metotreksat, kladrybina, stwardnienie
rozsiane

The aim of this review is the presentation of molecular mechanisms of action of cytostatic drugs used in the
therapy of neurological disorders, mostly of multiple sclerosis (MS). From many years cytostatics like mitox-
antrone, cyclophosphamide, cladribine and methotrexate were used in the MS clinical trials. So far only mitox-
antrone has been approved by FDA for the treatment of progressive MS. The other cytostatics are still studied
in clinical trials, the main problem with their approval for human therapy are their numerous side effects. So
far those drugs are mostly used in oncology and haematology where the usage of this type of drugs is better
justified. Now there are many studies leading to better understanding of mechanisms of action of cytostatics at
the cellular and subcellular level. Mitoxantrone induces apoptosis and reduce the population of inflammatory
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cells capable to initiate demyelination in the central nervous system (CNS). At the molecular level mitoxantrone
damages genome of inflammatory cells by inhibition of activity of topoisomerase II (TOP II) or direct interac-
tion with DNA structure. Cyclophosphamide is a cytostatic acting mainly on dividing cells, in which it alkylates
DNA and interferes with replication and cell apoptosis. Methotrexate inhibits activity of dehydrofolate reduc-
tase what leads to disturbance of replication and blocks phase S of the cell cycle in leukocytes. Cladribine is an
antagonist of transcription. The detailed analysis of these mechanisms may lead to diminishing of the level of
their side effects and to increase of their therapeutic potential, also in neurological therapy.

KEY WORDS: cytostatics, mitoxantrone, cyclophosphamide, methotrexate, cladribine, multiple sclerosis

MITOKSANTRON

atach 60. wyizolowano z grzybni Streptomy-
\ ;\ / ces peucetius pierwsze antybiotyki antracykli-
nowe: doksorubicyng i daunorubicyng”. Obec-
nie leki z tej grupy z duzym powodzeniem stosowane sa
w terapii wielu typow nowotwordw. Syntetyczng pochod-
ng antracyklin jest mitoksantron (MTX) bedacy efektem
poszukiwan, jakie prowadzono w celu uzyskania srodka
rownie skutecznego cytostatycznie co klasyczne antracy-
kliny, ale charakteryzujacego si¢ mniejszq kardiotoksycz-
noscig. Mitoksantron stat si¢ szczegdlnie przydatny w te-
rapii réznego typu biataczek. Od pewnego czasu jego
wplyw na leukocyty znajduje zastosowanie w immuno-
modulujacym leczeniu stwardnienia rozsianego®.
Dziatanie MTX sprowadza si¢ do indukcji apoptozy
(programmed cell death, PCD) limfocytow, co zmniej-
sza pule autoreaktywnych komorek zdolnych do wywo-
tywania demielinizacji w obrebie osrodkowego uktadu
nerwowego (OUN). Jednak podobnie jak w przypadku
innych zwigzkow antracyklinowych doktadny moleku-
larny mechanizm prowadzacy do efektu terapeutyczne-
go nie jest do konca wyjasniony. Uwaza si¢, ze MTX
powoduje uszkodzenia genomu poprzez hamowanie
aktywnosci topoizomerazy Il (TOPII) lub bezpoSrednie
wbudowywanie si¢ w struktur¢ DNA. Mowi si¢ rowniez
0 mozliwosci zaburzania rownowagi redox i generowa-
niu reaktywnych form tlenu w komorce.
Najczesceiej za gtéwny mechanizm proapoptotyczny MTX
uznaje si¢ indukcje podwojnych peknie¢ (DSB) DNA
w wyniku zablokowania TOPIIL. Enzym ten wystepuje
w komorkach eukariotycznych w dwoch izoformach:
o (wykrywanej giownie na terenie macierzy jadrowej)
i B (o lokalizacji jaderkowej). Pierwsza z izoform bierze
udzial w procesach transkrypciji, ulega podwyzszonej
ekspresji podczas podziatu mitotycznego i uwazana jest
za marker proliferacji. Druga izoforma TOPII uczest-
niczy giownie w transkrypcji rRNA, a podczas mitozy
jest eliminowana z jadra do cytozolu. Jej podwyzszong
ekspresje obserwuje si¢ w komdrkach stransformowa-
nych nowotworowo. Wedtug najbardziej rozpowszech-
nionych koncepcji MTX wykorzystuje naturalng ceche
topoizomerazy do generowania przejsciowych DSB ko-
niecznych dla utrzymania prawidlowej topologii DNA
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podczas licznych procesoOw wymagajacych jego prze-
strzennej reorganizacji. MTX zapobiega religacji nici
polinukleotydowych, prowadzac do ich pekniec. Uszko-
dzenia te okazujg si¢ w zdecydowanej wigkszosci na ty-
le rozlegte, ze komdrka wiacza szlak apoptozy?. Specy-
ficznym markerem obecnosci podwdjnych peknieé nici
DNA jest histon H2AX fosforylowany na Ser139 przez
kinaze ATM. W komorkach traktowanych MTX obser-
wuje sie w fazie G1 cyklu komorkowego pik fosforylacji
histonu H2AX. Aktywacja H2AX poprzedza aktywacje
kaspazy 3 i zanika w miar¢ postepu procesu apoptozy®.
Wydaje si¢, ze wazniejsza rolg w generowaniu DSB przez
MTX odgrywa topoizomeraza II 3. Wyciszenie ekspre-
sji topoizomerazy II B technikg siRNA znosi apoptoze
indukowang MTX. Podobnego efektu nie uzyskuje si¢
po zniesieniu ekspresji topoizomerazy I o®.

W wielu pracach MTX opisywany jest jako klasyczny
czynnik interkalujacy, ktory tworzy addukty z czasteczka-
mi DNA. Efektywnos$¢ formowania adduktow wzrasta
wraz ze zwiekszajacym sie stezeniem MTX. Czynnikiem
niezbednym dla stabilizacji oddzialywafi MTX — DNA,
a tym samym mogacym poprawiac efektywnos¢ MTX
jako cytostatyka, okazuje si¢ by¢ formaldehyd. W warun-
kach in vitro ani sam MTX, ani tez sam formaldehyd nie
sa w stanie indukowac wewnatrzniciowych skrzyzowan
DNA®. Powstajace addukty sg zwigzane z N-7 guaniny
i charakteryzujq si¢ pewng labilnoscig. Badania spektro-
metryczne sugeruja, ze wigzanie nast¢puje tylko z jedng
niciag DNA i jest ono mniej stabilne termicznie niz analo-
giczne addukty doksorubicyna — DNA?.
Oddziatywanie DNA i MTX zmienia przestrzenng or-
ganizacj¢ faficuchow polinukleotydowych, doprowadza-
jac do bloku transkrypcji (uniemozliwione jest przesuwa-
nie si¢ polimerazy RNA, a takze egzonukleazy A). Blok
ten jest zalezy od stezen MTX i formaldehydu i wywo-
tywany gtéwnie w sekwencjach CpG i CpA®. Ta pewna
preferencja do wywotywania bloku transkrypcyjnego
w regionach bogatych w cytozyn¢ nasuneta hipoteze¢
o powigzaniu dziatania MTX z metylacja DNA. Okaza-
fo si¢, ze zmetylowanie cytozyny CG w sekwencji CCGG
(CC*GG) prowadzi do zwickszenia zahamowania trans-
krypcji w porownaniu z sekwencja niezmetylowanych.
Blok nie byt indukowany, gdy metylowany DNA pod-
dawano dziataniu samego MTX. Konieczny byt egzo-
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genny aktywator w postaci formaldehydu. Rowniez sa-
ma metylacja nie byta w stanie zatrzymac polimerazy
RNA. Na intensywnos¢ zatrzymania reakcji transkryp-
cji oraz na intensywno$¢ formowania adduktow MTX
— DNA nie miafa natomiast wptywu metylacja cytozy-
ny CC w sekwencji CCGG (C*CGQG). Tak wige jedynie
bardzo specyficzna metylacja cytozyn w DNA prowadzi
do wzmozenia tworzenia nowych wigzan miedzy DNA
a MTX zaktywowanym przez formaldehyd. Biorac pod
uwagg, ze stopiefi metylacji DNA moze podlegac fluktu-
acjom w komorkach w pewnych stanach patologicznych,
nie bez znaczenia pozostaje zwigzek migdzy cytosta-
tycznym dziafaniem MTX a chemicznymi modyfika-
cjami zasad azotowych. Warto przy okazji wspomnie¢
o mozliwosci stosowania innych kombinacji zwigzkow
chemicznych moggcych podnosic efektywnosc¢ trucizn
TOPII. Ostatnie badania dowiodly, ze pofaczenie inku-
bacji komarek linii HCT116 w inhibitorze TOPII (etopo-
zydzie) i blokerze biatek Hsp90 (geldanamycynie) nasila
liczbe uszkodzenh DNA oraz zwigksza odsetek komorek
z symptomami apoptozy w poréwnaniu z komorkami
traktowanymi pojedynczymi inhibitorami. Dzieje sie tak,
poniewaz geldanamycyna uwalnia TOPII z komplek-
sow z Hsp90, przyczyniajac si¢ do zwickszenia liczby
aktywnych kompleksow TOPII — DNA. Przy jednocze-
snej obecnosci etopozydu lub innego inhibitora TOPII
mozna indukowac wieksza liczbe DSB i PCD"”. Inne
z kolei czynniki sg w stanie obnizy¢ cytotoksycznos¢
MTX, ale bez oddziatywania na poziom uszkodzen
DNA, co sugeruje, ze za procesy prowadzgce do Smier-
ci komorki odpowiadajg czynniki potozone downstream
w stosunku do formowania kompleksow TOPII - DNA.
Niejasne wcigz pozostaje, czy indukowana MTX apop-
toza jest prostg konsekwencjg zablokowania enzymu
TOPII, czy tez takie wydarzenia, jak blok p34cdc2 lub
niewlasciwa rekombinacja DNA bedace raczej wtorny-
mi efektami dziatania MTX, stajq si¢ przyczyng inicja-
cji szlaku PCD.

Prawdopodobnie rowniez wtornym efektem jest akty-
wacja czynnika NF-xB przez MTX. Aktywacja taka jest
zalezna od st¢zenia dawki MTX i wymaga obecnosci
funkcjonalnego enzymu TOPII (brak aktywacji NF-xB
w linii mutantéw pozbawionych TOPII). Réwniez jedy-
nie w linii dzikiej MTX powoduje degradacje¢ kaspazy 3.
Co ciekawe, czynnik NF-«xB podlega aktywacji zarowno
w komorkach dzikich, jak i zmutowanych (pod wzgle-
dem struktury i funkcji TOPII) po stymulacji cytoking
TNF-a.. Okazuje si¢, ze uszkodzenia DNA generowane
przez TOPII po inkubacji w MTX sg bezpoSrednio po-
wigzane z aktywacjg NF-«xB, czego dowodzg badania
z zastosowaniem ICRF-187 — inhibitora TOPII niewpro-
wadzajacego DSB. ICRF-187 znacznie stabiej aktywu-
je NF-«xB i nie indukuje apoptozy, a preinkubacja ko-
morek w ICRF-187, poprzedzajaca inkubacje w MTX,
znosi proapoptotyczny i aktywujacy NF-xB efekt MTX.

248 Wydaje sie, ze ICRF-187 chroni degradacje IxB, nie po-

zwalajac na oddysocjowanie NF-xB. Nie wiadomo jed-
nak, ktora z izoform TOPII jest zaangazowana w opisa-
ne tutaj procesy aktywacji NF-xB i w jaki sposob sygnat
o uszkodzeniu DNA (sygnat ,,mitoksantronowy”) zaczy-
na wspoldziatac ze szlakiem NF-xB®. Campbell w swojej
pracy"” podkresla role MTX jako czynnika nie tyle hamu-
jacego aktywnos¢ TOPII, ile bezposrednio wbudowujace-
go si¢ w strukture DNA. A zdolno$¢ klinicznie stosowa-
nych inhibitoréw TOPII do wigczania si¢ w czgsteczke
DNA ma wedtug niego korelowac z indukcjg takich czyn-
nikow, jak np. NF-kB. Proces wigzania NF-xkB z DNA
moze spowalnia¢ obecnos¢ reaktywnych form tlenu.
W komorkach biataczkowych (HL60) dziatanie MTX
prowadzi do intranukleosomalnej fragmentacji DNA
i apoptozy. Towarzyszy temu wzmozona ekspresja genu
c-jun, dodatkowo stymulowana estrami forbolu (akty-
watory kinazy biatkowej C), ale nichamowana stauro-
sporyng (inhibitor PKC). Niezgodnos¢ ta sugeruje, ze
c-jun oraz PKC nie sg jedynymi i bezposrednimi regula-
torami intranukleosomalnej fragmentacji DNA i apopto-
zy indukowanej MTX". Co wigcej, w pewnych przypad-
kach Smier¢ komorki inicjowana chemioterapeutykami
—w tym MTX - moze si¢ odbywac bez zaangazowania
c-jun. Procesom tym towarzyszy rowniez spadek ak-
tywnosci biatek Bel-2 i c-Myc!"”. Badania majace na ce-
lu okreSlenie, czy komorki znajdujgce si¢ w konkretnej
fazie cyklu komorkowego sg bardziej podatne na dzia-
tanie MTX, dowiodly, ze najbardziej wrazliwg jest sub-
populacja komorek replikujgcych w fazie S"*.

Nie bez znaczenia dla pro- lub antypoptotycznego dzia-
tania MTX pozostaje typ badanej linii komorkowej oraz
obecnos¢ specyficznych izoform kinazy biatkowej C.
W komorkach U937 nadekspresja PKC podnosi sto-
pien przezywalnosci komorek po inkubacji w MTX. Nie
zmienia si¢ przy tym poziom TOPII, ale znacznie spa-
da jej aktywnos¢ katalityczna, co objawia si¢ w postaci
zmniejszonej ilosci DSB. Zahamowanie TOPII jest wy-
nikiem jej hiperfosforylacji przez ulegajacq nadekspre-
sji PKC. Reakcja ta jest charakterystyczna dla TOPII f.
Tak wiec nie mozna wykluczy¢, ze nadekspresja pewnych
specyficznych izoform PKC moze wyciszac proapopto-
tyczny sygnat generowany po uszkodzeniu genomu le-
kami cytotoksycznymi, przyczyniajac si¢ w ten sposob do
wzmozenia odpornosci komorek na cytostatyki®”. Na
komorkach innej linii biataczkowej wykazano, ze inicja-
cja apoptozy przez MTX jest poprzedzona zmianami
konformacyjnymi biatka mitochondrialnego Bax. Po
inkubacji komérek w MTX biatko Bax wbudowuje si¢
w btong mitochondrialng i staje si¢ jej integralnym ele-
mentem. Poniewaz podanie inhibitora kaspaz nie wply-
walo na omawiane zmiany struktury biatka Bax, wydaje
si¢, Ze reakcje te sg niezalezne od kaspaz lub poprze-
dzaja w czasie ich aktywacj¢. Podobnie do Bax po za-
dziataniu MTX zachowuje si¢ inne biatko proapopto-
tyczne — Bak. Konformacyjne przemiany Bax i Bak
prawdopodobnie majg wplyw na modulowanie oddzia-
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tywan biatko — biatko istotnych dla integracji sygnatu
o0 uszkodzeniu genomu i uruchomieniu apoptozy. Opi-
sane wyzej procesy sg niezalezne od biatka p53“®.
Wykryto pewne procesy komorkowe czy cechy komorek
moggce znacznie zmniejszac efektywnoS¢ cytostatycz-
nego dziatania MTX. Jedng z takich cech jest obecno$¢
cytokeratyny w komorkach. Okazuje sie, ze cytokeraty-
na jest czasteczkg (prawdopodobnie jedng z wielu) pet-
nigca role cytoprotekeyjng wzgledem komorek narazo-
nych na MTX"”. Rowniez adhezja komorek linii U937
do fibronektyny za posrednictwem integryny § hamuje
inicjacj¢ DSB przez MTX. Wiaze sie to z jednoczesnym
spadkiem aktywnosci enzymatycznej TOPII oraz ze
zmniejszeniem iloSci enzymu ekstrahowanego z komo-
rek roztworami soli. Za ubytek w liczbie DSB zalez-
nych od MTX odpowiada¢ moze zmiana w lokalizacji
gromadzenia leku w komorce, a takze zaburzenia w je-
go wigzaniu si¢ z DNA"Y.

MTX wplywa takze na wzajemny stosunek w komorce
mediatorow proapoptotycznych — ceramidu i antyapo-
ptotycznych — diacyloglicerolu. MTX indukuje produk-
cj¢ ceramidu prawdopodobnie na poziomie enzymu
sfingomielinazy (podobnie jak to robi daunorubicyna).
JednoczeSnie MTX moze uruchamiac synteze DAG.
Obie reakcje obserwuje si¢ przy stezeniach MTX stoso-
wanych klinicznie. Preinkubacja komorek w inhibitorze
fosfolipazy C — D609 — prowadzi do spadku w poziomie
DAG i wzrostu st¢zenia ceramidu. Co ciekawe, wspom-
niana preinkubacja zwicksza liczb¢ czasteczek cerami-
du i efektywnie indukuje Smier¢ komorki, gdy stosuje sie
nastepnie stezenia MTX nieefektywne klinicznie. Rola
DAG jako negatywnego regulatora w apoptozie indu-
kowanej chemioterapeutykami pozostaje nadal nicjasna.
Opisane wyniki wydaja si¢ wskazywac na rol¢ pewnej
rownowagi mi¢dzy czasteczkami zycia (DAG) a cza-
steczkami Smierci (ceramid) w Smierci komorki, a wige
i w efektywnosci dziatania cytostatykow.

Mitoksantron podajemy pacjentom we wlewach kroplo-
wych w ilosci 12 mg/m?* powierzchni ciata, az do osiag-
ni¢cia dawki zyciowej 140 mg. Ze wzgledu na duzg kar-
diotoksycznos¢ konieczne jest monitorowanie funkcji
serca (ECHO serca, EKG). Spadek frakcji wyrzutowe;
0 10% w stosunku do wyjsciowej stanowi przeciwwska-
zanie do podawania mitoksantronu.

CYKLOFOSFAMID

Leukopenia jest jednym z charakterystycznych objawow
obserwowanych po podaniu cyklofosfamidu (CTX).
Podskorna iniekcja CTX powoduje 80-90% spadek licz-
by leukocytdéw. Najwickszy spadek liczby leukocytow
obserwowano w 4 i 11 dniu stosowania tego leku"”.
Pomimo istnienia znacznych roznic w liczbie bialych
krwinek pomiedzy osobnikami kontrolnymi a leczonymi
CTX trudno jest dopatrze€ si¢ zroznicowania w sktadzie
cytokin prozapalnych wydzielanych w obu tych grupach.
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Sugestia taka wynika z badan prowadzonych na my-
szach, u ktorych badano wplyw CTX na przebieg infek-
cji S. pneumoniae. Zarowno u myszy z normalna liczba
leukocytow, jak i u myszy z leukopenig zaobserwowano
podobne poziomy wydzielania IL-1p, 1L-6, MIP-2,
MIP-10.i MCP-1 (stezenia chemokin badano w homo-
genatach ptuc). Jednoczesnie w tych eksperymentach
udato si¢ wykazac brak wplywu CTX na strukture i prze-
puszczalno$¢ Srodbtonka naczyi krwionoSnych i znacz-
ny spadek produkgji tlenku azotu u myszy z leukopenia.
Jednak najwazniejszg konkluzjg prezentowanych do-
Swiadczen jest silna redukcja liczby leukocytow, a co
za tym idzie mozIliwoS¢ narazenia organizmu na wiek-
sze ryzyko infekcji podczas terapii CTX. Autorzy dobit-
nie wykazali to w obrazach histopatologicznych piuc
myszy, ktorym przed infekcjg bakteryjng podawano CTX,
i u myszy infekowanych S. pneumoniae bez uprzedniego
podania CTX. U tych pierwszych wystepowaly znaczne
zwldknienia tkanki, uszkodzenie epitelium, destrukcja
pecherzykdéw plucnych, a takze zahamowanie wydzie-
lania surfaktantu®. W pierwszej kolejnosci swe dziafa-
nie immunosupresyjne CTX kieruje na granulocyty,
a nastgpnie na limfocyty. Maksimum neutropenii (spa-
dek liczby neutrofili o ok. 80%) obserwowano w 4. dniu
eksperymentu®’. Po podaniu CTX wystepuje takze ob-
nizenie stezenia nitrotyrozyny, tlenkdw azotu i aktywno-
Sci makrofagowej mieloperoksydazy oraz spadek liczby
samych makrofagéw. Wspomniane procesy zaobserwo-
wano po zastosowaniu CTX u myszy wyposazonych
w sprawny enzym syntetaze tlenku azotu (NOS). U zwie-
rzat zmutowanych i pozbawionych syntetazy NO za-
obserwowano jedynie redukcje poziomu nitrotyrozyny.
Sugeruje to, ze CTX moze bezposrednio uszkadzaé
syntetaze NO lub jeden z jej kofaktorow. Powazna tego
konsekwencja bylo zahamowanie zabijania Mycoplas-
ma u myszy NOS**® Powyzsze dane dowodzg, ze
immunosupresja wywolywana przez CTX moze jedno-
cze$nie prowadzi¢ do narazenia organizmu na infekcje
bakteryjne. Te okresowe leukopenie zwickszajace ryzy-
ko zakazefi oportunistycznych sg powaznym skutkiem
ubocznym stosowania CTX. Interesujgce w tym aspek-
cie sg badania np. polisacharyddw izolowanych z korze-
ni Angelica sinensis, ktore wywierajg efekt immunosty-
mulujacy i1 przyspieszajacy wyjscie ze stanu leukopentii,
pozwalajac na skrocenie okresow przerw w podawaniu
leku i zwickszenie efektywnosci chemioterapii. Wielo-
cukry A. sinensis oddziatujg na komoérki antagonistycz-
nie do CTX: zwigkszajq liczbe proliferujacych komorek,
wzmagajq angiogenez¢ (oba procesy zalezne od daw-
ki). Jednocze$nie nastepuje wyjscie z CTX-zaleznej leu-
kopenii o dwa dni szybciej niz w grupie kontrolnej. Po-
lisacharydy A. sinensis nie wywierajg Zzadnego wplywu na
ekspresje genow c-Myc, DOC i EGE podczas gdy CTX
ja obniza. Sposrod gendw, ktdrych ekspresja jest bloko-
wana przez CTX, jedynie na gen VEGF polisacharydy
A. sinensis dzialajq indukujgco w sposob dos¢ silny™?.
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CTX jest cytostatykiem dziatajgcym w gtowniej mierze
na komorki dzielgce sie. Po 24-godz. inkubacji obser-
wuje si¢ znaczny spadek odsetka komorek dzielgcych sig
w roznych liniach komorkowych hodowanych in vitro®.
Prowadzac do alkilacji, DNA indukuje zaburzenia re-
plikacji oraz apoptoz¢. W sposob dobitny wykazano
efekt proapoptotyczny CTX podczas badan teratoge-
nezy na zarodkach mysich. Konsekwencjg zastosowa-
nia CTX byly znaczne zaburzenia w rozwoju czaszki.
Na poziomie molekularnym dziafanie CTX na komorki
mozgu sprowadzato si¢ do indukgji licznych apoptoz,
zaburzefi wigzania czynnika NF-kB z DNA oraz uak-
tywnienia kaspazy 3 i 8. W watrobie CTX réwniez ini-
cjowal apoptoze, ale jedynie w sposob przejsciowy, a kas-
pazy watrobowe nie osiggaly tak wysokiego poziomu
aktywnosci, jak kaspazy mozgowe. Nie obserwowano
rowniez nieprawidiowosci w morfogenezie watroby oraz
zaburzefi oddziatywania NF-xkB z DNA. W obu bada-
nych organach zarodkowych wzrastat odsetek komorek
wykazujgcych objawy apoptozy po traktowaniu CTX
poprzedzonym podaniem salicylanu sodu — inhibitora
wigzania NF-kB z DNA. Przytoczone dane sugeruja, ze
NF-kB moze by¢ negatywnym regulatorem Smierci ko-
morki 1 kontrolowac teratogeneze indukowang CTX®".
Przy okazji dziatania teratogennego CTX warto wspo-
mnie¢, ze cytostatyk ten oprocz dziafania terapeutycz-
nego moze rowniez w pewnych warunkach wykazywac
dziatanie kancerogenne i przyczynia¢ si¢ do powstawa-
nia raka pecherza moczowego i biataczki. Wigze sie to
z wplywem akroleiny (metabolit cyklofosfamidu — patrz
nizej) na material genetyczny komorek, a czynnikiem
chronigcym tkanki przed tak wywotang transformacjq
nowotworowg jest enzym alkilotransferaza®.

Sam CTX nie powoduje bezposrednio efektu lecznicze-
go, kancerogennego ani immunosupresyjnego, lecz jest
substancjg prekursorowa, metabolizowang w organizmie
do wiasciwych zwigzkow cytostatycznych. Hydroksyla-
cja wegla w pierScieniu CTX prowadzi do powstania
4-hydroksycyklofosfamidu pozostajgcego w rownowa-
dze ze swoja formg tautomeryczng — aldofosfamidem.
Spontaniczna reakcja prowadzi nast¢pnie do uwolnie-
nia z aldofosfamidu akroleiny, ktdra ma zdolnos¢ alki-
lowania DNA. Poszczegdlne metabolity szlaku mogg by¢
przeksztatcane przez odpowiednie enzymy do zwigz-
kow nieaktywnych biologicznie (np. aldofosfamid mo-
ze by¢ zredukowany do nieaktywnego alkoholu przez
reduktaze aldehydowa). CEX ulega biotransformacji
w organizmie w dwdch szlakach metabolicznych. Pro-
duktami pierwszego szlaku sg akroleina i kwas musztar-
dowy, natomiast produktami drugiego szlaku sg 3-de-
chloroetylocyklofosfamid (nieaktywny biologicznie),
chloroacetoaldehyd (ktory moze by¢ odpowiedzialny za
neuro-, kardio- i urotoksyczno$¢ CEX) oraz oksazofo-
ryny®®. Drugi z tych szlakow stanowi jedynie 10% meta-
bolizmu CFX“”. Obecnie dysponujemy licznymi dany-

250 mi dotyczacymi przemian w organizmie samego CTX.

Stabo poznane sa natomiast szlaki biochemicznych
transformacji jego metabolitow. Oprocz akroleiny i kwa-
su musztardowego istnieje szereg innych zwiazkow be-
dacych pochodnymi CTX. Jednak sg one stosunkowo
mato stabilne. Ogodlnie przyjety poglad, udokumento-
wany danymi eksperymentalnymi, gtosi, ze w 24 godzi-
ny po podaniu CTX jego metabolity sa catkowicie usu-
wane z organizmu z moczem®®.

Giownym miejscem biotransformacji CTX jest watro-
ba. U myszy HRN pozbawionych aktywnosci watrobo-
wego cytochromu P-450 obserwowano wzrost st¢zenia
CTX w osoczu. Zaburzona byta réwniez synteza jego
pierwszorzedowych pochodnych. Przy dawkach CTX
przekraczajacych 100 mg/kg nie obserwowano roznic
w poziomie indukowanej CTX granulocytopenii u my-
szy dzikich i mutantow HRN. Przy nizszych st¢zeniach
(ponizej 70 mg/kg) wystepowata 45% granulocytopenia
w szpiku myszy z funkcjonalnym cytochromem P-450%7.
Wsrod izoform cytochromu P-450 odpowiedzialnych
za pierwsze etapy watrobowego metabolizmu CTX
(4-hydroksylacja) wymienia si¢ CYP2C9 i CYP3A4%%%,
a takze CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8™. Wydaje sie, ze
wlaczenie poszczegdlnych izoform cytochromu moze
by¢ zalezne od st¢zenia podanego CTX®. Jednak
wezesniejsze eksperymenty zdaja si¢ sugerowac mozli-
wos¢ aktywowania CTX przez enzymy niepochodzace
z hepatocytow. W liniach komorek niewywodzacych sie
z watroby (m.in. komorki HelLa) obserwowano spadek
liczby mitoz, a w linii BSC-1 zmiany morfologii komo-
rek (powickszone, niekiedy pyknotyczne jadra, zmiany
w cytoplazmie). Autorzy tych badan nie wykluczyli row-
niez mozliwosci obecnos$ci w mediach hodowlanych
pewnych kofaktoréw enzymatycznych mogacych wply-
wac na metabolizm CTX®.

Jezeli chodzi o wptyw CTX na komorki uktadu immu-
nologicznego, to oprocz postepujacej leukopenii obser-
wuje si¢ spadek produkgji czynnika zahamowania migra-
cji makrofagow (MIF) przez limfocyty, ktore zdotaty
jeszcze pozosta¢ w krazeniu. Znacznie spada rdwniez
tempo proliferacji limfocytow w odpowiedzi na mitogeny.
Ponadto silniejszej redukeji ulegaly podziaty limfocy-
tow w odpowiedzi na antygeny. Ten ostatni efekt obser-
wowano rowniez w Sledzionie i wezfach limfatycz-
nych®”. Podobne zjawiska, takie jak indukowana przez
CTX leukopenia i spadek liczby komorek proliferuja-
cych w odpowiedzi na mitogeny, obserwowano w po-
pulacji limfocytow B. We krwi obwodowej pacjentow
leczonych przez diugi czas niskimi dawkami CTX znaj-
dowano wigkszy odsetek limfocytow B o zwiekszonych
rozmiarach w poréwnaniu do pacjentdw nie poddawa-
nych takiej chemioterapii. Te stosunkowo duze komorki
nie powickszaly juz wigcej swojej objetosci po aktywa-
cji. Nie nastgpowata rdwniez ekspresja powierzchnio-
wych markeréw aktywacji. By¢ moze tego typu zmiana
morfologiczna jest specyficznym objawem reakcji na
dziatanie czynnika alkilujacego. Na podstawie tych wy-
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nikdw mozna uzna¢ CTX za czynnik hamujacy prolife-
racj¢ 1 aktywacje limfocytow B. Ponadto CTX ma réw-
niez wiasciwos$¢ blokowania ich réznicowania, czego
dowodzi supresja produkcji Ig po otrzymaniu sygnatu
roznicowania od limfocytow T¢V,

METOTREKSAT

Metotreksat wprowadzono w latach 40. XX wieku do
terapii ostrych biataczek dziecigcych. Jego dziatanie lecz-
nicze wiaze si¢ z efektem antyproliferacyjnym wzgledem
leukocytow, ktory wynika z kolei ze zdolnoSci do hamo-
wania aktywnosci reduktazy dehydrofolianowej. W ten
sposOb zaburzony zostaje metabolizm zasad azoto-
wych, prowadzacy do zaburzen replikacji i bloku fazy S
cyklu komérkowego. Obecnie metotreksat z powodze-
niem bywa stosowany w leczeniu fuszczycy, tuszczyco-
wego zapalenia stawow, zespotu przeszczep przeciwko
gospodarzowi, choroby Crohna, reumatoidalnego za-
palenia stawOw i innych chorob o podtozu autoimmu-
nologicznym. Podstawg do tego jest nie tylko jego efekt
cytostatyczny, ale rdwniez zdolno$¢ do ingerowania
bezposrednio w procesy zapalne®. Na przyktadzie linii
komorek Jurkat (a takze innych linii komorkowych)
zbadano wplyw metotreksatu na aktywacje NF-xB in-
dukowang TNE Zaobserwowano blok degradacji i in-
hibicje fosforylacji czasteczek IkBa, co prowadzito do
zniesienia aktywnoSci kinazowej tego biatka. Konse-
kwencjg tego byto hamowanie aktywacji NF-xB (sty-
mulowanej TNF i innymi molekutami prozapalnymi)
oraz zaleznych od NF-kB gen6w. Prawdopodobnie czyn-
nikiem odpowiedzialnym za uruchomienie powyzszych
procesow jest adenozyna, ktorej wzmozone wydziela-
nie przez komoérki obserwuje si¢ po podaniu metotrek-
satu®. Dwudniowa inkubacja fibroblastow i komorek
endotelium z metotreksatem prowadzi do wzrostu udzia-
tu adenozyny w puli uwalnianych z tych komorek zasad
azotowych — dla fibroblastow jest to wzrost z 24 do 42%,
dla nabtonka z 4 do 31%. Interesujgca jest obserwacja
dramatycznego spadku adherencji aktywowanych neu-
trofili do fibroblastow charakteryzujacych si¢ wzmozo-
ng sekrecjg adenozyny stymulowang metotreksatem, co
moze ttumaczy¢ przeciwzapalne dziatanie omawiane-
go terapeutyku®?. Uwalnianie adenozyny przez syno-
wiocyty i komorki nabtonka traktowane metotreksatem
odpowiada roéwniez za hamowanie ekspresji receptora
NURRI, odgrywajacego istotng rol¢ w integracji szla-
kow biochemicznych odpowiedzialnych za wzbudzenie
odpowiedzi zapalnej™”.

U chorych na reumatoidalne zapalenie stawow leczo-
nych metotreksatem obserwowano spadek liczby limfo-
cytow CD4* produkujacych TNF-o, wzrost odsetka
komdrek produkujacych IL-10, nieznaczne podniesie-
nie produkcji IL-4 i brak zmian w syntezie IFN-y w po-
rownaniu z komorkami kontrolnymi (35,0 stabym
wplywie metotreksatu na wydzielanie IFN-y Swiadczy
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rowniez praca Hildnera i wsp.®® Jej autorzy rdwniez
potwierdzaja, ze jedng z glownym podstaw terapeutycz-
nego dziafania metotreksatu w chorobach autoimmuno-
logicznych jest inhibicja wydzielania TNE a koncowy
efekt przeciwzapalny zalezy od fazy aktywacji limfocy-
tow wystawionych na dzialanie metotreksatu.

Na zwierzecym modelu reumatoidalnego zapalenia sta-
woOw wykazano selektywne niszczenie przez metotreksat
limfocytow CDS8* i hamowanie aktywacji makrofagdow.
W fuszczycy natomiast zauwazono zniesienie wiasciwo-
Sci chemotaktycznych neutrofili®”. W badaniach ex vivo
i in vitro z uzyciem metotreksatu opisano wzmozong
produkcje TIMP-1 (tissue inhibitor of metalloproteina-
ses-1) 1 1-6 przez jednojadrowe leukocyty pobrane od
chorych na reumatoidalne zapalenie stawow i od zdro-
wych ochotnikow".

KLADRYBINA

Dziatanie terapeutyczne kladrybiny (2-chlorodeoksyade-
nozyna) zalezy od wewnatrzkomorkowych przemian bio-
chemicznych do odpowiednich fosforanéw (CIdAMP,
CIdATP). Produktem pierwszej reakcji na drodze akty-
wacji kladrybiny jest adenozynomonofosforan CdA
(CIdAMP), a za katalizator tej reakcji stuzy kinaza de-
oksyguanozyny (enzym mitochondrialny). Wykazano, iz
czasteczka ta (CIdJAMP) znajduje si¢ w komdrkach eu-
kariotycznych w sekwencji promotorowej i obniza trans-
krypcyjng syntez¢ RNA przez polimeraze 11 (pol ID).
Polaczenie czynnika transkrypcyjnego I D (TFIID) z re-
gionem TATA hamuje aktywnoS¢ transkrypcyjng pol I1.
Aktywnos¢ regulatorowa TFIID wymaga obecnosci in-
nych biatek regulatorowych, takich jak: TFIIA, TFIIB,
TBIIF i TBIIH. Tworzg one wspolnie kompleks, ktory
jest rozpoznawany przez RNA pol II. TFIID zawiera
biatko wigzace TATA-box (TBP) oraz czynniki zwigza-
ne z TBP (TAFs). Kolejnymi pochodnymi sg 5°-difos-
foran CdA i adenozynotrifosforan CdA (CIdATP)®. Jed-
na z prac sugeruje, ze kladrybina dziata jako antagonista
procesu transkrypcji. Wynika to z wbudowywania si¢
czasteczek CdA w strukture DNA, zwlaszcza w regio-
nach promotoréw gendw. Takie zmiany struktury pierw-
szorzgdowej DNA prowadzg do obnizenia zdolnosci
wigzania z DNA biatek TBP (TATA binding proteins).
Efektem tego jest niemoznoS¢ rozpoznania przez TBP
promotorow gendw i uniemozliwienie oddysocjowania
oraz zwigzania z normalnymi sekwencjami TATA. Kaz-
da z tych mozliwoSci prowadzi do redukcji poziomu
mRNA, co jest szczegdlnie szkodliwe dla biafek o krot-
kim czasie zycia, niezbednych dla prawidiowego funkcjo-
nowania komorki“?. Kladrybina znalazta zastosowanie
w hematologii w leczeniu biataczki wtochatokomorko-
wej oraz w reumatologii w leczeniu reumatoidalnego
zapalenia stawow. W neurologii probuje si¢ ja wykorzy-
stywaC w leczeniu stwardnienia rozsianego.
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wyzszg indeksacje MNiSW i Index Copernicus,
zwracamy si¢ do autordéw o dopetnienie ponizszych warunkow
podczas przygotowywania pracy do publikaciji:

— Publikacje nalezy opatrzyc¢ afiliacja z podang nazwa oSrodka i jego petnym adresem
oraz numerem telefonu.

— Praca oryginalna powinna by¢ poprzedzona streszczeniem zawierajacym od 200 do 250 stow,
a pogladowa i kazuistyczna — 150-200. Streszczeniu pracy oryginalnej nalezy nada¢ budowe strukturalna:

wstep, materiat 1 metoda, wyniki, wnioski.

- Liczba stéw kluczowych nie moze by¢ mniejsza niz 5. Stowa kluczowe nie powinny by¢ powtdrzeniem tytutu.
Najlepiej stosowac stowa kluczowe z katalogu MeSH.

— Praca oryginalna winna zawiera¢ elementy: wstep, material i metoda, wyniki, oméwienie, wnioski, piSmiennictwo.
- Pi§miennictwo powinno by¢ ufozone w kolejnoSci cytowania.

Petny Regulamin ogtaszania prac znajduje si¢ na stronie 216.
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